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研究成果の概要（和文）：我々はポリマーを用いた siRNA 導入法を考案し、siRNA の導入

効率及び有効性を検証した。蛍光標識された dsRNA と PLA-DX-PEG ポリマーをマウス

背筋筋膜下に埋植したところ容量依存的な蛍光標識 dsRNA の導入を認めた。また

rhBMP-2 とその antagonist である Noggin の siRNA を含有させたポリマーをマウス背

筋筋膜下に埋植したところ、BMP 単独群と比較して、Noggin siRNA の混合により Noggin 

mRNA の発現が抑制され BMP 骨形成作用の増強が確認された。生体への siRNA 導入法

として、生体吸収性ポリマーを用いた導入法は有効であり、Noggin の発現を抑制するこ

とにより BMP の骨形成作用を促進することが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the efficacy of a biodegradable 
hydrogel, poly-D,L-lactic acid-p-dioxanone-polyethylene glycol block co-polymer 
(PLA-DX-PEG), as a siRNA carrier. PLA-DX-PEG pellets with or without 
fluorescein-labeled dsRNA were implanted into mouse dosal muscle pouches. The 
cellular uptake of dsRNA surround the polymer was confirmed by fluorescent 
microscopy. The fluorescence intensity was dose dependent of the dsRNA, and 
exhibited a time-dependent decrease. To investigate its biological efficiency, noggin 
(antagonoist to BMPs) gene silencing with siRNA (siRNA/Noggin) was examined by 
the amount of suppression of BMP-2-induced noggin expression and the level of 
performance of BMP, indicated by ectopic bone formation. Noggin gene expression 
induced by BMP-2 was suppressed by addition of siRNA /Noggin to the implant, and 
the ectopic-bone formation induced by implants with both BMP-2 and siRNA/Noggin 
was significantly greater than those induced by implants with BMP-2 alone. These 
results indicate the efficacy of local delivery of siRNAs by PLA-DX-PEG polymer, 
which intensified bone-inducing effects of BMP and promoted new bone formation by 
suppressing gene expression of Noggin. 
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１．研究開始当初の背景 

 RNA interference（RNA 干渉）は 1998
年に報告され、特定の分子の発現を抑制す
る分子生物学的手法として近年注目を集め
ている。この方法では、siRNA（small 
interfering RNA）と呼ばれる短い RNA を
用いることによって、翻訳された mRNA
と結合して標的 mRNA の分解を促進する
ことにより標的タンパク分子の発現抑制が
可能である。この様に siRNA は特異的に
分子機能を抑制できるため、ゲノム遺伝子
には影響を与えずに遺伝子治療が可能であ
るが、この方法を骨再生医療に応用するた
めの研究はまだ少ない。 
一方、骨再生には局所的骨新生誘導が必須
であり、我々の研究室は骨形成タンパク
（bone morphogenetic protein;BMP ）を
用いた骨再生促進をテーマとして研究して
きた。その結果遺伝子組み換え体 BMP
（rhBMP-2）とその担体（drug delivery 
system, DDS）を用いて、種々の骨欠損を
再現性よく修復できることを実験動物で確
認し、臨床応用へ向けて研究を続行してい
る。外国では既に BMP の実用化は難治性
骨折や脊椎固定などで限定的に始まってい
るが、実際にはいくつかの問題点が残され
ている。そのひとつにヒトでは BMP に対
する応答性が低いために、高用量の BMP
が必要となり、その結果として費用が高価
で汎用が困難となっている点が挙げられる。
この問題を解決することを目的として本研
究を企画した。研究企画の基礎として、
BMP による生体内での骨形成誘発過程で
の、生体側からの BMP 活性抑制反応に注
目した。すなわち BMP 応答細胞は BMP
受容体を介して細胞内にシグナル伝達され、
骨芽細胞への分化が促進されるが、一方で
応答細胞は BMP 作用に拮抗する分子
（Noggin,chordin,Smad6,7 など）を発現
させることが知られている。もしこれらの
分子の発現を抑制できれば BMP の骨誘導
効果を大きく増強し、BMP に対する応答
性を高め、低用量の BMP で骨形成を促進
できる可能性が高い。そこで我々は、BMP
のアンタゴニストの一つである Noggin に
注目して、BMP タンパクと Noggin の
siRNA の併用による骨形成促進効果につ
いて検討してきた。Noggin は細胞外にお
いて BMP と結合することによりその作用
を減弱するが、BMP 応答性に発現が上昇

