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sonoporation法 を用いた関節内への核酸導入法の開発

一small interfering RNAを 用いた変形性股関節症の治療法開発に向けて一
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は じめ に

近年関節疾患に対する分子生物学的機序の解

明が進み、関節疾患に対 しての遺伝子・核酸治

療の応用は有望な治療法のひとつとして注 目さ

れている。核酸治療の成功には、有効かつ安全

な標的臓器への核酸分子の導入が必要である。

われわれはこれまでに adenovirus vectorを

用 い た 関 節 軟 骨 へ の 遺 伝 子 導 入 法 、

electroporation法 を用いた関節滑膜への遺伝

子導入法を報告 してきたが、安全性および侵襲

の面で、致死性でない関節疾患への臨床応用に

は依然問題がある。

近年、注 目されている遺伝子導入法 として、

超音波遺伝子導入法 (sonOporation)が ある。

これは超音波の照射によ り細胞膜の透過性 を克

進させ、目的の物質を細胞内に導入する方法で

ある。超音波造影剤であるマイクロバブルを併

用することで、細胞膜の透過性が さらに克進

し、遺伝子の取 り込みが増強することが知 られ

ている。超音波は診断、治療に臨床応用されて

お り、組織 へ の侵襲 が少 な い。す で に この

sonoporationを 用いて、骨格筋、腫瘍、心筋、

歯髄組織などの組織に in vivoで 遺伝子 を導入

できることが報告されている。

また、近年、配列特異的に強力に遺伝子の発

現 を 抑 制 で き る RNA干 渉 (RNA
interference;RNAi)の 技術が注 目を集めて

いる。RNAiは 21-23塩基からなる srllall in―

terたring RNA(siRNA)に より、配列特異的

に遺伝子発現が抑制される現象である。この方

法は強力で簡便であるため、各分野の疾患モデ

ルに対して siRNAを用いた治療法がさかんに

研究されており、次世代の治療薬として注目を

集めている。関節疾患に対しては、tumor ne―

crosis factor(TNF)― αに対する sIRNAを

electroporationに より関節特異的に導入し、

関節リウマチ (RA)モデルである collagen

indu∝d arthritisの 進行を抑制できることが報

告されている。しかし、変形性関節症 (OA)ヘ

の応用には、より低侵襲で長期間作用が持続す

る siRNAの 導入法の開発が期待される。

今回、われわれはsiRNAの 変形性股関節症ヘ

の治療応用の足がかりとして、sonoporation

を用いたラット膝関節への plasmid DNA
(pDNA)およびsiRNAの導入について検討し

た。

方 法

ル シ フ ェ ラー ゼ 遺 伝 子 を コー ドした

pGEG.GL3プラスミド30gを 451のTE bufた r

に溶解 し、マイクロバブル (Optison;
Mallinkrodt社 )51と混合してラット膝関節に

投与し、Sonopore 3000(ネ ッパジーン社)を

用いて経皮的に超音波照射を行った。超音波の
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周波数は 3.OMIIz、 照射時間は 1分間とし、強

