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研究成果の概要（和文）：当研究は、骨形成を強く促進する骨形成タンパク-2 産生遺伝子、及び、特定の薬剤
投与により細胞死を起こす単純ヘルペスウイルス1型チミジンキナーゼ産生遺伝子を組み込んだ人工多能性幹細
胞であるiPS細胞を作成することで、現在は高侵襲な手術でしかなしえない脊椎固定術を、細胞注射のみで行う
事を目的とし、平成26年度より行われている研究である。3年間の研究期間内に、上記二種の遺伝子を細胞に送
り込み取り込ませるベクターをいわれる塩基配列を構築し、マウス横紋筋由来細胞にて両タンパク質の発現を確
認した。今後は、発現するタンパク質の量をさらに増加させる処置を加えた後に、iPS細胞へ導入する予定であ
る。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to investigate the novel iPS cells, which can produce two 
types of protein; the bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) to promote the bone fusion strongly, as 
well as the herpes simplex virus type 1- thymidine kinase (HSV-TK) to cause apoptotic cell death by 
ganciclovir administration. This novel iPS cell will allow spine surgeons to perform posterolateral 
lumbar spine fusion only with injection, instead of with current high invasive surgery. This study 
had started from 2014. During 2014-2016, we created the DNA vector to deliver the nucleic acids 
including the gene of BMP-2 and HSV-TK into nuclear of the target cells. Additionally, we confirmed 
the production of BMP-2 and HSV-TK from the myoblast cell of mouse, which was inrtoduced the genes. 
Hereafter, we are planning to introduce our vector to iPS cell, after the research to enhance the 
productivity of protein by the introduced cells.

研究分野：整形外科
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１．研究開始当初の背景 
高齢者の増加、脊椎手術の技術向上などに
より近年脊椎の手術件数は増加の一途をた
どっており、腰椎椎間板ヘルニアや腰部脊
柱管狭窄症といった疾患は、今後さらに手
術件数が増加すると予想される。そのため、
手術を低侵襲化させ、患者の早期社会復帰
を図り、入院費や介護費を減少させること
も重要課題である。脊椎手術は大きく分け
て脊髄及び神経根に対する脊椎除圧手術と
脊椎の安定化を目的とする脊椎固定術に分
けられる。脊椎固定具の挿入に関しては低
侵襲化のためのデバイスが開発・使用され
ているが、骨癒合に関してはその促進ある
いは低侵襲化が未達成のため術後療法の短
縮に直結していないのが現状である。 
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・骨新生をテーマとして研究してきた。
BMP は強力に骨誘導を起こすことの出来
る蛋白質であり、海外では既に難治性骨折
や脊椎固定などで実用化されている。しか
し、臨床現場においては外科的移植により
用いられている状況であり、BMP の注射
による治療といった完全な低侵襲化には至
っていない。 
ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 （ induced 
pluripotent stem cell; iPS細胞）は 2007
年に山中らによって見出された細胞であり、
さまざまな組織の細胞に分化する能力を有
し患者本人の細胞から樹立可能である特徴
を持つ。遺伝疾患の基礎研究や治療薬の開
発のみならず、再生医療や移植治療への応
用が期待され臨床治験が始まろうとしてい
た。 
単純ヘルペスウイルス 1型チミジンキナー
ゼ（Herpes Simplex Virus - Thymidine kinase: 
HSV-TK）は単純ヘルペス 1 型を構成する
DNA の 1 種類で、この DNA を有すると、
本来は無害な薬品（ガンシクロビル等）の
投与により細胞死を惹起することが出来る。
現在、腫瘍化した幹細胞の除去に HSV-TK
を用いる方法が模索されている。 
 
２．研究の目的 
当研究は骨形成タンパク-2 (BMP-2)、及び、
単純ヘルペスウイルス 1型チミジンキナー
ゼ（HSV-TK）発現プラスミドベクターを
導入した iPS細胞を作製し、同細胞の骨形
成能、及び、ガンシクロビルの添加により
発現ベクター導入細胞の細胞死を確認した
後に、ラットを用いて細胞注射による脊椎
固定術の検証を行うことを目的とし、平成
26年度より開始されている研究である。 
 
３．研究の方法 
(1) BMP2発現ベクターの作成 
まず BMP2・HSV TK発現プラスミドベクタ
ーを作成する。プラスミドベクター作成後、
マウス筋芽細胞株である C2C12 細胞にトラ

ンスフェクションし、BMP2 の発現量を
ELISAで、また発現された BMP2の骨分化
誘導能を ALP 活性にて確認する。HSV TK
の発現に関しては、ガンシクロビルの添加に
より発現ベクター導入細胞の細胞死を確認
する。対照のベクターとしてHSV TKのみの
発現ベクターを作成する。 
 
(2) iPS細胞への DNAベクターの導入 
ヒト iPS 細胞への BMP2 添加は脂肪系の細
胞への分化が誘導されるとの報告もあるた
め、まずは BMP2発現ベクターの導入時期を
決定する目的で以下の実験を行う。iPS 細胞
を数日間浮遊培養した後、レチノイン酸を添
加しさらに数日培養。そして bFGFを添加し
て骨芽細胞系の細胞へと分化誘導する。対照
として未分化な状態を維持した iPS細胞を用
いて、それぞれに BMP2発現ベクターを導入
する。ベクターの導入効率をベクターに組み
込んだマーカーをもとにFACSを用いて検討
する。導入後の BMP2発現量は ELISAを用
いて測定する。また骨芽細胞系に分化させた
iPS細胞、BMP2発現ベクターを導入した未
分化 iPS 細胞、及び BMP2 発現ベクターを
導入した骨芽細胞系分化 iPS 細胞の 3 群で、
アルカリフォスファターゼ活性、アリザリン
レッド染色、及び骨芽細胞系マーカー
（osteocalcin, osteopontin, osterix）の発現
量（qPCR）を比較。骨芽細胞系分化の強い
ものを選択し、次の in vivoの実験に用いる。
またガンシクロビル添加による細胞死を誘
導できるかどうかを再確認する。 
 
