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軟骨欠損に対するアデノウイルスベクターを用いた

目的

離断性骨軟骨炎や関節内骨折などの外傷に

より関節軟骨損傷が しばしば引き起こされ

る。関節軟骨は修復能力に乏 しく,軟骨欠損

部は完全には修復されないため,長期的には

損傷された関節軟骨は変性 し,変形性関節症

に陥いる。軟骨損傷に対 して修復の促進を目

的として種々の移植術を用いた研究が行われ

ている1,2。 移植軟骨細胞の代謝活性を賦活化

する方法として,サ イトカインの応用は有力

な手段である。その際,局所において,サ イ

トカインを細胞選択的かつ持続的に作用させ

る必要がある。

一方,近年,遺伝子治療が注目され,関節

疾患に対する応用も行われつつある。われわ

れはこれまで,関節内において治療効果を有

する物質の有効濃度を長期間維持させる有望

な drug dcl市 cry systcmと して, アデノウイ

ルスベクターを用いたわ yivο 遺伝子導入法

に注目してきた3●。本研究では,関節軟骨欠

損に対する軟骨移植術において,局所での選

択的な遺伝子発現を得る目的で,ア デノウイ

ルスベクターを用いた cx vfyo遺 伝子導入法

の有用性を検討 した。

方法

組み換えアデノウイルスベクター

本研究では,ア デノウイルスベ クターゲノ

ムDNA(36Kb)の うちElA,ElB,お よびE3を

欠失 させ ,cAGプ ロモ ー ター を含 む β _
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gJactosidasc遺伝子(LacZ)を 含む発現単位を

El欠失部位に挿入した非増殖性アデノウイ

ルスベクター(AxCALacZ)を 用いた。対照ベ

クターとして,発現単位を持たないアデノウ

イルスベクター (Axlw)を 用いた。

ラット軟骨細胞

Wおtcr系 ラットの 2週齢の雄の両側の上腕

骨近位,大腿骨遠位および月里骨近位関節面か

ら軟骨を採取 した。軟骨片を単離し、平板培

養 した。軟骨細胞がサブコンフルエントに達

したところで,AxCALacZお よびAxlwを そ

れそツl multiplicity of infcc● on(MOI)が 50と

なるように遺伝子導入を行った。吸着終了

後,酸可溶性 bovinc typc l collagen溶 液中に

2.0× 106個 /mlと なるように細胞を分散 し

た。グル化させた後,軟骨細胞を三次元的に

培養 した。

コラーゲングル内の軟骨細胞におけるLacZ

発現の検討

遺伝子導入 1お よび8週間後,AxCALacZ
(各 n=3)お よびAxlw(各 n=3)で 処理された

軟骨細胞を含むコラーゲングルを取 り出し,

固定を行った。 5-bromO-4-chloro-3-indolyl―

β―D― galactopyranoside(X―gJ)に よる発色後 ,

コラーゲングルを肉眼的に観察 した。さらに

10 μ mの凍結組織切片を作製 しsafranin o染

色を行い,組織学的に検討 した。
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β―galactosidase酵素活性の経時的推移

