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研究成果の概要（和文）：ステロイド性大腿骨頭壊死症手術患者の大腿骨頭を標本とし、miRNA, mRNAの網羅的発現解
析を行い、発現プロファイルを解析した。得られたmiRNAの候補を用いてin vitro実験系において、骨形成促進、血管
新生能を評価し、これら骨・血管新生に有用であると思われる4つのmiRNAの候補の選別を行った。間葉系幹細胞（MSC
）へリポフェクション法により過剰導入した合成miRNAのエクソソームを、培養筋芽細胞等の他の培養細胞に添加する
ことでmiRNAを細胞内へ導入させ、また濃度依存的に増加させることができることを確認した。

研究成果の概要（英文）：The comprehensive analysis of miRNA and mRNA expression were performed using the 
femoral head that was obtained from the patient with osteonecrosis of femoral head. I evaluated the 
ability of osteogenic proliferation and vascularization using miRNA candidates, and lined up four 
candidates that ware considered to be useful for angiogenesis and bone regeneration. I also revealed that 
microRNA can be transfected into cells in other cultured cells such as myoblasts with exosomes that 
contained synthetic miRNA that was obtained from microRNA transfected mesenchymal stem cells, and 
microRNA increased density-dependently.

研究分野：関節病学
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１．研究開始当初の背景 

(1) 特発性骨壊死症は膠原病や各種臓器移

植後などにおける、ステロイドの大量投与に

関連して起こる疾患で、その多くは大腿骨頭

に発生し、骨頭圧潰に続発して二次性股関節

症へ進展する厚生労働省指定の難治性特定

疾患である。本症の多くは青壮年期に発症す

るが、その治療に難渋することが多く、また

骨壊死自体に対する骨修復を目的とした治

療法は未だ確立されていない。 

(2) これまで我々は、大腿骨頭壊死症の患者

に対し自家骨髄単核球移植を行ってきたが、

その臨床成績は不安定である。そこで、質、

効果を高めた骨髄単核球を移植することで

早期骨修復を促し、骨頭の圧潰を予防するこ

とが可能となれば、骨頭壊死症に対する新た

な治療法の確立に繋がる。 

(3) 近年、約 22 塩基対の短鎖 RNA 分子であ

る microRNA(miRNA)が新しい遺伝子制御因子

として注目されており、我々は動物モデルへ

の miRNAの局所投与による治療効果および再

生促進効果、また大腿骨頭壊死症において、

大腿骨頭の壊死骨における血管形成に関連

した miR-210 が壊死部周辺に発現しているこ

とについて報告している。これらの miRNA を

用いることにより壊死骨の修復効果を得る

ことができれば、従来の治療法らと組み合わ

せることで大腿骨頭の圧潰ならびに関節症

の進行を抑制する、より効果的な治療法の確

立に繋がる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究の目的は、これまで我々が大腿骨

頭壊死症の患者に対して行ってきた自家骨

髄単核球移植で使用する骨髄単核球に対し、

骨再生に促進的に働く miRNA を導入すること

により、骨壊死症に対するより効果的な治療

法を開発することである。本研究では、miRNA

導入骨髄単核球は、移植細胞としての質(骨

形成能、血管形成能)が高められ、また新し

い概念として効果的な miRNA を分泌するキャ

リアとして周辺組織の再生環境を整える効

果があると仮説を立て、以下の３課題を明ら

かにする。 

①ステロイド性骨壊死患者由来の骨髄単核

球の性質 

②単核球への miRNA 導入による遊走能および

サイトカインと miRNA の分泌変化 

③骨壊死モデルにおける miRNA 導入骨髄単核

球による壊死骨の再生効果 

 

３．研究の方法 

(1)①ステロイド性骨壊死患者由来骨髄単核

球の miRNA 発現の網羅的解析 

 ステロイド性大腿骨頭壊死患者、また非大

腿骨頭壊死症患者(変形性股関節症)から採取

した単核球より RNA を精製し、マイクロア

レー法を用いた miRNA の網羅的発現解析を

行う。次に real time PCR 法を用いて候補と

して挙がった miRNA の定量化を行い、ステ

ロイド性骨壊死症と関連の強い miRNA の同

定を行う。 

②miRNA 導入による単核球の応答（サイト

カインの分泌）と分泌 miRNA による血管形

成能と細胞分化促進能の評価。 

 ①のアレーデータより着目した miRNA の

培養単核球への導入によるサイトカインの

分泌を解析する。また、血管形成促進するこ

とが知られている miR-210 や骨分化制御の

報告のある miRNA-222 等の導入により、

VEGF や BMP などの血管誘導因子および骨

形成因子の分泌が誘導されるか検討する。 

③ステロイド性骨壊死モデルへ miRNA 導入

単核球移植し骨再生効果を検討する。 

先に報告されたラットステロイド性骨壊死

症モデルに準じ、Lipopolysaccharide(LPS)(2 

mg/kg)を経静脈的に day0, 1 に投与後, day2, 

3, 4にmethylprednisolone(20 mg/kg)の筋注

しモデルを作成する。ラットステロイド性大

腿骨頭壊死モデルを用いて、透視下に骨壊死



部まで骨孔を作成した後、骨髄単核球単独と

miRNA 導入骨髄単核球の局所投与を行い、

骨修復、血管形成、細胞の apoptosis への影

響につき、移植後 4 週の大腿骨頭を用いて組

織学的、分子生物学的、免疫組織化学的評価

を行う。 

 

４．研究成果 

(1)①ステロイド性大腿骨頭壊死症手術患者、

また非大腿骨頭壊死症手術患者(変形性股関

節症)の症例より、手術時に摘出した大腿骨頭

を標本とし、大腿骨頭より採取した骨髄より

RNA を精製し、マイクロアレー法を用いた

miRNA, メッセンジャーRNA の網羅的発現

解析を行い、発現プロファイルを解析した。

得られた miRNA の候補を用いて in vitro 実

験系において、骨形成促進、血管新生能を評

価し、これら骨・血管新生に有用であると思

われる 4 つの miRNA の候補の選別を行った。 

(図.1.2) 

 

図.1 マイクロアレーにより候補として挙げ

られた各 microRNA の骨形成効果 

アリザリンレッド染色による評価 

 

 

 

図.2 (上段) 各 microRNA の免疫染色評価

(VEGF),  (下段) qPCR による定量評価

(VEGF, FGF) 

 

②血管形成促進することが知られている

miRNA-210 や骨分化制御の報告のある

miRNA-222 を用いて、間葉系幹細胞（MSC）

へリポフェクション法により過剰導入した

合成 miRNA のエクソソームを、培養筋芽細

胞等の他の培養細胞に添加することで

miRNA を細胞内へ導入させ、また濃度依存

的に増加させることができることを確認し

た。また得られた miRNA は in vitro 実験系

において、血管新生能を促進させ、ボイデン

チャンバー法による解析から細胞遊走能な

ど細胞機能を制御できることを確認した。

(図.3) 

 

 



図.3  MSC に合成 miR-140 をリポフェク

ション法により導入後、培養 24 時間後の

血性上清を C2C12 に添加. 容量依存的な

transfection を確認できた。 

 

③ラットステロイド性骨壊死症モデルの作

成方法確立のため、先に報告されたモデルに

準じ、リポポリサッカライド、メチルプレド

ニゾロンを用いたステロイド性骨壊死モデ

ルを作成後、2 週、4 週で骨壊死発生率の評

価を行った。現在のところ明らかな壊死領域

を認めるモデルを作成できるまでには至っ

ていない。(図.4)  

 

               

図.4 移植後4週の大腿骨頭の肉眼像, 組織評

価 
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