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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
損傷部位において血管形成を促進するポリペプチドをコードする１種類以上のＤＮＡ分子
を含有する生物適合性マトリックスを含んでなる、血管形成の調節に使用する組成物であ
って、該マトリックスが、骨組として機能し、細胞の内殖および修復細胞によるＤＮＡ分
子の取り込みを促進する、前記組成物。
【請求項２】
血管形成を阻害するポリペプチドをコードする１種類以上のＤＮＡ分子を含有する生物適
合性マトリックスを含んでなる、血管形成の調節に使用する組成物であって、該マトリッ
クスが、細胞の浸潤を促進する骨組として機能する、前記組成物。
【請求項３】
少なくとも１種類のＤＮＡ分子が、線維芽細胞増殖因子（FGF）、血管内皮増殖因子（VEG
F）、または血小板由来増殖因子（PDGF）をコードする、請求項１記載の組成物。
【請求項４】
少なくとも１種類のＤＮＡ分子が、増殖因子またはサイトカインをコードする、請求項１
記載の組成物。
【請求項５】
マトリックスが、コラーゲン性、金属、ヒドロキシアパタイト、バイオガラス、アルミネ
ート、バイオセラミック材料、金属材料、精製したタンパク質または細胞外マトリックス
組成物である、請求項１または２記載の組成物。
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【請求項６】
少なくとも１種類のＤＮＡ分子が、抗血管形成因子をコードする、請求項２記載の組成物
。
【請求項７】
少なくとも１種類のＤＮＡ分子が、トロンボスポンジン、ＴＧＦ－βまたはアンギオスタ
チンをコードする、請求項２記載の組成物。
【請求項８】
細胞が血管内皮細胞である、請求項１～７のいずれか１項に記載の組成物。
【発明の詳細な説明】
１．　序論
本発明は、関心のある治療用タンパク質をコードするＤＮＡの提示、および哺乳動物の修
復細胞（repair cell）への直接導入のための新規なin vivo方法に関する。該方法は、関
心のあるＤＮＡを含有するマトリックス（本明細書では「遺伝子活性化マトリックス」と
いう）を真新しい損傷部位に移植することを含む。修復細胞は、通常は損傷の周囲の生存
組織で発生し、増殖し、遺伝子活性化マトリックスへと移動し、そこで該ＤＮＡと出会い
、それを取り込み、発現する。したがって、トランスフェクトされた修復細胞は、損傷を
治癒させる試薬（ＤＮＡがコードするＲＮＡ、タンパク質など）を生産する、in situバ
イオリアクター（損傷部位内に局在する）として作用する。
本発明は、さらに、関心のあるＤＮＡを導入するために本発明を実施する際に用いること
のできる医薬組成物に関する。かかる組成物は、関心のあるＤＮＡとともに適当ないかな
るマトリックスも含む。
２．発明の背景
２．１．損傷治癒
現在利用できる損傷治癒療法は、治療用タンパク質の投与を含む。かかる治療用タンパク
質としては、通常の治癒過程に関与する、全身性ホルモン、サイトカイン、増殖因子その
他の、細胞の増殖および分化を調節するタンパク質のような調節因子が挙げられる。かか
る損傷治癒能があると報告される増殖因子、サイトカインおよびホルモンとしては、例え
ば、タンパク質のトランスフォーミング増殖因子βスーパーファミリー（ＴＧＦ－β）［
Cox, D.A., 1995, Cell Biology International, 19:357-371］、酸性繊維芽細胞増殖因
子（ＦＧＦ）［Slavin, J., 1995, Cell Biology International, 19:431-444］、マクロ
ファージコロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）、および副甲状腺ホルモン（ＰＴＨ）のような
カルシウム調節剤が挙げられる。
治療用タンパク質、すなわちサイトカインの損傷治癒療法における使用には、非常に多く
の問題が伴う。第一に、治療用タンパク質の精製および／または組換え生産は、経費と時
間がかかる工程であることが多い。しかしながら、最善の努力にもかかわらず、精製され
たタンパク質製剤は、不安定であることが多く、貯蔵および使用が面倒となり、タンパク
質の不安定性は宿主に有害である予想外の炎症性反応に（タンパク質の分解産物に）つな
がることがある。
第二に、治療用タンパク質、すなわちサイトカインの全身送達は、損傷していない組織で
の望ましくない重篤な副作用を伴うことがある。身体の細胞や組織への不充分な送達のた
め、充分量のタンパク質が適切な標的組織に到達するのを確保するためには、高用量のタ
ンパク質の投与が必要とされる。また、該タンパク質は、タンパク質分解性の分解により
体内での半減期が短いため、、繰り返して投与しなければならず、これにより該治療用タ
ンパク質に対する免疫反応を生じ得る。高用量の治療用タンパク質の循環は、投与された
タンパク質の多面発現作用のために有毒であることが多く、重篤な副作用を生じ得る。
第三に、組換えタンパク質の外からの送達は不充分である。標的部位での治療用タンパク
質の固定化によって、高レベルのタンパク質の投与を限定しようとする試みがなされてい
る。しかし、この治療方針では、反復投与のためのタンパク質の再投与が複雑となる。
第四に、膜受容体、転写因子および細胞内結合タンパク質のような様々なタンパク質に関
しては、生物学的活性は、細胞内での正確な発現および局在に依存する。多くのタンパク
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質に関しては、細胞における正確な局在は、タンパク質が細胞内部で翻訳後に修飾される
際に生じる。したがって、かかるタンパク質は、細胞内部に取り込まれ、適正に発現され
ように、外から投与することができない。
これらの問題が実証するとおり、損傷治癒のための最新の組換えタンパク質療法は、外来
タンパク質を送達する合理的な方法を提示していないがため、無意味である。これらのタ
ンパク質、すなわちサイトカインは、通常、生理学的な量でそれらの作用部位で生産され
、細胞表面のシグナリング受容体へと効率的に送達される。
２．２．遺伝子療法
遺伝子療法は、本来、機能的に活性な治療用遺伝子を標的細胞内に送達するために、遺伝
し得る欠損を修正する特異的遺伝子置換療法として考えられた。体細胞遺伝子療法に向け
ての当初の試みは、ex vivo遺伝子療法と呼ばれる、組織に遺伝子を導入する間接手段に
依拠しており、例えば、標的細胞を身体から取り出し、組換え遺伝子を担持するベクター
をトランスフェクトまたは感染させ、再び体内に移植する（「自己細胞導入」）。ＤＮＡ
をin vitroで細胞に導入するには、リン酸カルシウム－ＤＮＡ沈降、ＤＥＡＥ－デキスト
ラントランスフェクション、エレクトロポレーション、リポソームを介したＤＮＡ導入、
または組換えウイルスベクターによる形質導入をはじめ、様々なトランスフェクションの
手法が現在利用できる。かかるex vivo治療のプロトコルは、ＤＮＡを異なる様々な細胞
型に導入するためのものが提唱されており、上皮細胞［米国特許第4,868,116号明細書；M
organおよびMulliganの国際公開第WO87/00201号公報；Morganら, 1987, Science 237:147
6-1479；MorganおよびMulliganの米国特許第4,980,286号明細書］、内皮細胞［国際公開
第WO89/05345号公報］、肝細胞［国際公開第WO89/07136号公報；Wolffら, 1987, Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 84:3344-3348；Ledleyら, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 84:5335
-5339；WilsonおよびMulliganの国際公開第WO89/07136号公報；Wilsonら, 1990, Proc. N
atl. Acad. Sci. 87:8437-8441］、繊維芽細胞［Palmerら, 1987, Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 84:1055-1059；Ansonら, 1987, Mol. Biol. Med. 4:11-20；Rosenbergら, 1988, 
Science 242:1575-1578；NaughtonおよびNaughtonの米国特許第4,963,489号明細書］、リ
ンパ球［Andersonらの米国特許第5,399,346号明細書；Blaese, R.M.ら, 1995, Science 2
70:475-480］および造血幹細胞［Lim, B.ら, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:889
2-8896；Andersonらの米国特許第5,399,346］が挙げられる。
直接的なin vivo遺伝子導入は、最近、リポソーム［Ledleyら, 1987, J. Pediatrics 110
:1］またはウイルス外皮受容体タンパク質を含有するプロテオリポソーム［Nicolauら, 1
983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:1068］にトラップしたＤＮＡ、またはポリリシン
－糖タンパク質担体複合体に結合したＤＮＡの製剤で試みられている。加えて、「遺伝子
ガン」が、細胞内への遺伝子の送達に用いられている［オーストラリア国特許第9068389
号明細書］。裸のＤＮＡ、またはリポソームと結合したＤＮＡを、細胞内へのＤＮＡの導
入のための間質空間への注射用の液体担体溶液として配合することができると考えられて
いる［Felgnerの国際公開第WO90/11092号公報］。
おそらく、現在考案されている遺伝子療法に伴う最大の問題の一つは、ex vivoであるとi
n vivoであるとに拘らず、ＤＮＡを標的細胞集団に効率的に導入できないこと、およびin
 vivoでの遺伝子産物の高レベル発現を達成できないことである。ウイルスベクターは、
最も効率的なシステムであると考えられ、組換えによる複製欠如ウイルスベクターが、ex
 vivoとin vivoとの双方で細胞に形質導入（すなわち感染）させるのに用いられている。
かかるベクターとしては、レトロウイルス、アデノウイルス、およびアデノ関連、ならび
にヘルペスウイルスベクターが挙げられる。遺伝子導入では非常に効率的であるが、ウイ
ルスベクターの使用に伴う主な短所としては、多くのウイルスベクターは、分裂しない細
胞に感染させられないこと；挿入突然変異誘発に付随する問題；ウイルスに対する炎症反
応、およびヘルパーウイルス産生の可能性、ならびに／あるいは他のヒト患者への有害ウ
イルスの伝搬が挙げられる。
ほとんどの細胞型が、外来ＤＮＡを取り込み、発現する効率の低いことに加え、多くの標
的細胞集団は体内において少数しか存在しないので、特異的な標的細胞型へのＤＮＡの提
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示の効率が、はるかに低下することが見出されている。今のところ、ＤＮＡを標的細胞集
団にターゲッティングする効率を高めるためのプロトコルまたは方法は、現在全く存在し
ない。
３．発明の概要
本発明は、損傷治癒に関与する哺乳動物の修復細胞へとＤＮＡを特異的にターゲッティン
グし、かつ導入して、損傷部位で治療用産物を発現するための、新規な方法に関する。本
発明の方法は、遺伝子活性化マトリックスを身体の真新しい損傷部位に投与することを含
む。これによれば、修復細胞を損傷部位に局在させ、ここでそれらはトランスフェクトさ
れ、結果的に、損傷治癒を増進するようなＤＮＡにコードされる試薬（ＲＮＡ、タンパク
質など）を生産する。
本発明は、部分的には、損傷治癒の過程で活性となる修復細胞が、増殖して損傷の区域へ
と周囲の組織から移動し、遺伝子活性化マトリックスを浸透させるとの知見に基づく。該
マトリックスは、細胞の内殖を促進し、次いで、ＤＮＡの付近への修復細胞の局所的蓄積
によって遺伝子導入を促進する、骨組として作用することができる。マトリックス中では
、修復細胞は、ＤＮＡを取り込み、翻訳産物、すなわちタンパク質、または転写産物、す
なわちアンチセンスおよびリボザイムとして発現する際に、驚異的に効率的である。そう
して、トランスフェクトされた修復細胞は、遺伝子産物の生産をin vivoで増幅する局所
的バイオリアクターとして働く。
本方法には、いかなる数のＤＮＡ配列を用いることもできるが、好適なＤＮＡ配列は、（
ａ）組織の修復を促進するか；または（ｂ）疾病過程を破壊する（それによって、正常な
組織治癒を生じさせる）ことができる、翻訳産物（すなわちタンパク質）または転写産物
（すなわちアンチセンスもしくはリボザイム）をコードするＤＮＡ配列である。
本発明は、治療用タンパク質を投与することを含む、損傷治癒に現在用いられる操作の欠
点を克服する。第一に、安定的かつ無害であるＤＮＡを、高用量でin vivoに安全に投与
することができる。第二に、反復的投与を、可能ではあるが、必要としない。該ＤＮＡを