遺伝子導入 3日 ,1,3,5,8週 間後,それぞれ

の軟骨細胞を包埋 したコラーゲングルを取 り

出 し(各 n=3),軟 骨細胞を単離 した。 β―

galactoddase assay kitを 用いて,軟骨細胞で

発現 している′9-gdactosdascの酵素活性を

測定 した(各 n=3)。 また回収 した軟骨細胞の

総蛋白質量をBsA Protdn Assayを 用いて計

測 し,酵素活性の値を各ゲルの総蛋白量によ

り補正 した。

軟骨欠損部における導入遺伝子の発現の検討

12週齢雄のWistcr Rat18匹 の大腿骨の膝

蓋関節面に径 2 mmの ドリルを用いて,全層

性の軟骨欠損を作製した。欠損部の左側には

AxCALacZに より処理 した軟骨細胞を含むコ

ラーゲングルを移植 し,右側にはAxl wに よ

り処理した軟骨細胞を含むコラーゲングルを

移植 した。ゲルの固定には■bnn glueを 用い

た。

移植 1,4,8週間後(各 n=6),大腿骨を一塊

として摘出し,X― gJ染色を行った。発色後 ,

軟骨欠損部の肉眼的観察を行った。次に脱灰

後,厚 さ10μ mの凍結切片を作製し,Sa■ anin

O染色を行った後,組織学的に検討 した。

結果

コラーゲングル内における LacZの発現

遺伝 子導入 1週後ではグル全体が青く染色

され,LacZの 強い発現を認めた。遺伝子導入

8週後においてもグルは青 く染色され,LacZ

の発現は持続 していた (図 1)。 組織学的には,

軟骨細胞周囲においてサフラエン0に より染

色される軟骨基質を認めた。遺伝子導入 1週

間後と比べ 8週間後のグルではさらにサフラ

ニン0に よる染色性の増加を認めた。LacZ発

現軟骨細胞の割合は遺伝子導入 1週 と8週後

においてそれぞれ82± 56%と 55± 6.8%で

あ り,遺伝子導入 8週後においても良好な

LacZの発現を認めた。

コラーゲンゲル内におけるβ―galaCtOSidase

酵素活性の経時的変化

遺伝子導入3[l, 1,3,5,8週 後にコ

ラーゲングル内から軟骨細胞を回収 し, β―

galactosidase酵 素活性を経時的に測定 した。

遺伝子導入 3日 ,1,3,5,8週後の酵素活性

はそれぞれ 394± 0.14× 104,413± 114×

104,3.38± 060× 104,0.61± 0.14× 104,0.51

± 007× 104(unit/mg prOtCin)で あつた。導

入 3週間 までは極めて高い活性が維持 され ,

図 1.コラーゲングル内の軟骨細胞におけるLacZ遺伝子の発現

A

A:Axlwで 遺伝子導入した

コラーゲングル。

B

B:AxCALacZで 遺伝子導入

し,1週 間経過 したコラー

ゲンゲル。

C

C:AxCALacZで 遺伝子導入し,

8週間経過したコラーゲングル。
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経時的な減少を認めたが導入8週後でも活性

は維持されていた。

軟骨欠損部における LacZの発現

Axlw(対照群)お よびAxCALacZに より

処理された軟骨細胞を欠損部に移植後,1,4
および 8週間後に大腿骨を摘出し,肉 眼的観

察を行った。対照群および遺伝子導入群とも

に軟骨細胞移植部における欠損は認められ

ず,両者間で差は認めなかった。X_gJ染色に

より遺伝子導入群では 1週 ,4週および8週 間

後において移植部分は青 く染色され LacZの

発現を認めた (図 2)。 X―gJに より染色された

欠損部は 1週以後, 4週 および 8週後では

徐々に染色性は低下 していた。Axlwに より

処理された軟骨細胞移植群では X―gJ染色に

より染色はされなかった。軟骨欠損部を中心

とした凍結切片の組織学的所見では,遺伝子

図 2

A:AxCALacZで 遺伝子導入した軟骨細胞を

軟骨欠損部に移植 し,1週 間経過 した大腿

骨の肉眼的所見。

導入した軟骨細胞の形態は保たれ,サ フラニ

ンoに より細胞周囲は染色された。遺伝子導

入 1週間後と比較 し,4週および 8週 間後で

はサフラエンoに よる染色性は経時的に増加

していた。LacZの 発現はグル内で観察された

結果 と同様に経時的には減少があったもの

の,移植 8週後においても発現は維持されて

いた。

考察

関節軟骨損傷の修復過程は,組織学的特性

から通常の治癒過程とは異なっている。深さ

が軟骨下骨に達 しない損傷では,損傷部辺縁

の残存 している軟骨細胞が分裂増殖 し,軟骨

基質の産生を行うが,そ の応答はきわめて弱

く欠損部はほとんど修復 されない 5。 軟骨下

骨に達する損傷では,骨髄からの炎症性細胞

浸潤により形成された肉芽組織内の未分化間

B:移植 した軟骨細胞の組織学的所見。
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葉系細胞が増殖 し,化生を起こし軟骨組織を

