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研霧成果



＜はじめに＞

整形外科では骨髄炎や骨腫瘍などの疾患の治

療のため長管骨や関節の切除を余儀なくされる

場合が多い．欠損部を補填する方法としては欠損

が小さい場合には自家骨移植や同種骨移植，人工

骨移植を行ってきた．また，骨欠損が大きい場合

には人工関節置換や切断を余儀なくされる症例

があった．現在,tissueengineermgの技術が開

発されつつあり，その目指すところは人工物では

なく生体親和性の高い，もしくは元の生体と同等

のものを再生することである．我々が従来行って

きた手法に仮骨延長法という手技がある．これは

骨切りを行った長管骨を意図的に1日に1mmづ

つ延長を行うことで延長部に正常な骨組織を誘

導し，骨を延長する技術である．骨を延長する速

度は軟部組織の延長への耐性によって規定され

るためウヒトでは1mm/日が一般的である．延長

期間を短縮することは現状では困難であり，治療

期間を短縮するためには延長終了後の仮骨成熟

期間を短縮する必要がある．仮骨成熟を短縮する

ためにこれまでに臨床的に行われている手法は，

①自家骨髄の仮骨延長部への注入，②電磁波刺激，

③通電刺激，④低出力超音波刺激，⑤自家骨移植

等がある．何れも有効な手段ではあるが，劇的に

骨形成を促進することは出来ない．骨形成因子は，

本来骨ができない部分にも骨組織を誘導する蛋

白として知られており、骨折治癒を促進する物質

として期待されている．しかし、多くの技術的な

問題があり，確実な臨床応用には至っていない．

最も新しい取り組みとしては、ヒトBMPの遺伝

子を組み込んだ体細胞やウイルスを動物モデル

の骨折部や骨欠損部に注射することで骨形成を

促進させる試みがされている．このような遺伝子

治療は,それ自体の危険性(不必要に大量のBMP

のコピーを産生することの未知の危険性など）の

ため、現在のところ人体への応用はない．しかし、

近い将来、自分の体から採取した血液細胞や表皮

細胞にBMP遺伝子を導入し、有効期間の判明し

ている遺伝子治療が可能になれば，安全性の高い

ものとして臨床応用可能である．本研究では，感

染性のないプラスミドを用い、ヒトより採取した

体細胞に化学的にBMP･2遺伝子を導入すること

により、他の固体への感染の問題は起こらず、ま

た遺伝子発現は永久ではないため必要な時期に

のみBMP-2を発現させることを目指している．

この技術を確立することで，すべての骨折に対

して①骨癒合期間が短縮する，②偽関節・遷延治

癒が減少する，③これまで手術による強固な内固

定を必要とした骨折の多くが外固定（ギプス，も

しくは簡単な副子）のみで治療できる可能性があ

る．さらに，先天性疾患のために脚短縮，四肢左

右不等などが生じている患者や，骨腫瘍などで骨

や軟部組織の一部を切除せざるを得なくなった

患者などの治療には近年，仮骨延長法という方法

を用いて生理的に患肢を延長したり，欠損部を補

う治療を行っている．仮骨延長術とは主に創外固

定器を用いて徐々に骨を延長する方法で、骨欠損

を伴う骨折や粉砕骨折などにも極めて有用な治

療法である．この手法は大変応用範囲の広い手技

であるが，その欠点は延長した仮骨が正常の骨ま

で成熟する過程は生理的な骨形成と同じである

ため，長期にわたり創外固定器を装着すること必

要があることである．しかし，この仮骨延長法骨

は骨形成を行う点では骨折と同様であるため、

BMPによる仮骨形成の促進、骨硬化の促進が期

待でき，治療期間を半減させる可能性を秘めてい

る．今回は患者自身の，寿命に限りのある正常細

胞にBMP･2遺伝子を導入し，骨形成を促進す

るための遺伝子治療を開発することを目的とし

ている.BMP-2には，骨とは全く無縁のヒト頬

粘膜細胞ですら骨形成能を備えた細胞に分化さ

せる能力があることがわかっており，幹細胞とい

われる様々な細胞に分化する可能性を秘めた細

胞が存在する部位であれば（幹細胞は血液中を循

環しており，すなわち生体内すべての部位に幹細

胞は存在する）骨組織を誘導させることが可能で

ある.BMP-2の遺伝子は自分自身の血液，頬粘

膜細胞，表皮の線維芽細胞などの簡単に採取する

ことのできる細胞にも導入可能であり（導入方法