取り込み、かつ発現する細胞は、損傷部位での遺伝子産物の供給を与える。第三に、本発
明は、投与の一時的な必要性を解決するようにして実施することもできる。例えば、該Ｄ
ＮＡは、標的細胞のゲノムに組み込まれるベクター中で提示されることができる。この場
合、すべての娘細胞が、導入されたＤＮＡを含有かつ発現し、それによって治療剤の持続
的供給源として作用することになる。対照的に、組み込まれないシステムを利用し得るが
、ここでは、ＤＮＡはゲノムに組み込まれず、遺伝子が娘細胞に受け渡されない。このよ
うな場合には、損傷治癒過程が完了し、遺伝子産物がそれ以後は必要とされないときには
、遺伝子産物は発現されないことになる。
本発明は、実施例を通じて実証されるが、それらは、遺伝子を、損傷した様々な軟および
硬組織でin vivoで再現的に導入かつ発現できることを示す。具体的には、本発明の方法
は、現在利用できる遺伝子療法のプロトコルに伴う問題点を克服することが示される。本
発明の方法は、適当な数の修復細胞への遺伝子の導入を与えて、機能的効果を、すなわち
、施行者によるそれ以上のいかなるターゲッティングまたは細胞特定をも必要とすること
なく、達成する。遺伝子療法のin vivo方法は、何らかの形態のターゲッティングを必要
とするが、これらは機能しないことが非常に多い。本発明の方法では、ターゲッティング
は問題とならない。比喩的には、ＤＮＡは、「罠」の中の「餌」によく似た働きをする：
ＤＮＡは、増殖した気付かない修復細胞に出会い、該細胞は増殖し、次いで遺伝子活性化
マトリックス中に移動する。次いで、これらの細胞は、驚異的にも、ＤＮＡを取り込み、
治療剤としてそれを発現することができる。
本発明の一つの実施態様では、本発明の方法は、軟および硬組織の修復と組織の再生とを
刺激する目的で、哺乳動物の修復細胞へのＤＮＡの導入によるドラッグデリバリーシステ
ムとして使用することができる。修復細胞は、治療しようとする損傷の区域に通常到達す
る細胞であることになる。したがって、本治療用組成物を適用すべき適当な標的細胞の入
手に伴う困難は皆無である。必要とされるのは、損傷部位での遺伝子活性化マトリックス
の移植だけである。この生物学的環境の性質は、適切な修復細胞が、施行者によるそれ以
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上のいかなるターゲッティングまたは細胞特定をも必要とせず、「餌」であるＤＮＡを能
動的に取り込み、かつ発現するというものである。
もう一つの実施態様では、本発明の方法は、生物学的および合成によるマトリックスを用
いて、骨格の再生を刺激するために哺乳動物の修復細胞にＤＮＡを導入するのに使用する
ことができる。さらにもう一つの実施態様では、本発明の方法は、生物学的および合成に
よるマトリックスの両方を用いて、靭帯および腱の修復を刺激するために哺乳動物の修復
細胞にＤＮＡを導入するのに使用することができる。さらに、本発明の方法は、生物学的
および合成によるマトリックスの両方を用いて、骨格筋の修復、および／または血管の修
復を刺激するために哺乳動物の修復細胞にＤＮＡを導入するのに使用することができる。
本発明の実施の際に用いるＤＮＡとしては、組織の修復を促進するか、または疾病過程を
破壊することができる、翻訳産物（すなわちタンパク質）または転写産物（すなわちアン
チセンスもしくはリボザイム）をコードするいかなるＤＮＡをも挙げることができる。例
えば、該ＤＮＡは、増殖因子、サイトカイン、ホルモンなどのような、治療に有用なタン
パク質をコードする遺伝子を含んでもよい。さらに、該ＤＮＡは、損傷治癒を阻害するか
、または炎症を誘導するタンパク質をコードするｍＲＮＡの翻訳を阻害し得る、アンチセ
ンスまたはリボザイム分子をコードしてもよい。
関心のある治療用産物をコードするＤＮＡは、遺伝子活性化マトリックスを形成するため
のマトリックスに結び付けるか、または浸漬する。調製したら、遺伝子活性化マトリック
スは、哺乳動物内の損傷の部位に配置する。
本発明は、実施例を通じて実証されるが、そこでは、修復および再生を行ないつつある組
織への効率的なin vivo導入および発現を実証する。
３．１．定義
本明細書に用いられる場合には、下記の用語は、以下に示した意味を有することになる。
遺伝子活性化マトリックス（ＧＡＭ）は、本明細書では、関心のある治療剤をコードする
ＤＮＡを含有する、いかなるマトリックス材料としても定義される。例えば、遺伝子活性
化マトリックスは、損傷治癒を増進するために、哺乳動物の宿主の体内の損傷部位に配置
される。
修復細胞は、本明細書では、組織の傷害に応答して移動および増殖するよう刺激される、
いかなる細胞としても定義される。修復細胞は、損傷治癒応答の成分である。かかる細胞
としては、繊維芽細胞、毛細血管内皮細胞、毛細血管周細胞、単核炎症細胞、分節化炎症
細胞、および肉芽組織細胞が挙げられる。
損傷部位は、外傷性組織傷害からか、またはこれに代えて、外科的操作によって誘発もし
くは招来された組織損傷から生じる、宿主中のいかなる場所としても定義される。
４．図面の説明
図１Ａ．繊維性偽関節の大腿骨切除モデル。５mmの骨切除を、成体の退役した雄種畜スプ
レイグ・ドーリー（Sprague-Dawley）系ラットの大腿骨に外科的に創出した。ここに示し
た間隙は、全対照群を表し、哺乳動物の宿主には、骨切除のみ（ｎ＝３）、骨切除＋コラ
ーゲンスポンジ（ｎ＝１０）、または骨切除＋対照（マーカー遺伝子）プラスミドＤＮＡ
を含有するスポンジ（ｎ＝２３）のいずれかを与えた。手術直後の対照ラット大腿骨を示
す単純Ｘ線フィルム。間隙は、平板と４本のピンよりなる外部固定装置によって安定化し
た。皮膚の切開は、金属クリップで閉鎖した。
図１Ｂ．手術後９週間の対照ラット大腿骨切除を示す単純Ｘ線フィルム。丸くなった手術
縁（矢印）は、反応性骨形成によるもので、偽関節骨折の標準的Ｘ線像と一致する。
図１Ｃ．増殖する修復繊維芽細胞と、浮腫性細胞外マトリックスに包埋された毛細血管と
を示す、手術後３週間の間隙組織の組織学切片。リンパ球およびマクロファージよりなる
病巣性炎症浸潤物も存在する。
図１Ｄ．濃密な繊維性組織を示す、９週間の対照間隙の組織学切片。１cm＝２０μm（Ｃ
およびＤ）。
図２．マウスＢＭＰ－４をコードするpGAM1構築物の模式図。ＣＭＶプロモーター、ＢＭ
Ｐ－４コード配列、ＨＡエピトープ、およびウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナルの
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位置を示す。
図３Ａ．修復繊維芽細胞によるＢＭＰ－４の発現。プラスミドにコードされたＢＭＰ－４
の発現は、pGAM1プラスミドＤＮＡを含有する遺伝子活性化マトリックスの移植後４週間
に抗ＨＡ抗体、および免疫過酸化物法を用いた、ブアン固定し、脱灰し、パラフィン包埋
した組織切片で検出された。矢印は、繊維芽細胞の細胞質の陽性（赤褐色）の染色の例（
上左の顕微鏡写真）を指す。これらの細胞は、紡錘形の形態、筋束の増殖、およびＩ型コ
ラーゲンに対する免疫染色（示さず）に基づいて、繊維芽細胞として特定した。ウサギ免
疫前血清とともにか、または第１抗体なしでインキュベーションした一連の切片は、陰性
であった。陰性の結果は、抗ＨＡ．１１抗体とともにインキュベーションした、擬似手術
した対照（コラーゲンスポンジのみ）でも得られた（上右の顕微鏡写真）。ＨＡ．１１抗
体とともにインキュベーションした対照切片では、マクロファージ、破骨細胞および骨芽
細胞の偽陽性の染色が、一貫して観察された。pGAM1導入３週間後に新たに形成された骨
の島が、下左の顕微鏡写真に示されている。新たな骨は、肉芽組織の形成に付随した。新
形成された骨の高倍率の像が、下右の顕微鏡写真に示されている。矢印は、新たな骨の梁
の表面の予定骨芽細胞を指す。間隙の組織は、ヘマトキシリンおよびエオシンを用いて（
上の顕微鏡写真）か、またはゴモリの三色法（コラーゲンに富む組織は緑色に出現する、
下の顕微鏡写真）で染色した。１cm＝２０mm（上の顕微鏡写真）。
図３Ｂ．動物（手術２３後週間）の単純フィルムでのＸ線撮影図。単純フィルムＸ線撮影
図（左）では、矢印は、骨切除のおおよその位置を示すが、それは、Ｘ線で濃く写る組織
で満たされている。外部固定装置は取り外されていることに注意されたい。多彩な様式に
よって示されるとおり、骨の再形成が生じている。矢印の頭は、間隙に隣接する骨の欠損
を指す（ピン取付けの結果）。２個所の遠位のピンの部位は、この時点で完全に治癒した
（図示せず）。全戴写真（右）は、示した（犠牲に供した後の）動物の間隙のゴモリ染色
した組織切片を提示している。矢印は間隙を指し、それは、今では、充分に形成された表
層骨を表面に有する。骨髄空間（または間隙の空間）の環状の欠損は、最も内側の固定装
置のピンの取付けの結果である。顕微鏡写真の底部での組織の崩壊は、標本取扱いの人為
的産物である。
図４Ａ．ヒトＰＴＨ１－３４をコードするpGAM2構築物の模式図。ＰＴＨ１－３４の発現
を行なわせる、上流の長い末端反復配列の位置（矢印）、ＰＴＨ１－３４コード配列、ne
o発現を行なわせるＳＶ４０のプロモーター（矢印）、neoコード配列、pBR配列、および
下流の長い末端反復配列を示す。
図４Ｂ．ＰＴＨ１－３４遺伝子の導入および発現は、in vivoでの骨新形成を行なわせる
。pGAM2プラスミドＤＮＡを含有する遺伝子活性化マトリックスを与えた動物での、移植
後９週間の５mmの骨切除の間隙の新たな骨架橋を示す単純フィルムＸ線撮影図。矢印は、
間隙の、Ｘ線で濃く写る組織を指す。ここに示した結果は、１匹の追加の動物での実験を
表している。
図５．２プラスミドのＧＡＭによるin vivoでの骨新形成（上端）。pGAM1＋pGAM2のプラ
スミドＤＮＡを含有する遺伝子活性化マトリックスを与えた動物での、移植４週間後の５
mmの骨切除の間隙の新たな骨架橋を示す単純フィルムＸ線撮影図。矢印は、間隙の、Ｘ線
で濃く写る組織（骨であることを組織学的に確認）を指す（下辺）。外部固定装置の取り
外し（５週間早期；手術後全体で１７週間）の後の間隙の単純Ｘ線撮影図が写真の上端に
示されている。矢印は、間隙の位置を示し、それは、近位の手術した辺縁に近い低鉱物化
した組織の一片を除いて、Ｘ線で濃く写る組織で満たされている。多彩な様式によって示
されるとおり、大規模な再形成応答が生じている。ここに示した結果は、１匹の追加の動
物での実験を表している。
図６．in vivoでの骨修復／再生細胞へのアデノウイルスを介した遺伝子導入。UltraFibe
r（商標）移植片を、AdCMVlacZウイルス溶液（１０10～１０11プラーク形成単位またはＰ
ＦＵ／ml）に６分間浸漬し、次いで、骨切除の部位に移植した。３週間欠損を治癒させ、
その間、損傷治癒応答の進行を、毎週のＸ線撮影での検査によって追跡した。３週までに
、欠損の４０％が仮骨組織で満たされたと推計された。哺乳動物の宿主を犠牲に供し、ブ
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アン固定で組織を固定し、次いで、標準的ギ酸溶液を用いて、７日間脱灰した。手術の３
週間後に骨切除部位に形成された新たな骨（仮骨）の横断切片から、光学顕微鏡写真を撮
影した。上端左のパネル：UltraFiberアデノウイルス移植片からの仮骨組織の、陽性（赤
色）のβ－ｇａｌ細胞質染色に注意されたい。この結果は、感染を媒介し、またこうして
ウイルス形質導入を媒介する細胞表面受容体は、（少なくとも１集団の）仮骨細胞によっ
て骨折治癒過程の際に発現されることを示す。上端左のパネル：β－ｇａｌ抗体のビヒク
ル＋非特異的ウサギＩｇＧ抗体のカクテルで染色した一連の切片の負の対照。底部のパネ
ル：UltraFiberおよびAdRSVntlacZで満たした骨切除部位での軟骨細胞の陽性（赤色）の
β－ｇａｌ核染色に注意されたい。この結果は、抗β－ｇａｌ抗体の精妙な特異性を実証
し、骨切除の間隙でのマーカー遺伝子産物の発現を決定的に実証する。
図７．修復繊維芽細胞へのpGAM2プラスミド遺伝子の導入は、ラット骨切除モデルにおけ
る新たな骨の成長を招く。pGAM1＋pGAM2のプラスミドＤＮＡを含有する遺伝子活性化マト
リックスを与えた動物での、移植６週間後の５mmの間隙の新たな骨架橋を示す単純フィル
ムＸ線撮影図。矢印は、間隙の、Ｘ線で濃く写る組織（骨であることを組織学的に確認）
を指す。
５．発明の詳細な説明
本発明は、治療剤を発現する目的での哺乳動物の修復細胞へのＤＮＡの提示および導入の
ためのin vivo方法に関する。本発明の方法は、遺伝子活性化マトリックスを真新しい損
傷部位に移植または配置することを含む。
損傷治癒は、通常、事象の調和した画一的な序列であって、（ａ）組織の崩壊、および正
常な組織構造の喪失；（ｂ）細胞壊死および出血；止血（血餅形成）；（ｃ）分節化され
た単核炎症細胞の浸潤とともに、血管の充血および組織浮腫；（ｄ）単核球（マクロファ
ージ）による血餅ならびに損傷細胞および組織の溶解、（ｅ）肉芽組織の形成（繊維増殖
および脈管形成）を包含する。細胞性事象のこの序列は、非常に多数の哺乳動物種に発生
するすべての組織および器官からの損傷で観察されている［Gailet et al., 1994, Curr.