することが判明している。これまで in vivo
でも、マウス異所性骨形成モデルや、ラッ
ト骨折修復モデルでの新生骨周囲、骨折部
周囲における発現の報告があり、BMP に
対する Negative feedback 機構が働いてい
ると考えられている。そこで、Noggin の
mRNA レベルでの遺伝子発現抑制が可能
となるNoggin の siRNAをBMPと併用す
ることで、より効果的な骨形成促進効果が
得られると考えた。 
我々はまず in vitro で、筋芽細胞株である
C2C12 細胞に Noggin の siRNA をリポフ
ェクション法により導入し、Noggin の
mRNA の発現抑制と、それによりコンディ
ションメディウム rhBMP-4 投与による骨
形 成 マ ー カ ー で あ る Alkaline 
phosphatase (ALP) 活性の上昇をさらに
増強できることを確認した。これらの結果
から、Noggin の siRNA 遺伝子導入により
in vitro では BMP の骨芽細胞系分化作用
が促進されることが確認された。 
これらの in vitroでの結果を in vivoでも効
果的に反映させることが出来れば、BMP
の使用量を抑え、より有効な骨形成が可能
になると考えられる。しかし RNA は生体
内で分解されやすく生体内への導入法は未
だ発展途上である。これまで生体における
siRNA 導入効率をあげる方法としては、ウ
ィルスベクターを用いたりやエレクトロポ
レーション法などが行われているが、白血
病の発症やインターフェロン応答活性化に
よる作用の減弱、組織障害などの副作用の
危険性があり、臨床応用に向けては確固た
る安全性の確立が必要である。そこで我々
は徐放性ポリマーである分岐型ポリ乳酸－
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 共 重 合 体
（PLA-DX-PEG、以下ポリマー）による
siRNA 導入を考案した。このポリマーは生
体親和性、生体分解性に優れているため異
物反応が生じにくく、また BMP の担体と
しても非常に優れている。さらにポリマー
の分子量や配合比を変えることにより、そ
の徐放期間を変化させることが出来る。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、ポリマーを用いた
siRNA の導入効率及び有効性を検証し、さ
らにポリマーを用いて Noggin の siRNA
を細胞内に導入し、BMP の骨形成増強作
用を確認することである。 
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３．研究の方法 

 PLA-DX-PEG ポリマー(30mg)に蛍光
標識された dsRNA (Fluorecent Oligo® 
(1mM)) ;0,10,30nmol を混合し、マウス背
筋筋膜下に埋植、2,4,7 日後に周囲の筋肉を
取り出して組織学的に導入量を検討した。
対照として蛍光標識された dsRNA 
(Fluorecent Oligo® (1mM)) ; 30nmol を
エレクトロポレーション法(EP30)及び注
射(Inj30)により導入し、比較検討した。 
次に、実際の分子をターゲットとした場

合の生体内での有効性を検討するために
rhBMP-2 ;2.5μg とその antagonist であ
る Noggin の siRNA ;1nmol を含有させた
ポリマーをマウス背筋筋膜下に埋植し、
1,2,4,7 日後に周囲筋肉組織を採取して
RNA を抽出し、real-time RT-PCR にて
Noggin mRNA の発現量を評価した。また、
埋植 2 週後に異所性化骨を摘出して Soft 
X-ray を撮影、また dual-energy X-ray 
absorptiometry (DXA 法)により Bone 
mineral content (BMC)を計測し、Noggin 
siRNA により BMP の骨形成能が増強され
るかどうかを検討した。 
４．研究成果 
 ポリマー周囲の筋肉組織での用量依存的
な蛍光強度の増強を認めた。また、蛍光強
度は 2 日をピークとして経時的な減衰を認
めたが、蛍光強度はエレクトロポレーショ
ン法とほぼ同等で、注射のみよりも有意に
強かった(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 
組織切片では細胞内に蛍光標識 dsRNA

の導入が確認された(図 2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 図 2 
 

Real time RT-PCR の結果、BMP 単独で
は埋植周囲の筋肉組織にNoggin mRNAの
発現上昇が見られたが、Noggin siRNA の
混合により発現上昇がコントロールレベル
まで抑制され、この発現抑制効果は 7 日目
まで持続していた(図 3)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    図 3 
 
マウスの背筋筋膜下に新生した異所性骨

は、BMP のみのコントロール群と比較し
てBMPとNoggin の siRNAを混合するこ
とにより XP にて異所性骨のサイズの増大
を認め、DXA にて BMC は約 1.7 倍であっ
た。(図 4) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          図 4 
 以上のことから、生体吸収性ポリマーを
用いて siRNAの導入が可能であり、この導
入法を用いた Noggin の siRNA 局所導入は



BMP による骨形成作用を増強することが確
認できた。 
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