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研究成果の概要（和文）：軟骨無形成症の根治的治療を目指し，FGFR3シグナル制御を目的としたCNP（C型ナトリウム
利尿ペプチド）発現遺伝子投与を検討した．非ウィルス性キャリアを用いて，幼少マウスへCNP発現遺伝子を投与する
と，正常マウスで非投与群と比べ平均2％ほどの骨伸長効果が得られたが，軟骨無形成症モデルマウスでは有意な効果
は得られなかった．一方，さらに高い効率の導入法として，スフェロイド細胞培養塊の細胞移植治療を検討したところ
，遺伝子導入したスフェロイドのマウス皮下移植により，マウス体内で高い遺伝子持続発現を得た．今後さらにスフェ
ロイド移植の軟骨無形成症への展開を進めていく予定である．

研究成果の概要（英文）：This study is aiming at definitive therapy of achondroplasia by regulating FGFR3 s
ignals using CNP (C-type natriuretic peptide)-expressing gene. Introducing the gene into wild-type infant 
mice using a non-viral gene carrier, polyplex nanomicelle, induced a therapeutic effect of bone elongation
 of the extremities at approximately 2 % compared with control mice. However, in experiments using model m
ice of achondroplasia, no significant effects were observed. Pursuing a more effective technique to introd
uce gene, cell spheroid transplantation system combined with genetic modification was investigated. Subcut
aneous transplantation of spheroids that had received gene transfection using the nanomicelle provided hig
h continuous transgene expression in host mice. We are planning to apply the cell transplantation system f
or treating achondroplasia in the future study.
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１．研究開始当初の背景 
 軟骨無形成症は，四肢短縮型低身長を呈す
る骨系統疾患の代表であり，全世界で 25 万
人を超える患者数がある．障害の改善を目指
した薬物療法は，これまで成長ホルモンの投
与にほぼ限られ，5cm 程度の身長の改善効果
は得られるが，例えば軟骨無形成症の重大な
合併症である脊柱後弯変形、脊柱管狭窄症と
いった問題には対応できず，根治的な治療と
はなっていなかった． 
 一方近年の分子生物学的な研究の進展に
より，軟骨無形成症は FGFR3（fibrobrast 
growth factor receptor 3)遺伝子の活性型
変異であることが明らかとなってきた．過剰
な FGFR3 シグナルは，成長軟骨において，軟
骨細胞の増殖・最終分化を抑制し，成長を障
害する．さらに近年，軟骨無形成症の脊柱管
狭 窄 は ， 脊 柱 管 な ど に 存 在 す る
synchondrosis が早期に癒合する結果生ずる
ことが，動物モデルを用いて示された（Hum 
Mol Genet18:227,2009)．従って，この FGFR3
シグナル活性を成長期にわたって全身的に
制御することができれば，骨格成長の障害や
脊柱変形など軟骨無形成症の表現形を根治
的に改善できる可能性があるものと考えた． 
 FGFR3 に関連するこれまでの治療の試みと
して，がん分野で阻害薬剤や中和抗体が一定
の成果を挙げている．また CNP（C 型ナトリ
ウム利尿ペプチド）が FGFR3 シグナルを拮抗
しうることが示され，軟骨無形成症動物モデ
ルに対してもリコンビナントCNPの持続投与
が 試 み ら れ て い る （ Endocrinology 
150:3138,2009）．しかし，軟骨無形成症への
適応では，身体各所に広く薬物をデリバリー
する必要性があり，出生から骨格成長の終了
まで長期にわたる治療期間が必要となるな
ど，ドラッグデリバリーシステム（DDS）の
観点から，大きな課題が残る．  
 
２．研究の目的 
 本研究では，軟骨無形成症に対する新しい
治療戦略確立を目標として，モデル動物に対
する幼少時からの薬物投与を行い，効果の実
証を得ることを目的とした．薬物の持続的徐
放が必要であるとの背景から，遺伝子からの
タンパク発現を利用した遺伝子治療を計画
し，当初計画では，応募者らがこれまで独自
に研究開発を進めてきた生体適合性遺伝子
ナノキャリアの応用を検討した．しかし後述
するように，幼少マウスへの投与の技術的な
問題，発現効率の限界もあったため，より高
い効率の得られる手法として，遺伝子導入を
融合した細胞移植システムの開発も，本研究
の目的として検討した． 
  
３．研究の方法 
（1）正常幼少マウスを用いた遺伝子投与法
の検討と，CNP 遺伝子投与 
 まず予備的な検討として，正常な幼少マウ
スへの遺伝子投与法の検討を行った．投与に

は，我々が独自開発した生体適合性ナノキャ
リアを用いた．これは，ポリエチレングリコ
ール（PEG）とポリカチオンからなるブロッ
ク共重合体をベースとして，DNA と混合して
形成されるナノミセル型のキャリアである．
In vivo 遺伝子導入において，周囲を PEG で
被われることによる安定性・安全性，効率よ
いエンドソーム脱出能による高い遺伝子導
入効率を持つ．本キャリアを用いて，四肢骨
格筋への筋注またはハイドロダイナミクス
法投与，遺伝子キャリアを保持するコラーゲ
ン担体の皮下留置による方法，尾静脈注また
は眼窩静脈叢注による肝ターゲットハイド
ロダイナミクス投与を検討した． 
 
（2）軟骨無形成症モデルマウスの確立 
 FGFR3 遺伝子変異マウス（ヒトの軟骨無形
成症原因遺伝子である G380R に相当する
G374R のノックインマウス）を用い，Prx1-Cre
マウスとの交配で，四肢にのみ短縮形質を発
現するモデルマウスを作成した．ジェノタイ
ピングにより遺伝子変異の確認を行い，産生
されたマウスの表現形を確認した． 
 
（3）CNP 発現 DNA の投与 
 正常マウスおよび（2）にて作成した疾患
モデルマウスに対して，（1）で検討した手
法を用いて，CNP 発現 DNA を投与した．骨伸
長効果はレントゲンおよびマイクロ CT を用
いて評価した． 
 
（4）細胞移植手技の検討 
 幼少マウスへのより高い遺伝子導入効率
を得るため，スフェロイド細胞培養塊を用い
た細胞移植治療の検討を行った．スフェロイ
ド培養は細胞の生存や機能維持・活性化に優
れた効果を示すことが知られる．細胞接着部
位を 100µm径にアレイ化したマイクロパター
ン化培養プレートを用いて，スフェロイドの
大量調製法を確立し，さらに目的とする遺伝
子の持続発現を得るための遺伝子導入法を
検討した． 
 
４．研究成果 
（1）正常幼少マウスへの遺伝子導入 
 上述の各投与経路による遺伝子導入では，
尾静脈または眼窩静脈叢からのハイドロダ
イナミクス法によるナノキャリア投与で，最
も高い発現が肝を中心に観察された（図 1）．
特に比較的個体差が少ない一定の発現が得
られるとの特徴から，眼窩静脈叢からの投与
が今後の実験に用いる投与法に適すると判
断した．投与後の毒性，眼障害などの合併症
は特に見られなかった． 
 
（2）軟骨無形成症モデルマウス 
 上述の手法により作成した Prx1-Cre+/-，
FGFR3 G374R+/-マウスでは，想定通り四肢短
縮の表現形が観察された（図 2）． 
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図 2：軟骨無形成症モデルマウス
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