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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、遺伝子導入試薬等を用いることなく、骨再生に有効である遺伝子を
生体内で直接遺伝子導入させることで骨再生を可能とする遺伝子活性化基質（GAM）を開発することである。す
でに、1000μgの遺伝子による遺伝子活性化基質で骨再生ができることは確認しているが、臨床応用を考えると
より少ない遺伝子量での骨再生が望まれる。そのため、miRNAに着目し、さらに遺伝子を修飾して作成した非薬
剤性遺伝子ベクターを作成してこの問題の解決を図ることとした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to developed new bore regenerative device 
without gene transfer regent. Our team reported that gene activated matrix(GAM) which combined with 
1000μg BMP4 DNA, β-TCP and atelo-collagen formed new bone after GAMs were implanted to rats' 
calvarium defects. However, 1000μg DNA is too much for clinical application. Therefor we focused on
 miRNA and new gene transfection technique.  

研究分野：骨再生学

キーワード： 骨再生
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１．研究開始当初の背景 
口腔外科領域では、欠損した顎骨の再生は重
要な問題であるが、現在でも新鮮自家骨移植
が gold standardである。しかしながら、自
家骨移植は侵襲が大きく、骨採取量に限界が
あるため自家骨に代わる骨再生材料として
人工代替材料に BMPなどの成長因子の添加
や MSC など幹細胞の応用が進められてきた。
しかし、高い骨誘導能で知られる BMPは高
容量で用いると強い浮腫を誘発するという
副作用が存在し、培養細胞は移植に必要な細
胞数の確保に設備、時間や多大な労力が必要
となることから実際の臨床における
standard となり得る有効な骨再生法の開発
は未だに困難である。 
 そこで、申請者らは、タンパクと比較して
大量精製が容易で、生体における直接応用に
安全性が高いと考えられている plasmid 
DNA（pDNA）に着目し遺伝子活性化基質
（Gene Activated Matrix : GAM）の開発を
行ってきた。GAMは PTH遺伝子を組み込ん
だコラーゲン基質を骨欠損に移植すること
で骨再生が可能であることを Bonadio らが
報告したのが最初である。しかし、この実験
では遺伝子導入効率は極めて低く、100mgも
の pDNAを使用したにも関わらず、十分な骨
形成を誘導することは困難であった。そのた
め、その導入率の低さを補うことを目的に、
これまでウイルスベクターや遺伝子導入試
薬の応用が盛んに試されてきた。しかしなが
ら、実際の臨床に応用可能な有効な手法によ
る GAMの開発は十分とはいえないのが現状
である。 
 一方申請者らは、臨床応用が容易な GAM
の開発を行うことを念頭に、BMP4をコード
する pDNAと、近年核酸医薬のデリバリーに
有効性が示されているアテロコラーゲン基
質を応用することで、効果的に骨再生を誘導
することを検討してきた。その結果、この
BMP4コード型 GAMを、1000μgの pDNA
をアテロコラーゲンに混和凍結乾燥するこ
とで作製した場合に、マウスの頭蓋骨におい
て一定の骨誘導効果を発揮し得ることを確
認している。しかしながら、ウイルスベクタ
ーや遺伝子導入試薬を応用した GAMで報告
されている pDNA量（0.02〜0.1mg）と比較
すると依然として pDNAは高用量である。ま
た、このように大量の pDNAを投与しても、
細胞に導入される前に核酸分解酵素などに
よって分解、失活するものは多いと考えられ、
臨床応用のデバイスとしては非効率である
と考えられる。そのため、安全性に問題はな
いと考えられているものの、臨床応用を目指
すにあたり、さらに低用量で効果的に骨誘導
を図る方法を検討する必要がある。そこで、
BMP4コード型GAMに搭載する遺伝子と遺
伝子導入方法について改良を加えることと
した。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、生体材料のナノサイズ化
技術とmicroRNA (miRNA) の核酸医薬技術
を応用した in vivo gene deliveryによる新規
骨再生法を開発することにある。具体的には、
非薬剤性のナノサイズ化遺伝子導入用ベク
ターを組み込んだアテロコラーゲン基質に、
高い骨誘導能や炎症抑制能を発揮する
miRNA、もしくはそれらをコードする
plasmid DNA を組み合わせた遺伝子活性化
基質(gene activated matrix; GAM)を開発す
ることで、我々がこれまで開発してしてきた
GAM の骨再生能力（1000μg の DNA を搭
載）を飛躍的に高めることを企図する。今回
着眼したmiRNAは、近年生体内で様々な遺
伝子の発現を調節することで、細胞増殖や分
化、アポトーシス、さらには発癌や老化など
多彩な生体活動において重要な働きを持つ
ことが明らかになってきている。miRNA は
生体内で複数の遺伝子発現を同時に制御す
ると考えられているため、BMP4の発現効果
においても増強させることができるのでは
ないかと考えた。すなわち、間葉系幹細胞
（MSC）からの骨芽細胞分化に関与する複数
の遺伝子群を同時に機能させることや、BMP
の副反応として発現する炎症の抑制に関わ
る遺伝子群を機能させることに役割を持つ
miRNAを搭載することでより少量の pDNA
で GAMの効果を高めることを期待している。 
 