(3)細胞注射による脊椎固定術の検証 
ヒト iPS細胞を用いるため無胸腺ラットを用
いて実験を行う。iPS 細胞注射により横突起
間脊椎固定術が可能かどうかの確認する目
的に、In vitroの結果から選択された細胞を
Matrigelと混合し、ラットの L4-5椎間関節
外側の傍脊柱筋内に注射（片側の横突起間に
つき 1x106 個 /100μ l）を行う。Positive 
controlとして同細胞もしくは BMP2タンパ
クをしみこませたコラーゲンスポンジの外
科的移植を行う群も作成する。注射後 4週間、
8週間の時点で犠牲死させ単純 X線にて骨新
生の状態を確認する。さらに注射部分の脊椎
を摘出しmicro CTを用いて新生骨の骨質評
価を行う。その後組織標本を作成し、組織学
的に新生骨を確認した上で注入細胞生存の
有無や骨新生への寄与の割合などを検討す
る。併せて、iPS 細胞注入後にガンシクロビ
ルによって新生骨量をコントロール出来る
かどうかの検証を行う。上述のモデルを用い
て 3倍－5倍量の細胞数を注射し、あえて巨
大な新生骨が出来るようなモデルを作成す
る。そのモデル動物を 2群に分け、一群は無
処置、残る一群はガンシクロビルを術後一週
間で腹腔内投与し、新生骨量をコントロール
できるかどうかを検証する。 
 



４．研究成果 
当学内における組み換えDNA実験計画など諸
審査に対する承認を取得した後に、BMP-2 遺
伝子と HSV-TK 遺伝子を IRES（internal 
ribosome entry site）でつなぎ生合成開始
に必要な遺伝配列を組み込んだプラスミド
を作成し、GFP 遺伝子を持つベクターにクロ
ーニングした。IRES で二つの遺伝子をつなぐ
ことで、一つのプロモーターで二種類のタン
パク質の合成制御が可能となるため、二つの
プロモーターを有するベクターに比して、二
種類のタンパク質発現に差が無く安定した
発現が期待される。プロモーターとしては
EF-1αを、スクリーニングに用いる抗生剤耐
性としてアンピシリンを採用している(図 1)。 
 
図 1 作成したベクター  

 
作成したベクターをマウス横紋筋由来細胞
（C2C12 細胞）に、Lipofection 法を用いた
化学的方法にてトランスフェクションを行
った。導入後 7日目の GFP 陽性細胞を評価す
ることで導入率評価を行い、併せて、BMP-2
機能評価としてアルカリフォスファターゼ
活性評価（遺伝子導入 4日後、7日後、14 日
後）、HSV-TK 機能評価として DNA 導入 4 日目
よりガンシクロビル（GCV）との共培養によ
る細胞数評価（DNA 導入 7日後）を行った。 
その結果、導入効率は数回の検討でも 80％前
後と高水準に認め、各検討で統計学的有意差
は認められなかった。また、ガンシクロビル
（1.6μg/ml）との共培養により、ベクター
導入を行った細胞のみ有意な細胞死も確認
された。（図 2） 
 
図 2 ガンシクロビル投与による細胞死 

        （Hoechist 核染色、100 倍） 
 
 

 
しかし、BMP-2 機能評価としてのアルカリフ
ォスファターゼ活性評価は、実験により結果
に差があり再現性が低い点が問題であった。
そのため、導入したベクターから BMP が産生
されているかを直接検証する目的で、ELISA
（Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay）法
にて BMP-2 の定量評価を行った。 
その結果、プラスミドベクターを導入した
C2C12 細胞は BMP-2 を産生していることは明
らかになったが、DNA 導入 4日に 40ng/ml、7
日目に 30ng/ml（図３）と、発言量が低い事
が判明した。この数値は、C2C12 細胞に対し
て骨分化を誘導刺激する域値と考えられる
50ng/ml に達しておらず、そのために、BMP-2
の機能評価である ALP 活性評価において、差
が生じていると考えられた。 
 
図 3 ELISA 法による BMP-2 の定量評価 

 
以上より、Lipofection 法など化学的なトラ
ンスフェクションによるベクターの導入で
は、細胞の継代により導入した DNA が希釈さ
れ、有効な BMP-2 濃度に達しない可能性が高
いと考えられた。当初は、ヒトへの応用を最
優先に考えていたので、化学的な方法による
トランスフェクションによるDNA導入を模索
したが、いずれも同様の問題が生じることが
判明した。 
以上より、ウイルスベクターによる導入が必
要であると考えられた。そのため、現在、デ
ザインした塩基配列を応用して、レンチ有為
する用のベクターを作成中である。今後は、
作成したプラスミドを導入したレンチウイ
ルスベクターを用いてトランスフェクショ
ンした C2C12 細胞にて十分な BMP-2 の産生が
認められるかを ALP活性と ELISA 法にて検証
する。併せて、iPS 細胞から胚様体を作製し
レチノイン酸の存在下で培養することによ
り、間葉系細胞へ分化を方向付けた後に、骨
芽細胞分化培地で培養する予定であるが、ど
の時点でのトランスフェクションを行うこ
とが最も効率的に骨新生を生じるかを検討
する予定である。 
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