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(指導教員:黒坂昌弘教授)

脇貴洋

【背景】

骨折治療の基本は盤復と固定であり、手術方法や固定材料の開発など、近年の整形外科学およ

び材料工学の進歩によって、多くは満足のいく結果を得ることが可能となってきている。しかし

ながら今なお、全骨折症例のふ10%に骨癒合不全や偽関節に至る成績不良例が存在していると

いう現状がある。偽関節に対して外科的治療が行われでも、完全には治癒に至らないケースも少

なくなく、頻回の手衡を要する場合などがある。治療期聞が長期にわたれば、患者は後遺症に苦

しむこととなる。また、英国での研究では偽関節症例の治療に患者一人当たり約600万円もの医

療費を要すると報告されている。偽関節の発生は、息者自身に精神的・肉体的苦痛をもたらすの

みならず、社会的にも非常に重要な問題といえる。しかし、近年の整形外科研究領域の進歩にも

かかわらず、偽関節における分子生物学的な病態生理の知見は限定的であり、とりわけ、偽関節

の発生過程における分子生物学的な病態は未だ明らかにされていない。

microRNA (以下miRNA)は約 22塩基長の smallRNAの一種であり、標的とする遺伝子の 3'

非翻訳領域に存在する相補的配列に結合し、翻訳阻害あるいは m悶 engerRNAの直接的破壊に

より遺伝子発現を制御している。タンパク質をコードしない non-codingRNAであるmiRNAが

ヒトの様々な疾患に関与していることが近年報告されており、整形外科分野では変形性関節症や

関節Pウマチ、骨粗怒症における miRNAの関与が明らかにされている。しかしながら、偽関節

の発生と miRNAの関与を調べた研究は未だなされていない。

我々は偽関節形成過程における miRNAの役割を解明するため、マイクロアレイ解析を用いて

ラット大腿骨偽関節における miRNAの発現を網羅的に解析し、さらにrωI-timePCRを用いて偽

関節群と正常骨折群でその発現量を比較検討した。

【対象と方法I

Sprague-Dawleyラット(I2適齢;雄)、 94匹を用いた。正常骨折モデルは、直径1.2mmのキ

Jレシュナー銅線を膝関節から逆行性に大腿骨骨髄腔に挿入し、三点支持器上で重錘を落下させて、

大腿骨骨幹部に閉鎖性横骨折を作成した。また、偽関節モデルは、正常骨折モデルと間後に骨折

を作成し、次いで同部を露出し、骨折部周囲の骨膜を 2mmずつ電気メスで全周性に焼灼するこ

とにより作成した。骨折後 14日目に骨折部および偽関節部の組織から抽出したmiRNA に対し



マイクロアレイ解析を用いて網羅的な解析を行った。その解析結果において、正常骨折群に比べ

て偽関節群で発現量が多かった miRNAを選択し、骨折後 3・7・10・14・21・28日目に骨折部

の組織から抽出したmiRNAを用いてreal-timePCRにて、両群における発現量を比絞検討した。

【結果I

1)マイクロアレイ解析

骨折後 14日目に骨折部および偽関節部の組織から miRNAを抽出し、マイクロアレイ解析を

用いて 680種類の miRNAの発現量を網羅的に解析したところ、正常骨折群に比べて偽関節群で

発現量の多い miRNAは 363種類認めた。これらのうち、偽関節群で著しく増加している

miRNA を同定するために、発現量が 2.0 倍より大・ CV~置が 50%より小・ Hy3signalが 10より大

という基準を用い、 miR-21・5p'miR・3Ia-3p'miR・31a・5p'miR・142・3p'miR・142・5p'miR・143-

3p' miR・146a.・5p'miR・146b-5p• miR-223-3pの9種類の miRNAを選定した。

2) R，鎚1・t加ePCR

マイクロアレイ解析結果から選定した 9種類の miRNAのうち、ラットのみでなくヒトにも存

在する miR・.Jla・3p'miR・.Jla・5p'miR・146a・5p'miR・146b・5p'miR・223・.Jpの5つmiRNAに対し

て、骨折後 14日目に骨折部および偽関節部の組織から抽出した miRNAを用いて real-timePCR 

を行ったところ、すべての miRNAの発現量が正常骨折群に比べて偽関節群で有意に摺加してお

り、マイクロアレイ解析の結果が裏付けられた。以下に骨折後 3日目から 28日目における、こ

