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論 文 内 容 の 要 旨

骨形成因子 (BoneMorphogeneticProtein;BMP)は未分化間葉系細胞を骨芽細胞に分化誘導することによって強力な

骨誘導作用を発揮する01988年 Wozneyらの研究グループによってBMP-2,4のクローニングが行われ,その結果遺伝子

組換え技術によりBMPの合成が可能となった｡そのうちBMP-2,7が遺伝子組換え技術によって工業的に生産され,臨床

応用可能となっている｡しかし,BMPの臨床応用あたってはBMPによる十分な骨形成量を得ることが重要であり,その

ためには適切なドラッグデリバリーシステムの改良,開発は重要な研究課題と考えられる. 現在アデノウイルスベクターは

遺伝子治療など幅広 く利用されている｡アデノウイルスベクターの利点は高力価,高導入効率,invivoの組織,細胞への

遺伝子導入に適していることがあげられる｡今回,新たなドラッグデリバリーシステムに代わり得る,システム一つとして

BMP-2を発現するアデノウイルスベクターを作製し,培養細胞および実験動物においてその活性を検討したのでその概要

を報告する｡

【実験方法】

まず,BMP-2により骨芽細胞分化が選択的に誘導される未分化間葉系細胞 C2C12にBMP-2発現アデノウイルスベク

ター (AxCAOBMP-2)を添加して骨芽細胞への分化に対する影響を検討した｡C2C12にBMP-2が導入されたか否かを

検討するために免疫蛍光染色およびウェスタンブロット法を行った｡また骨芽細胞への分化は,アルカリホスファターゼ活

性,ならびにオステオカルシン産生を指標に評価したOついで正常ラットにシクロホスファミドを用いて一過性の免疫抑制

状態にするモデルを作製 し,BMP-2発現アデノウイルスベクターによる骨廟導能を検討 した｡処置群は高濃度 Ax-

cAOBMP-2投与群 (8.75×108pfu),低濃度AxCAoBMP-2投与群 (1.75×108pfu),コントロールウイルスであるAx-

cALacZ投与群 (1.75×108pfu,コントロール群)とした｡感染前日にシクロホスファミドを125mg/kgの濃度で腹腔内

に投与した｡24時間後,それぞれのウイルスを下腿筋肉内に投与した｡感染21日後にラットを屠殺して,下腿筋肉を摘出し,

軟エックス線撮影を行い,組織学的,生化学的検討 (アルカリホスファターゼ活性およびカルシウム含有量)を行った｡

【結果】

免疫蛍光染色においてBMfL2感染群はBMP-2陽性細胞が認められ,細胞内の局在は細胞質内に認められた｡ウェスタ

ンブロットにおいてもBMP-2感染群はいずれの濃度においてもバン雨 音認められ,その発現量は用量依存性に増加した｡

アルカリホスフ･アタ-ゼ活性およびオステオカルシン産生においては,AxCAOBMP-2感染群は用量依存性に増加する傾

向を示した｡軟エックス線所見,および組織所見ではAxCAOBMP-2投与群では新生骨の形成を認めた｡しかし,コント

ロール群では新生骨の形成を認めなかった｡また,コント-ル群ではアルか )ホスフアダーゼ活性およびカルシウム含有量

はほとんど上昇しなかった｡AxCAOBMP-2投与群内での比較では高濃度群は低濃度群よりもアルカリホスファターゼ活

性およびカルシウム含有量は有意に高値を示した｡
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【考察】

BMP-2発現アデノウイルスベクターによって培養細胞および一過性免疫抑制状態の実験動物おいて骨誘導活性を認めた｡

本研究の結果よりBMP-2発現アデノウイルスベクターは今までのデリバリーシステムに代わり得る新たなシステムとして

有用なことが示唆された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

骨形成因子 (BoneMorphogeneticProtein;BMP)は未分化間葉系細胞を骨芽細胞に分化誘導することによって強力な

骨誘導作用を発揮す･る.しかし,BMP＼め臨床応用あたってはBMPによる十分な骨形成量を得る七 とが重要であり,その

ためには適切をドラッグデリバリーシステムの改良,開発は重要な研究課題と考えられる｡ 今回,新たなドラッグデリバリ

ーシステムに代わり得るシステムの一つとしてBMP-2を発現するアデノウイルスベクターを作製し,培養細胞および実験

動物においてその活性を検討した｡

BMP-2発現アデノウイルスベクターによって,筋芽細胞 C2C12は骨芽細胞に分化誘導されることが明らかになり,ま

たシクロホスファミドにより丁過性免疫抑制状態にした実験動物おいては高い骨誘導活性を認めた0本研究の結果より

BMfL2発現アデノウイルスベクターは今までのデリバリーシステムに代わり得る新たなシステムとして有用であることが

示唆された｡

以上の研究は骨形成因子の新たなデリバリーシステムの解明に貢献し,今後の骨形成因子の臨床応用-の可能性に寄与す

るところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める.O

なお,本学位授与申請者は,平成13年 1月31日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものであ

る｡
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