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学位論文内容の要旨

【背景と目的】  骨折治癒のメカニズムに関してはこれまで様々な角度から多くの研究が
行われ，ホルモンやカ学的環境に加えて種々のサイトカインが関与することが明らかとな
ってきた．マクロファージ遊走阻止因子(macrophage mlgrat10ninhibitoryfactor：MIF）
は活性化Tリンパ球より分泌されるりンフォカインとして報告された．当初，その機能は
マクロファージの遊走を制御して炎症部位にマクロファージを集積し，炎症・免疫反応を
惹起する液性因子と考えられたが，その後の研究でMIFは細胞分化や創傷治癒に関与する
など多様な機能を有するサイトカインであることが明らかになってきた．しかし，骨折治
癒過程におけるMIFの役割について詳細に検討した報告はこれまで見られない．近年，共
同研究者のOnoderaら（2004）は骨折治癒過程の早期におけるMIFmRNAの発現増加を
報告し，MIFが骨折治癒過程において重要な因子である可能性を示唆した．そこでMIF
knock‐outマウスを用いて行われた本研究の目的は，マクロファージ遊走阻止因子遺伝子の
欠損が骨折治癒に与える影響を明らかにすることであり，それを通して骨折治癒に対する
MIFの役割を解明することである．
【対象と方法】実験には10週齢の雄wild‐typeマウス73匹（WT群）とMIFknock‾0ut
マウス73匹（MIFKO群）を使用した．全ての実験は，北海道大学大学院医学研究科動物
実験委員会の承認の下に，同研究科動物実験規約に則って行った．全身麻酔下に右下腿前
面の皮膚を切開し，脛骨骨幹部中央を露出し，電動鋸を使用して骨幹部中央に横骨折を作
製した．次いで脛骨髄腔内にステンレス鋼線を刺入し，髄内釘固定を行った．左脛骨には
骨折を作製せずに同様の髄内釘を刺入した．脛骨骨折部のカ学的強度の評価には各群16匹
を使用し，骨折後42および84日において万能試験機を用いて，脛骨前面を下方にした3
点曲げ試験を実施した．固定点間距離は10mmとし，cr08sheadspeed5mm／minで脛骨
を破断させた｜得られた10ad‐elongationcurveから仮骨の曲げ8ti伍lessおよび最大荷重を
求め，指標値にはそれらの絶対値および左脛骨に対する右脛骨の割合（対健側比）を用い
た．仮骨面積の測定のためには各群9匹を使用し，骨折後7，14，21およぴ28日における
    一  一
骨折部の軟X線撮影を実施した．Scionlmaglng解析ソフトを使用し，得られたX線画像
から仮骨面積を測定した．組織学的観察には各群15匹を使用し，骨折後3，7，21，42お
よび84日においてへマトキシリン・エオジン（HE）染色を行なった．また，各群12匹を
使用し，骨折後14およぴ28日にviuanuevabone染色を実施した．得られた染色像から
骨形態計測の各パラメーターについて算出した．骨折部における骨折治癒に関連する諸因
子mRNAの発現量について測定するために，各群18匹を使用し，骨折後0，3，7，14，
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21お よ ぴ 28日 に り ア ル タ イ ム PCRに よ る 解 析 を 行 な っ た ． 各 mRNA発 現 量 は GAPDH