度は0.5W/cm2か ら2.OW/cm2の 間で検討を

行 った。投与か ら3日 後に投与膝関節か ら滑膜

組織を回収 し、ルシフェラーゼアッセィおよび

К「 PCRを 用いて G■3遺伝子の発現を検討 し

た。

siRNAの 導入 効 率 を検 討す るた め に、

pGEG.GL3プ ラスミ ド20 μgと GL3に特異的

な siRNA(siGL3)ま たは非特異的配列の

siRNA 4.5gを 451の TE bufferに 溶解 し、マ

イクロバブル μOと 混合 して ラッ ト膝関節に投

与 した。プラス ミ ドDNAの導入 と同様に超音

波の照射を行い、ルシフェラーゼアッセイおよ

び R卜PCRを 用いて滑膜中の G田 遺伝子の発

現抑制効率を検討 した。

導入されたsttNAの 局在を検討するために、

蛍光標識 した非特異的配列の sttNAを マイク

ロバブル と混合 してラッ ト膝関節に投与 し、超

音波を照射 した。導入 1日 後に投与膝関節を蛍

光顕微鏡下に観察 した。

結  果

2.OW/cm2の超音波を用いて、マイクロバ

ブル と超音波の併用効果の検討を行った。プラ

スミドとマイクロバブルを混合 して投与を行っ

た群 (US― MB+)、 プラスミ ドのみ投与 して超

音波照射を行った群 (US+MB―)で はプラスミ

ドのみ投与 した群 (US― MB)と 比べて滑膜に

おけるGL3の 発現に有意な変化はなかった。こ

れに対 して、プラスミ ドとマイクロバブルを混

合 し て さ ら に 超 音 波 照 射 を 行 っ た 群

(MB+US十 )で は、滑膜でのルシフェラーゼ活

性は有意に上昇 した (P<0.05,vs.MB― US― ;

P<0.05,vs.MB+US;P<0.05,vs,MB― US+)

(図 lA)。

これによ り、超音波 とマイクロバブルの併

用によ り、プラスミ ドの滑膜への導入効果が増

強することが明 らかになった。続いて超音波の

強度 による導入効率の変化 を検討 した。ル シ
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フェラーゼ活性は超音波の強度依存的に増大

し、0.5W/cm2ぉ ょび 1.OW/cm2と 比較して

2.OW/cm2では有意にルシフェラーゼ活性が

増強した (P<0.05)(図 lB)。 また、R「 PCR
を用いて、プラスミドとマイクロバブル投与後

の滑膜組織におけるルシフェラーゼ遺伝子の発

現を検討した。超音波照射を行わなかった群

(sonoporation(―))で はGL3の発現を認めな

か つ た が 、 超 音 波 照 射 を 行 っ た 群

(sonoporation(+))に おいて GL3の 発現を認

めた (図 lC)。

図1(C)
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(図 1)

プラスミド投与を行ったラット膝関節滑膜におけ

るルシフェラーゼ活性。

(A)超音波とマイクロバブル併用効果の検討。超

音波とマイクロバブルを併用した群のみ、有

意に遺伝子発現が増強した (拿 Pく 0.05)。 US;

超音波、MB;マ イクロパブル (MB)

(B)照 射超音波強度によるルシフェラーゼ活性の

変化。超音波の強度依存的にルシフェラーゼ

活性は増大した。

(C)ラ ット膝滑膜組織におけるルシフェラーゼ遺

伝子の発現をRT―PCRに より検討した。超音

波照射を行わなかった (unoporationO)で は

G13の発現を認めなかったが、超音波照射を

行った (sonoporation(+))に おいて、GIBの

発現を認めた。

図2(A)
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(図 2)

siRNAに よる遺伝子発現抑制効果。

(A)膝 関節滑膜におけるルシフェラーゼ活性は、非

特異的配列のsiRNA(non―specinc siRNA)の
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共導入では抑制されなかったが、GL3に 対す

るsiRNTA(siGL3)に より有意に抑制された

(*Pく0.05)。

(B)Iご PCRにおいても、siGB投与群でGBの
発現は減弱していた。

超音波照射を行った膝関節において、皮膚

障害、関節内血腫、滑膜の増生等の副作用は

認めなかった。

SonoporationによるsiRNAの導入効果 を検

討するために、プラスミ ドとsiRNAを 混合 して

投与 し、超音波照射を行った。非特異的配列の

siRNAの添加では関節滑膜のルシフェラーゼ活

性に変化は認めなかったが、siGBの添加によ

リル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 は 有 意 に減 弱 した

(P<0.05)(図 2A)。

RT― PCRにおいて も、siGL3投 与群 におい

て、G■3の シグナルは減弱 した (図 2B)。 以上

よ り、siGL3が 関節滑膜細胞 中に導入 され、

G日の遺伝子発現を抑制 していることが明らか

になった。

導入された siRNAの 関節内での局在を明 ら

か にす るた め に、蛍光標 識 した siRNAを
sonoporationに よって関節内に導入 した。

siRNAの緑色蛍光は主に大腿骨、歴骨関節面周

辺の滑膜組織に認め られた (図 3)。

図3(B)
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(図 3)