形成する6。 しかし,再生軟骨は生化学的な分

析によると,質的に正常軟骨と異なり,やが

て変性におちいる 7。 難治性の軟骨損傷に対

しては従来から組織移植による軟骨修復に関

する研究が行われてきているが,移植片の固

定性や欠損部分における機能の維持という点

ではまだ満足できる結果は得られていない。

軟骨代謝の生物学的研究の進歩により,軟

骨損傷に対する新 しい薬剤としてサイトカイ

ンが注目され,種々のサイトカインによる組

織誘導を応用 した研究が盛んに行われてい

る。軟骨細胞に対 し基質産生を促進させ,分

裂増殖を刺激 し,ま た未分化間葉系細胞に対

しては軟骨細胞への分化を誘導させるような

サイトカインが軟骨損傷に対する治療薬とし

て期待されている。成長因子は,軟骨代謝の

同化作用を促進 し,異化作用を抑制すること

が知られており軟骨修復過程において重要な

役割をはたすものと考えられている89Ю。 し

かし,関 節内へ直接サイトカインを投与 した

場合,短時間で代謝されるため,作用持続時

間に問題があり,ま た損傷部に対 し効率よく

作用させることは困難である。

近年,難治性疾患に対する新 しい治療法と

して遺伝子治療が注目されている。これまで

に,悪性腫瘍,先天性疾患などに対する臨床

応用がなされている HJ2。 関節疾患に対 して

も積極的な応用が行われており,軟骨損傷に

対 しても期待できる方法である.遺伝子導入

に関しては,ベ クターを直接関節内へ投与 し

遺伝子導入を行うI12■ vο遺伝子導入法と,体

内から細胞を取 り出し,体外で遺伝子導入し

た後に関節内に戻す cxソ fyο 遺伝子導入法が

ある。われわれは,こ れまでに関節内ヘアデ

ノウイルスベクターを直接投与するわyFyo遺

伝子導入法について検討を行ってきた4。 し

かしながら,軟骨細胞移植などのような場合

で,治療対象となる組織に対する選択性が必

要な時には,eχ Йvο遺伝子導入法が有用であ

るい。本研究では軟骨損傷に対する軟骨細胞

移植において,ア デノウイルスベクターを用

いた ex yFyο 遺伝子導入法の有用性を検討 し

た.軟骨欠損部へ移植する同種の軟骨細胞の

形質発現を維持するためにコラーゲンゲルの

scaffoldに 包埋 した。この軟骨細胞にアデノ

ウイルスベクターを用いて極めて効率よく遺

伝子導入を行うことができた。そして,欠損

部において導入遺伝子の発現は 8週間にわ

たって持続 していた。その際,遺伝子導入に

よる軟骨細胞の代謝活性への障害は認めず ,

遺伝子導入後 も旺盛な基質産生が確認でき

た。骸 Йyο遺伝子導入法は,局所での選択的

かつ持続的なサイトカインなどの発現が期待

できる方法である。

アデノウイルスベクターにより導入された

遺伝子は染色体外に存在するため,そ の発現

は一過性であるとされているが,本研究にお

いては安定 して長期にわたつて維持された。

コラーゲンゲル内の軟骨細胞は再分化 し,増

殖速度力ψ「市1さ れたため導入された遺伝子が

修飾をうけず,発現が維持されたものと考え

られる。今回の結果からアデノウイルスベク

ターを用いた ex vfvο 法は優れた方法である

と考えられる。アデノウイルスベクターの利

点として,1)軟骨細胞を含むほぼすべての細

胞に対 して応用が可能である。2)導入効率が

他のベクターと比べ非常に高 く,遺伝子導入

細胞の sdcctionが 不要である。3)導入遺伝

子の発現が長期間維持される。4)移植前後に

おける導入遺伝子の発現量をモニタリングで

きる。などの利点があげられる.そ して本研

究における ox vivο 導入法でも極めて効率の

よい遺伝子導入が認められ,こ れらの利点が

確認された。本法は軟骨損傷に対 し,局所的

に効率よくサイトカイン等の薬剤を作用させ

る有用な手段であるといえる。
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