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研究成果の概要（和文）：慢性顎関節炎は、慢性炎症が顎関節に持続することにより骨軟骨が変化し、痛みと開口障害
という症状が持続する疾患です。この疾患に対する治療は、現在対症療法に終始しています。申請者らは慢性炎症を抑
制するタンパク質を発現する遺伝子を顎関節腔内に直接導入することで、持続的に炎症を抑える方法の確立を目指して
います。今回の研究では、顎関節組織に対して治療用遺伝子導入の可能性を検証しました。方法は、ナノバブルという
小さな殻に遺伝子を詰め込み、超音波を当てることによって効率よく組織に遺伝子を導入するというものです。結果と
して治療に適する量の遺伝子導入が確認されました。今後は、動物実験にて効果を検証する予定です。

研究成果の概要（英文）：Chronic inflammation in the temporomandibular joint alters bone and cartilage, whi
ch gives patients long term pain and trismus. Only symptomatic treatments are currently available for this
 dysfunction.  We aim to establish a method for long term reduction in inflammation, by directly deliverin
g a gene which produces an inflammation reducing protein in the temporomandibular joint. In this study, we
 investigated the possibility of a therapeutic gene application for temporomandibular joint tissues. As th
e method, the gene is placed in a nano-bubble, a very small shell, and then ultrasound is applied in order
 for efficient gene delivery to the tissues. The results show a sufficient amount of gene delivery for tre
atment. We plan to evaluate the effect of the method by testing in animals.
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１． 研究開始当初の背景 
 
 近年の遺伝子工学の進歩により、遺伝
子導入による難治性疾患の治療の試みは
癌治療を中心に広く行われている。それ
ら遺伝子の導入方法としては導入効率の
安定性の面からウィルスを媒体とする方
法が最も普及しているが，ウィルスによ
る未知の為害作用など安全性の面で未だ
明らかでない点も多く、非悪性疾患の治
療では非ウィルスベクター法が適してい
る。申請者は難治性性慢性顎関節炎の治
療のために抗炎症性サイトカイン抗体遺
伝子を非ウィルスベクター法で導入する
方法を検討している。実際，平成 16,17,18
年度の科学研究費（若手研究 B）でエレ
クトロポレーション法を用いた遺伝子導
入法を検討した結果、一定の抗炎症サイ
トカイン（抗 TNF-α）抗体の導入効果
をあげ、ウサギ慢性顎関節炎モデルに対
する抗炎症作用があることを明らかにし
た。しかし、それほど大きくない電力と
はいえ、比較的高い電圧を局所にかける
ためその刺激も大きく、特に脳に近い部
位に存在する顎関節にこの方法を応用す
るのは臨床的に解決し難い部分が多いこ
とも併せて明らかになった。そこで、よ
り副作用が少なく遺伝子が導入できる方
法として超音波による遺伝子導入法に着
目し，平成 19,20,21 年度の科学研究費
（若手研究 B）で In vitroの実験系で滑
膜細胞HIG-82 細胞に抗炎症性サイトカ
イン遺伝子 pCI-anti-TNFαを導入した
ところ，滑膜細胞の炎症反応が導入群で
は抑制された.さらに遺伝子の運搬体に
超音波造影剤であるマイクロバブルを併
用することで導入効率の増強を認めた．
しかしながら顎関節炎モデルを用いた
In vivoの実験系では，顎関節腔内での抗
炎症性サイトカインの発現は確認された
ものの，その濃度は有効濃度に達せず十
分な治療効果を得ることができなかった．
原因を調査したところ，遺伝子導入され
た細胞は主に顎関節滑膜細胞であったが，
遺伝子の発現は極めて表面に限定的であ
った．これは遺伝子の運搬体であるマイ
クロバブル（直径 2-4.5μm）の直径が大
きく組織深部に到達できなかったことが
考察された． 
そこで遺伝子の運搬体により直径の小さ
い超音波造影ガスを封入した新規リポソ
ーム（400～500 nm）を応用することで
深部組織への導入効率を増強することを
計画し，今回の研究の構想に至った．リ
ポソームに超音波造影ガスを封入した 1 
μm以下の新規リポソーム（ナノバブル
リポソーム）は，その内部に薬剤や遺伝
子などを封入することができ，超音波照
射によるバブルの圧壊で生じるジェット
流により細胞に一過性の小孔が生じ，細

