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【背景】

骨組織は晴乳類に お い て 多彩か づ重 要 な役割を果た して い る ｡ した が っ て ､

種 々 の 疾病､ 先天異常ある い は外傷に よ る骨組織の 異常 . 喪失は ､ Q O L の 著 し

い低下 を来す｡ 従来 ､ 不 可逆性 の 骨欠損に 対 して は主 に骨移植ある い は人 工物

に よ る修復が行われ て きた｡ しか し､ 骨移植は ドナ ー

不足 と免疫拒絶が 大き な

問題 で あり ､ 人 工 物 は安全性 ･ 耐久性 ･ 機能性にお い て未だ骨組織に劣る ため ､

共 に 限界が 見 え始 め て い る｡ すなわち ､ 不 可逆性骨欠損の治療に 関 して は ､ 量

( ドナ ー 数) と質 (安全性 ･ 耐久性 ･ 機能性) と い う多く の 場合相反する 2 つ

の 要件を満足させる こ とが急務で ある ｡

こ う した問題 を解決す るた め､ 組織工学 の 手法 を利用 した再生 医療が脚光を

浴びて い る ｡ 再生 医療に重要な要素と して ､ 1 9 93 年に V a c a nti らが指摘 した ｢細

胞源 ･ 足場 ･ シ グナ ル｣ が 挙げられ る ｡ 近年 の骨再生医療にお い て は ､ 幹細胞

を細胞源と し､ 生分解性 の 足 場材料と組み合わせ て これ らを骨欠損部 - 移植す

る細胞移植の有効性が示され て い る｡

しか しなが ら細胞移植に よ る骨再生医療にお い て は ､ 量と質を満足させ るよ

うな理想的な細胞源 を完全に確保 で きて お らず ､ また細胞移植 に伴う医療費と

リ ス ク の 問題 が未 だ解決され て い な い ｡ したが っ て ､ 骨再生 医療 にお ける細胞

以外 の 2 要素 ( シ グナ ル ･ 足 場) か らア プ ロ ー

チする こ と で ､ 細胞 移植 に と っ

て 変 わ る新 しい 骨再生 シ ス テ ム を開発す る こ とが必要で ある と考えられ る ｡



こ れま で に報告された 足 場材料 の う ち骨伝導能を有す る材料 は存在す る が ､

骨誘導能を有す る材料は未 だな い ｡ それ は ､
これ らの 材料が そ の 周 囲に骨形成

を誘導する の に十 分な シ グナ ル 経路を活性化 しない ため で ある と考えられ る｡

骨形成性 シ グナ ル経路 に 関 して は近年 ､ 発生 工 学 的 ･ 分 子 細胞生物学的手 法を

用 い て 多く の知 見が得られ て い る｡ こ れま で骨形成 に 関連 す る と報告 され た 数

多く の シ グナ ル 分子 ･ 転写 因子 の うち ､ 特 に B M P s(b o n e m o rp h o g e n eti c p r ot ei n s) ､

H h s ( H e d g eh o g s) ､ W nt s ､ I G F - 1 (I n s uli n -lik e g r o w th fa ct o r
- 1) ､ R u n x 2 ( R u nt -

r el at ed

tr a n s c riptio n fa ct o r 2) と い っ た分子 は ､ 正 常な骨形成に必要 不可欠 な因子 で あ る

こ とが 明らか に されて い る ｡ これ らの シ グナ ル 経路は協調 して骨形成を進 めて

い く可能性が高い と考えられるが ､ 現在まで に効率的に骨芽細胞分化を誘導す

る シ グナ ル経路の 組合せ は 明 らか に され て い な い ｡ したが っ て ､ 骨形成性 シ グ

ナ ル 経路 の 組合せ に 関す る網 羅的な検討か ら ､ こ れ らを最適化 し ､ 最適化 され

た骨形成性 シ グナ ル 経路を遺伝子導入 に よ っ て 生体内で安全 に活性化させ る シ

ス テ ム を開発 す る こ と で ､ 細胞移植 を行 う こ となく骨再生 が誘導され る の で は

ない か と考え本研究を行う こ とと した｡

【結果】

最適化骨形成性 シ グナ ル 経路 の ス ク リ ー ニ ン グの 候補と して B M P シ グナ ル ｡

H h シ グナ ル ･

R u n x 2 シ グナ ル ･

W nt シ グナ ル ･

I G F - 1 シ グナ ル の 5 種 の骨形成

性 シ グナ ル 経路を選択 した ｡ それ ぞれ の シ グナ ル を活性化 あ る い は 抑制するア

デノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を用意 し ､ これ ら全 て の 組合せ (3
5
- 2 43 通 り) を

c oll al G F P - E S 細胞 に導入 し､ G F P の 蛍光を指標 に して ､ 無血清培地で 1 週間以

内に骨芽細胞分化を誘導する組合せ の ス ク リ ー

ニ ン グを行 っ た｡ C oll al G F P - E S

細胞と は ､ 骨芽細胞特異的に発現するラ ッ トⅠ型 コ ラ ー ゲン の 2 .3 kb 断片と E G F P

( e n h a n c e d g r e e n fl u o r e s c e n c e p r ot ei n) 遺伝子 を組み合わせ た トラ ン ス ジ
ー ン をも