などによりその効率は異なる)，生体への侵襲が

きわめて少ない．また，その治療の応用範囲は骨

折，偽関節，骨欠損，変形，骨系統疾患など骨癒



合および骨欠損の補填を必要とする全ての整形

外科疾患が本治療の対象となり，もたらされる恩

恵は多大なものである．癌や代謝性疾患に対する

遺伝子治療と異なり，ウイルスベクターや寿命の

長い細胞を用いないことが本技術の特徴である．

従って，安全性も高いと言える．骨形成と言う面

では，2‐3ケ月の寿命をもつ自家正常細胞が

BMPを限られた期間発現するというのが理想で

ある．骨癒合をさらに促進するためには，治療を

再度行えばよい．短期間の効果を狙った遺伝子治

療であるので，使用に対する利便性および安全性

という面では優れている．また，もう一つの特徴

として,GFP(GreenFluoreSentProtein)をレポ

ーターに用いることで生体内でのBMP活動がリ

アルタイムに体外から観察可能である．

＜目的＞

ヒト骨形成因子(recombmanthumanbone

morphogeneticprotein-2,以下rhBMP･2と略す，

図1）遺伝子を体細胞に導入し、それを創外固定

器による仮骨延長部に与えることで骨形成を促

進させることが目的である．ラットで実験モデル

を作製し，その有効性を実証する．

＜対象と方法＞

フ9ラスミバの徹

Wyeth社よりpSP65プラスミFのMultiple

clonmgsite(以下MCS)にヒト骨形成因子2

(recombmanthumanbonemorphogenetic

protem･2-125,以下rhBMP-2-125,図2)を逆

挿入した形態で提供いただいた．これを制限酵素

Sallで切り出し，得られたrhBMP-2-125遺伝子を

蛍光蛋白であるGFP遺伝子を組み込んだプラス

ミドpEGFP-C3(Clonetech社）のMCSのSalI部

に挿入した(pEGFP-C3-rhBMP･2･125,図3).

E.Coliにて増幅後に精製カラムを用いて精製し

たものを電気泳動した（図4)．作成されたプラ

スミドはAplicedBiosystems社の373Aにて解析

を行いシーケンスを確認した（表1）．

ラッ人鉱紬厳的CZZ(搬織由茨ノヘの遺伝

子導スの確認

-BMP-2のmRNA発現一

ラット筋芽細胞由来株C2C12はrhBMP-2蛋白

の存在下で骨芽細胞様に分化し骨形成的になる

ことが知られている2)．2×104個のラット筋芽細

胞由来株C2C12を10%FBS加DMEMを用い

60mmディッシュで培養し，翌日に

pEGFP-C3･rhBMP-2-125プラスミドを

FuGENETM6により遺伝子導入を行い,24時間

で培養上清を変え,48時間時にトリプシンではが

した細胞を検体とした．対象にはpEGFP-C3プ

ラスミドを遺伝子導入したものとした.Primer

はGondaらの論文1)に準じた（表1).ロシュ・

ダイアグノスティックス社のLightCyclerを用い

てmRNAの発現量を測定した（図5).

-レーザー共焦点蛍光顕微鏡での蛍光確認一

同様の条件でスライF上に培養し，遺伝子導入

後48時間で固定を行なった．スライドは抗ヒト

BMP-2モノクローナル抗体(IgG),Alexa594標

識-抗IgG抗体を用いて免疫染色を行った.GFP

とAlexa594の蛍光はレーザー共焦点蛍光顕微鏡

であるZeiss社のLSM5Pascalを用いて観察した

（図6）．

-rhBMP-2蛋白の検出(ELISA)･

上記のように60mmディッシュにて遺伝子導

入を行い24時間で上清を交換し48時間時の培養

上清を回収した.1500rpm,5分の遠心分離後に

上清のみを-20℃で保存した．

Zeptometrix社のELISAプレート(immuno-tela

を用いて抗GFPポリクローナル抗体(rabbit)を

吸着させた後，保存してあった上清を加え4℃で

一晩おき，翌日一次抗体として抗ヒトBMP-2モ

ノクローナル抗体(mouse)を室温で1時間，二次

抗体としてPOD標識抗マウスIgG抗体を室温で

1時間作用させ,TMBを15分作用させた後に1N

NaClで反応を停止させた.630nmでの測定値を

基準に450nmの吸光度を測定した（表2).