 Opin. Cell. Biol. 6:717-725］。したがって、上記の細胞性序列は、すべての哺乳動物
組織の修復の普遍的態様である。
本発明は、損傷治癒過程に関与する修復細胞は、自然に増殖し、組織傷害の部位に移動し
、遺伝子活性化マトリックスに浸潤するという知見に基づく。驚くべきことに、これらの
修復細胞は、通常は、in vitroまたはin vivoのいずれでも、効率的にトランスフェクト
するのが困難であるが、損傷治癒過程によって増殖するよう活性化されたときは、ＤＮＡ
を取り込み、かつ発現するのが極めて効率的である。
この特徴を利用して、本発明の方法は、治療剤をコードする１種類またはそれ以上のＤＮ
Ａ分子を、増殖する修復細胞に効率的に導入するよう設計されている。該方法は、翻訳産
物（すなわちタンパク質）または転写産物（すなわちアンチセンスもしくはリボザイム）
をコードするＤＮＡを含有する遺伝子活性化マトリックスの、哺乳動物の宿主内の損傷部
位への投与を含む。損傷は、外傷性組織傷害からか、またはこれに代えて、外科的操作に
よって誘発もしくは招来された組織損傷から生じてもよい。
増殖する修復細胞は、遺伝子活性化マトリックス中に移動し、これと接触すると、関心の
あるＤＮＡを取り込み、かつ発現し、それによって治療剤、タンパク質またはＲＮＡの量
を増幅する。そのため、トランスフェクトされた修復細胞は、局所的な修復環境に影響を
及ぼす治療剤を生産する、局所的バイオリアクターとして働く。例えば、トランスフェク
トされた修復細胞が生産する増殖因子またはサイトカインは、同種の細胞表面受容体を発
現する標的エフェクター細胞に結合し、かつこれを刺激して、それによって損傷治癒過程
に通常付随する生理学的事象のカスケードを刺激かつ増幅すると思われる。
これに代えて、修復細胞は、損傷治癒過程の拮抗薬の活性を阻害するタンパク質をコード
するＤＮＡを取り込み、かつ発現してもよい。該ＤＮＡは、損傷治癒を阻害するか、また
は過剰な繊維症を生起する、炎症性タンパク質その他の因子をコードするｍＲＮＡの翻訳
を阻害するのに用い得るアンチセンスもしくはリボザイムＲＮＡ分子をコードしていても
よい。
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本発明の遺伝子活性化マトリックスは、様々な手法を用いて患者に導入することができる
。例えば、損傷治癒や再生を刺激するときには、該マトリックスは、損傷部位、すなわち
折れた骨、損傷した結合組織などに直接導入される。皮膚の修復に用いるには、該マトリ
ックスを局所的に投与することになる。器官再生に用いるには、該マトリックスを、器官
に作られた損傷に外科的に入れることになる。
本発明の方法は、損傷部位内への修復細胞の自然な移動および増殖、ならびに損傷部位に
局在する遺伝子活性化マトリックスへの浸潤、およびその後のＤＮＡの取り込みに基づく
ことから、該マトリックスは、体内の損傷治癒過程が誘導された部位に導入しなければな
らないことが理解される。
本発明の特に重要な一つの特徴は、修復過程を操作して、瘢痕組織の形成、および／また
は組織再生のいずれを招いてもよいことである。例えば、損傷部位での治療用タンパク質
の過剰発現は、瘢痕組織が形成することなく、損傷した組織の再生を招き得る。多くの場
合に、例えば骨修復のような場合に、瘢痕組織は、正常な力学的機能を支援するのに最適
に設計されてはいないため、かかる骨修復が望ましい。これに代えて、縫合糸の周囲では
、本質的に弱い組織をまとめて固定するために、瘢痕組織を形成するのが望ましいことが
ある。したがって、本発明の方法は、発現される治療用タンパク質のタイプおよびレベル
に応じて、瘢痕組織の形成を伴うか、または伴わないかのいずれで損傷治癒を刺激するの
に用いてもよい。
損傷治癒過程の刺激を通じての、マトリックスから哺乳動物修復細胞へのプラスミドＤＮ
Ａの直接導入は、数多くの利点を与える。第一に、ＤＮＡ構築物を生産かつ精製するのが
容易であることは、従来のタンパク質製造法のコストに比してまさるとも劣らない。第二
に、マトリックスは、細胞の内殖および増殖を自動的に促進する構造的骨組として作用す
ることができる。したがって、それらは、遺伝子導入のための修復細胞のターゲッティン
グを容易にする。第三に、遺伝子直接導入は、複雑な生合成過程を通常たどる分子、また
は細胞膜に適正に位置しなければならない受容体に対するドラッグデリバリーの好都合な
方法となり得る。これらの種類の分子は、仮に外部から細胞に送達された場合には、働く
ことができないと思われる。
本発明は、損傷治癒に用いるための、ＤＮＡを含有するマトリックスを含んでなる医薬組
成物にも関する。本発明の組成物は、一般的には、関心のある治療用タンパク質をコード
するＤＮＡを含有する、生物適合性であるか、または骨適合性であるマトリックス材料で
構成される。
本発明は、損傷治癒の用途のための現在の組換えタンパク質療法に特異的に付随する欠点
を克服する。第一に、遺伝子直接導入は、トランスフェクトされた細胞が、（ａ）生理学
的量の治療用タンパク質を組織および状況特異的な方式で修飾されるようにすることと、
（ｂ）適切な状況下で、このタンパク質を適切な細胞表面シグナリング受容体へと送達す
ることとを可能にする従来の方法である。上記の理由のため、外部からのかかる分子の送
達は、投与および送達上の重大な問題を伴うことが予想される。第二に、遺伝子活性化マ
トリックス技術によれば、反復的投与は、可能ではあるが、必要とせず：ＤＮＡの細胞へ
の取り込みは、充分に確立された徐放送達の技術によって精密に制御することができるか
、またはこれに代えて、トランスフェクトされるＤＮＡの組み込みは、長期間の組換えタ
ンパク質発現を伴うことができる。
本発明の方法は、異なる多くの細胞、組織および器官が関与する損傷に普遍的に適用する
ことができ；肉芽組織の修復細胞［Gailet et al., 1994, Curr. Opin. Cell. Biol. 6:7
17-725］は、本発明の方法が用いられる「標的とされる」。本発明は、本明細書では、３
種類の動物モデル（イヌ、ラットおよびウサギ）、ならびに５種類の組織（骨、腱、靭帯
、血管および骨格筋）で、３種類のマーカー遺伝子（β－ガラクトシダーゼ、ルシフェラ
ーゼおよびアルカリ性ホスファターゼ）、３種類のプロモーター系（ＣＭＶ、ＲＳＶ、Ｌ
ＴＲおよびＳＶ４０）、２種類のマトリックス（生物学的、および合成による）を用いて
実証される。すべての場合に、遺伝子活性化マトリックス内に移動する修復細胞は、良好
にトランスフェクトされた。特に、骨芽細胞の分化および増殖のシグナル形質導入スイッ
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チとして作用するＢＭＰ－４［Wozney, 1992, Mol. Reprod. Dev. 32:160-167；Reddi, 1
994, Curr. Opin. Genet. Deve. 4:737-744］、または骨始原細胞を補充するＰＴＨ１－
３４［Orloff, et al., 1992, Endocrinology 131:1603-1611；Dempster et al., 1995 E
ndocrin Rev. 4:247-250］をコードするプラスミド構築物の、修復繊維芽細胞への遺伝子
導入後には、機能的な成果（骨成長）が実証された。
５．１．遺伝子活性化マトリックス
本発明によれば、関心のある治療剤、例えば、翻訳産物、すなわちタンパク質、または転
写産物、すなわちアンチセンスもしくはリボザイムをコードするＤＮＡを含有するいかな
る生物適合性マトリックス材料も、配合かつ使用することができる。
本発明の遺伝子活性化マトリックスは、いかなる生物適合性材料からも誘導し得る。かか
る材料としては、細胞の付着や増殖を支援する骨組、粉末またはゲルへと配合される生分
解性もしくは非生分解性材料を含み得るが、これらに限定されない。マトリックスは、合
成重合体、あるいはコラーゲン、その他の細胞外マトリックスタンパク質、または他の構
造的巨大分子のような、天然に産するタンパク質から誘導し得る。
マトリックスに組み込むＤＮＡは、構想される治療用途に応じて、様々な治療用タンパク
質のうちのいずれをコードしてもよい。かかるタンパク質としては、増殖因子、サイトカ
イン、ホルモン、または細胞の増殖、分化もしくは生理学的機能を調節できるその他いか
なるタンパク質を含んでもよい。該ＤＮＡは、損傷の修復を阻害し、および／または炎症
を誘発するタンパク質の翻訳を阻害するアンチセンスもしくはリボザイム分子をコードし
てもよい。
導入するＤＮＡは、標的細胞のゲノムに組み込む必要はなく；実際、遺伝子活性化マトリ
ックスにおける非組み込みＤＮＡの使用が、本発明の好適な実施態様である。このように
して、損傷治癒過程が完了し、遺伝子産物がそれ以後は必要とされなくなったときは、該
遺伝子産物は、発現されないことになる。
生物適合性マトリックスおよびＤＮＡを含有する治療用キットは、本発明のもう一つの態
様である。ある場合には、該キットは、事前に形成した遺伝子活性化マトリックスを含有
し、それによって、医師が、体内に該マトリックスを直接投与することができる。これに
代えて、該キットは、遺伝子活性化マトリックスの形成に必要な成分を含有してもよい。
かかる場合には、医師は、該成分を組み合せて、遺伝子活性化マトリックスを形成し、次
いで体内に置くことによって、治療に用い得る。本発明の一つの実施態様では、マトリッ
クスを用いて、縫合糸材料または移植片のような手術装置を被覆してもよい。本発明のさ
らにもう一つの実施態様では、遺伝子活性化マトリックスは、即座に使用できるスポンジ
、管、バンドエード、凍結乾燥した成分、ゲル、パッチ、または粉末、およびテルファ（
telfa）パッドを含んでもよい。
５．１．１．マトリックス材料
本発明の一つの態様では、関心のある治療剤をコードするＤＮＡをマトリックス中で会合
させるか、または浸漬して、遺伝子活性化マトリックスを形成する、組成物を調製する。
マトリックス組成物は、（ｉ）修復細胞の内殖を促進し（ターゲッティング）；（ii）Ｄ
ＮＡを収容する（送達）ように機能する。遺伝子活性化マトリックスを調製したら、将来
の使用のために貯蔵するか、または直ちに損傷部位に配置する。
本発明の組成物、装置および方法に用い得るマトリックスの型は、実質的に無制限であり
、生物学的なマトリックスと合成によるそれとの双方を含んでよい。マトリックスは、哺
乳動物の宿主に投与したときに、不都合な、アレルギー性の、または他の不適当な反応を
生じない形態をなすという点で、「生物適合性」であることに一般的に付随するすべての
特徴を有すると思われる。かかるマトリックスは、天然のか、または合成によるかのいず
れの材料から形成してもよい。マトリックスは、体内に恒久的な構造を残すことが望まし
い場合には、非生分解性であってよく；あるいは、治療用タンパク質の発現が、短い持続
時間にのみ必要とされるにすぎない場合は、生分解性であってよい。マトリックスは、ス
ポンジ、移植片、管、テルファパッド、バンドエード、包帯、パッド、凍結乾燥した成分
、ゲル、パッチ、粉末またはナノ粒子の形態をとってよい。加えて、マトリックスは、長
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い期間にわたるＤＮＡの徐放性を与えるように設計してもよい。
マトリックス材料の選択は、治療しようとする損傷の特定の状況および部位によって異な
る。引用により本発明に組み込まれる、米国特許第5,270,300号明細書に記載されたよう
なマトリックスを用いてもよい。物理的および化学的特性、例えば、生物適合性、生分解
性、強さ、剛性、界面特性、および美容上の外見でさえ、当業者には周知のとおり、マト
リックスを選ぶ際に考慮することができる。適切なマトリックスは、ＤＮＡ分子を送達す
るとともに、哺乳動物の修復細胞がその中を移動し得るin situの骨組としても作用する
ことになる。
マトリックスを長期間維持しようとする場合、非生分解性マトリックス、例えば、燒結ヒ
ドロキシアパタイト、バイオガラス、アルミネート、その他のバイオセラミック材料およ
び金属材料、特にチタンを用いてもよい。適当なセラミック送達系は、引用により本明細
書に組み込まれる、米国特許第4,596,574号明細書に記載のそれである。該バイオセラミ
ックは、カルシウム－アルミネート－ホスフェートのように、組成を変更してよく；特定
の物理的および化学的特性、例えば細孔径、粒度、粒子の形状、および生分解性を変える
ように加工してもよい。重合体マトリックスを用いてもよく、それぞれ、引用により本明
細書に組み込まれる、それぞれ米国特許第4,521,909号および4,563,489号明細書に記載の
ような、アクリル系エステル重合体および乳酸重合体を含む。有用な重合体の特定の例は
、オルトエステル、無水物、プロピレン－co－フマレート（propylene-cofumarates）、
または１種類またはそれ以上のγ－ヒドロキシカルボン酸単量体、例えばγ－ヒドロキシ
酢酸（γ-hydroxy auric acid）（グリコール酸）および／またはγ－ヒドロキシプロピ
オン酸（乳酸）の重合体である。
本発明の特に重要な態様は、移植片自体、および移植片の機能的部分、例えば外科用ねじ
、ピンその他をはじめとする、整形外科用の移植片や境界面、および人工関節と結合して
のその使用である。好適な実施態様では、移植片またはその一部の金属の単数もしくは複
数の表面、例えばチタン表面を、核酸に対して親和性を有する材料、最も好ましくはヒド
ロキシアパタイトで被覆し、次いで、被覆された金属を、導入したいと望む遺伝子または
核酸でさらに被覆することが考えられる。吸収性材料、例えばヒドロキシアパタイトの利
用できる化学基は、当業者には公知のとおり、核酸に対するその親和性を制御するように
、容易に操作し得る。