つ E S 細胞で ､ 骨芽細胞分化を G F P の 蛍光の み を指標に モ ニ タリ ン グで きる｡

ス ク リ ー ニ ン グの結果 ､ 無血清培地で 1 週間以 内に骨芽細胞分化 を誘導す る最

小 の シ グナ ル ユ ニ ッ トは B M P シ グナ ル と R u n x 2 シ グナ ル の 組合せ

(c a A L K 6 + R u n x 2) で あ っ た o

骨芽細胞分化 マ ー カ ー 遺伝子 の発 現 と石灰化の検討か ら､ c a A L K 6 + R un Ⅹ2 の 導

入 は マ ウ ス E S 細胞 ･ ヒ ト間葉系問質細胞 ･ ヒ ト皮膚線椎芽細胞 ･ N I H 3 T 3 細胞

( マ ウス 胎仔線維芽細胞由来細胞株) I H e L a 細胞 ( ヒ ト子宮頭癌由来細胞株)

に お い て 1 週 間程度で 強力 に骨芽細胞分化を誘導する
~
こ とが 明 らか とな っ た ｡

以 上 よ り ､ B M P シ グナ ル と R un x 2 シ グナ ル の 組合せ は ､ 幹細胞の み ならず終末



分化 した非骨芽系細胞 か らの 骨芽細胞分化 にお い て も ､ 最適化骨形成性 シ グナ

ル 経路 の 条件を満たす最小 の シ グナ ル ユ ニ ッ トで ある と考えられた ｡

次に ､ c o r e bi n din g fa ct o r β( C b fb) と の 複合体形成に よ っ て R u n x 2 の 転写活性

化能 は 著 しく 上昇す る こ と か ら､ B M P シ グナ ル と R u n x 2 シ グナ ル の 組合せ に よ

る協調作用を C b fb に着 目 して 明らか にす る こ とを試 み た ｡ C b fb 欠損 マ ウ ス 由来

の 細胞 に c a A L K 6 + R u n x 2 を導入 して も骨芽細胞分化は誘導されな か っ た. また

N I H 3 T 3 細胞 に お い て ､ c a A L K 6 + R Ⅶ1 Ⅹ2 に より誘導され る骨芽細胞分化 は C b fb

を併せ て 導入する こ とに よ っ て 増強 した｡ 以上 より ､ B M P シ グナ ル と R u n x 2 シ

グナ ル の 組合せ に よ る骨芽細胞分化誘導にお い て ､ C b fb は必須 の 因子で あり ､ 2

つ の シ グナ ル に よ っ て制御されて い る こ とが示唆された｡ そ こ で ､ そ の 分子機

序に 関す る検討を行 っ た｡

R u n x 2 ある い は c a A L K 6 十R u n x 2 の 導入 に よ っ て ､ m R N A の発 現 レ ベ ル が変化

す る こ となく 細胞 内の 内因性 c b fb 蛋 白の 発現 が著 しく増加 した｡ 内因性 c b fb

蛋 白 の 発 現は ユ ビ キチ ン プ ロ テ ア ソ
⊥ ム 阻害剤 の 添加 によ っ て ､ R u n x 2 ある い は

c a A L K 6 + R u n x 2 に よ っ て誘導され る レ ベ ル まで 回復 した が ､ R u n x 2 導入群､

c a A L K 6 + R u n x 2 導入群にお い て は 変化 しなか っ た｡ 以上よ り ､ R u n x 2 が c b fb を

エ ビ キ チ ン プ ロ テ ア ソ ー ム 系に よ る分解か ら保護す ると考えられたo

ま た ､ c a A L K 6 + R u n x 2 を導入 した 場合に の み R un Ⅹ2 と C bfb は複合体 を形成 し ､

共 に o st e o c al ci n プ ロ モ ー タ ー 上 - 誘導され て い た｡ したが っ て ､ B M P シ グナ ル

の 活性化 に よ っ て R u n x 2 と C bfb の 複合体形成が促進 され ､ 転写活性 の 高い

R u n x 2 - C bfb 複合体が o st e o c al ci n プ ロ モ ー タ ー 上 へ 誘導され る と考えられた｡ 以

上 より ､ B M P シ グナ ル と R u n x 2 シ グナ ル の 組合せ に よ る協調的な骨芽細胞分化