･ALP活性一

同様の条件で96穴ディッシュにて遺伝子導入

を行い，24時間で上清を除去しpニトロフェニ



ルリン酸反応を利用したリキテックAIPWTにて

反応させ,ELIZAリーダーにてALP活性の測定

を行なった（表3）．

遺伝子導入された"C"獅胞および肋ne

"7grr℃Ws"℃malce〃のラットへの移植．

･体細胞株への遺伝子導入・

Rickardらの方法3)に従って8週齢(250g)の

Whister系ラットの大腿骨を無菌的に採取し，周

囲をα-MEMで2回洗浄した後,無菌的に両骨端

を切除し，骨髄腔をα-MEMで洗浄(nush)し

た.1200rpm/3分遠心分離を行い，上清を除去し

た後に15%FBS加α-MEMに2nML-glutamine,

100iu/mlpenicinin,100"g/mlstreptmycinを

加えた培養液で5%CO2,37℃で24時間培養を行

なう．上記のものに50"g/mlL-ascorbicacidを

加えた培養液に変更し，さらに5～6日培養を行

なう．その後flllconnuentまで2～3日毎に培

養液を交換する．得られた一次培養骨髄細胞

(bonemarrowstromalcem,以下BMSC)を2

×104個,60mmディッシュに撒き翌日に上記の

ように遺伝子導入を行なった.24時間で上清を交

換し，48時間時にトリプシン処理しBMSCを採

取した．

C2C12も同様に遺伝子導入を行い,48時間時

にトリプシン処理を行い細胞を採取した．

両群とも対象にはpEGFP-C3を遺伝子導入し

た細胞を用いた．

･筋肉内埋入一

採取した細胞をDMEM40"1で撹祥後にI型コ

ラーゲンスポンジ5×5mmにしみこませた.同ス

ポンジを同系ラットの両大腿二頭筋内に埋入し

閉創した．コントロールにはpEGFP-C3を遺伝

子導入したBMSCを用いた．また同様にC2C12

にても行なった．移植術後4週まで毎週し線撮影

を行った（図7，8)．

-骨欠損部埋入一

8週齢のWhister系ラットを40mg/kgのペン

トバルビタールの腹腔内注射で麻酔後に大腿外

側から左大腿骨まで展開し，骨膜を剥離後に

1mm径のKiv･Chnerwireでドリルを行い，当科

で作成したハーフピンを大腿骨近位と遠位にそ

れぞれ2本ずつ刺入した.中央をtllreadwiresaw

にて切断後，当科で作成した創外固定器を装着し

た（図9）．大腿骨骨幹部に一期的に3mmの延長

を行ない，できたスペースに上記のごとく作成し

た細胞埋入コラーゲンスポンジを移植し閉創し

た．移植後4週まで毎週し線撮影を行った（図1

0，11）．

-延長部埋入一

同様に作成した3mmの骨欠損部に遺伝子導入

済みのBMSCを移植後，翌日より1日0.5mmず

つ10日間の延長操作を加え，計5rnmの延長を

行なった．延長終了時点から4週まで毎週し線撮

影を行なった（図12，13）．

＜結果＞

プラスミバの繊

シーケンスは作成前にデザインしたものと一

致し,constructionには相違がないことが確認さ

れた．

ラッ入錘繩採〃CZg(筋瓶織由来ノヘの遺伝

子凛入の鯛

-BMP-2のmRNA発現一

の如く,rhBMP-2を遺伝子導入した検体では

rhBMP-2のmRNA産生の増加が認められた．

-レーザー共焦点蛍光顕微鏡での蛍光確認一

C2C12およびBMSCともに

pEGFP･C3･rhBMP･2･125を導入した場合に

GFPの蛍光を発したが，その導入効率はBMSC

では極めて不良であった．また免疫染色により

rhBMP-2を蛍光したが，その分布は必ずしも

GFPの蛍光とは一致せず,またコントロールでの

結果と差は認められず,rhBMP-2蛋白の産生は

免疫染色上は否定的であった．

･rhBMP-2蛋白の検出(ELISA)-

F]mSAでは培養上清中のrhBMP-2-125活性の

冗進は認められなかった．



-ALP活性一

pEGFP-C3-rhBMP-2-125を導入したC2C12

でのALP活性は0.295±0.022,一方pEGFP-C3

を導入した場合は0.175±0.017であり,ALP活

性の冗進が認められた．

遺伝子凛入された〃CZZ紛胞および肋ne

marr℃"smmmal"〃のラッ人への移植

-筋肉内埋入．

1～4週の各群(pEGFP-C3-rhBMP-2導入群，

pEGFP･C3導入群）ともし線にて骨形成は認めら

れなかった．

-骨欠損部埋入．

1～4週の各群(pEGFP･C3-rhBMP-2導入群，

pEGFP-C3導入群）ともし線にて骨形成は認めら

れなかった．4週時にはハーフピン周囲の骨透亮

像および周囲の反応性骨形成をみるようになり，