３．研究の方法 
(１)遺伝子自体の遺伝子導入効率をあげるこ
とで遺伝子の少量化を図ることができると
考え、遺伝子自体に修飾を加えてベクターと
する技術と組み合わせることとした。これに
より、非薬剤性でありながら、生体内での導
入が可能となると考えている。遺伝子を修飾
して作成されたこのベクターは遺伝子量に
よってはベクター同士で凝集を起こすこと
があり、搭載できる遺伝子量に制限があるた
め、まずは搭載できる遺伝子量の条件設定を
行う。 
(2)miRNAのデリバリーについて、まずは候
補となるmiRNAの検索を in vitroで行う。
その上でそれらを搭載した GAMの有効性を
in vivoにおいて確認する。MSCの培養にお
いて、BMP４による骨芽細胞分化誘導時に発
現変動の大きいmiRNAを検索する。まずは、
骨分化に有効であると報告されている候補
遺伝子 Aを使用し、遺伝子量を減らすことが
できるか検討を行う。そのため、候補遺伝子
Aを含有する pDNAを作成する。この pDNA
を作成するにあたり、細胞に導入されたこと
が確認できるよう、蛍光タンパクを発現する
配列を組み込むこととした。 
(3)最後に至適化された遺伝子量を含んだ遺
伝子ベクターと有効と思われるmiRNAの候
補遺伝子Aの両方をGAMに内含させること
で、骨再生を誘導する BMP4コード型 GAM
における pDNA 少量化を達成できるか検討
を行う。 



 
４．研究成果 
(1)まずは、非薬剤性遺伝子ベクターで実際
に含有させることができる遺伝子量を決定
し、それが in vitro で遺伝子導入されるか
確認を行った。遺伝子候補としてはこれまで
使用してきた骨再生を促進させる BMP4 を使
用した。この BMP4 は細胞に導入された際に
導入が可視化できるようにGFPタンパクを発
現する DNA 配列と共に plasmid 化している。 
 今回の遺伝子ベクターを作成するにあた
り、DNA の修飾は、これまでの研究で導入効
率がよい組み合わせを使用することとした。
遺伝子ベクターの作成において、これまで申
請者が使用してきた1000μgもの遺伝子を使
用するとベクター自体が凝集し、遺伝子導入
能がなくなることが確認された。そのため、
溶媒の種類や濃度の変更に加え、段階的に遺
伝子量を減少し、ベクターに含有できる遺伝
子の最大量の決定を行った。 
 
(2)miRNA の検索は、脂肪細胞を培養して行っ
た。解析の結果、数種類の miRNA が骨再生に
有用である可能性が高いと予測されたが、さ
らなる詳細な検討が必要であると考えられ
る。 
 また、今回の候補遺伝子 Aが骨形成に実際
に有用か検討を行った。これまで作成してき
た GAM に BMP4 ではなく候補遺伝子 A の pDNA
を混和させて作成した場合に、移植でどのよ
うな効果があるのか確認した。さらに遺伝子
量の変更も加え、遺伝子量による比較も行っ
た。 
 次に、候補遺伝子 Aを含んだ pDNA を修飾し、
非薬剤性ベクターを作成した。これを培養細
胞に播種し、蛍光タンパクの発現が見られる
か確認した。また、その細胞において、コン
トロールと比較して経時的に骨分化を促進
する遺伝子が上昇するかを確認した。 
 
(3)BMP4 で作成した非薬剤性遺伝子導入ベク
ターと miRNA の候補遺伝子 Aで作成したベク
ターのそれぞれで GAM を作成し、それをこれ
までと同様にラット頭蓋骨上に作成した欠
損に移植を行った。現在経時的に観察を行っ
ているところである。今後は、さらに詳細な
検討を重ねると共に、他の miRNA 候補遺伝子
の検討やそれらのpDNAの作成、これらをBMP4
のベクターと組み合わせた時にどのような
効果があるのかなど in vitro、in vivo で検
討を行っていく予定である。  
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