好適な実施態様では、生分解性マトリックスが、最も有用である可能性がある。生分解性
マトリックスは、一般的には、体内に再吸収されることができるものとして定義される。
本発明の組成物、装置および方法と結合して用いるのに可能な、生分解性マトリックスと
しては、例えば、生分解性で、化学的に定義された、硫酸カルシウム、リン酸三カルシウ
ム、ヒドロキシアパタイト、ポリ乳酸、ポリ無水物、精製タンパク質のマトリックス、お
よび半精製細胞外マトリックス組成物が挙げられる。
使用可能なその他の生物適合性の生分解性重合体は、当技術分野において周知であり、限
定のためでなく例示のために示すと、ポリグリコリド、ポリラクチドおよびポリ乳酸ポリ
グリコール酸共重合体（「ＰＬＧＡ」）のようなポリエステル［Langer & Folkman, 1976
, Nature 263:797-800］；ポリカプロラクトン（「ＰＣＬ」）のようなポリエーテル；ポ
リ無水物；ｎ－ブチルシアノアクリレートおよびイソプロピルシアノアクリレートのよう
なポリアルキルシアノアクリレート；ポリアクリルアミド；ポリ（オルトエステル）；ポ
リホスファゼン；ポリペプチド；ポリウレタン；ならびにかかる重合体の混合物を含む。
核酸の徐放または制御放出に適した、現在公知であるか、または後日開発されることにな
る実質的にいかなる重合体も、本発明に用い得ることを理解すべきである。
好適な実施態様では、生物適合性の生分解性重合体は、グリコール酸と乳酸との共重合体
（「ＰＬＧＡ」）であって、約１００／０～約２５／７５の範囲の乳酸／グリコール酸単
位の比率を有する。該重合体の平均分子量（「ＭＷ」）は、標準的な分子量の商業的に入
手できるポリスチレンを用いたゲル透過クロマトグラフィーによって決定した限りで、典
型的には約６，０００～７００，０００、好ましくは約３０，０００～１２０，０００の
範囲であり、０．５～１０．５の範囲の固有粘度を有する。
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本発明によるマトリックスからの核酸の、持続的な維持または制御された放出の期間の長
さは、主として、重合体のＭＷ、および乳酸／グリコール酸の組成比に依存する。一般に
、乳酸／グリコール酸の比が大きいほど、例えば７５／２５のときには、核酸の制御また
は維持された放出の期間が長くなるのに対し、乳酸／グリコール酸の比が低いほど、核酸
の放出が急速となる。好ましくは、乳酸／グリコール酸の比は、５０／５０である。
徐放または制御放出の期間の長さは、重合体のＭＷにも依存する。一般に、より高いＭＷ
の重合体は、徐放または制御放出の、より長い期間を与える。例えば、約３ヶ月間の制御
放出または徐放を与えるマトリックスを調製する場合、乳酸／グリコール酸の組成比が１
００／０であるときは、重合体の好ましい平均ＭＷは、約７，０００～２５，０００であ
り；９０／１０のときは、約６，０００～３０，０００であり；８０／２０のときは、約
１２，０００～３０，０００である。
使用可能なもう一つのタイプの生物材料は、小腸粘膜下組織（ＳＩＳ）である。ＳＩＳの
移植片材料は、成体ブタの空腸の分節から調製し得る。組織サンプルの単離は、Badybak 
et al., 1989, J. Surg. Res. 47:74-80に記載された手法のようなルーチン組織培養手法
を用いて実施し得る。ＳＩＳ材料は、腸間膜組織の除去、分節の反転、その後の力学的剥
離手法による粘膜および表面粘膜の除去によって調製し得る。分節をその本来の配向に復
帰させた後、漿膜および筋層をリンスし、将来の使用のために貯蔵する。
適当な材料のもう一つの特定の例は、繊維性コラーゲンであって、組織からの抽出および
部分的精製の後に凍結乾燥し、次いで滅菌することができる。マトリックスは、様々な商
業的供給源、例えばSigma and Collagen Corporationから得られるような、腱、または皮
膚のコラーゲンからも調製し得る。コラーゲンマトリックスは、それぞれ、引用により本
明細書に組み込まれる米国特許第4,394,370号および4,975,527号明細書に記載のとおりに
調製してもよい。
さらに、Yannas & Burkeの米国特許第4,505,266号明細書に記載のような、コラーゲンお
よびグリコサミノグリカン（ＧＡＧ）で製造した格子を、本発明の実施に用いることがで
きる。コラーゲン／ＧＡＧマトリックスは、その中に修復細胞が移動し得る、支持体また
は「骨組」構造として効果的に働きうる。コラーゲンマトリックス、例えばBellの米国特
許第4,485,097号明細書に開示されたものも、マトリックス材料として用いてよい。
様々なコラーゲン性材料が、鉱物化したコラーゲンの形態でもあり得る。例えば、Norian
 Corp.（1025 Terra Bella Ave., Mountain View, CA, 94043）から得られる、UltraFibe
rと呼ばれる繊維性コラーゲン移植片材料が、マトリックスの形成に用い得る。引用によ
り本明細書に組み込まれる米国特許第5,231,169号明細書は、分散したコラーゲン微小繊
維の存在下、in situでの穏やかな攪拌下でのリン酸カルシウムの鉱物の形成による、鉱
物化コラーゲンの調製を記載している。かかる製剤は、核酸セグメントを骨組織部位に送
達する状況で用い得る。鉱物化コラーゲンは、例えば骨折修復用の遺伝子活性化マトリッ
クスの治療用キットの一部として、使用することができる。
コラーゲンの少なくとも２０の異なる形態が特定されており、これらのコラーゲンのそれ
ぞれを本発明の実施に使用することができる。例えば、可動結合関節または成長板から単
離されるような、硝子軟骨からコラーゲンを精製してもよい。硝子軟骨から精製されたII
型コラーゲンは、商業的に入手可能であり、例えばSigma Chemical Company, St. Louis
から購入することができる。ラットの尾の腱由来のＩ型コラーゲンは、例えばCollagen C
orporationから購入することができる。細菌性酵母、哺乳動物および昆虫の細胞をはじめ
とするコラーゲン発現組換え宿主細胞から得られるとおり、いかなる形態の組換えコラー
ゲンをも使用することができる。コラーゲンをマトリックス材料として用いるときは、コ
ラーゲン分子の末端に位置し、炎症性応答を誘発することが知られている「テロペプチド
」と呼ばれるものを除去するのが好都合であり得る。
本発明に用いられるコラーゲンは、所望ならば、追加の無機質、例えばリン酸カルシウム
の形態での、カルシウムのようなものを補充してもよい。未変性および組換えの双方の形
式のコラーゲンに、この方式での追加の無機質を、混合、吸収、さもなければ会合させる
ことによって補充することができる。



(12) JP 4114952 B2 2008.7.9

10

20

30

40

50

５．１．２．ＤＮＡ
本発明の方法および組成物では、様々な異なる種類のＤＮＡ分子を用いることができる。
ＤＮＡ分子としては、ゲノム、ｃＤＮＡ、一本鎖ＤＮＡ、二本鎖ＤＮＡ、三本鎖ＤＮＡ、
オリゴヌクレオチドおよびＺ－ＤＮＡが挙げられる。
前記ＤＮＡ分子としては、細胞外、細胞表面および細胞内のＲＮＡやタンパク質を含む、
損傷治癒を促進する様々な因子をコードし得る。細胞外タンパク質の例としては、増殖因
子、サイトカイン治療用タンパク質、ホルモン、およびホルモンのペプチド断片、サイト
カインの阻害剤、ペプチドの増殖および分化因子、インターロイキン、ケモカイン、イン
ターフェロン、コロニー刺激因子、ならびに血管形成誘導因子が挙げられる。かかるタン
パク質の例としては、５種類のＴＧＦ－βイソ型および骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）
をはじめとするＴＧＦ－β分子のスーパーファミリー、潜在性ＴＧＦ－β結合タンパク質
、すなわちＬＴＢＰ；ケラチン生成細胞増殖因子（ＫＧＦ）；肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）
；血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）；インスリン様成長因子（ＩＧＦ）；塩基性繊維芽細
胞増殖因子（ＦＧＦ－１、ＦＧＦ－２等）；血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）；VIII因子お
よびIX因子；エリスロポエチン（ＥＰＯ）；組織プラスミノーゲン活性化因子（ＴＰＡ）
；アクチビンおよびインヒビンが挙げられるが、これらに限定されない。本発明の実施の
際に用い得るホルモンとしては、成長ホルモン（ＧＨ）および副甲状腺ホルモン（ＰＴＨ
）を含む。細胞外タンパク質の例としては、コラーゲン、ラミニンおよびフィブロネクチ
ンのような細胞外マトリックスタンパク質も含む。細胞表面タンパク質の例としては、細
胞接着分子（例えば、インテグリン、セレクチン、Ｎ－ＣＡＭやＬ１のようなＩｇファミ
リーメンバー、およびカドヘリン）のファミリー；Ｉ型およびII型ＴＧＦ－β受容体やＦ
ＧＦ受容体のようなサイトカインシグナリング受容体；ならびにβ－グリカンおよびシン
デカンのような非シグナリング補受容体を含む。細胞内ＲＮＡおよびタンパク質の例とし
ては、シグナル導入キナーゼ、タリンおよびビンクリンのような細胞骨格タンパク質、潜
在性ＴＧＦ－β結合タンパク質のファミリーのようなサイトカイン結合タンパク質、なら
びに転写因子および促進因子のような核トランス作用性タンパク質を含む。
前記ＤＮＡ分子は、病理学的過程を遮断し、それによって自然の損傷治癒過程を妨害せず
に発生させる、タンパク質をコードしてもよい。遮断因子の例としては、ＲＮＡの機能を
破壊するリボザイム、および、例えば、組織の保全を破壊する酵素の組織阻害剤、例えば
関節炎に付随するメタロプロテイナーゼをコードするＤＮＡを含む。
当業者には一般的に公知の様々な分子生物学的手法を用いて、関心のあるタンパク質をコ
ードするＤＮＡセグメントを得ることができる。例えば、既知のヌクレオチド配列に基づ
く配列を有するプライマーまたはプローブを用いて、ｃＤＮＡまたはゲノムのライブラリ
ーをスクリーニングすることができる。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用いて、関心
のあるタンパク質をコードするＤＮＡフラグメントを生成してもよい。あるいはまた、商
業的供給源からＤＮＡフラグメントを得てもよい。
文献に記載のものとは異なる配列を有する遺伝子も、変更または改変された遺伝子が、何
らかの直接的または間接的な方式で損傷治癒を刺激するよう機能するタンパク質を依然と
してコードする限り、本発明に含まれる。これらの配列としては、点突然変異によって生
じたもの、遺伝暗号の縮重、または天然に産する対立遺伝子変異種、および遺伝子工学、
すなわち人間の手によって導入されたそれ以上の改変によるものを含む。
コードされたタンパク質またはポリペプチドの機能的特性を変更するよう設計された、ヌ
クレオチド配列の変化を導入する手法は、当技術分野で周知である。そのような改変とし
ては、アミノ酸配列の変化を招く、塩基の欠失、挿入または置換を含む。変化によって、
コードされたタンパク質の活性を増大させ、その生物学的安定性または半減期を増大させ
、そのグリコシル化の様式を変え、温度感受性を与え、またはタンパク質の発現様式その
他を変更させることができる。ヌクレオチド配列に対するかかる改変はすべて、本発明に
含まれる。
関心のある翻訳または転写産物をコードするＤＮＡは、遺伝子活性化マトリックスを調製
するためのＤＮＡの大規模な複製を行う、様々なベクター系へ組み込ませることが可能で
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ある。これらのベクターは、損傷部位でin vivoにて修復細胞に取り込まれＤＮＡ配列の
転写および／または翻訳を支配するのに必要なエレメントを含有するように設計すること
ができる。
用い得るベクターとしては、組換えバクテリオファージＤＮＡ、プラスミドＤＮＡまたは
コスミドＤＮＡに由来するものを含むが、それらに限定されない。例えば、pBR322、pUC1
9/18、pUC118、119、およびM13mp系統のベクターのようなプラスミドベクターを用い得る
。バクテリオファージとしては、λgt10、λgt11、λgt18-23、λZAP/RおよびEMBL系統の
バクテリオファージベクターを含み得る。利用し得るコスミドベクターとしては、pJB8、
pCV103、pCV107、pCV108、pTM、pMCS、pNNL、pHSG274、COS202、COS203、pWE15、pWE16、
およびカロミド９系統のベクターを含みむが、これらに限定されない。ＲＮＡのin vitro
転写を可能にするベクター、例えばSP6ベクターも、マトリックスに組み込み得る大量の
ＲＮＡを生産するのに用い得る。あるいは、ヘルペスウイルス、レトロウイルス、ワクシ
ニアウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルスまたはウシ乳頭腫ウイルスのような
ウイルスから誘導されるものを含むが、それらに限定されない組換えウイルスベクターを
遺伝子工学的に作製してもよい。組み込みベクターを用いてよいが、損傷治癒のためには
、多くの世代にわたって遺伝子産物を娘細胞に伝達することのない非組み込み系が好適で
ある。このようにして、遺伝子産物は、損傷治癒の過程で発現され、遺伝子が子孫の世代
で希釈されてしまうにつれて、発現される遺伝子産物の量は、減少する。
適切な転写／翻訳制御シグナルと機能的に関連するタンパク質コード配列を含有する発現
ベクターを構成するために、当業者に周知の方法を用いることができる。これらの方法と
しては、in vitro組換えＤＮＡ技術、および合成技術を含む。例えば、Sambrook, et al.