ピンの固定性は限界であった．

-延長部埋入．

1～4週の各群(pEGFP-C3-rhBMP-2導入群，

pEGFP･C3導入群）ともし線にて骨形成は認めら

れなかった．同様にピン周囲の骨透亮像が4週で

出現し，ピンの固定性の限界であった．

＜考察＞

invitroにおいてrhBMP-2のmRNAの産生は

冗進しているにもかかわらず，生成されているで

あろうrhBMP-2蛋白を検出するm'TSAでは産生

の充進は認められなかった．また細胞の免疫染色

においてもrhBMP-2は必ずしもGFPとの蛍光と

一致しなかった.何れのnegativestudyとも抗ヒ

トBMP-2抗体を用いていることから，生成され

たEGFP-C3-rhBMP-2-125のrhBMP-2の3次元

構造が変化してしまい，抗体が認識できなくなっ

てしまった可能性がある.SaⅡサイトでの切断が

必要であったため,rhBMP-2-1245のN末端はわ

ずか2bpsしかなかった（図）このことが3次元

構造を大きく変えた可能性は否定できない．渉猟

しえた限りでは,rhBMP-2と他の蛋白との融合

蛋白を生成するようなプラスミドもしくはウィ

ルスを用いた報告はなかった．融合蛋白を用いる

のではなく,co-transfbctionもしくはリポーター

遺伝子rhBMP-2を別々に産生させるようなプラ

スミドを作成した方が良かったかもしれない．

また，生成されたEGFP-C3-rhBMP-2-125蛋

白がどのような経路で細胞外に放出されるかは

分からず，またBMP-2は一般的には細胞外から

receptorを介してsmad系が賦活化されて生理活

性が発揮されるとされているが，このように自己

が産生してかつ分化していく場合には細胞内か

ら作用しておる可能性も否定できない．つまり周

囲の遺伝子導入されていない細胞を刺激する能

力があるのかが疑問であった．これまでに発表さ

れているウィルスを用いた実験系ではそのコピ

ー数の多さからか細胞外液（培養上清）での

rhBMP-2の検出は容易である．細胞外に放出さ

れたであろう融合蛋白を追跡することが困難で

あった以上，逆に同プラスミドから

EGFP-C3･rhBMP-2-125蛋白を産生させる系を

用いて生成された蛋白を用いてその作用を計測

したほうが良かったかもしれない．

一方,pEGFP･C3･rhBMP-2-i25を導入した細
胞ではALP活性は冗進しており，生理活性はあ

る程度維持されていたと考えてよい．しかしなが

らinvivoでの結果では体内での骨形成を起こす

には十分ではなかった．これまでの報告において

もプラスミドでrhBMP･2を導入し，骨形成に成

功したのはParkら心のみである．ウィルスで骨

形成に成功しているものは極めて多数あり，より

一般的な手法である．リポフェクションなどの手

技では当然導入効率は数％から10数％で，また

そのコピー数はきわめて少ない．一方ウィルスに

おける導入効率はほぼ100％に近く，コピー数も

多い．よりスムーズに十分にrhBMP-2を産生さ

せるためにはウィルスベクターを用いることを

考慮しなくてはいけないと考えられる．ただ，唯

一の問題点は恒久的に産生し続ける可能性があ

ることと，過剰に産生することから起こりうる未

知の副作用である．今後，出来ることならば産生

コピー数をより向上させるプラスミドベクター

での遺伝子導入方法を工夫したい．

また別の可能性として，局所での直接的な遺伝



子導入方法も考えられる．Aiharaらのラットで

の実験5)によれば皮下に直接注入したプラスミド

ベクターと刺入した周囲に電圧をかける

(electroporation)ことで遺伝子を導入すること

ができる.課題となるのはtargetとなる細胞を選

ぶことが出来ないことと，そのtargetとなってい

る細胞が局所にとどまる可能性がすぐない（同実

験では全身での骨形成冗進＝骨粗霧症モデルで

の骨密度向上であった）ことである．今後の発展

に期待したい．

＜まとめ＞

･pEGFP-C3-rhBMP-2-125プラスミFベクタ

ーはGFP蛋白を発現し，おそらく

rhBMP-2-125によると思われるALP活性の

向上（骨芽細胞への分化能力）を示したが，

rhBMP-2･125を免疫学的には捉えることが

出来なかった．

・同プラスミドを遺伝子導入された体細胞を用

いてもラット生体内で骨形成を促進すること

は出来なかった．
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1201C凰島且C且GCGG鳳凰風CGCC霞唾盈興G鞭cc風GC寵G霞凰nEnCamCCC霞囮寵G田島CG