胞内に遺伝子が導入される DDS（Drug 
Delivery System）として使われている．
またポリエチレングリコール（PEG）修
飾リポソームを用いて標的細胞表面に過
剰発現している受容体を認識する抗体を
付与することもできる．これらのバブル
を用いれば，ターゲットとなる組織にバ
ブルを集積させ，より効率よく薬剤およ
び遺伝子を導入することができる． 
 本申請では，このナノバブルと超音波
照射を用い，導入効率が不十分であった
In vivoの実験系に応用し，慢性顎関節炎
治療のモデルとする予定である．この研
究により慢性顎関節炎に対する抗サイト
カイン治療の可能性を切り開き、対症療
法に終始している現在の難治性の慢性関
節炎に対しての関節洗浄療法や関節鏡視
下手術時に炎症の強い局所に集中的に目
的とする遺伝子を導入するという治療が
可能となり、この領域の患者に安全で副
作用の少ない新しい遺伝子治療  を提
供できる可能性が大きいと考えられた． 
 
２． 研究の目的 

 
 申請者は難治性慢性顎関節炎の治療の
ために抗炎症性サイトカイン遺伝子を顎
関節局所に超音波遺伝子導入法を用いて
直接導入する方法を検討している．しか
しながらその導入効率の点に大きな問題
があり，in vivoの実験系では治療に有効
なタンパク濃度を得られることができな
かった．これは，遺伝子の運搬体である
マイクロバブル（直径 2-4.5μm）の直径
が大きく組織深部に到達できなかったこ
とが分かった．そこで遺伝子の運搬体に
より直径の小さい超音波造影ガスを封入
した新規リポソーム（400～500 nm）を
応用し，深部組織への導入効率を増強す
ることで，慢性顎関節炎治療に有効なタ
ンパク濃度の発現を目指す． 
 
３． 研究の方法 

 
①In vitro にて導入効率を検討するため
に確認遺伝子 pVIVO1-GFP/LacZをナノ
バブルおよびマイクロバブルを併用し，
超音波発信装置（Sonitron2000）を用い
て HIG82 細胞に導入後，導入効率を
X-gal 染色およびフローサイトメーター
にて確認する． 
②次に実際に GFP プラスミドを付与し
た抗炎症性サイトカイン発現遺伝子
（pCI-anti-TNFα）をナノバブルおよび
マイクロバブル併用にて HIG82 細胞に
導入後，蛍光光度計および免疫組織化学
染色にて細胞への導入効率および
ELISA 法にて anti-TNFαタンパク質発
現量を確認する． 
③in vivo においてウサギ顎関節に対し



て GFP プラスミドを付与した抗炎症性
サイトカイン発現遺伝子（pCI-anti-TNF
α）をナノバブルおよびマイクロバブル
併用し顎関節腔に注入後，超音波発信装
置（Sonitron2000）を用いて経皮的に遺
伝子導入を行い，免疫組織化学的染色に
て細胞への導入効率およびマイクロダイ
アリーシスプローブにて顎関節滑液を採
取し，ELISA 法にて anti-TNFαタンパ
ク質発現量を確認する． 
 
４． 研究成果 

 
①マイクロバブル併用群に比べて 2倍以
上の遺伝子導入細胞が確認された． 
②タンパク質発現量においてもマイクロ
バブル群に比べて 2.5 倍以上の発現が確
認できた． 
③滑膜の深部細胞まで多層的な遺伝子導
入が確認できた．また，顎関節軟骨の表
層細胞にも導入が確認できた．顎関節滑
液中のタンパク発現量においては，マイ
クロバブル群に比べてナノバブル群は 3
倍以上の発現を認めた． 
以上の結果によりナノバブル併用によ
る顎関節への超音波遺伝子導入は，マイ
クロバブル併用よりも効率的であること
が判明した．今後はさらに実際の抗炎症
作用を検討すべく，われわれの開発した
疾患モデルであるウサギ顎関節炎モデル
に対して同様に遺伝子導入を行い，効果
を確認予定である． 
実際予備実験においては，炎症初期に
おける炎症細胞の浸潤などの抑制が病理
組織学的に確認された．しかし一定の効
果は認められるものの，完全な炎症の抑
制には至っていない傾向にあった．今後
はさらに経時的な抗炎症性サイトカイン
タンパク発現などをモニターしながら実
験個体数を増やして検討を行う予定とし
ている． 
現在のところ顎関節滑液における抗

TNFαタンパク発現量としては，抗 TNF
α直接投与による治療モデルの実験にお
いて最も効果のあったタンパク量（1.04
×105mol/ml）には及ばないものの，今
回の検討で 0.6-0.8×105mol /mlの発現量
が確認されており経時的な持続発現が確
認できれば，効果はさらに上がると考え
ている． 
さらに導入効率を上げる方法の検討も
必要と考えており，その一例として，ナ
ノバブル表面に標的細胞抗体を接着させ
ることにより，ナノバブルが遺伝子導入
標的細胞に効率的に密着させ，遺伝子導
入高率を上げる方法なども検討してゆく
予定である． 
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