, 1992, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, N
.Y.および Ausubel et al., 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Greene P
ublishing Associates & Wiley Interscience, N.Y.に記載の技術を参照されたい。
関心のあるタンパク質をコードする遺伝子は、異なる様々なプロモーター／エンハンサー
エレメントと機能的に関連し得る。これらのベクターの発現エレメントは、それらの強さ
および特異性が異なる。利用する宿主／ベクター系に応じて、多数の適当な転写および翻
訳エレメントのうちいずれか一つを用いることができる。プロモーターは、関心のある遺
伝子と天然に関連するプロモーターの形態をなし得る。これに代えて、ＤＮＡは、組換え
または異種プロモーター、すなわち該遺伝子と通常は関連しないプロモーターの制御下に
置き得る。例えば、組織特異的プロモーター／エンハンサーエレメントを、特定の細胞型
に導入したＤＮＡの発現を調節するのに用い得る。記載されており、使用できると思われ
る、組織特異性を示す転写制御領域の例としては、膵腺房細胞内で活性であるエラスター
ゼＩ遺伝子制御領域［Swift et al., 1984, Cell 38:639-646；Ornitz et al., 1986, Co
ld Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409；MacDonald, 1987, Hepatology 7:42
S-51S］；膵β細胞内で活性であるインスリン遺伝子制御領域［Hanahan, 1985, Nature 3
15:115-122］；リンパ系細胞内で活性である免疫グロブリン遺伝子制御領域［Grosschedl
 et al., 1984, Cell 38:647-658；Adams et al., 1985, Nature 318:533-538；Alexande
r et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-1444］；肝臓内で活性であるアルブミン遺伝
子制御領域［Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1:268-276］；肝臓内で活性であ
るα－フェトプロテイン遺伝子制御領域［Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5:
1639-1648；Hammer et al., 1987, Science 235:53-58］；肝臓内で活性であるα－１－
抗トリプシン遺伝子制御領域［Kelsey et al., 1987, Genes and Devel. 1:161-171］；
骨髄系細胞内で活性であるβ－グロビン遺伝子制御領域［Magram et al., 1985, Nature 
315:338-340；Kollias et al., 1986, Cell 46:89-94］；脳内の希突起神経膠細胞内で活
性であるミエリン塩基性タンパク質遺伝子制御領域［Readhead et al., 1987, Cell 48:7
03-712］；骨格筋内で活性であるミオシン軽鎖－２遺伝子制御領域［Shani, 1985, Natur
e 314:283-286］；および視床下部内で活性である性腺刺激ホルモン放出ホルモン遺伝子
制御領域［Mason et al., 1986, Science 234:1372-1378］を含むが、それらに限定され
ない。哺乳動物細胞内で増殖するウイルスのゲノムから単離されたプロモーター（例えば
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、ＲＳＶ、ワクシニアウイルス７．５Ｋ、ＳＶ４０、ＨＳＶ、アデノウイルスＭＬＰ、Ｍ
ＭＴＶ　ＬＴＲおよびＣＭＶのプロモーター）はもとより、組換えＤＮＡまたは合成技術
によって作製されたプロモーターも用い得る。
ある場合には、該プロモーターエレメントは、構成的または誘発可能プロモーターであっ
てよく、関心のある遺伝子の高レベルまたは調節された発現を支配するのに適切な条件下
で用いることができる。構成的プロモーターの制御下での遺伝子の発現は、遺伝子発現を
誘発するための特異的な基質の存在を必要とせず、細胞増殖のすべての条件下で生じるこ
とになる。対照的に、誘発可能プロモーターが制御する遺伝子の発現は、誘導作用因の存
否に応答する。
挿入されたタンパク質コード配列の充分な翻訳には、特異的な開始シグナルも必要とされ
る。これらのシグナルとしては、ＡＴＧ開始コドンおよび隣接配列が含まれる。開始コド
ンおよび隣接配列を含むコード配列全体を適切な発現ベクターに挿入する場合は、追加の
翻訳制御シグナルは全く必要とされないことがある。しかし、コード配列の一部のみを挿
入するにすぎない場合は、ＡＴＧ開始コドンをはじめとする、外来の翻訳制御シグナルを
与えなければならない。さらに、開始コドンは、挿入断片全体の翻訳を確保するために、
タンパク質コード配列の読み枠を有する相に存在しなければならない。これらの外来の翻
訳制御シグナルおよび開始コドンは、天然および合成の双方の、様々な起源のものである
ことができる。発現の効率および制御は、転写減衰配列、エンハンサーエレメント等々の
含有によって増進し得る。
関心のある治療用タンパク質をコードするＤＮＡ配列に加えて、本発明の範囲は、哺乳動
物の修復細胞に導入し得るリボザイムまたはアンチセンスＤＮＡの使用も含む。かかるリ
ボザイムおよびアンチセンス分子は、疾病過程または損傷治癒過程を阻害する遺伝子のタ
ンパク質をコードするＲＮＡの翻訳を阻害し、それによって組織修復が生じるのを可能に
するために用い得る。
アンチセンスＲＮＡ分子の発現は、標的ｍＲＮＡに結合し、タンパク質翻訳を妨げること
によって、ｍＲＮＡの翻訳を直接遮断するように作用することになる。ＲＮＡの特異的切
断を触媒できる酵素性のＲＮＡ分子であるリボザイムの発現も、タンパク質翻訳を遮断す
るために用い得る。リボザイム作用の機序は、相補的な標的ＲＮＡとのリボザイム分子の
配列特異的ハイブリダイゼーションと、その後のヌクレオチド内部分解による切断とを含
む。本発明の範囲内には、ＲＮＡ配列のヌクレオチド内部分解による切断を特異的かつ効
率的に触媒する、遺伝子工学的に作製されたハンマーヘッドモチーフのリボザイム分子が
ある。ＲＮＡ分子は、該ＲＮＡ分子をコードするＤＮＡ配列の転写によって、生成し得る
。
１種類またはそれ以上のプロモーターの制御下で単一の遺伝的構築物に組合されるか、ま
たは同一もしくは異なる形式の別個の構築物として調製される複数の遺伝子を用い得るこ
とも、本発明の範囲内にある。したがって、異なる遺伝子または遺伝的構築物のほとんど
無限の組合せを用い得る。一定の遺伝子の組合せを、細胞の刺激および再生に対する相乗
効果を達成するように設定し得るか、あるいはそれらの使用は該達成を招くことがあり、
いかなる、およびすべてのかかる組合せも、本発明の範囲内に属するものとする。実際、
学術文献中には、多くの相乗効果が記載されており、そのため、当業者であればあり得る
相乗的な遺伝子の組合せ、または遺伝子－タンパク質の組合せでさえも、容易に特定する
ことができるであろう。
５．１．３．遺伝子活性化マトリックスの調製
好適実施態様では、マトリックスまたは移植片材料を組換えＤＮＡ原液中に浸漬すること
によって、該材料を関心のある治療用産物をコードするＤＮＡと接触させる。マトリック
スへのＤＮＡの組込みに要するＤＮＡの量、および接触時間の長さは、用いるマトリック
スの種類に依存すると思われ、当業者であれば過度の実験なしに容易に決定することがで
きる。これに代えて、合成重合体、例えばポリ乳酸－ポリグリコール酸のブロック共重合
体［引用により本明細書に組込まれるLanger & Folkman, 1976, Nature, 263:797-800を
参照されたい］のマトリックス中に、ＤＮＡを封入してもよい。やはり、これらのパラメ
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ータは、当業者であれば過度の実験なしに容易に決定することができる。例えば、マトリ
ックスに適用されるＤＮＡ構築物の量は、様々な生物学的および医学的要因を考慮して決
定することになる。特定の遺伝子、マトリックス、損傷部位、哺乳動物宿主の年齢、性別
および食餌、ならびに様々な因子およびホルモンの血清レベルのような損傷治癒に影響し
得るその他のいかなる臨床的要因も考慮されるものと思われる。
本発明の追加の実施態様では、生物学的マトリックスと合成マトリックスの双方とＤＮＡ
との組成物を、ともに凍結乾燥して、乾燥した医薬用粉剤を形成し得る。遺伝子活性化マ
トリックスは、体内への移植の前に再水和し得るか、あるいは、体内に入れたときに、自
然に再水和されるようになり得る。
ある場合には、移植片、縫合糸、損傷包帯等々のような医療用具を、当技術に周知のとお
りの慣用の被覆手法を用いて、本発明の核酸組成物で被覆し得る。かかる方法は、核酸組
成物への該用具の浸漬、核酸組成物での該用具の刷毛塗り、および／または本発明のエー
ロゾル核酸組成物での該用具への吹き付けを含むが、これは例示のためであって限定のた
めではない。そうして、該用具は、場合により減圧下で、室温にて、または乾燥オーブン
を使用して乾燥する。縫合糸を被覆するのに好適な方法は、実施例に記載する。
プラスミドＤＮＡを含有する重合体マトリックスで被覆した縫合糸について、出願人らは
、全部で約０．０１～１０ｍｇのプラスミドＤＮＡ、好ましくは約１～５mgのプラスミド
ＤＮＡを含有する被覆組成物を、約５～１００回、好ましくは約５～５０回、最も好まし
くは約１５～３０回塗布することにより、７０cmの長さの縫合糸に塗布することが、治療
上効果的かつ均一なコーティングを生じることを発見した。
特に好適な実施例では、本発明は、被覆した縫合糸、特に損傷治癒をin vivoで刺激する
治療用タンパク質をコードする核酸を含有する重合体マトリックスで被覆した縫合糸を提
供する。
本発明の方法および組成物に従って被覆し得る縫合糸は、天然または合成の起源のいかな
る縫合糸も含む。代表的な縫合糸材料としては、例示のためであって限定のためでなく、
絹；綿；麻；ポリエチレンやポリプロピレンのようなポリオレフィン；ポリエチレンテレ
フタレートのようなポリエステル；ヒドロキシカルボン酸エステルの単独重合体および共
重合体；コラーゲン（プレーンまたはクロム処理の）；腸線（プレーンまたはクロム処理
の）；ならびにシアノアクリレートのような縫合糸代替品を含む。縫合糸は、紐または縒
り糸のような好都合ないかなる形態をとってもよく、当技術に一般的に用いられる限りの
広い範囲の寸法を有し得る。
被覆した縫合糸、特に損傷治癒を刺激する治療用タンパク質をコードする核酸を含有する
重合体マトリックスで被覆した縫合糸の利点は、ヒトおよび動物における外科的用途の実
質的にあらゆる分野を網羅する。
５．２．遺伝子活性化マトリックスの使用
本発明は、ヒト用医薬品の中でも幅広く多種多様な創傷治癒の局面に適用できる。これら
には、限定されるものではないが、骨修復、腱修復、靭帯修復、血管修復、骨格筋修復、
および皮膚修復が含まれる。例えば、該遺伝子活性化マトリックス技術を用いて、トラン
スフェクトされた修復細胞により産生されたサイトカイン成長因子が細胞表面のシグナリ
ング受容体に結合し、それにより通常創傷治癒の過程に伴う生理学的結果のカスケードを
刺激、増幅し、創傷中の他の細胞に影響を及ぼすであろう。その結果として組織修復およ
び再生の増大が起こる。
また、本発明の方法は、臨床学的目標が疾病の過程の阻止であり、それによって本来の組
織治癒を行わせる場合、もしくはその目標が遺伝学的に欠陥のある蛋白質機能を代替する
ことである場合に有用である。
創傷は、外傷性損傷により生ずるか、もしくはそうでなければ外科的手術の処置により誘
発されるか、またはその結果として起こったかの何れかである組織損傷により生ずる可能
性がある。本発明の遺伝子活性化マトリックスは、種々の手法を用いて患者に移植するこ
とができる。例えば、マトリックスは、治療学的移植片もしくは被覆装置（例えば、縫合
、ステント、被覆移植片等）の何れかとして、医師の手によって創傷部位に直接移植する
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ことができる。マトリックスは、幾分離れた病組織を治療するために、外科的により正常
組織部位に配置するごとくに、局所的に投与することができる。
創傷治癒の過程は、出血、血塊形成、血塊の溶解と同時に起こる損傷組織の除去、および
初期の修復物質としての肉芽組織の沈着を含む一連の統合された事象である。該肉芽組織
は、線維芽細胞と毛細血管の混合物である。創傷治癒過程には、内皮細胞、幹細胞、マク
ロファージおよび線維芽細胞を始めとする多様な細胞母集団が関与する。創傷修復に関与
する調節因子は、全身性ホルモン、サイトカイン、成長因子、細胞外マトリックス蛋白質
およびその他の成長および分化を調節する蛋白質を含むことが知られている。
本発明のＤＮＡ転移法およびマトリックス組成物は、種々の異なるタイプの組織における
組織修復および再生を刺激するための薬物送達法として広範囲の適用を有するであろう。
これらには、限定されるものではないが、骨修復、皮膚修復、結合組織修復、器官再生、
もしくは血管新生および／または脈管新生の調節が含まれる。また、遺伝子活性化マトリ
ックスを用いて、例えば加齢もしくは糖尿病の影響に起因する治癒能力を損なった患者を
治療してもよい。また該マトリックスは、例えば高齢者、慢性皮膚創傷の患者のごとき既
存の療法に応答しない者における、本質的な理由のために治癒の緩慢な創傷の治療に用い
られてもよい。
本発明の重要な特徴の一つは、創傷部位における瘢痕組織の形成が遺伝子活性化マトリッ
クスの選択的使用により調節できることであろう。瘢痕組織の形成は、発現した治療学的
蛋白質のレベルを制御することにより調節できよう。火傷もしくは結合組織の損傷の治療
のごとき例においては、瘢痕組織の形成の阻害することが特に望ましい。
本発明の方法は、宿主への注目するＤＮＡを含有するマトリックスの移植（grafting or 
transplantation）を包含する。該マトリックスの移植のための手順には、マトリックス
の宿主への外科的手術による移植、もしくは注射が含まれてよい。該マトリックスが注射
される例においては、該マトリックスをシリンジ中に吸い込み、患者の創傷部位に注射す
る。創傷部位には、複数回の注射が行われてよい。別法として、該マトリックスを創傷部
位に外科的に移植してもよい。本発明の目的、すなわち創傷の修復および再生の刺激を達
成するために必要とされるマトリックスの量は、部位、宿主の年齢、および体重に依存し
て変化する。
いつ遺伝子活性化マトリックスが宿主に移植されたとしても、また注射もしくは外科的手
術の何れの方法により移植されたとしても、局所的な組織損傷が創傷治癒過程を誘発する
ために十分であるということが、本発明の重要な特徴である。これは、標的とされる哺乳
類修復細胞の、遺伝子活性化マトリックスの部位への移動および増殖の誘発のために必要
な先行条件である。
特定の具体例を下記の節で説明する。
５．３．骨の再生
骨は、骨折に続き再生する本質的な能力を有している。複雑であるが規則正しい一連の骨
折修復には、鬱血、血塊溶解、肉芽組織の生長不良、仮骨の形成、および最適化された構
造への仮骨の改変が含まれる（A.W. Hem., 1930, J. Bone Joint Surg. 12, 827-844）。
この過程に関与する細胞には、血小板、炎症性細胞、線維芽細胞、内皮細胞、周皮細胞、
骨芽細胞、および骨原性先祖が含まれる。最近、数種のペプチド生長因子および分化因子
が骨の形成および修復と関連している細胞の事象を制御するらしいことが確認されている
（Eelebacher, A.ら, 1995, Cell 80, 371-378）。例えば、骨形態形成蛋白質（BMPs）は
、骨原細胞の運命を制御する可溶性細胞外因子であり、BMP遺伝子は通常、培養された胎
児骨芽細胞によって（Harris, S.E.ら, 1994, J. Bone Min. Res. 9, 389-394）およびマ
ウス胚の骨格形成中の骨芽細胞によって（Lyons, K.M.ら, 1989, Genes Dev. 3, 1657-16
68; Lyons, K.M.ら, 1990, Development 190, 833-844; Jones, M.C.ら, 1991, Developm
ent 111, 531-542）発現され、組換えBMP蛋白質は軟骨および骨先祖細胞分化を開始させ
（Yamaguchi, A.ら, 1991, J. Cell Biol. 113,681-687; Ahrens, M.ら, 1993, J. Bone 
Min. Res. 12, 871-880; Gitelman, S.E.ら, 1994, J. Cell Biol. 126, 1595-1609; Ros
en, V.ら, 1994, J. Cell Biol. 127, 1755-1766）、組換えBMPの送達は軟骨内の骨形成
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に類似する一連の骨形成を誘発し（Wozney, J.M., 1992, Mol. Reprod. Dev. 32, 160-16
7; Reddi, A.H., 1994, Curr. Opin. Genet. Dev. 4, 737-744）、さらにBMP-4遺伝子発
現は骨折修復の過程の初期には調節されない（Nakase, T.ら, 1994, J. Bone Min. Res. 
