
JP 4344321 B2 2009.10.14

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　変形関節炎、リウマチ性関節炎、軟骨損傷、及び／又は軟骨欠損を治療するための装置
であって、
　少なくとも１つの最適シグナルを生成するシグナル供給源であって、この最適シグナル
は正弦波形及び約５０％のデューティサイクルの特性を有するものである、前記シグナル
供給源と、
　前記シグナル供給源に接続された電極又はコイルであって、標的軟骨組織に対して配置
され、前記少なくとも１つの最適シグナルを受け取り、これにより周波数６０ｋＨｚで振
幅約１０～２０ｍＶ／ｃｍの電場を生成させるものである、前記電極又はコイルと
　を有し、
　前記電場は前記標的軟骨組織中のアグリカンｍＲＮＡ遺伝子発現を選択的に上方制御す
るように最適化されたものであり、
　前記シグナル供給源は、前記標的軟骨組織中のアグリカンｍＲＮＡ遺伝子発現を選択的
に上方制御するように、前記少なくとも１つの最適シグナルを適用する持続期間を調節す
るよう構成されたものである
　装置。
【請求項２】
　請求項１の装置であって、さらに、
　前記シグナル供給源を動かす携帯用電源装置を有するものである。
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【請求項３】
　請求項１の装置であって、さらに、
　患者の体の軟骨組織の近傍に前記電極を取着するための手段を有するものである。
【請求項４】
　請求項１の装置であって、さらに、
　患者の体に前記シグナル供給源を取着するための手段を有するものである。
【請求項５】
　請求項１の装置において、
　前記少なくとも１つの最適シグナルの適用に応じて、前記電極又はコイルにより生成さ
れた前記電場は、静電結合方式及び誘導結合のいずれか１つを介して前記標的軟骨組織へ
適用されるものである。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本特許出願は、２００２年１０月８日出願の米国特許番号第１０／２５７，１２６号（
これは２００１年２月２３日出願の国際出願番号第ＰＣＴ／ＵＳ０１／０５９９１号の米
国国内段階特許出願である）の一部継続出願であり、言い換えると、２０００年２月２３
日出願の米国仮出願番号第６０／１８４，４９１号の出願日に対して優先権を主張するも
のである。
【０００２】
　本発明は、損傷若しくは罹患関節軟骨を治療するために、特異的で選択的な電気シグナ
ル及び電磁シグナルによって発生する電界を適用することによって、軟骨細胞中のアグリ
カン遺伝子発現を制御する方法に関するものであり、さらにその様なシグナルを発生する
ための装置に関するものである。
【背景技術】
【０００３】
　様々な生物組織及び細胞に存在すると信じられている生体電気相互作用及び活動は、生
理学的過程において最も理解がされていないものの１つである。しかしながら、最近、い
くつかの組織及び細胞の成長や修復に関するこれらの相互作用及び活動に対する多くの研
究がなされている。特に、電場や電磁場による刺激、及び骨や軟骨の成長や修復へのその
効果に対して多くの研究がなされてきた。研究者らは、そのような研究が様々な医学的問
題に対する新規治療方法の開発に有用であると信じている。
【０００４】
　変性関節疾患としても知られている変形性関節炎は、関節軟骨の変性や、肋軟骨下骨の
増殖や組織再構築（リモデリング）によって特徴付けられている。通常の症状としては、
凝り、動作の制限や痛みである。変形性関節炎は、関節炎の最も一般的な形態であり、罹
患率は年齢と共に著しく増加する。変形性関節炎を有すると自己報告する高齢患者は、高
齢者で罹患していない人の２倍の頻度で医者を訪問する、ということが示されてきた。そ
の様な患者は、同年代の他の人に比べて、それ以上の日数の活動の制限やベット拘束も経
験している。ある研究において、症候性患者の多くは８年の追跡期間の間で著しく不自由
になった（Ｍａｓｓａｒｄｏ　ｅｔ　ａｌ．、Ａｎｎ　Ｒｈｅｕｍ　Ｄｉｓ　４８：８９
３～７（１９８９））。
【０００５】
　非ステロイド性抗炎症薬（ＮＳＡＩＤｓ）は、相変わらず変形性関節炎に対する一次治
療様式である。ＮＳＡＩＤｓの効果がその鎮痛性特性或いは抗炎症性特性によるものなの
か、若しくは軟骨の変性過程の緩徐によるものなのかは知られていない。また、ＮＳＡＩ
Ｄｓが患者に対して有害であるとの懸念もある。例えば、ＮＳＡＩＤｓは胃、消化管、肝
臓及び腎臓に対して毒性効果を有していることが良く知られてきた。しかしながら、アス
ピリンは、動物においてプロテオグリカン合成及び正常軟骨修復過程を阻害する。ヒトに
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対するある研究では、インドメタシンが臀部（股）軟骨の分解を早めると恐れがあると示
唆された。全ての有害な効果は変形性関節炎の影響を最も受けやすい集団の高齢者でより
一般的に現れる。
【０００６】
　変形性関節炎として一般的に知られた疾患において、骨は鉱質除去（脱灰）し異常に希
薄化する。骨は、細胞及び基質の有機成分と、無機若しくはミネラル成分とから成る。前
記細胞及び基質はコラーゲン性繊維の枠組みから成り、このコラーゲン性線維は、骨に硬
性を与える、リン酸カルシウム（８５％）及び炭酸カルシウム（１０％）のミネラル成分
で満たされている。変形性関節炎は一般的に高齢者を冒す疾患として考えられているが、
ある種の変形性関節炎は、骨に機能的ストレスを受けていない全世代の人に発症する可能