誘導は ､ R u n x 2 によ る C bfb の 安定化と ､ B M P シ グナ ル に よる R u n x 2 - C bf b 複合

体の形成促進及び複合体の D N A 上 - の誘導を介すると考えられた｡

最後に マ ウ ス 頭蓋部に作製 した直径 4 m 皿 の 臨界骨欠損 モデル を用い て ､ B M P

シ グナ ル と R u n x 2 シ グナ ル の 組合せ の in vi v o にお ける骨再生誘導能に 関 して検

討 した ｡ ア デ ノ ウイ ル ス を用 い たin vit r o 遺伝子導入 に よ り 2 つ の シ グナ ル を活

性化 させ た皮膚線維芽細胞 シ ー

トを臨界骨欠損部 - 移植す る と ､ 術後 4 週 で 有

意な骨再生が誘導された｡ また ､ リ ン 酸カ ル シ ウム ペ ー ス トとアデ ノ ウ イ ル ス

ベ ク タ ー か らな る骨再生用イ ン プ ラ ン ト体を用 い た局所遺伝子導入 に よ っ て ､

臨界骨欠損部周囲 の細胞 にお い て B M P シ グナ ル と R u n x 2 シ グナ ル の 組合せ を活

性化 さ せ る こ と で細胞 を移植す る こ となく骨再生が誘導され た ｡ そ こ で免疫原

性 の高い ウイ ル ス ベ ク タ ー に代わ っ て ､ 静電相互作用 に よりポリ エ チ レ ン グリ

コ ー ル (P E G )
- *

o

リカ チ オ ン ブ ロ ッ ク 共重合体とプ ラ ス ミ ド D N A に よ っ て形



成される p oly ple x n a n o m i c elle を用 い た遺伝子導入 に よ る骨再生を検討 した ｡

p oiypl e x n an o m i c eile は 生体内に お い て 安定で あるた め遺伝子導入効率が高 い が ､

生体 - の 為 害性 は 少 ない と され て い るo リ ン酸 カ ル シ ウ ム ペ
ー

ス トと p oly ple x

n a n o 血 c ell e か らな る骨 再生用イ ン プ ラ ン ト体 を用 い た 臨界骨欠損部周囲 - の 遺

伝子導入 に よ っ て も ､ 細胞 を移植す る こ となく術後 4 週で 有意な骨再生が誘導

され る こ とが示 され た｡

【ま とめ】

本研究 は ､ 従来に な い G F P の 蛍光発現 を指標に したi n vitr o 骨芽細胞分化判定

法を用 い ､ 5 種類の 骨形成性 シ グナ ル 経路の 組合せ の 網羅的な検討 か ら､ ちM P

シ グナ ル と R u n x 2 シ グナル の 組合せ が最適化骨形成性シグナ ル 経路で ある こ と

を明らか に した ｡ また こ の 組合 せ は R u n x 2 に よ る C b fb の 安定化 と ､ B M P シ グ

ナ ル に よ る R u n x 2 - C bfb 複合体 の 形成促進及 び複合体の D N A 上 - の 誘 導を介 し

て 骨芽細胞分化を協調的に誘導す る こ とが示 され た ｡ さらに こ の 組合せ はi n vi v o

骨再 生に お い て も有効で あり ､
こ の 2 つ の シ グナ ル を遺伝子導入 によ っ て 骨欠

損部周囲 の細胞 で活性化させ る こ と- で ､ 細胞移植を用 い る こ となく骨再生を誘

導す る こ とが可能 で あ る こ とが 示 され た｡ 本 実験で 遺伝子導入 に用 い たp oly ple x

n a n o m i c elle とリ ン 酸カ ル シ ウム ペ ー ス トか らな る骨 再生用イ ン プラ ン ト体は 骨

誘導性人 工材料 で あり ､ 細胞移植 に伴うリ ス ク と コ ス トを軽減させ る基盤技術

となりうる こ とが示唆された ｡ さらに は既存の 医療用イ ン プラ ン ト表面 - の 骨

誘導性 イ ン タ ー

フ ェ
ー ス の 付与 - の 応用 に も つ なが る と考え られ た｡ した が っ

て ､ 本 研究 で 得られ た知 見は今後 の 骨再生 医療 の 発 展 に寄与す るも の で ある と

考えられた ｡




