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研究成果の概要（和文）：本研究は、少子高齢化により増加傾向にある変形性関節症などの関節

変性疾患において、軟骨変性の早期診断と治療を目指すための、軟骨指向性ナノプローブ開発

の研究である。ポリアルギニンペプチド(R8）に DOTA-Gd を付加したプローブの関節軟骨造

影効果を ex vivo, in vivo で確認した。R8 に軟骨変性保護タンパク N-TIMP3 を付加させ、リ

ウマチ関節炎モデルマウスでその効果を試したが、in vitro でみられた効果程は明瞭な結果は

得られなかった。導入タンパクの持続発現による効果の増強など改善の余地がある。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Current research aimed to develop a new multifunctional 
nano-probes for diagnosis and treatment of osteoarthritis, which will increase according to 
the acceleration of demographic aging. We could demonstrate the effect of 
cartilage-specific contrast agent, octaarginine peptide conjugated with DOTA-Gd, in ex vivo 
and in vivo experiments of rabbit knee joints. While R8-N-TIMP3, designed as a cartilage 
protective agent, did not show sufficient protective effect in a mouse model of rheumatoid 
arthritis although it showed in ex vivo tissue culture experiments. Further study is 
necessary after a prolonged expression of R8-NTIMP-3 in the arthritic knee joints. 
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１．研究開始当初の背景 
変形性関節症（ＯＡ）の本邦での有病者

数は約 800 万人と推定されており、人口

の高齢化とともにさらに増加することが

予想される。医療経済上もその早期診断

法の確立、新しい治療法の開発が急務で

ある。 
関節軟骨においてはアグリカンのコア

タンパク部分に結合したコンドロイチン

硫酸鎖あるいはヒアルロン酸が高度に水

和したゲル体を形成し、それが空間を充

たすことによって軟骨組織の力学的強度

を生み出している。種々のプロテアーゼ

で分解されアグリカンが減少すると、軟

骨の力学的強度が著しく損なわれ、一層

病態が進行してしまう。特に早期診断に

おいて、関節軟骨基質分解の初期症状で

あるプロテオグリカン分解をより鋭敏に

検出する画像解析法の開発が最重要点と

なる。 
我々は、アグリカンのグリコサミノグリ

カン鎖に結合性を示すペプチドを用いれば、

軟骨基質を定性・定量できるのではないか

と考えた。塩基性ペプチドであるポリアル

ギニンペプチドが、マウス膝関節腔内投与

により、石灰化軟骨層を除く関節軟骨に特

異的に結合することを報告した。中でも、

オクタアルギニン(R8)ペプチドが高い結合

性を示した。さらに、ex vivo 解析ではある

が、OPT(Optical projection tomography)

を用いて、蛍光ラベル R8 の関節軟骨への集

積を３Dで解析し、コラーゲン関節炎モデル

での結合量減少を高解像度でイメージング

することに成功した。 

 
２．研究の目的 
 しかしながら、蛍光による生体イメージ

ングには、光の散乱・深部からの光の到達

の困難さがあり、画像解析用の撮像は解像

度に限界がある。本研究の目的として、①

R8ペプチドに光の欠点を補う他の検出モ

ダリティーを付与して、関節軟骨の画像化

に取り組むこととした。そして、その候補

モダリティーはMRであると判断した。 
 また、R8ペプチドは軟骨組織への薬物

標的化の潜在能力があり、軟骨保護剤

R8-NTIMP3については、in vitroでその阻

害活性増強効果をすでに確認できている。

②本研究のもう１つの目的は、in vivoでの

R8-NTIMP3の軟骨保護効果検討とする。 

 
３．研究の方法 
(1) R8ペプチドのＭＲプローブ化：DOTA-Gd

をR8 に結合させたプローブ (DOTA-Gd-G2R8) 