9, 651-659）。骨原性蛋白質-1、BMPに関連する分子ファミリーのメンバー（Ozkaynak, E
.ら, 1990, EMBO J. 9, 2085-2093）は、in vitroおよびin vivoにおいて類似の効果が可
能である（Sampath, T.K.ら, 1992, J. Biol. Chem. 267, 20352-20362; Cook, S.D.ら,
（1994）J. Bone Joint Surg. 76-A, 827-838）。TGF-βはまた、in vivoにおいて軟骨お
よび骨形成を促進することが示されている（Centrella, M.ら, 1994, Endocrine Rev. 15
, 27-38; Sumner, D.R.ら, 1995, J. Bone Joint Surg, 77A, 1135-1147）。最後に、副
甲状腺ホルモン（PTH）は、血漿および細胞外液のCa＋２濃度を上昇させる84個のアミノ
酸のホルモンである。骨格組織中において、生物学的活性のための構造上の必要条件を有
するPTH断片（aa 1-34）の間欠投与は、真の同化作用効果をもたらす：多数のin vivoお
よびin vitro研究は、（ラットを含む）動物へのPTH1-34の投与の結果、破骨細胞への阻
害効果および骨原細胞への促進効果を組み合わせることによって分離した高品質の骨の形
成が起こっているという強力な証拠を提供する（Dempster, D.W.ら, 1993, Endocrine Re
v. 14, 690-709）。該PTH1-34ペプチドは、in vitroにおいて骨芽細胞を分化する際に機
能的細胞表面PTH受容体の発現をアップレギュレートするBMP-4と相互依存的に相互作用す
ることが知られている（Ahrens, M.ら, 1993, J. Bone Min. Res. 12, 871-880）。
組換え蛋白質として、BMPおよびTGF-β1のごときペプチド生長および分化因子は、骨折修
復のための有望な治療代替物を示す（Wozney, J.M., 1992, Mol.Reprod. Dev. 32, 160-1
67; Reddi, A.H., 1994, Curr. Opin. Genet. Dev. 4, 737-744; Centrella, M.ら, 1994
, Endocrine Rev. 15, 27-38; Sumner, D.R.ら, 1995 J. Bone Joint Surg. 77-A, 1135-
1147）。しかしながら、動物において重要な新しい骨の形成を促進するためには、比較的
多い投与量（マイクログラム量）が必要であり、将来のヒトの治療が高価となり、かつ毒
性の危険が増大するかも知れないという懸念が生じてくる。
本発明の具体例では、ヒトにおける複雑で治癒していない骨折のモデルであるラットの5m
mの骨の部位に、遺伝子活性化マトリックスを外科的に移植する。本発明者らは、骨切り
術の間隙の修復細胞への遺伝子導入が容易に達成され得るということを見出した。
骨の修復および再生の過程における欠陥は、臨床の整形外科的実施における重要な合併症
、例えば、骨折に続く線維質の非結合、移植境界面の不全および大きな同種移植片の不全
と関連している。多くの複雑骨折は現在では自家移植片を用いて処置されているが、この
方法は効果的でなく合併症を伴う。
もちろん、骨の修復を促進するために計画された新規な方法は何れも、骨折を処置する際
の価値ある手段であろう。折れた骨のかなりの部分は、自然のメカニズムによって創傷の
修復を果たさせる鋳造法によっていまだ処置されている。近年では、改良された装置を含
めて、骨折の処置が進歩してきてはいるけれども、創傷修復メカニズムを促進、または補
足するための新規な方法の開発が、当該技術分野における重要な進歩を表している。
本発明を用いて、骨折の修復を促進するための骨生長遺伝子を導入することができる。こ
の技術の他の重要な態様には、骨粗鬆症様の疾病におけるごとき「虚弱骨」を有する患者
を治療するための、未知の理由、例えば、繊維質の非結合のための起こり得る不良な治癒
を改善するための、移植の完成および人工ジョイントの機能を促進するための、アキレス
腱のごとき他の骨格組織の治癒を促進するための、および大きな欠損を修復するためのア
ジュバントとしての遺伝子導入の使用が含まれる。
骨組織は修復および再生の能力を有することが知られており、これらの過程の細胞的およ
び分子的な基礎についてはある理解が存在する。新しい骨の形成の開始には、修復細胞の
投入、クローン伸張、および分化が含まれる。ひとたび開始されれば、骨の形成は種々の
ポリペプチド生長因子によって促進される。次いで、新しく形成された骨は、一連の局所
的および全身的な生長および分化因子によって維持される。
数種の骨の形態形成蛋白質遺伝子は現在クローン化されており（Wozneyら, 1988; Rosen
ら, 1989, Connect. Tissue Res., 20:313:319; Alper, 1994に要約）、この研究はＤＮ
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Ａ配列の相同性に基づく形質転換生長因子-β（TGF-β）スーパーファミリーのメンバー
としてのBMPを確立している。異なるBMP遺伝子のクローン化は、個々のBMP遺伝子および
蛋白質をBMP-1ないし少なくともBMP-8と表すことにつながった。BMP2-8は一般に骨形成性
があると考えられているが、一方、BMP-1はさらに一般化されたモルフォゲンである可能
性がある；Shimellら, 1991, Cell, 67:469-481）。BMP-3は骨形成原とも呼ばれており（
Luytenら, 1989, J. Biol. Chem., 264:13377-13380）、さらにBMP-7はOP－1とも呼ばれ
ている（Ozkaynakら, 1990, EMBO J., 9:2085-2093）。TGFおよびBMPはそれぞれ、細胞表
面受容体のファミリーとの複雑で組織特異的な相互作用を介して細胞に作用する（Robert
sおよびSporn, 1989, M.B. SpornおよびA.B. Roberts編、Springer-Verlag, Heidelberg,
 95（Part1）; Aralkarら, 1991）。
また形質転換生長因子（TGF）は、細胞増殖、遺伝子発現、およびマトリックス蛋白質合
成に影響を及ぼすことによって組織の治癒を調節する際に中心的な役割を持つことが示さ
れている（RobertsおよびSporn, 1989, M.B. SpornおよびA.B. Roberts編、Springer-Ver
lag, Heidelberg, 95（Part1））。例えば、TGP-β1およびTGP-β2は、軟骨形成および骨
形成の双方を開始させることができる（Joyceら, 1990, J. Cell Biol., 110:195-2007; 
Izumiら, 1992, J. Bone Min. Res., 7: 115-11; Jingushiら, 1992, J. Orthop. Res., 
8:364-371）。
TGPおよびBMPの以外の他の生長因子／ホルモンを本発明の実施に用いて、骨折に続く新し
い骨の形成に影響を与えることができる。例えば、複数回の高投与量で（1.0mg/50ml）ラ
ットの骨折部位に注入した骨芽細胞生長因子（Jingushiら, 1990）によって、骨折間隙中
の軟骨組織に著しい増加が見られたが、より低投与量では効果はなかった。
また、副甲状腺ホルモン（PTH）のごときカルシウム調節ホルモンも、本発明の１つの態
様に用いることができる。PTHは、その主な機能が血漿および細胞外液中のCa＋＋濃度を
上昇させることである、84個のアミノ酸のカルシウム調節ホルモンである。また、自然の
ままのPTHは30年以上前に器官培養において骨の再吸収を促進することがわかり、さらに
該ホルモンは破骨細胞の数および活性を増大させることが知られている。天然のホルモン
を用いた、また合成ペプチドを用いた研究は、分子（aa-1-34）のアミノ末端が生物学的
活性に対する構造上の必要条件を含んでいることを実証している（Tregearら, 1973; Her
mann-Erleeら, 1976, Endocrine Research Communications, 3:21-35; Riond, 1993, Cli
n. Sci., 85:223-228）。
本発明の具体例では、遺伝子活性化マトリックスを骨折部位に外科的に移植する。かかる
外科的手法には、GAM調製物の骨折部位への直接注入、複雑骨折の外科的修復、または関
節鏡による手術が含まれてよい。該遺伝子活性化マトリックスが折れた骨を修復するため
に用いられる場合には、哺乳類の修復細胞は自然に移動して骨の損傷部位で増殖する。
本発明者らは、驚くべきことに、骨切り術の間隙内で再生している組織中の修復細胞への
遺伝子導入が容易に達成され得ることを見出した。現在では、遺伝子導入を達成するため
の好ましい方法には、一般に、骨の生長の促進を所望する部位に置かれる前に、短時間Ｄ
ＮＡ溶液に浸した繊維コラーゲン移植材料を用いること、またはPLGAのブロック共重合体
のごとき合成マトリックス中に封入されたプラスミドＤＮＡの調製物を用いることが含ま
れる。本明細書中に表されている研究が示すごとくに、該移植材料は骨の再生／修復に明
らかに関与している骨切り術間隙の細胞による外生プラスミド構築体の標的化された取り
込みを促進する。機能的マーカー遺伝子産物のin vivoでの発現によって証明されるごと
くに、導入遺伝子は細胞の取り込みに続き、組換えポリペプチドの発現を指示する。
骨栄養遺伝子の導入の結果、組換え骨栄養分子の細胞内発現が起こり、その発現が新しい
骨の形成の促進に直接関連していることを実証するさらなる研究が、本明細書中に示され
ている。特に、BMP-4をコードする遺伝子導入ベクターおよびヒトPTM1-34の断片をコード
する遺伝子導入ベクターは、単独で、また組み合わさって新しい骨の形成を促進すると考
えられる。比較的多数の候補遺伝子を検討した後に、ヒト副甲状腺ホルモン、hPTh1-34の
断片をコードする遺伝子導入ベクターは、Spraque-Dewleyラットにおいて新しい骨の形成
を促進すると考えられ、このことは、ヒトペプチドがラットの骨芽細胞表面のPTH/PTHrP
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受容体と効率よく結合できることを示唆するものである。
５．４．軟組織
また、本発明を用いて靱帯、腱、軟骨および皮膚のごとき軟組織の成長または再生を促進
してもよい。外傷による骨格結合組織の損傷は、種々の成長因子をコードする遺伝子を含
有するマトリックスを用いて治療してもよい。通常、結合組織は細胞および特徴的な組織
構造で組織された細胞外マトリックスから成り立つ。組織の創傷はこの構造を破壊し、創
傷治癒反応を刺激する。瘢痕組織は結合組織の正常な機械的機能を妨害するので、損傷組
織が瘢痕組織を形成することなく再生することが重要である場合に、本発明の方法は結合
組織の成長および再生の刺激に特によく適合する。
種々の成長因子を用いて軟組織の修復を促進することができる。これらには、限定される
ものではないが、細胞外マトリックス蛋白質に関してコードする遺伝子の発現を促進する
TGF-βスーパーファミリーのメンバー（例えばTGF-β自身）、およびEFGおよびPDGFのご
とき他のサイトカイン類が含まれる。用い得る他の遺伝子の例としては、（a）ペプチド
増殖および分化因子類、インターロイキン類、ケモカイン類、インターフェロン類、コロ
ニー刺激因子類のごときサイトカイン類；（b）FGFおよびVEGFのごとき血管新生因子類；
（c）コラーゲン、ラミニンおよびフィブロネクチンのごとき細胞外マトリックス蛋白質
；（d）細胞接着分子ファミリー（例えば、インテグリン、セレクチン、N-CAMおよびL1の
ごときIgファミリーメンバー、およびカドヘリン）；（e）I型およびII型TGF-β受容体お
よびFGF受容体のごとき細胞表面サイトカインシグナリング受容体；（f）βグリカンおよ
びシンデカンのごとき非シグナリングコレセプター；（g）シグナル変換キナーゼファミ
リー；（h）タリンおよびビンクリンのごとき細胞骨格蛋白質；（i）潜在TGF-β結合蛋白
質ファミリーのごときサイトカイン結合蛋白質；および（j）転写因子のごとき核トラン
ス（trans）作用蛋白質が挙げられる。
ひとたび形成されれば、かかるマトリックスを、次いで、哺乳類宿主内の傷ついた結合組
織の領域に置けばよい。該遺伝子活性化マトリックスは傷ついた結合組織の領域に直接注
入してもよい。そうでなければ、関節鏡による手術のごとき外科的手法を用いて、傷つい
た結合組織の領域へ該マトリックスを送達してもよい。
５．５．器官再生
また、本発明を用いて器官組織の修復および再生を促進してもよい。外傷または外科手術
による器官の損傷は、本発明の方法を用いて治療できる。肝臓の場合、肝臓は過剰なアル
コール摂取によって、もしくは肝炎ウイルスファミリーのごとき種々のタイプの感染性病
原体の感染によって損傷を受ける可能性がある。同様に腎臓は、通常、腎臓病に起因する
損傷の結果として機能不全を起こすと考えられる。食道、胃または十二指腸の粘膜には、
胃液中の酸およびペプシンによって引き起こされた潰瘍が含まれる可能性がある。該潰瘍
もまた、細菌ヘリコバクター・ピロリ（Helicobacter pylori）を伴う胃粘膜細胞の住み
着きより生じる可能性がある。これら器官および疾病は例示としてのみ提供され、実際に