性がある。そのような場合、患者は長期間にわたる運動不足の間に皮質骨及び海綿骨の著
しい損失を経験する。高齢者の患者は、骨折の後の固定化の際の不使用が原因で骨損失を
経験することは良く知られており、これによりすでに骨粗鬆症骨格であり最終的に二次骨
折につながる場合がある。骨密度の減少は、まともに生活ができないほどの痛みに加えて
、椎骨破壊や、臀部、前腕、手関節、及び足首の骨折の原因となる可能性がある。これら
疾患に対する代替非外科的治療が必要とされている。
【０００７】
　パルス電磁場（ｐｕｌｓｅｄ　ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ　ｆｉｅｌｄｓ：ＰＥ
ＭＦ）及び静電結合方式（ｃａｐａｃｉｔｉｖｅ　ｃｏｕｐｌｉｎｇ：ＣＣ）は、１９７
９年の米国食品医薬品局による承認以来、非治癒性骨折や骨折治癒に関連する問題を処置
するために広く用いられてきた。この治療形態の試行のための原型は、骨への肉体的スト
レスによって、力学的緊張に加えてわずかな電流が出現したという観察に基づいており、
この電流は骨形成を促進するシグナルへの肉体的ストレスの伝達の基礎となるメカニズム
であると考えられていた。癒着不能の治療において成功した直接的電場刺激に加えて、Ｐ
ＥＭＦや静電結合方式（電極は治療領域の皮膚上に設置される）を用いた非侵襲性技術も
有効であると発見された。パルス電磁場は、高導電性細胞外液で小さな誘導電流（ファラ
デー電流）を発生し、一方、静電結合方式は、組織内に直接電流を生じ、それによってＰ
ＥＭＦｓ及びＣＣの両方は内因性電流を再現する。
【０００８】
　骨のクリスタル表面で起こる現象に起因していると元来考えられていた前記内因性電流
は、骨のチャネル内の電解質を含有する液体の移動に主として起因すると示されており、
この骨のチャネルは"流動電位"と呼ばれるものを生じる固定負電荷を有する有機構成要素
を含むものである。軟骨における電気現象の研究は、骨で現れるメカニズムと共通してい
て、軟骨が機械的に圧迫された時に現れ、軟骨基質内のプロテオグリカン及びコラーゲン
における固定負電荷の表面を覆う溶液と電解質の移動を引き起こす、力学的－電気的伝達
メカニズムを明らかにした。これらの流動電位は、骨内の場合と同様に軟骨内の目的に明
らかに適合し、力学的緊張と共に、軟骨細胞の基質成分合成を刺激することができるシグ
ナル伝達を引き起こす。
【０００９】
　直接電流、静電結合方式、及びＰＥＭＦｓの主な適用は、整形外科での癒着不能な骨折
の治療においてである（Ｂｒｉｇｈｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｂｏｎｅ　ａｎｄ　Ｊｏ
ｉｎｔ　Ｓｕｒｇｅｒｙ、６３：２～１３、１９８１；Ｂｒｉｇｈｔｏｎ　ａｎｄ　Ｐｏ
ｌｌａｃｋ，Ｊ　Ｂｏｎｅ　ａｎｄ　Ｊｏｉｎｔ　Ｓｕｒｇｅｒｙ、６７：５７７～５８
５、１９８５；Ｂａｓｓｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．、Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎ
ｇ．、１７：４５１～５２９（１９８９）；Ｂａｓｓｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ　ＡＭＡ
　２４７：６２３～８（１９８２））。臨床反応は、成人における臀部の無血管性ネクロ
ーシス、及び小児におけるレッグ－ペルテス疾患（Ｌｅｇｇ－Ｐｅｒｔｈｅｓ’ｓ　ｄｉ
ｓｅａｓｅ）で報告された（Ｂａｓｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ.、Ｃｌｉｎ　Ｏｒｔｈｏｐ　２
４６：１７２～６（１９８９）；Ａａｒｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｃｌｉｎ　Ｏｒｔｈｏｐ　
２４９：２０９～１９（１９８９）；Ｈａｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ　Ｐｅｄｉａ
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ｔｒ　Ｏｒｔｈｏｐ　４：５７９～８４（１９８４））。ＰＥＭＦｓ（Ｍｏｏｎｅｙ、Ｓ
ｐｉｎｅ、１５：７０８～７１２、１９９０）及び静電結合方式（Ｇｏｏｄｗｉｎ，Ｂｒ
ｉｇｈｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｓｐｉｎｅ、２４：１３４９～１３５６、１９９９）は腰
融着の成功率を著しく増加することができるということも示された。さらに、末梢神経制
御や機能の増強、及び血管新生の促進も報告されている（Ｂａｓｓｅｔｔ、Ｂｉｏａｓｓ
ａｙｓ　６：３６～４２（１９８７））。ステロイド注入や他の従来処置に不応である持
続性回旋筋腱板腱炎を患う患者は、プラセボ（偽薬）治療された患者と比較して、著しい
利益を示した（Ｂｉｎｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．、Ｌａｎｃｅｔ　６９５～８（１９８４））
。最終的に、Ｂｒｉｇｈｔｏｎらは、適切な静電結合方式電場が腰椎の椎骨骨粗鬆症を予
防する、及び拮抗することの両方ができることをラットにおいて示した（Ｂｒｉｇｈｔｏ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｏｒｔｈｏｐ．Ｒｅｓ．６：６７６～６８４、１９８８；Ｂｒｉ
ｇｈｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｂｏｎｅ　ａｎｄ　Ｊｏｉｎｔ　Ｓｕｒｇｅｒｙ、７１
：２２８～２３６、１９８９）。
【００１０】
　最近のこの分野における研究は、組織及び細胞への刺激の効果が中心であった。例えば
、直接電流は細胞膜を貫通せず、調節は細胞外マトリクス分化を介して達成されると推測
されていた（Ｇｒｏｄｚｉｎｓｋｙ、Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｅｎｇｎｇ　９
：１３３（１９８３））。直接電流と対照的に、ＰＥＭＦｓは細胞膜を貫通でき、それら
を刺激する若しくは細胞内オルガネラに直接影響を与えると報告された。細胞外マトリク
ス、及びｉｎ　ｖｉｖｏ軟骨内骨形成に対するＰＥＭＦｓの影響の試験によって、軟骨分
子の合成が増加し、骨梁が成熟することが明らかになった（Ａａｒｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、
Ｊ．Ｂｏｎｅ　Ｍｉｎｅｒ．Ｒｅｓ．４：２２７～２３３（１９８９））。最近になり、
ＬｏｒｉｃｈとＢｒｉｇｈｔｏｎらは、静電結合方式電気シグナルのシグナル伝達が電位
型カルシウムチャネルを介しており、それに続く活性化（細胞骨格）カルモジュリンを伴
うサイトゾルカルシウムの増加を導くことを報告した。
【００１１】
　多くの研究が、反応メカニズムを理解するために組織培養を実験することに向けられて
いた。ある実験において、電場は軟骨細胞のＤＮＡへの［３Ｈ］－チミジンの取り込みを
増加させることが発見され、これはＮａ及びＣａ２＋流動が電気刺激誘因（トリガー）Ｄ
ＮＡ合成によって生じるという概念を支持するものであった（Ｒｏｄａｎ　ｅｔ　ａｌ．
、Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９：６９０～６９２（１９７８））。研究によって、二次メッセ
ンジャーであるｃＡＭＰでの変化と、電気的拡散（ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ　ｐｅｒｔｕｒ
ｂａｔｉｏｎｓ）に起因する細胞骨格再構成とが発見された（Ｒｙａｂｙ　ｅｔ　ａｌ．
、Ｔｒａｎｓ．ＢＲＡＧＳ　６（１９８６）；Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．、Ｔｒａｎｓ．
ＢＲＡＧＳ　６：５１（１９８６）；Ｂｒｉｇｈｔｏｎ　ａｎｄ　Ｔｏｗｎｓｅｎｄ、Ｊ
．Ｏｒｔｈｏｐ．Ｒｅｓ．６：５５２～５５８、１９８８）。他の研究によって、グリコ
サミノグリカン、硫酸化（ｓｕｌｐｈａｔｉｏｎ）、ヒアルロン酸、リゾチーム活性、及
びポリペプチド配列への影響を発見した（Ｎｏｒｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｏｒｔｈｏ
ｐ．Ｒｅｓ．６：６８５～６８９（１９８８）；Ｇｏｏｄｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｎ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：３９２８～３９３２（１９８８））。
【００１２】
　１９９６年に本願出願人により、環状２軸性０．１７％力学的緊張が、培養ＭＣ３Ｔ３
－Ｅ１骨細胞におけるＴＧＦ－β１　ｍＲＮＡの著しい増加を引き起こすことが報告され
た（Ｂｒｉｇｈｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏ
ｍｍｕｎ．２２９：４４９～４５３（１９９６））。いくつかの重要な実験が１９９７年
に追随した。１つの実験では、同じ環状２軸性０．１７％力学的緊張が、同様な骨細胞に
おけるＰＤＧＦ－Ａ　ｍＲＮＡの著しい増加を産生することが報告された（Ｂｒｉｇｈｔ
ｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．４３：
３３９～３４６（１９９７））。さらに、２０ｍＶ／ｃｍの６０ｋＨｚ静電結合方式電場
が、同様な骨細胞におけるＴＧＦ－β１の著しい増加を引き起こすことも報告された（Ｂ
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ｒｉｇｈｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕ
ｎ．２３７：２２５～２２９（１９９６））。しかしながら、他の遺伝子に対するその様
な電界の効果は前記文献には報告されていなかった。
【００１３】
　発明の名称"特異的で選択的な電気シグナル及び電磁シグナルの適用を介する遺伝子の
制御（Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｓ　Ｖｉａ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｎｄ　Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　Ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ　ａｎｄ　
Ｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｓｉｇｎａｌｓ）"の上記親出願において、患部組織
の若しくは損傷組織の標的遺伝子を制御するために創出電界（ｃｒｅａｔｉｎｇ　ｆｉｅ