ユ25ユⅡGG風C寵四C風G田G風CGmGGGG田GG鳳蕊鯉“C田GG凰醒、G唾GGC寵CCCCCGGGG

ユ30ユ西A田C風CGCC囮密彊囲風CmGCCACG“GA鳥罷GCCC囲寵霞田CC函C寵GGC田函mC竪

ユ35ユ寵C田G島凰c寵cc且C囲鳳島睡C風歴GCC蕊歴寵G歴毎CA“CG田TGGTC風鳥C田C霞G霞寵墨

ユ40ユ風C田C硬島且GAmrCC廻凰nGGC且彊GCTGTGrCCCf鳳凰CTCAGmGC寵n浬C

ユ45ユ田CG島田GC霧G醒凰cc寵璽GnC““風歴G懇聖GG囮堅G田凰歴囮凰奥盈G凰為C砠凰歴C風

1501G"盈罷GG鞭盟G唾GG風GGG寵四G唾GGG唾G霞CGC田島GTACAGC且AAATTAAAT

1551ACATHAATATATATATACTCTAGAGTCGACGg皇型里旦

ヒト骨形成因子2(recombinanthumanbonemorphogeneticp]cotein-2,rhBMP-2-125)の塩基配列．太字部分がrhBMP-2

の蛋白部分の配列．二重下線はECORエサイトを表し，この部位でpSP65のMCSに挿入されている．下線はSaユエサイトを表す．N末

端側には2箇所あり，下流のSaユエサイトにて切断したものを選択し使用した
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3001TAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAAC

3051GTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCC

3101ACTACGTGAACCATCHCCCTAATCHAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTA

3151AAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGG

3201GG瓜ゑゑGCCGGCGﾊACGTGGCGAGAAHGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGC

3251GGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCA

3301CACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTTTT

3351CGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTC

3401AAATATGTATCCGCTCATGAGACAAT凰凰CCCTGHTAAATGCTTCAATAAT

3451ATTGAAAAAGGAAGAGTCCTGAGGCGGH恩AGHACCAGCTGTGGAATGTGZ

3501GTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATG

3551CAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGG

3601CTCCCCAGCRGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAA

3651CCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGT

3701TCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGA

3751GGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCT

3801TTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAGATCGATCAAGAGACAGGATGAGG

3851HTCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCG

3901CTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGHCTGGGCHCAACAGAC凰且TCGGC

3951TGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCT

4001TTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGHATGAACTGCAAGACGAGG

4051CAGCGCGGCT凰唾CGTGGCTGGCCHCGACGGGCGTTCCTTGCGCHGCTGTG

4101CTCGACGTTGTCHCTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGT

4151GCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTAT

4201CCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACC

4251TGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCG

4301GATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGG

4351GGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGAGCATGCCCGAC

4401GGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGH瓜TRTC窓T

4451GGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTG

4501TGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAA

4551GAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGC

4601CGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCT

4651TCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCAAATGACCGACCAAGCGHCGCCCAACC

4701TGCCATCACGAGATTTCGHTTCCHCCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGC

4751TTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGA

4801TCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCTAGGGGGAGGCT瓜瓜CTGAAACAC

4851GGHAGGAGACAATACCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAAAAGA

4901CAGAATARAACGCACGGTGTTGGGTCGTTTGTTCATA凰且CGCGGGGTTCG

4951GTCCCAGGGCTGGCACTCTGTCGATACCCCACCGAGACCCCATTGGGGCC

5001AATZACGCCCGCGTrTCTTCCTTTTCCCCACCCCACCCCCCAAGTTCGGGT

5051GAAGGCCCAGGGCTCGCAGCCAACGTCGGGGCGGCAGGCCCTGCCATAGC
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fcm1'的

liedBiosys=ms社の373Aで

刷りI

作成したプラスミドベクターpEGFP-C3-rhBMP-2-125.C1ontech社のpEGFP-C3のSaユエサイトにpSp65-rhBMP-2-125から切

り出されたrhBMP-2-125が挿入されている．下線部がsalIサイト．上流には蛍光蛋白であるEGFPの配列があり，転写された場合

はEGFP-rhBMP-2-125の融合蛋白が生成される．

シーケンスは接合部の配列を確認した.PrimerはCGACCACTACCAGCAGAACHと画GCHTTCATTTTRTGTTTCAGG(太下線部)を用いた．
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hnel:Marker(ルHmdIndigest,･X174･Haellldigest)

1ine2:4.85kbコントロールプラスミド

line3:5.9kbコントロールプラスミド

kme4:pEGFP-C3-rhBW-2

line5:Marker(jL-HindIndigest,｡X174-Haellldigest)

表1

NUcleotide

coordinates

Gene Primersequence GenBankaccessionno.