れら 5つのmiRNAの発現の経時的変化について述べる。

りmiR・31a.・3p

正常骨折群に比べて偽関節群では、骨折後 14・28日目において有意に高い発現量を認めた。

偽関節群における経時的変化では、発現量は 14日目まで増加し、その後、漸減した。

ii)miR・31a・5p

正常骨折君事に比ベて偽関節群では、骨折後 14・28日目において有意に高い発現量を認めた。

一方、骨折後 21日目においては有意に低い発現量を認めた。偽関節群における経時的変化では、

発現量は 14日目まで増加し、 21日目に減少し、 28日目には再度増加した。

ui)miR.・146a.・5p

正常骨折群に比べて偽関節群では、骨折後 14日目において有意に高い発現量を認めた。一方、

骨折後 21日目においては有意に低い発現量を認めた。偽関節群における経時的変化では、発現

量は 14日目まで増加し、 21日目に減少し、 28日目には再度場加した。

iv) miR-146b-5p 

正常骨折群に比べて偽関節群では、骨折後 14日目において有意に高い発現量を認めた。一方、

骨折後7・21・28日目においては有意に低い発現量を認めた。偽関節群における経時的変化では、

発現量は 14日固まで構加し、その後漸減した。

v)miR・223・3p

正常骨折群に比べて偽関節群では、ー骨折後3・14日目において有意に高い発現量を認めた。一

方、骨折後 21・28日目においては有意に低い発現量を認めた。偽関節群における比較では、発

現量は7日目に減少し、その後 14日目まで増加し、 21日目に再度減少に転じた。

I考察】

今回、我々はラットの正常骨折モデルおよび偽関節モデルを作成し、マイクロアレイ解析およ

びrea¥-timePCRを用いて、正常骨折部に比べて偽関節部において著明に増加がみられた 5つの

miRNAをはじめて同定し、両群聞の発現量の差異および、偽関節群における発現量の経時的な

変化を明らかにした。

炎症は骨折治癒において極めて重要な因子であると報告されており、その阻害は偽関節形成に

も関与していることが示唆されている。例えば、 IL-6やTNFaといったある種の遺伝子を欠損さ

せた動物モデルにおいては、骨癒合が遅延することが報告されている。今回の我々の研究で同定

されたm浪・.Jla-5p'm浪~146a・5p' miR，・146b-5p• miR，・223・3pは炎症反応を制御することが報告さ

れており、これら 4つの miRNAは骨折部において炎症を制御することで、偽関節形成に重要な

役割を果たしている可能性が示唆された。

miR・.Jla・5pは骨髄開業系幹細胞の骨分化を負に制御することが報告されている。また、miR・

31a・3pは胎生期の軟骨発育において重要な制御因子である自brobl田tgro柑 1factor 3を負に制御す

ることが報告されている。したがって、これら 2つの miRNAが、骨折治癒過程において重要な

役割を果たす骨形成および軟骨形成を負に制御することで、骨折の癒合を阻害し、偽関節形成に



至らしめる可能性がある。

近年、 miRNAが癌や白血病、心疾息を始めとした様々な疾息に関与することが明らかとなっ

てきており、 miRNAを標的とした治療戦略が急速に注目を集めつつある。過剰な miRNAを抑

制すること、あるいは不足する miRNAを補充することで、 miRNAの発現を制御し疾患を治療

しようとする rin浪NA創薬Jの試みが始まっている。我々が明らかにした 5つのmiRNAを治

療標的とした薬剤が開発され、これらを局所投与すれば、偽関節の予防や治療に結び付く臨床応

用が将来的に可能となるであろう。

以上より、マイクロアレイ解析および r伺 I-timePCRにおいて正常骨折モデルに比べて、偽関

節モデノレで箸明な発現増加がみられた miR・31・3p・miR・31・5p'miR・146a'miR-146b・5p・miR・

223の 5つの miRNA は偽関節形成過程に重要な役割を果たすことが示唆された。これらの

miRNAを応用し、偽関節の予防および治療を目標とする miRNA愈l薬への展開が期待される。
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microRNA (以下mi悶 A)は約22塩基長のsmallRNAの一種であり、標的とする遺伝子の3'非翻訳領