ｌｄｓ）を用いる、前記特異的で選択的な電気シグナル及び電磁シグナルを決定するため
の方法が開示されている。本発明は、軟骨疾患（関節炎）、軟骨損傷、及び軟骨欠陥を治
療するために、特異的で選択的な電気シグナル及び電磁シグナルによって生じた電界の適
用を介して、ある標的遺伝子発現、すなわちアグリカン遺伝子発現を制御する方法を記載
することにより、ここに説明された技術を踏まえている。
【発明の開示】
【発明の効果】
【００１４】
　本発明は、特異的で選択的な電気及び／若しくは電磁シグナルによって発生する電界の
適用を介して、軟骨細胞中のアグリカン遺伝子発現の制御方法に関するものである。電場
持続期間、振幅、周波数、及び負荷サイクルに対して反応曲線を実行することによって、
関節軟骨中のアグリカンｍＲＮＡの上方制御（ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ）するための
最適シグナルが発見された。前記最適シグナルは、振幅２０ｍＶ／ｃｍ、持続期間３０分
、負荷サイクル５０％、周波数６０ｋＨｚであり、正弦波配置を有する静電結合方式電場
を発生した。特に本発明は、その様なシグナルによって発生する電場の適用を介した、軟
骨細胞中のアグリカン遺伝子を上方制御することに関するものである。
【００１５】
　本発明の好ましい実施例において、静電結合方式電場、電磁場、若しくは合成電界を用
いて、特異的で選択的にアグリカンｍＲＮＡの遺伝子発現を上方制御する方法を提供する
。変形関節炎、リウマチ性関節炎、軟骨損傷、軟骨欠損、及びそれと同様なものは、アグ
リカンｍＲＮＡの発現を上方制御する、約２０ｍＶ／ｃｍ、約３０分の電場持続期間、約
１０～２０ｍＶ／ｃｍの電場振幅、約６０ｋＨｚの周波数、約５０％の負荷サイクル、及
び正弦波配置を有する静電結合方式電場で治療される。本発明の方法に従うと、"特異的
で選択的な"シグナルは、アグリカン遺伝子の発現を上方制御する、振幅、持続期間、負
荷サイクル、周波数、及び波形のあらかじめ定められた特性を有しているシグナルである
（特異性）。これにより、特定の生物学的若しくは治療学的反応を達成するために、アグ
リカン遺伝子発現を上方制御する異なるシグナルを選択することが可能になる（選択性）
。本発明はさらに、アグリカン遺伝子の発現を上方制御するための電界を生成する特異的
で選択的なシグナルを発生するための、ここに記載された方法を用いる装置に関するもの
である。
【００１６】
　関連した観点において、本発明は、変形関節炎、リウマチ性関節炎、軟骨損傷、及び軟
骨欠損の治療のための方法及び装置に関するものである。本発明の方法は、アグリカンの
細胞性産生を増加すると知られている若しくは推測されている始動シグナルの持続期間を
計画的に変更することによって、アグリカン遺伝子に対する"特異的で選択的な"シグナル
を決定するための方法論も含む。最適な持続期間を選択した後、アグリカンの遺伝子発現
を基にして、前記シグナルの振幅を最適な持続期間に対して変更する。他のシグナル特性
を一定に保ったまま、負荷サイクル、周波数、及び波形を計画的に変更する。この過程は
、アグリカンの発現を最大限に増加するような最適なシグナルが決定されるまで繰り返さ
れる。
【００１７】
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　本発明のこれら及び他の観点は、以下に続く本発明の詳細な説明において明らかにされ
るであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　以下、図１～７を参照して、本発明を詳細に説明する。当業者は、図面を参照してなさ
れた説明は模範的な目的のためのみであり、本発明の技術的範囲をいかなる意味において
も限定することを意図したものではないことを理解する。本発明の技術的範囲に関する全
ての質問は、添付された特許請求の範囲を参照することによって解決される。
【００１９】
　本発明は、特定の遺伝子の発現が特異的で選択的な電気シグナル及び／若しくは電磁シ
グナルによって発生した電界を適用することによって制御され得るという発見に基づいて
いる。言い換えると、骨、軟骨、及び他の組織細胞中の各遺伝子を制御するための電界を
発生する特異的な電気シグナル及び／若しくは電磁シグナルが存在し、これらの特異的な
シグナルはそのような細胞内で特異的で選択的な遺伝子を制御することができるというこ
とが、本発明によって発見された。特に、有益な臨床効果を生み出すように、組織若しく
は細胞の成長、維持、修復、及び変性或いは劣化を管理する遺伝子発現は、特異的で選択
的な電気シグナル及び／若しくは電磁シグナルによって発生した電界の適用を介した本発
明に従って制御され得る。そのような発見は、骨折や骨欠損、変形関節炎、骨粗鬆症、癌
や他の疾患を含む特定の病状を標的とする治療方法の発展や、そのような方法を用いた装
置の発展に有用である。
【００２０】
　ここで用いられているように、"シグナル"という用語は、装置によって出力された力学
的シグナル、超音波シグナル、電磁シグナル、及び電気シグナルを含む様々なシグナルを
言及するために用いられている。ここで用いられているように"電界"という用語は、当然
のことながら、標的組織内の電場を言及し、これは合成電界若しくはパルス電磁場、また
は直流、静電結合方式若しくは誘導結合方式によって発生した電界である。
【００２１】
　"遠隔（ｒｅｍｏｔｅ）"という用語は、遠距離で作動される若しくは制御される動作を
意味するために用いられる。"遠隔"制御は、遠くから遺伝子の発現を制御することを言及