にて正規化し， その発現量を算出した．骨髄細胞培養のために，各群3匹を使用し，培養

後14，21および 28日にvon Kossa染色を実施 して，骨髄細胞の石灰化にっいて検討した．

統計学的比較に は対応のないStudent’st-testおよび一元配置分散分析を行い，p08t hoc

testと し て Fisher’ s PSI亅 Dtestを 使 用 し た ． 有 意 水 準 は 5％ と し た ．

【 結 果 】 仮 骨 面 積 に 関 し て ， MIF KO群 は WT群 より 骨折 後14日に おい て有 意に 低値 を

示した．仮骨の 構造特性（曲げstiffnessお よび最大荷重）に関して，MIF KO群は骨折後

42日に おい てWT群よ り有 意に 低 値を 示し たが ，骨 折後 84日 にお いて は両群間に差を認

めなかった，組 織学的観察において，HE染色では両群ともに経時的に骨梁構造の復元が観

察されたが，両 群間に明瞭な差は観察されなかった．しかしVillanueva bone染色において

は，MIF KO群は 類骨幅が広く，線維状骨から層板骨への置換の遅れが観察された．また，

骨 形態 計測 にお いて，MIF KO群では骨量に対する類 骨量，類骨面に対する類骨量，類骨

幅，および既存 骨量に対する新生骨量が有意に増加し，骨石灰化速度の低下および類骨成

熟 時間 の延 長が 認められた．さらにMIF KO群では骨 面に対する吸収面，骨面に対する破

骨細胞面，およ び骨面に対する破骨細胞数が低値を示した．骨折治癒関連因子の遺伝子発

現 量 に 関 し て ， MIF KO群 は MMP-2が 骨 折 後 21お よ び 28日 で ， MTl-MMP， CtsKお よ

び TNAPが 骨 折 後21日で WT群 より 有意 に低 値を 示し た． 骨髄 細胞 の石 灰 化の 程度 には 2

群間で差を認め なかった．

【 考察 】本 研究 のカ 学的 試験 で は， MIF KO群 の仮 骨の 構造 特性 は骨 折後42日で有意に

低 く、 MIF KO群 では骨折治癒が遅れることが示され た．しかし骨折後84日では両群問に

差を認めなかっ た．ニの結果は，MIFが骨折 治癒過程早期における仮骨の構造特性の向上

に寄与し，最終 的に到達する骨の構造特性には影響を及ぼさない可能性 を示唆した．MIF

KOにお ける 骨折 治癒遅延のメカニズムとして，2つの可能性が推察された．その 第1は，

骨 折 後 14日 に お い て MIF KO群 で 破 骨 細 胞 数が 有意 に減 少し たこ とか ら， MIF KO群 で

は骨折部に韜い て形成された線維状骨の骨吸収遅延が起こっている可能性である．その第2

は ，MIF KO群で 骨量に対する類骨量が有意に高値を 示したこと，骨石灰化速度が有意に

低値を示したこ と，および軟X線画像による 仮骨面積が有意に減少したことから，MIF KO

群では類骨の骨 組織への置換が阻害されている可能性である．遺伝子発現に関しても，MIF

KO群 に お い て MMP-2， MTl-MMP， CtsKお よ び TNAP mRNAが 有 意 に 低 値 を 示 し た ，

こ れら 因子 は骨 石灰化に深く関与することが報告さ れており，これら因子の発現減少が

MIF KOマウ スに おける類骨の石灰化を遅延させて， 類骨の骨組織への置換の阻害に関与

した可能性があ る．しかしin vitroにおける骨髄細胞の石灰化には2群間で差を認めなかっ

た ． し た が っ て ， こ れ ら の 遺 伝 子 発 現 の 意義 につ いて は今 後の 検討 が必 要で ある ．

【 結論 】本 研究 は， 脛骨 の骨 折 治癒 にお けるMIF遺 伝子欠損の影響にっいて調査し，骨

折治癒過程早期 において，骨折治癒が遅れることを示した．この骨折治癒の遅れは仮骨組

織内の類骨石灰 化の遅れによる影響が大きいことが推察された，本研究結果は，骨折治癒

のメカニズムに 関して新たな知見を提示した．
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

マクロファージ遊走阻止因子遺伝子の欠損が

    骨折治癒に与える影響

  骨折治癒のメカニズムは、いまだ不明な点が多い。マクロフアージ遊走阻止因子（以下、
MIF)はマクロファージの遊走を制御して炎症部位にマクロファージを集積し、炎症・免
疫反応を惹起する液性因子と考えられていたが、その後の研究でMIFは細胞分化や創傷治

癒に関与するなど多様な機能を有するサイトカインであることが明らかになってきた。し
かし、骨折治癒過程におけるMIFの役割について詳細に検討した報告はこれまで見られな
い。そこで申請者はMIF遺伝子の欠損が骨折治癒に与える影響を明らかにすることを目的