本発明を用いて疾病を治療したり、またはその体内の何れの器官においても器官の再生を
促進することができる。
細胞の増殖および分化を刺激し、かつ／または組織の形態形成を調節するサイトカイン類
をコードするＤＮＡを含有するマトリックスは、適切な器官部位に移植してよい。かかる
因子としては、限定されるものではないが、形質転換成長因子ファミリーの蛋白質、血小
板誘導成長因子（PDFG）、インスリン様成長因子（IGF）および骨芽細胞成長因子（FGF）
が挙げられる。いくつかの例では、所与の器官、すなわち、肝細胞、腎細胞または心臓細
胞などに対して特異的な細胞種の増殖を促進する成長因子類および／またはサイトカイン
類を発現させることが有用であると考えられる。例えば、肝細胞成長因子を発現させて、
肝臓における創傷治癒過程を促進すればよい。ヘリコバクター感染に起因する潰瘍の治療
のためには、該遺伝子活性化マトリックスは抗微生物蛋白質をコードするＤＮＡを含めば
よい。
本発明の遺伝子活性化マトリックスは、治療される器官に外科的に移植することができる
。別法として、ラプロスコープ（laproscopic）外科手術手法を利用して遺伝子活性化マ
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トリックスを体内に導入してもよい。その治療が損傷組織の応答下にある場合、本来の創
傷治癒過程が修復細胞の移植マトリックスへの移動および増殖を刺激するであろう。また
、該遺伝子活性化マトリックス損傷を受けていない器官へ導入された場合、例えば、マト
リックスが移植され創傷治癒に無関係の治療上の蛋白質を発現した場合、その創傷治癒過
程は損傷組織の誘導によって刺激することができる。
５．６．血管形成の調節
本発明はまた、血管の形成や延伸又は脈管形成や血管形成をそれぞれ調節するために使用
することもできる。これらの生理学的過程は共に創傷治癒や器官再生で重要な役割を果た
している。
先ず、創傷部位に、コラーゲン、マトリックス及び血管の混合物である肉芽組織が沈着し
、そして組織修復中に創傷に強度を与える。新しい血管の形成には血管内皮細胞の増殖、
移動及び浸潤が関与し、そして多様なポリペプチド増殖因子によって調節されることが知
られている。内皮細胞増殖促進活性を有する幾つかのポリペプチドが同定されており、こ
れらには酸性及び塩基性繊維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）
及び胎盤由来増殖因子（ＰＤＧＦ）が含まれる。
血管の形成や延伸を刺激するために、このような増殖因子をコードするＤＮＡをマトリッ
クス内に組み込み、そしてこれらのマトリックスを宿主に移植することができる。場合に
よっては、組織を損傷させて創傷治癒過程を誘発する必要があるかもしれない。
例えば、固形腫瘍の増殖に関連のある血管形成（増殖が血管形成に依拠している）におい
ては、血管形成の増殖を阻止することが望ましいことがある。腫瘍の血管形成は血管形成
の負のインヒビター、例えばトロンボスポンジン又はアンギオスタチンをコードしている
ＤＮＡを導入（transfer）して阻止することができる。本発明の特定の実施態様では、例
えばトロンボスポンジン又はアンギオスタチンをコードしているＤＮＡをマトリックス内
に組み込み、続いてこのマトリックスを患者の腫瘍部位に移植することができる。
５．７．皮膚の修復
本発明はまた、皮膚組織の増殖や修復を刺激するために使用することもできる。皮膚領域
の損傷に係わる創傷、特に大火傷の場合には、感染を防止し、体液損失を減少させそして
瘢痕形成可能領域を減少させるために皮膚は非常に急速に増殖することが重要である。火
傷、穿刺創、切り傷及び／又は擦過傷から生じる皮膚損傷は、本発明の遺伝子活性化マト
リックスを使用して治療することができる。乾癬、アトピー性皮膚炎のような皮膚疾患、
又は真菌、細菌及びウイルス性感染若しくはメラノーマのような皮膚癌の治療から生じる
皮膚損傷も本発明の方法を使用して治療することができる。
中心基底幹細胞、ケラチノサイト、メラノサイト、ランゲルハンス細胞及びメルケル細胞
を含む皮膚細胞の増殖や分化を刺激するサイトカインをコードしているＤＮＡを含有する
マトリックスを使用して皮膚損傷及び疾患を治療することができる。遺伝子活性化マトリ
ックスは２つの機能、即ち感染や脱水から創傷を保護しそして修復細胞に取り込まれるＤ
ＮＡを供給する機能を果たす。本発明の遺伝子活性化マトリックスには、皮膚パッチ、死
体皮膚、バンドエイド、ガーゼパッド、米国特許4,505,266若しくは米国特許4,485,097に
開示されているようなコラーゲン格子、局所クリーム又はゲルを含めることができる。上
記マトリックスを創傷部位に適用する前に、損傷皮膚又は失活組織を除去することができ
る。マトリックス内に組み込まれるＤＮＡは、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）又は上
皮増殖因子（ＥＧＦ）を含む多種多様な増殖因子をコードしていることができる。治癒過
程の一部としての上皮細胞移動や増殖の強力な誘発因子であることが示されているＩＬ-
１をコードしているＤＮＡを本発明のマトリックス内に組み込むこともできる。
６．　実施例：骨遺伝子導入に使用される移植材料
インビボにおける骨修復及び／又は再生部位に遺伝子を導入するために種々の移植材料を
使用することができる。これらの材料は、骨再増殖部位に導入させるＤＮＡ又は遺伝子を
含有する溶液中に浸漬される。或いは、好ましい製造方法としてＤＮＡをマトリックス内
に組み込むことができる。
適当な材料の１つの特別の例は繊維性コラーゲンであり、そしてこれは、組織から抽出し
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て部分的に精製した後に凍結乾燥しそしてその後滅菌することができる。もう１つの特に
好ましいコラーゲンはII型コラーゲンであり、最も特に好ましいコラーゲンは組換えII型
コラーゲン又は鉱化II型コラーゲンのいずれかである。骨切断部位に配置する前に、移植
材料は無菌条件下でＤＮＡ（又はウイルス）溶液に浸漬する。浸漬は適当且つ好都合な期
間、例えば、６分から一夜までの期間であることができる。ＤＮＡ（例えば、プラスミド
）溶液は無菌の水溶液、例えば滅菌水又は許容可能な緩衝液であることができ、その濃度
は一般的には約0.5～1.0mg/mlである。現在好ましいプラスミドはｐＧＬ２（Ｐromega）
、ｐＳＶ40β-gal、ｐＡd.ＣＭＶlacＺ及びpcＤＮＡ3のようなものである。
７．　実施例：トランスジーン発現後のインビボタンパク質検出
７．１．β-ガラクトシダーゼトランスジーン
細菌性β-ガラクトシダーゼは免疫組織化学的に検出することができる。骨切断組織標本
をブアン固定液中で固定し、鉱物質を除去し、そしてその後縦軸平面に沿って半分に分け
た。各標本の半分は、その後の細菌性β-ガラクトシダーゼタンパク質の免疫組織化学的
同定用にパラフィンに包埋した。
免疫組織化学用に、横断面切片（２～３mm厚さ）をポリ-Ｌ-リジンで被覆した顕微鏡スラ
イドに移しそしてアセトン中０℃で少なくとも20分間固定した。切片はＰＢＳ中で再水和
した。内因性ペルオキシダーゼ活性は、0.1％の過酸化水素（95％メタノール中）中室温
で10分間組織切片を浸漬して停止させ、そして停止させた切片はＰＢＳ中で３回洗浄した
。場合によっては、切片化した頭蓋冠を４％ＥＤＴＡ、５％ポリビニルピロリドン及び７
％スクロース、ｐＨ7.4中４℃で24時間浸漬して鉱物質を除去した。鉱物質除去切片は抗
体に適用する前に３回洗浄した。一次抗体はハイブリドーマ上清液の形態で希釈しないで
使用した。精製した抗体は５mg／mlの濃度で組織切片に適用した。一次抗体はビオチン化
ウサギ抗マウスＩgＧ及びペルオキシダーゼ結合ストレプトアビジン（ＺymedＨistostain
-ＳＰkit）で検出した。ペルオキシダーゼ染色後、切片をヘマトキシリンで対比染色した
。
細菌性β-galは、市販で入手できるキット（例えば、Ｐromega）を製造者の指示に従って
使用して基質使用アッセイによっても検出した。
７．２．ルシフェラーゼトランスジーン
ルシフェラーゼは市販で入手できるキット（例えば、Ｐromega）を製造者の指示に従って
使用して基質使用アッセイで検出した。
７．３．ＰＴＨトランスジーン
組換えＰＴＨ、例えばｈＰＴＨ1-34ペプチドは骨切断間隙組織のホモジネート中で、例え
ば、市販で入手できる２つのラジオイムノアッセイキットを製造者のプロトコール（Ｎic
hols InstituteＤiagnostics、カリフォルニア州サンジュアンカピストラノ）に従って使
用してアッセイした。
１つのキットは無傷ＰＴＨ-副甲状腺ホルモン100Ｔキット（Ｉntact ＰＴＨ-Ｐarathyroi
dＨormone 100ＴＫit）である。このラジオイムノアッセイは無傷ホルモンのカルボキシ
末端に対する抗体を使用しており、そしてこれは間隙骨切断組織中のホルモンの内因値を
測定するために使用する。このアッセイを使用してラット骨切断モデルの基線値ＰＴＨ発
現を確立することができる。
２番目のキットは、ラットＰＴＨを測定するための２部位免疫放射線測定キットである。
このキットは無傷ラットホルモンのアミノ末端（ＰＴＨ1-34）に特異的な親和性精製抗体
を使用しており、そしてその結果内因性ＰＴＨ産生並びに組換えタンパク質を測定する。
以前の研究でこれらの抗体はヒトＰＴＨと交差反応しそしてインビボで組換え分子を認識
できることが示されている。
キット番号１（カルボキシ末端に対する抗体）で得られた値をキット番号２（アミノ末端
に対する抗体）で得られた値から差し引いて、正確且つ感度の高い測定値を得た。かくし
て、組換えペプチドの値を新しい骨の形成度と相互に関連させた。
７．４．ＢＭＰトランスジーン
ＢＭＰタンパク質、例えばネズミＢＭＰ-4トランスジーンペプチド産物は、ＨＡエピトー
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プ（Ｍajmudar等、1991年、Ｊ．Ｂone and Ｍin. Ｒes. 6:869～881）を認識する特異的
な抗体、例えばベーリンガー-マンハイム（Ｂoehringer-Ｍannheim）から入手できるモノ
クローナル抗体を使用して免疫組織化学的に検出した。ＢＭＰタンパク質自体に対する抗
体を使用することもできる。このような抗体は種々のイムノアッセイ方法と一緒に米国特
許4,857,456に記載されており、そしてこれは参照して本明細書に組み入れる。
骨切断組織標本はブアン固定液中で固定し、鉱物質を除去し、そしてその後縦軸平面に沿
って半分に分けた。各標本の半分は、その後の組換えネズミＢＭＰ-４分子の免疫組織化
学的同定用にパラフィンに包埋した。
８．　実施例：骨向性遺伝子の導入はインビボにおける骨再生／修復を刺激する
遺伝子導入を使用して、組換えｈＰＴＨ1-34をインビボで構造的に発現するトランスフェ
クションされた細胞を創製し得たかどうか、そしてこのトランスジーンが骨形成を刺激し
得るかどうかを研究するために、次の実験を設計した。新しい骨の形成速度は次のように
して分析した。剖検で、骨切断部位を組織形態測定分析用に注意深く解剖した。仮骨組織
のＡ－Ｐ及びＭ－Ｌ寸法はカリパスを使用して測定する。次いで、標本はブアン固定液に
浸漬して固定し、エタノールで洗浄し、そして緩衝化したギ酸中で鉱物質を除去した。試
料調製及び切片化中のメタクリレートの寸法安定性が優れているため、脱石灰した材料の
プラスチック包埋を使用した。
組織ブロックは、アルコール濃度を高めて脱水しそして包埋した。５mm厚さの切片は、ラ
イチャートポリコット（Ｒeichert Ｐolycot）ミクロトームを使用して冠状面で切断した
。切片は試料採取の偏りを抑制するために骨髄腔の幅全体の中ほどから調製した。光学顕
微鏡用の切片は、骨、類骨、軟骨及び繊維組織を識別するために修正ゴールドナー（Ｇol
dner）のトリクローム染色を使用して染色した。切片は、オイキット（Ｅukitt）のマウ
ンティングメディウム（Ｃalibrated Instruments、ニューヨーク州アードスレイ）を使
用してカバーを素早く移動させた。組織形態測定分析は、ニコンオプチホトリサーチ（Ｎ
ikonＯptiphot Ｒesearch）顕微鏡を使用して明視野下で実施した。標準点カウント立体
学技術は10mm×10mmの接眼レンズ網状格子を使用した。
総仮骨面積は治癒反応の全体的な強さの指標として125倍の倍率で測定した。骨、軟骨及
び繊維組織の面積フラクションは、仮骨形成に対する各組織の相対的寄与を調べるために
250倍の倍率で測定した。骨切断間隙の寸法は基線（時間０）を反映しているので、その
後の時間間隔での骨面積の測定を使用して骨充満（bone infill）速度を示した。統計的
有意性は変動分析を使用して評価し、その後の群間の比較はタキィ（Ｔukey）のスチュー
ゲント範囲試験を使用して行った。
上記した５mmのラット骨切断モデルで、ＰＴＨトランスジーン発現は生存動物の骨再生／
修復を刺激し得ることが見い出された。これは、ｈＰＴＨ1-34が連続的に投与されたとき
とは対照的に断続的に投与されたときに一層強力な同化作用物質であることが知られてお
り、そしてここで使用される遺伝子導入方法で得られるのは連続型の送達であるので、特
に重要な所見である。
９．　実施例：インビボで再生中の骨への直接的な遺伝子導入
哺乳類発現プラスミドＤＮＡを含有する遺伝子活性化マトリックスを、成熟雄大腿骨内に
創製された大きな分節間隙に移植した。ベータ-ガラクトシダーゼ又はルシフェラーゼプ