域に存在する相補的配列に結合し、翻訳限害あるいはmessengerRNAの直接的破綾により遺伝子発現を

制御している。miRNAがヒトの様々な疾患に関与していることが近年報告されているが、偽関節の発

生とmiRNAの関与を調べた研究は未だなされていない。

研究者らは偽関節形成過程における miRNAの役割を解明するため、マイクロアレイ解析を用いてラ

ット大腿骨偽関節におけるmiRNAの発現を網羅的に解析し、さらにr回1-timePCRを用いて偽関節群と

正常骨折群でその発現量を比較検討した。

対象と方法

SDラット(12週齢;雄)、 94匹を用いた。正常骨折モデルは、鋼線を膝関節から逆行性に大腿骨骨

髄腔に持入し、重錘を落下させて、大腿骨骨幹部に閉鎖性横骨折を作成した。また、偽関節モデルは、

正常骨折モデルと同様に骨折を作成し、次いで阿部を露出し、骨折部周囲の骨膜を電気メスで全周性に

焼灼することにより作成した。骨折後 14日目に骨折部および偽関節部の組織から抽出したmiRNAに対

しマイクロアレイ解析を用いて網羅的な解析を行った。その解析結果において、正常骨折群に比べて偽

関節群で発現量が多かったmiRNAを選択し、骨折後3・7・10・14・21・28日目に骨折部の組織から

抽出したmiRNAを用いてreaI-timePCRにて、両若手における発現量を比較検討した.

結果

1)マイクロアレイ解析

骨折後 14日目に骨折部および偽関節部の組織からmiRNAを抽出し、マイクロアレイ解析を用いて

680種類の miRNAの発現量を網羅的に解析したところ、正常骨折群に比べて偽関節群で発現量の多い

miRNAは363種類認めた。これらのうち、miR-21・5p-miR・31a-3p.miR-31a・5p.miR-I42・3p.miR-142・5p.



miR・143-3p'miR・146a-5p• miR-146b・5p'miR・223・3pの9種類の miRNAを選定した。

2) Rea1-time PCR 

マイクロアレイ解析結果から選定した 9種類の miRNAのうち、ラットのみでなくヒトにも存在する

miR・31a・3p'miR-31a・5p'miR・146a.・5p'miR・146b・5p'miR・223・3pの5つ miRNAに対して、骨折後 14

日目に骨折部および偽関節部の組織から抽出したmiRNAを用いてreal-timePCRを行ったところ、すべ

ての miRNAの発現量が正常骨折群に比べて偽関節群で有意に婚加しており、マイクロアレイ解析の結

果が裏付けられた.

考察ならびに結論

炎症は骨折治癒において極めて重要な因子であると報告されており、その阻害は偽関節形成にも関与

していることが示唆されている。今回の研究で同定された miR-31a-5p• miR-146a-5p • miR-146b-5p • 

miR・223・3pは炎症反応を制御することが報告されており、これら 4つのmiRNAは骨折部において炎症

を制御することで、偽関節形成に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。

miR-31a・5pは骨髄間葉系幹細胞の骨分化を負に制御することが報告されている。また、 miR-31a-3pは

胎生期の軟骨発育において重要な制御因子である fibroblastgrowth factor 3を負に制御することが報告さ

れている。したがって、これら 2つの miRNAが、骨折治癒過程において重要な役割を果たす骨形成お

よび軟骨形成を負に制御することで、骨折の癒合を匝害し、偽関節形成に至らしめる可能性がある。

以上より、これら 5つの miRNAは偽関節形成過程に重要な役割を果たすことが示唆された。これら

のmiRNAを応用し、偽関節の予防および治療を目標とする mi悶 A創薬への展開が期待される。本研究

は、ラットの正常骨折モデルおよび偽関節モデルを作成し、マイクロアレイ解析および、real-timePCRを

用いて、正常骨折部に比べて偽関節部において著明に増加がみられた 5つの miRNAをはじめて同定し

た。従来行われていない、偽関節部における mi悶ぜAを解析した研究であり、偽関節の予防および治療

を目標とする miRNA創薬への展開が期待される点で価値ある業績であると認める。よって本研究者は、

博士(医学)の学位を得る資格があるものと認める。