する。"遠隔的に（ｒｅｍｏｔｅｌｙ）"提供するとは、ある距離に置いて提供することを
言及している。例えば、遠隔供給源から特異的で選択的なシグナルを提供することは、組
織若しくは細胞に少し距離を置いた供給源からのシグナル、若しくは体の表面若しくは外
側の供給源からのシグナルを提供することを意味することができる。
【００２２】
　"特異的で選択的な"シグナルという用語は、標的とされた遺伝子もしくは標的とされた
機能性相補遺伝子を上方制御若しくは下方制御する、振幅、持続期間、負荷サイクル、周
波数、及び波形のあらかじめ定められた特性を有する電場を発生するシグナルを意味する
（特異性）。これによって、生物学的若しくは治療学的反応を達成するために、様々な遺
伝子発現を上方制御若しくは下方制御する異なる"特異的で選択的な"シグナルを選択する
ことを可能になる（選択性）。
【００２３】
　"制御"という用語は、遺伝子発現を調節することを意味している。制御は、上方制御と
下方制御の両方を含むと理解されている。上方制御とは、遺伝子の発現を増加することを
意味し、一方、下方制御とは遺伝子の発現を阻害若しくは阻止することを意味する。
【００２４】
　"機能性相補"は、特定の細胞若しくは組織における２若しくはそれ以上の遺伝子の発現
が相補的である若しくは相乗的であることを言及する。
【００２５】
　"組織"は、患者の構造物質の１つを形成する細胞外物質と共に集まった細胞の集合体を
言及する。ここで用いられたように、"組織"という用語は、骨若しくは軟骨組織と同様に
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、筋肉及び器官組織を含むことを意味している。さらにここで用いられたように、"組織"
という用語は個々の細胞も意味する。
【００２６】
　"患者"という用語は、動物を意味し、好ましくは哺乳類、より好ましくはヒトを意味す
る。
【００２７】
　本発明は、特定の組織、細胞若しくは疾患を標的とした治療方法及び装置を提供する。
特に、損傷組織、患部組織、若しくは細胞における修復過程に関連した遺伝子発現を、標
的組織若しくは細胞で制御される遺伝子に対して特異的で選択的な電気シグナルにより発
生した電界を適用することによって制御できるものである。遺伝子発現は、有益な臨床効
果を産生するように、各遺伝子若しくは相補遺伝子の各セットに特異的で選択的なシグナ
ルを適用することによって、上方制御若しくは下方制御され得る。例えば、特定の特異的
で選択的なシグナルは、特定の望ましい遺伝子発現を上方制御する電場を発生し、一方、
同じ若しくは別の特定の特異的で選択的なシグナルは、特定の望ましくない遺伝子発現を
下方制御する電場を発生する。特定の遺伝子は、１つの特定の特異的で選択的なシグナル
によって発生した電界によって上方制御され、別の特異的で選択的なシグナルによって発
生した電界によって下方制御される。本分野の当業者には、特定の患部組織若しくは損傷
組織が、組織の成長、維持、修復、及び変性或いは劣化を管理するこれらの遺伝子を制御
することによる治療の標的になり得るということが理解されるであろう。
【００２８】
　本発明の方法及び装置は、特定の標的患部組織若しくは損傷組織と関連した遺伝子発現
に対して特異的で選択的な電界を発生するそれらのシグナルを同定することに基づいてい
る。例えば、様々な形態の電気（例えば、静電結合方式、誘導結合、合成電界など）は、
選択された各遺伝子に適用する電界の周波数、振幅、波形、若しくは負荷サイクルを変化
させることによって、患者の体の標的組織若しくは細胞中の遺伝子発現の特異的で選択的
な制御が可能である。電気にさらされる持続時間も、患者の体の標的組織若しくは細胞中
の遺伝子発現を特異的で選択的に制御するための電気の能力に影響を及ぼす。特異的で選
択的なシグナルは、遺伝子発現における望ましい効果を提供する周波数、振幅、波形、負
荷サイクル、及び持続期間の適切な組合わせが発見されるまで、各遺伝子へ系統的に適用
するための電場を発生する。
【００２９】
　特定の遺伝子発現に対する電場の特異性と選択性はいくつかの因子によって影響を受け
るので、様々な患部組織或いは損傷組織、若しくは様々な病状が治療の標的となり得るこ
とが理解される。特に、適切な周波数、振幅、波形、及び／若しくは負荷サイクルの電場
が、特定の遺伝子の発現に対して特異的で選択的になり、従って標的治療を提供できる。
時間的な因子（例えば電場にさらす持続時間など）も、特定な遺伝子発現に対する電場の
特異性と選択性に影響を与える。遺伝子発現の制御は、特定の持続期間の電場の適用を介
するとより効果的である（若しくは可能となる）。従って、本発明は様々な患部組織、損
傷組織、若しくは疾患を標的とする治療を提供するために、電場が特定の遺伝子発現に対
して特異的で選択的になると見出されるまで、電場適用の周波数、振幅、波形、負荷サイ
クル及び／若しくは持続期間の変更を行うことを本分野の当業者は理解するであろう。
【００３０】
　従って本発明は標的治療を可能にする、なぜなら適切な持続期間で、適切な周波数、振
幅、波形、及び／若しくは負荷サイクルである特異的で選択的なシグナルによって発生し
た電界の適用を介して、特定の患部組織或いは損傷組織に関連した特定の遺伝子の発現を
制御することができるからである。電界を発生するシグナルの特異性と選択性は、特定の
患部組織或いは損傷組織若しくは病状を治療の標的とするために、特定の遺伝子の発現を
制御するように操作される。特に、本発明は、変形関節炎、リウマチ性関節炎、軟骨損傷
及び軟骨欠損の標的治療を提供する。