1790-1809CCACGGAGGAGTTTATCACC M22489HumanBMP-2

2173-2154CAAAAGrTACTAGCAATGGC

シーケンス確認，およびRTLPCRに用いたprimer.
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赤線,青線はpEGFP-C3-rhBMP-2-125を導入したC2012でのmRNA発現量を示す.オレンジ線はプ

ラスミド自体，黒線・緑線はpEGFP-C3を導入したC2C12でのmRNA発現通である．
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同標本を抗ヒトrhBMP-2モノクローナル抗体とAlexa594にて免疫染色した像.緑の蛍光はGFP蛋白

の蛍光，赤はAlexa594の蛍光(rhBMP-2-125)を示す．両者とも蛍光している細胞もあるが,GFP

の蛍光と比例するような増強はない.GFP-rhBMP-2-125蛋白はAlexa594で蛍光標識されていない可

能性が高い、
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pEGFP-C3-rhBMP-2-125 pEGFP-C3

C2C12に遺伝子導入した際の24･48時間時の培養上清のrhBMP-2をターゲットにしたF]TJSAでの

POD活性.両者に差はない.pEGFP-C3は0.628±0.030,pEGFP-C3-rhBMP-2-125は0.621±0.084

であった．バーは標準偏差を示す．

表3
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pEGFP-C3 pEGFP-C3-rhBMP-2-125

C2C12にpEGFP-C3及びpEGFP-C3･rhBMP-2-125を遺伝子導入し,24時間時の細胞のALP活性を

測定した.pEGFP･C3は0.175±0.017,pEGFP-C3-rhBMP-2-125は0.295±0.022であった．バー

は標準偏差を示す．
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左上:pEGFP-C3-rhBMP･2-125を遺伝子導入したC2C12を包埋したコラーゲンスポンジを両大腿二

頭筋内（大腿骨の尾側）に埋入後1週のし線．右上：同2週．左下：同3週．右下：同4週．
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コントロール左上:pEGFP-C3を遺伝子導入したC2C12を包埋したコラーゲンスポンジを大腿二頭

筋内に埋入後1週のし線．右上：同2週．左下：同3週．右下：同4週．
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ラットの左大腿部を展開し，大腿骨をほぼ全長にわたり露出した後に1mmのKirsChner鋼線でプリ

ドリリングしハーフピンを4本刺入した．創外固定器を装着後,nlreadwnesawを用い骨幹部を切断

し3mmの一期的延長を行なった．
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pEGFP･C3-rhBMP-2-125遺伝子導入後のC2C12細胞を骨欠損部に移植したモデル．上段左：手術直

後上段右：術後1週．中段左：術後2週．中段右：術後3週下段：術後4週．何れも骨形成を認め

ない．
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コントロール．pEGFP-C3遺伝子導入後のC2C12細胞を骨欠損部に移植したモデル．上段左：手術直

後．上段右：術後1週．中段左：術後2週．中段右：術後3週．下段：術後4週．何れも骨形成を認め

ない．



図12

pEGFP-C3-rhBMP-2-125遺伝子導入したBMSCを一期的に作成した3mmの骨欠損部に埋入し,1週

間の待機後に1日0.5mmずつ10日間延長操作を行なった．上段左：延長終了時上段右：延長終了後

1週．中段左：延長終了後2週中段右：延長終了後3週．下段左：延長終了後4週．4週時点では骨

形成が見られないため固定性が維持できなくなり，ピン周囲の弛みが生じている．反応性に骨は肥厚し

ている．
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コントロール.pEGFP-C3遺伝子導入したBMSCを一期的に作成した3mTnの骨欠損部に埋入し,1

週間の待機後に1日0.5mmずつ10日間延長操作を行なった．上段左：延長終了時．上段右：延長終了

後1週．中段左：延長終了後2週．中段右：延長終了後3週下段左：延長終了後4週．