を合成し、MRによる軟骨のイメージングを検

討した。固相合成法により合成したG2R8のN

末端にDOTAを結合させた後、Gd を配位させて

DOTA-Gd-G2R8を合成した。ウサギ膝関節への

プローブの結合について、7T ＭＲＩを用いて

ex vivo, in vivo条件で評価を行った。 

(2)関節軟骨保護剤R8-NTIMP3の発現：リコン

ビナントタンパクは、pET vectorを用いて、

大腸菌内で発現させ、溶菌後ライセート上清

より、タンパクに付加したHisタグを用いて、

Niカラムアフィニティー精製を行った。対照

には、R8を持たないN-TIMP3タンパクあるいは

R8-EGFPタンパクを用いた。遺伝子導入による

発現には、動物細胞用発現pRCプラスミドに

N-TIMP3 cDNAを挿入したものを用い、関節包

に注入後電気穿孔法により導入する方法をと

った。 

 
４．研究成果 

（１）合成したDOTA-Gd-G2R8プローブの７Ｔ

ＭＲＩにおけるＴ１，Ｔ２短縮効果をin 

vitro実験にて確認した。ウサギ膝関節に



DOTA-Gd-G2R8 を直接注入し、MR による軟骨

集積性を検討したところ、大腿骨、脛骨の骨

端の周りにT1短縮効果が見られた。造影剤注

入直後では、大腿骨周辺の軟骨部が白く明瞭

に造影されており、5時間後ではさらに脛骨の

周囲も白く明瞭に造影され、その効果は24時

間後も観察された。これらの結果は、関節軟

骨部分を造影したものとであると思われたが、

確証を得るため、また造影効果を経時的に観

察するため、ex vivoイメージングを行った。

ウサギ膝関節大腿骨端部を、樹脂製チューブ

内に固定、チューブ両端には液の注入口、出

口を設け、遠隔操作により液の交換ができる

ものである。この装置を用いることにより、

関節軟骨部が造影される過程、造影後さらに

PBSにより洗浄される過程も観察することが

できた。最終的に、造影に使用した試料は固

定・脱灰後パラフィンブロックとし、切片を

軟骨染色のサフラニンＯ染色施行後、ＭＲＩ

横断画像と比較した。以上により、ＭＲＩで

造影剤の染色された部分は、軟骨層であるこ

とが確認できた。さらに、ウサギ軟骨欠損モ

デル、早期変形性関節症モデルを作製、同様

のex vivo実験を施行し、良好な結果を得た。

これらの、ex vivo実験の検討をもとに最終的

に、ウサギ膝関節軟骨のin vivo造影を行った。

注入部近傍で造影剤とよく接した箇所を中心

に、関節軟骨の造影効果が確認できた。ex 

vivoの実験より、造影剤の軟骨集積シグナル

が低下していたが、これは生体内では造影剤

の関節包からの排泄がリンパ管などを通して

進み、実質的濃度が低下した結果と考えられ

る。今後さらに検討を重ねれば、中型動物を

中心に関節軟骨の質的評価が可能な造影剤と

して実用が可能なことが示された。 

（２） 関節破壊特異的阻害剤R8-NTIMP3の治

療効果の検討：大腸菌発現R8-NTIMP3リコンビ

ナントタンパクを抗コラーゲン抗体関節炎モ

デルマウス膝関節に注射して、治療効果を検

討したが、有意な治療効果を認めなかった。

そこで、遺伝子導入により、R8-NTIMP3タンパ

クを発現させる方法を検討することにした。

軟骨組織あるいは周辺組織に持続的発現させ

る遺伝子導入法による方法を検討するため、

EGFP発現プラスミドコンストラクト(pEGFP)

を作製した。また、遺伝子導入のためのエレ

クトロポレーションの条件設定をpEGFPを用

いて行った。R8-EGFPプラスミドによる遺伝子

導入予備実験では、滑膜組織・筋肉組織への

導入が確認できた。R8-NTIMP導入による関節

炎（CAIA)モデルの治療効果をin vivoで検討

したが、in vitro組織実験で出たほどの効果

が確認できなかった。改善するためには、ウ

イルスベクターなどを使用し、導入効率・発

現の持続などをさらに向上させる必要がある

と考えられる。 
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