【００３１】
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　本発明は、アグリカン遺伝子発現に対して特異的で選択的な少なくとも１つのシグナル
の供給源を含む装置も提供する。本発明の前記装置は、特異的で選択的なシグナルによっ
て発生した電界を適用するように構成された少なくとも１つの電極による、軟骨細胞へ適
用するためのその様なシグナルの生成を提供することができる。
【００３２】
　本発明の前記装置は、患部組織或いは損傷組織に直接に、及び／若しくは患者の皮膚に
直接に、特異的で選択的なシグナルによって発生した電界を適用することが可能である。
当然ながら、容量結合（ｃａｐａｃｉｔｉｖｅｌｙ　ｃｏｕｐｌｅｄ）装置は対象となる
皮膚に接触している必要があるのだが、本発明の前記装置は、特異的で選択的な電界の遠
隔適用（例えば、患部組織或いは損傷組織から少し離れての電界の適用など）も提供する
ことができる。例えば、図７に示されるように、自己粘着導電性電極を、変性関節炎を患
った膝関節の両側で患者の皮膚に取着されるようにできる。また図７に示すように、本発
明の前記装置１０は、前記装置１０を患者の体に取着するための自己粘着電極１２を有し
てもよい。例えば、本発明の前記装置１０は、裏面にＶＥＬＣＲＯ（登録商標）パッチ１
６を有する電源装置１４と接続された電極１２を含み、前記電源装置１４は患者のふくら
はぎ、大腿部若しくは腰の周りに取り付けられたＶＥＬＣＲＯ（登録商標）ストラップ（
図示せず）に接続することができる。
【００３３】
　本発明の前記装置１０は、様々な方法で用いることが出来る。前記装置１０は携帯用で
、若しくは一時的に或いは取り外せないように患者の体に取着されるものである。本発明
の前記装置１０は非侵襲性であることが好ましい。例えば、本発明の前記装置１０は、に
前記あらかじめ定められた特異的で選択的なシグナルによって発生した電界の適用のため
に患者の皮膚との接触に適応した電極の適用によって患者の皮膚に適用される。その様な
シグナルは、電流を変更し組織を貫通する特異的で選択的な電磁場を生成する時にはコイ
ルを介しても適用され得る。本発明の前記装置１０は、患者の皮膚の下へ移植することを
含み、患者に埋め込むことも可能である。
【００３４】
　以下の実施例は、本発明の前記方法は軟骨成長及び修復を提供することを説明している
。軟骨成長及び修復は、変性関節炎患者の関節軟骨修復を刺激するように、軟骨細胞内の
アグリカン発現の制御に特異的で選択的なシグナルを介して刺激され得る。特に、本発明
の前記方法は、軟骨を修復するアグリカン遺伝子の上方制御を提供することができる。関
節軟骨細胞、関節軟骨、硝子軟骨、及び成長板軟骨を含む様々な軟骨細胞が、本発明の前
記方法の標的となり得る。
【００３５】
　以下の実施例はさらに、本発明の前記方法が関節軟骨細胞内の遺伝子発現の制御を提供
することを説明している。例えば、以下の実施例において、胎児関節軟骨細胞は、２０、
Ｖ／ｃｍの静電結合６０ｋＨｚ電場に０．５、２．０、６．０、及び２４．０時間さらさ
れた。３５ＳＯ４／μｇ　ＤＮＡの統計的に有意な取り込み（有意なプロテオグリカン合
成を意味している）が刺激からわずか０．５時間後に見られた。同一の実験を繰り返し、
主要な軟骨プロテオグリカンのメッセンジャーであるアグリカンｍＲＮＡレベルを観察し
た。電気刺激のわずか０．５時間後に、アグリカンｍＲＮＡの有意な増加（ほぼ１００％
）が見られた。従って、時間の因子は、関節軟骨細胞中の遺伝子発現を制御するための電
場を発生する前記シグナルの特異性や選択性に影響を及ぼす。
【００３６】
　本分野の当業者は、様々な他の軟骨疾患や損傷が、本発明の前記方法を介した治療の標
的となることを理解するであろう。
【００３７】
　本分野の当業者は、本発明の装置は、１対若しくは複数対の電極へ適用するためのプロ
グラム化された複数の切替可能な特異的で選択的なシグナルを有する静電結合電源装置と
、切替可能な複数の特異的で選択的なシグナルと共に電源装置に接続された電磁コイルと
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、特異的で選択的なシグナルを発生するための電源を有する超音波刺激装置とを含む、様
々な形態で提供され得ることを理解するであろう。一般的に言えば、装置の選択は患者の
許容性と患者の適応性とに基づくものである。現時点の本分野で利用可能な最小で携帯用
のユニット（装置一式）は静電結合ユニットであるが、非常に敏感肌である患者は誘導結
合ユニットを用いることが好ましい。一方、超音波ユニットは多大な患者の協力を必要と
するが、特定の患者による使用に望ましい。
【００３８】
　実施例
　本発明は、以下に続く実施例によって説明の目的で明示されるが、本発明の範囲の制限
を意図するものではない。
【００３９】
　物質及び方法
　軟骨細胞培養は、ウシ胎児関節軟骨より準備された。軟骨細胞（５ｘ１０５　ｃｅｌｌ
ｓ／ｃｍ２）を特別に修飾したＣｏｏｐｅｒディッシュにまいた。前記細胞は実験条件を
始める直前に培地交換し、７日間培養した。これらの研究を通じて実験用細胞培養を、最
大振幅４４．８１ボルトの発電量で、静電結合６０ｋＨｚ正弦波シグナル電場にさらした
。これにより、３００μＡ／ｃｍ２の電流密度を有する２０ｍＶ／ｃｍのディッシュの培
養液中に計算された電界強度が生成された。対照細胞培養ディッシュは、電極が機能発生
器と連結していない以外は刺激されるディッシュの条件と同一である。
【００４０】