sonoporation法 を用いて導入した蛍光標識siRNA

の関節内分布。siRNAは 主に関節裂隙の滑膜に導入

されていた。+;大腿骨関節面,;歴骨関節面

関節軟骨表面には明 らかな蛍光を認めなかっ

た。Sonoporationに よ り導入された siRNAは

主に関節滑膜に導入されていることが明らかに

なった。

考  察

近年、分子生物学の発展に伴い、関節疾患の

病態の主体 となる分子が明 らかにされてきた。

RAで は TNF―a、  interleukin-lβ  (IL-lβ )

といつた炎症性サイ トカイ ンが病態形成 に関

わっていることはよ く知 られて いる。 また、

(OA)に おいても、aggrecanaseや matrix

metalloproteinase(ヽ 41MP)と ,ヽ っノこprotein―

aseが軟骨変性に関わっていることが明 らかに

なってきた。したがって、これ らの因子の働き

を関節局所で阻害することが関節疾患の治療法

につながると考え られる。しか し、これ らの因

子の産生を効果的に抑制する方法は、現在のと

ころ有効なものがない。

RNAiに よる遺伝子抑制法は、病態責任遺伝

子の抑制を生体内で行 うことによる新 しい疾患

治療法 として応用できると期待されている。し

か し、治療法 として応用するには安全で有効な

in v市o導入法が不可欠である。siRNAの 導入

に |ま virus vectors, non viral vectors, na―

ked siRNA法などが用いられている。

致死的でない関節疾患にウイルスベクターを

用いる方法は、安全性の面での問題が大きく、

vectorを 用いない導入法が臨床応用への障壁

が 低 い と考 え られ て い る 。 わ れ わ れ は

electroporationを 用いた関節内へのpDNAの

導入 とsiRNAの 導入を報告 してきた。さらにこ

の系を用いて、RAモデルラットの関節滑膜に

TNF―a特異的なsiRNAを 導入し、関節炎が有

意に抑制できることも見出した。しか し、臨床

応用に際 しては、よ り低侵襲で効率的な方法の

開発が望ましい。

本研究で用いた sonoporation法 の有効性は

各臓器ですでに報告されているが、最大の利点

は、組織への侵襲が少ないことである。臨床応

用されている超音波 として、診断用 と治療用が

あ り、整形外科領域では、検査、骨折の治療お

よび温熱療法に用いられている。本研究では診

断用として用いられている超音波と大差ない強

度で遺伝子導入に成功 した。また、この強度で

は膝関節組織への明 らかな障害を認めなかっ

た。これ らの結果か ら、本法は臨床に応用可能

である低侵襲な遺伝子・核酸導入法であると考

えた。

今回われわれは sonoporationを 用 いて、

siRNAも 関節内滑膜 に導入できることを示 し

た。sonoporationで は、硬組織で反射される

超音波の特性上、骨・軟骨への遺伝子導入は現

時点では困難であった。しか し、滑膜組織には

効率的にsiRNAの導入が可能であった。OAの

病態は軟骨の変性が主体ではあるが、滑膜か ら

産生される因子が深 くかかわつていることが知

られている。したがって、滑膜への核酸導入で、

病態責任遺伝子の発現抑制をすることができれ

ば、関節疾患の病態解明の研究手段 として有用

なだけでな く、Q牡 の有効な治療法 とな りうる

と考えた。

本研究において、sonoporationを用いて関

節滑膜特異的にpDNA/siRNAを 導入できるこ

とを示 した。本法は組織 に与える侵襲が少な

く、安全であ り、比較的容易に臨床応用できる

方法であると考え られる。本法はOAを はじめ

とした関節疾患の核酸治療に応用できる可能性

がある。
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