として本研究を行った。
  実験には10週齢の雄wild-typeマウス73匹(WT群）とMIF knock-outマウス73匹(MIF
KO群）を使用した。各動物において、一側の脛骨骨幹部中央に横骨折を作製した後に髄内
釘固定を行い、他側の脛骨には骨折を作製せずに髄内釘固定を行ってコントロールとした。
力学的評価には各群16匹を使用し、骨折後42および84日に3点曲げ試験を実施し、仮骨
の曲げstiffnessおよび最大荷重を算出した。仮骨面積の測定のためには各群9匹を使用し

て、骨折後7、14、21および28日における骨折部の軟X線撮影を実施し、得られたX線
画像から仮骨面積を測定した。組織学的観察には各群15匹を使用し、骨折後3、7、21、
42および84日においてHE染色を行なった。また、各群12匹を使用し、骨折後14およ
び28日にVillanueva bone染色を実施した。得られた染色像から骨形態計測の各パラメー
ターについて算出した。骨折治癒に関連する諸因子のmRNAの発現量について測定するた
めに、各群18匹を使用し、骨折後O、3、7、14、21およぴ28日にりアルタイムRTPCR
による解析を行なった。骨髄細胞培養のために、各群3匹を使用し、培養後14、21および
28日にvon K08sa染色を実施して骨髄細胞の石灰化能について検討した。統計学的比較に

はStudent’s t-testおよび一元配置分散分析を行い、有意水準は5％とした。
  結果：仮骨の曲げstiffnessおよぴ最大荷重に関して、MIF KO群は骨折後42日にお
いてWT群より有意に低値を示したが、骨折後84日においては両群間に差を認めなかった。
仮骨面積に関して、MIF KO群はWT群より骨折後14日において有意に低値を示した。組
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織 学的観察 におい て、HE染色 では両 群間に明 瞭な差は 観察さ れなかったが、Villanueva

bone染 色に関し てはMIF KO群 で類骨 幅が広く 、線維 状骨から 層板骨への置換の遅れが観

察 された。 また、 骨形態計 測におい て、MIF KO群 では類 骨量、類骨幅、および新生骨量

が 有意に増加し、骨石灰化速度の低下および類骨成熟時間の延長が認められた。きらに、

吸 収面および破骨細胞数が有意に低値を示した。骨折治癒関連因子の遺伝子発現量に関し

て は ：  MIF KO群 で MMP-2が 骨 折 後 21お よ び 28日 で 、 MTl-MMP、 CtsKお よ び TNAP

が 骨折後 21日でWT群 より有意 に低値 を示した 。しかし 骨髄細 胞の石灰 化の程 度には2群

問で差を認めなかった。

  こ れらの結 果は、 MIF遺伝 子の欠 損が骨折治癒過程の早期における治癒の遅延をもたら

す ことを示した。この骨折治癒の遅延は、骨折部において形成された線維状骨の骨吸収遅

延 や仮骨組織内の類骨石灰化の遅延が原因であることが示唆された。本研究結果は、骨折

治癒のメカニズムに関して新たな知見を提示した。

  口 頭発 表 の 後、 副 査 の三 輪 教 授か ら MMPs、 Ct8Kお よぴ TNAPの 産 生細 胞 、 遺伝 子 発

現 減少と破 骨細胞 数減少の 関連性、 仮骨の 構造特性 が42日で 差があり84日で差が無い理

由 、等について質問があった。鐙教授からは、重要な複数の遺伝子発現が骨折後21日で低

下してすぐ増加する理由、骨折治癒におけるMIFの役割を今後さらに解明するための方法、

等 について質問があった。次に主査の久下教授から遺伝子発現で差を認める時期と骨形態

計 測で差を認める時期の差異、タンパク発現レベルの評価、細胞培養研究における工夫、

等 にっいて 質問が あった。 最後に副 査の安田教授より、骨におけるMIFの研究の国際的動

向 、MIFを 臨床的 治療に応 用できる 可能性、等について質問があった。いずれの質問に対

し て も 申請 者 は 、自 己 の 研究 結果と 文献的考 察に基づ ぃて概 ね妥当な 回答を 行った。

  本 研究はMIFの骨 折治癒に 対する 影響につ いて検討 した初 めての研究であり、MIFは骨

折 治癒早期において重要な役割を担っている可能性を示し、骨折治癒のメカニズムに関し

て あらたな知見を提示した。審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程にお

け る研鑽や取得単位なども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有

するものと判定した。
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