　総ＲＮＡは、メーカー使用説明書に従ってＴＲＩｚｏｌを用いて単離され、Ｓｕｐｅｒ
Ｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ逆転写酵素を用いた逆転写を実行した。競合的ＰＣＲ技術で用いられ
るオリゴヌクレオチドプライマーは、刊行されたｃＤＮＡ配列から選択した。ＰＣＲ産物
の定量分析はＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ　ｓｏｆｔｗａｒｅを用いて実行した。
【００４１】
　望ましい遺伝子制御に対する最適なシグナルは、以下のように系統的に見出された。特
定のタンパク質の細胞内産生を増加すると知られている（若しくは増加すると推測されて
いる）電気シグナルを、そのタンパク質の遺伝子発現（ｍＲＮＡ）に対する電界を発生す
るための特定のシグナルを決定するための始動シグナルとして用いた。用量反応曲線を、
他のシグナル特性（振幅、負荷サイクル、周波数、及び波形）は一定に保ったまま、まず
シグナルの持続期間を変更することによって実行した（図１）。これは、このタンパク質
の遺伝子発現に対する始動シグナルの最適な持続期間を決定するものである。第２の用量
反応曲線を、前記最適な持続期間で電界振幅を変更することによって実行した（図２）。
これは、目的のタンパク質の遺伝子発現を基にして、前記最適な持続期間で最適な電界振
幅を決定するものである。第３の用量反応曲線を次に実行し、今回は負荷サイクルを１０
０％（一定）から１％以下に変更し、前記最適な振幅と他のシグナル特性は一定に保った
（図３）。用量反応は、他のシグナル特性は一定に保ったまま、４回目（周波数を変更）
（図４）、５回目（波形を変更）と繰り返した。この方法によって、目的のタンパク質の
遺伝子発現における著しい増加を産生するための最適なシグナルを決定した。
【００４２】
　タンパク質発現は、例えば、逆転写（酵素）ＰＣＲ、ノーザン解析、免疫測定法（イム
ノアッセイ）及びそのようなもので、本分野で知られているあらゆる方法によって決定さ
れる。
【００４３】
　関節軟骨細胞によるアグリカン産生
　関節軟骨細胞は、６０ｋＨｚで２０ｍＶ／ｃｍの静電結合電場にさらされた。この結果
は図１～４に図示されている。
【００４４】
　図１は、関節軟骨細胞（ａｔｔｏｍｏｌｅ／μｌ）を、様々な持続期間（０．５、２、
６、及び２４時間）で２０ｍＶ／ｃｍの静電結合電場にさらした時のアグリカンｍＲＮＡ
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発現をグラフで示したものである。示されたように、最適なアグリカンｍＲＮＡ産生（ほ
ぼ２倍の増加）は、３０分のシグナル持続期間で生じた。
【００４５】
　図２は、関節軟骨細胞（ａｔｔｏｍｏｌｅ／μｌ）を、３０分の持続期間で様々な振幅
（１、５、１０、２０、及び４０ｍＶ／ｃｍ）の静電結合電界にさらした時のアグリカン
ｍＲＮＡ発現をグラフで示したものである。示されたように、最適なアグリカンｍＲＮＡ
産生は、１０～２０ｍＶ／ｃｍの電場振幅を産生するシグナルで生じた。
【００４６】
　図３は、関節軟骨細胞（ａｔｔｏｍｏｌｅ／μｌ）を、３０分の持続期間（定時）、２
０ｍＶ／ｃｍの電場振幅で様々な負荷サイクル（６．７％、１２．５％、５０％、７５％
、及び１００％）の静電結合電場にさらした時のアグリカンｍＲＮＡ発現をグラフで示し
たものである。示されたように、最適負荷サイクルは５０％であった。
【００４７】
　図４は、３０分の持続期間（定時）、２０ｍＶ／ｃｍの電場振幅、５０％負荷サイクル
で様々な周波数（３０ｋＨｚ、６０ｋＨｚ、及び１２０ｋＨｚ）の静電結合電場にさらさ
れた関節軟骨細胞（ａｔｔｏｍｏｌｅ／μｌ）をグラフで示したものである。示されたよ
うに、最適周波数は６０ｋＨｚであった。
【００４８】
　図５は、７日間培養液中で増殖し、次に２０ｍＶ／ｃｍ、５０％負荷サイクル（３０分
定時持続期間）、６０ｋＨｚの周波数、及び正弦波配置の最適な静電結合電場にさらした
関節軟骨細胞をグラフで示したものである。前記軟骨細胞は、この電界に１日１時間７日
間さらされた。対照軟骨細胞は、電気刺激にさらさないこと以外は同じ条件下で増殖させ
た。軟骨細胞を分解するサイトカインであるインターロイキンは培養液中に存在しなかっ
た。図５に示されたように、ヘキソサミン（ヘキソサミンタンパク質の合成はアグリカン
ｍＲＮＡによって刺激され制御され、プロテオグリカンの主な構成物である）は、適合電
場にさらされた場合、前記電場にさらされていない対照軟骨細胞と比較して３．５倍の増
加が観察された。
【００４９】
　図６は、７日間増殖し、次に２０ｍＶ／ｃｍ、５０％負荷サイクル（３０分定時持続期
間）、６０ｋＨｚの周波数、及び正弦波配置の最適な静電結合電場にさらした関節軟骨細
胞のグラフを示したものである。インターロイキン（１０μｇ／ｍｌ）若しくはＩＬ－β

１を７日目に培養液に添加した。前記軟骨細胞は、この電界に１日１時間７日間さらされ
た。対照軟骨細胞は、電気刺激にさらされない以外、インターロイキンを含む同じ条件下
で増殖させた。図６に示されたように、培養液中にインターロイキンが存在するにも関わ
らず、ヘキソサミン（ヘキソサミンタンパク質の合成はアグリカンｍＲＮＡによって刺激
され制御され、プロテオグリカンの主な構成物である）は、適合電場にさらされた場合、
前記電場にさらされていない対照軟骨細胞と比較して３．５倍の増加が観察された。
【００５０】
　図７は、膝の変形関節炎を患った患者を治療するために用いられた、本発明に従った装
置１０を図示したものである。図示されたように、２つの円形で柔らかい導電性自己粘着
電極１２は、関節のつなぎ目の位置で膝の両側の皮膚に設置された。前記電極１２は、裏
面にＶＥＬＣＲＯ（登録商標）パッチ１６を有する電源装置１４に接続され、前記電源装
置１４は患者のふくらはぎ、大腿部若しくは腰の周りに取り付けられたＶＥＬＣＲＯ（登
録商標）ストラップ（図示せず）に接続可能である。前記電極１２は、患者が毎晩ベット
に行く前に、若しくは他の便利な時間に皮膚へ設置された。もちろん、他の適切な種類の
電極１２を用いることもある。
【００５１】
　前記電源装置１４は、小さく（例えば、６～８オンス）、皮膚に設置された前記電極１
２に最大振幅５ボルト、６～１０ｍＡｍｐ、２０ｍＶ／ｃｍ、６０ｋＨｚの正弦波配置を
発生するために標準９ボルトを装備しているものであることが好ましい。このシグナルが
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１日当たり約３０分、適切な負荷サイクル（５０％）で提供された場合、アグリカンをコ
ード化している遺伝子の有意な上方制御が観察された。この治療により、すでに損傷して
いる若しくは変性している関節軟骨細胞を治癒するのと同様に、関節軟骨細胞のさらなる
劣化を阻止若しくは最小化するはずである。
【００５２】
　上述した実施例は、関節炎（変性関節炎とリウマチ性関節炎の両方）、軟骨損傷、及び
軟骨欠損を治療するために、アグリカン遺伝子の発現が有意に上方制御され、関節軟骨細
胞中のプロテオグリカンの産生が増加したことを説明している。タイプＩＩコラーゲンと
ともに、プロテオグリカンは、関節軟骨の主な構成物であり、関節の発達の初期段階に分
解され破壊される。本発明は、実施例に記載された前記最適な電場はアグリカンｍＲＮＡ
を有意に上方制御することができ、ＩＬ－β１が存在していてもプロテオグリカン合成を
増加するということを明らかに示している。本分野の当業者は、ここで記載された静電結
合を有する電場のような適切な電場が、同等若しくはほぼ同等の電場特性を産生するあり
とあらゆる電磁システムでも同様に効果的であるということを十分に理解するであろう。
本分野の当業者は、より詳しく述べられたシグナル特性が、より多くのデータポイント（
例えば、３０±３分で５０±３％の負荷サイクル、など）でのさらなる実験を通じて発見
され得るが、各シグナル特性におけるそのような比較的小さな変更は、ここにおいて教示
された分野の当業者のレベルの範囲内であると考えられるであろう。
【００５３】
　本分野の当業者は、本発明の数多くの他の修正が本発明の範囲内で可能であることを理
解するであろう。例えば、ここに記載された前記最適電界は、ペア若しくは帯状で、２若
しくはそれ以上の適切な表面電極を介してあらゆる関節に適用され、衣類、装具、布、若
しくはギブス包帯に組み込まれ、静電結合方式、誘導結合（電磁場）、若しくは合成電界
の手段によって伝達され得る。従って、本発明の範囲は、上述の好ましい実施形態に限定
されることを意図しておらず、添付の請求項にのみ限定されるものである。
【図面の簡単な説明】
【００５４】
　本発明は、添付された図面と併せた以下に続く本発明の詳細な説明から明らかになるで
あろう。
【図１】図１は、関節軟骨細胞を様々な持続期間で２０ｍＶ／ｃｍ静電結合方式電場にさ
らした場合の、アグリカンｍＲＮＡ発現をグラフで示したものである。示されたように、
最適なアグリカンｍＲＮＡ産生は３０分の持続期間のシグナルで起こった。
【図２】図２は、関節軟骨細胞を３０分の持続期間で様々な振幅の静電結合方式電場にさ
らした場合の、アグリカンｍＲＮＡ発現をグラフで示したものである。示されたように、
最適なアグリカンｍＲＮＡ産生は、１０～２０ｍＶ／ｃｍの電場振幅を生産するシグナル
で起こった。
【図３】図３は、関節軟骨細胞を３０分の持続期間（定時）、２０ｍＶ／ｃｍ電場振幅で
様々な負荷サイクルの静電結合方式電場にさらした場合の、アグリカンｍＲＮＡ発現をグ
ラフで示したものである。示されたように、最適な負荷サイクルは５０％である。
【図４】図４は、３０分持続期間（定時）、２０ｍＶ／ｃｍ電場振幅、５０％負荷サイク
ルで、様々な周波数の静電結合方式電場にさらされた関節軟骨細胞をグラフで示したもの
である。示されたように、最適な周波数は６０ｋＨｚである。
【図５】図５は、軟骨細胞を７日間培養液中で増殖し、次に２０ｍＶ／ｃｍの静電結合方
式電場、５０％負荷サイクル（３０分継続期間）、６０ｋＨｚの周波数、及び正弦波配置
にさらされたグラフで示したものである。培養液中にインターロイキンは存在せず、示さ
れたように、ヘキソサミンは３．５倍増加した。
【図６】図６は、関節軟骨細胞を７日間培養液中で増殖し、次に２０ｍＶ／ｃｍの静電結
合方式電場、５０％負荷サイクル（３０分継続期間）、６０ｋＨｚの周波数、及び正弦波
配置にさらされたグラフで示したものである。インターロイキン（１０μｇ／ｍｌ）若し
くはＩＬ－β１を７日目に添加した。示されたように、培養液中にインターロイキンが存
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在するにも関わらず、ヘキソサミンは３．５倍増加した。
【図７】図７は、本発明の好ましい実施例に従った、膝の変形関節炎を治療するための装
置を示すブロック図である。

【図１】 【図２】



(13) JP 4344321 B2 2009.10.14

【図３】 【図４】
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