ラスミドを含有する遺伝子活性化マトリックスの移植は、上記間隙内に増殖中の修復細胞
によるＤＮＡ取り込み及び機能酵素発現をもたらした。更に、骨形態形成タンパク質-４
プラスミドか又は副甲状腺ホルモンのフラグメント（アミノ酸１～34）をコードするプラ
スミドのどちらかを含有する遺伝子活性化マトリックスを移植すると、上記間隙に充満し
ている新しい骨の生物学的応答をもたらした。最後に、インビトロで相乗的に作用するこ
とが示されている骨形態形成タンパク質-４及び副甲状腺ホルモンフラグメントをコード
する２つのプラスミド遺伝子で活性化したマトリックスを移植すると、どちらかの因子単
独より急速に新しい骨が形成された。これらの研究は、骨中の修復細胞をインビボで遺伝
的に操作できることを初めて示している。本発明の遺伝子活性化マトリックスは修復繊維
芽細胞の生物学及び創傷治癒応答を試験する有用なツールとして使用できるが、広範な治
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療的有用性も有している。
９．１．材料及び方法
９．１．１．哺乳類宿主モデル
５mmの骨切断物を作るために、直径1.2mmの４つのピンを正常な成熟スプラーグ-ドーリー
ラットの大腿骨幹内に全身麻酔下でそして常に洗浄し乍らねじ入れた。外科用型版で平行
なピン配置を誘導し、そしてこれはフルオログラフィーで確認した（ピンは固定器具位置
の端から3.5mmそして2.5mm離して設置した）。次いで、外部固定器具の位置（30×10×5m
m）をピン上に確保した。外部固定器具プレートはＣＮＣミル上にアルミニウム合金で組
み立てて高い寛容性を確保した。ロックワッシャーを連結させて予め組み立てた締め具と
糸を通したピンはステンレス鋼製であった。固定器具の部品は全て、外科手術前に酸化エ
チレンガスで滅菌した。５mmの分節欠損は、ホールミクロ（Ｈall Ｍicro）100振動のこ
ぎり（Ｚimmer Inc.、インディアナ州ワルソー）を用いて骨幹中央に創製した。コラーゲ
ンスポンジは、凝血塊で取り囲まれるまで骨切断間隙内に位置させそして維持した；予備
的研究で、この手段によってスポンジは骨切断部位で固定されることが示された。皮膚切
開部はステープルで閉じた。上記固定器具で必要な安定性が提供されたので、哺乳類宿主
の移動は数週間制限されなかった。
９．１．２．免疫組織化学
光学顕微鏡用に組織を調製し、そして免疫組織化学は記載された（Ｗong等、1992年、Ｊ
．Ｂiol.Ｃhem.267:5592～5598）ようにして実施した。組織学切片は市販で入手できる抗
-β-gal抗体（１：200希釈、５Ｐrime→３Ｐrime）及び市販で入手できる抗-ＨＡ．11ポ
リクローナル抗体（１：500希釈、ＢＡbＣＯ）と共にインキュベートした。
９．１．３．ルシフェラーゼ及びβ-gal酵素アッセイ
ルシフェラーゼ及びβ-gal活性はルシフェラーゼアッセイ系（Ｐromega）及びβ-ガラク
トシダーゼ酵素アッセイ系（Ｐromega）を製造者が提供したプロトコールに従って使用し
て測定した。
９．１．４．ｐＧＡＭ1発現プラスミド
ｐＧＡＭ1を組み立てるために、ｍＲＮＡは、キット試薬及びプロトコール（Ｐoly ＡＴ
ＴractmＲＮＡ単離系Ｉ、Ｐromega）を使用して13.5日のｐ．ｃ．ＣＤ-１マウス胎仔から
調製した。ｍＲＮＡのアリコートを使用し、市販の試薬（逆転写酵素系、Ｐromega）を使
用してｃＤＮＡを産生させた。全長のマウスＢＭＰ-４ｃＤＮＡコード化配列は次の条件
：94℃、４分、１サイクル；94℃、１分、65℃、１分、72℃、１分、30サイクル；72℃、
８分、１サイクルを使用して、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）で産生させた。ＰＣＲプ
ライマーの配列は既知のマウスＢＭＰ-４配列（ＧenＢank）：上流プライマー－５’ＣＣ
ＡＴＧＡＴＴＣＣＴＧＧＴＡＡＣＣＧＡＡＴＧＣＴＧ３’；下流プライマー－５’ＣＴＣ
ＡＧＣＧＧＣＡＴＣＣＧＣＡＣＣＣＣＴＣ３’に基づいていた。予想された大きさ（1.3K
b）の単一ＰＣＲ産物をアガロースゲル電気泳動で精製し、そしてＴＡクローニングベク
ター（Invitrogen）内にクローン化した。ＢＭＰ-４挿入物の５’末端は、ＨＡエピトー
プをコードする27ヌクレオチド配列を添加してさらに修飾し（ＰＣＲ）、そしてＢＭＰ-
４挿入物をｐｃＤＮＡ3発現ベクター（ＩnＶitrogen）内にクローン化した。プラスミド
ＤＮＡを調製しそして配列を決定して（両ストランド）、ＢＭＰ-４挿入物の配向及び完
全性を確かめた。
ｐＧＡＭ1プラスミドはインビトロ転写及び翻訳キット（ＴＮＴＴ7が結合した網状赤血球
溶解物系、Ｐromega）を製造者が提供したプロトコールに従って使用して発現させた。タ
ンパク質放射性標識、免疫沈降、試料調製及びＳＤＳ-ＰＡＧＥ、オートラジオグラフィ
ー、一時的なトランスフェクション及びウエスタン分析は記載されたようにして実施した
（Ｙin等、1995年、Ｊ．Ｂiol．Ｃhem.270: 10147～10160）。
９．１．５．ｐＧＡＭ2発現プラスミド
アミノ酸プレプロール－34をコードしているヒト副甲状腺ホルモンｃＤＮＡフラグメント
はＰＣＲで産生させた。ＰＣＲプライマーの配列は既知のヒトＰＴＨ配列（ＧenＢank）
：上流プライマー－５’ＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＧＡＴＧＡＴＡＣＣＴＧＣＡＡＡＡＧＡＣ
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ＡＴＧ３’；下流プライマー－５’ＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＧＴＣＡＡＡＡＡＴＴＧＴＧＣ
ＡＣＡＴＣＣ３’に基づいていた。このプライマー対はＰＣＲフラグメントの両末端にＢ
amＨI部位を創製した。このフラグメントをＢamＨIで消化しそしてＰＬＪレトロウイルス
ベクター（Ｗilson等、1992年、Ｅndocrinol.130: 2947～2954）のＢamＨIクローニング
部位に結合させた。
コード化配向に挿入物を有するクローン（ｐＧＡＭ2）を最終的に単離しそしてＤＮＡ配
列分析で特徴を決定した。
レトロウイルスストックを産生させるために、ψＣＲＩＰパッケージング細胞系（Ｗilso
n，Ｊ．Ｍ．等、1992年、Ｅndocrinology130: 2947～2954）を、リン酸カルシウム方法を
使用して10μgの組換えベクターＤＮＡでトランスフェクションした。一夜インキュベー
ションした後、レトロウイルス粒子を含有する培養培地（10％ウシ胎児血清、ペニシリン
（100単位／ml）及びストレプトマイシン（100mg／ml）（試薬は全てＧibco-ＢＲＬＬife
 Ｔechnologies, Inc.から）を補充したＤulbeccoの修正イーグル培地）を回収し、そし
て培養したＲat-１細胞に適用した。成功裏に形質導入されたＲat-１細胞の独立のクロー
ンは、標準的な感染及び選択方法で取得した。簡単に述べると、培養したＲat-１細胞は
集密になるまで増殖させ、１：10に分割し、そしてＧ418（１mg／ml。Ｇibco-ＢＲＬＬif
e Ｔechnologies, Inc.）内で選択した。或る場合には、抗生物質耐性コロニーを単一培
養物中にプールした。他の場合には耐性細胞の単一コロニーを維持した。同様な方法を使
用して、細菌性ｂ-gal酵素をコードしているＢＡＧＴレトロウイルスで形質導入されたＲ
at-１細胞のクローンを産生させた。
細胞培養培地中のｈＰＴＨ1-34濃度は、市販のラジオイムノアッセイキット（ＩＮＳ-Ｐ
ＴＨ、Ｎichols）を使用しそして製造者のプロトコールに従って評価した。ｐＧＡＭ2に
よってコードされるペプチドの生物学的活性は記載された（ＭcＣauley等、1994年、Ｍol
．Ｃell.Ｅndocrinol.101: 331～336）ようにして評価した。
９．１．６．遺伝子で活性化したコラーゲンスポンジの調製
各骨切断間隙用に、凍結乾燥ウシ気管コラーゲン（10mg、Ｓigma）を、0.5～1.0mgのプラ
スミドＤＮＡの滅菌溶液に完全に浸し、そして移植前に４℃で１～16時間インキュベート
した。
９．１．７．ラジオグラフィー
携帯Ｘ線ユニット（ＧＥ、モデル100）を使用して哺乳類宿主を覚醒させ乍ら、週に１回
簡易フィルムラジオグラフ（後部－前部図）を得た。暴露は57kv及び15maで１/10秒であ
った。
９．２．結果
９．２．１．骨切断モデル
我々のモデル系では成熟ラット大腿骨の５mmの骨幹中央骨切断術を使用した。骨切断間隙
は４個のピンの外部固定器具で安定化させた。ラットの骨切断修復は外科手術後９週間ま
でに完結するが、修復の態様は間隙の大きさに依存する：２mmの間隙は骨癒合で治癒する
が、５mmの間隙は繊維性の非癒合で治癒する（Ｒouleau，Ｊ．Ｐ．等、Ｔrans．Ｏrtho．
Ｒes．Ｓoc．20:）。対照哺乳類宿主を外科手術後13週間までの間維持すると、５mmの間
隙が典型的には繊維性の非癒合によって治癒するという観察が確認された。週に１回の簡
易フィルムラジオグラフィーと組織学（図１Ａ～Ｄ）によって、５mmの骨切断単独（ｎ＝
３）、５mmの骨切断とコラーゲンスポンジ（ｎ＝10）又は５mmの骨切断とマーカー遺伝子
露出プラスミドＤＮＡを含有するコラーゲンスポンジ（ｎ＝23）のいずれかを受けた哺乳
類宿主では骨が形成しなかったことが示された。36の対照間隙は全て繊維組織の沈着によ
って治癒した。対照大腿骨は巣状骨膜の新骨形成（ピン配置の合併症）を示した。間隙組
織における巣状の一時的な炎症性応答（リンパ球及びマクロファージ）も外科手術後に観
察された。
９．２．２．マーカー遺伝子試験
予備的な実現可能な試験で、lacＺ及びβ-gal発現プラスミドＤＮＡはインビボで首尾良
く導入された。この目的は遺伝子活性化マトリックス調製プロトコール及び手術後の時間
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経過を標準化することであった。ルシフェラーゼをコードしているＧＡＭを１匹のラット
の骨切断間隙に入れ、そしてβ-galをコードしている遺伝子活性化マトリックスを別の動
物の間隙に入れた。３週間後、周囲の骨、軟骨及び骨格筋を注意して切除した後に、間隙
ホモジネート（肉芽組織を構成する）を調製した。各ホモジネートのアリコートは、基質
使用アッセイで酵素発現について評価した。予想された酵素活性が各ホモジネート試料で
検出された。条件を変えた（例えば、ＤＮＡ投与量、タンパク質発現をアッセイする時間
）他の実験で陽性の結果が得られた。
９．２．３．ＢＭＰ-４遺伝子導入
間隙細胞はマトリックスからプラスミドＤＮＡを取り込んだ後に機能酵素を発現すること
が証明されたので、我々は遺伝子導入を使用して骨再生を調節できるかどうかを求めた。
我々はＢＭＰ-４、即ち、通常は骨折修復中に前駆細胞によって発現される骨形成誘発因
子の過剰発現を選択した。全長マウスＢＭＰ-４ｃＤＮＡをＰＣＲで産生させ、そしてｐ
ｃＤＮＡ3（Ｉnvitrogen）真核生物発現ベクター内にサブクローン化した（図２）。組換
えタンパク質を特異的に検出するために、赤血球凝集素（ＨＡ）エピトープを添加してＢ
ＭＰ-４コード化配列の３’末端を修飾した。組換えＢＭＰ-４は、インビトロ転写及び翻
訳プロトコールを使用してこの構築物（ｐＧＡＭＩ）から発現させた。免疫沈降試験によ
って、抗-ＨＡポリクローナル抗体がＨＡエピトープを認識し得ることが確立された。組
換えＢＭＰ-４の生合成は、ＰＧＡＭＩプラスミドＤＮＡと共に培養した293Ｔ細胞の一時
的なトランスフェクション後に評価した。免疫沈降で示されるように、ＢＭＰ-４分子は
ホモ二量体に組み立てられ、分泌され、そして予想されたように処理された。総合すると
、これらの結果によってＨＡ-エピトープが抗-ＨＡポリクローナル抗体で認識されること
が確立された。
ｐＧＡＭＩＤＮＡを含有するコラーゲンスポンジを９匹の成熟ラットの間隙内に入れ、４
～24週間維持した。外科手術の４週間後に屠殺した１匹の哺乳類宿主で、抗-ＨＡ抗体を
使用する免疫組織化学試験によって上記間隙内での修復繊維芽細胞によるＰＧＡＭＩ発現
が証明された。我々が13匹の対照哺乳類宿主から得られる間隙組織の調査で疑似陽性染色
を観察しなかったことを所与のものとすれば、上記のことは有意であった。外科手術の両
境界から生じる新しい骨の顕微鏡的巣状物が４週間標本でも観察された。自己誘発による
骨形成に関する古典的な記載（Ｕrist、1965年、Ｓcience150: 893～899）と一致して、
これらの巣状物は大きい立方形の骨芽細胞が表面についた骨板からなっており、そして多
形性の紡錘形繊維芽細胞と毛細血管から構成された細胞結合組織で支持されていた。外科
手術５～12週間後に屠殺した７匹の哺乳類宿主では、たとえトランスジーンでコードされ
るＢＭＰ-４が免疫組織化学で検出されなかったとしても、ラジオグラフによる新骨量は
着実に増加した（図３Ａ）。骨切断間隙を横切って外科手術境界から伸びる新しい骨とし
て定義される架橋形成は典型的には９週間までに観察された。９番目の哺乳類宿主は外科
手術後24週間の間合併症なしに生存した。外部固定器具を除去できるほど十分な新骨が18
週間までに形成され、そして哺乳類宿主は更に６週間の間良好に動き回った（図３Ａ）。
屠殺時に、間隙は新しい骨で満たされており、間隙の遠位境界近くの放射線透過性組織の
薄片を除いて活発に再形成された。哺乳類宿主が固定されないで首尾良く動き回っていた
ことを所与のものとすると、この片は部分的に鉱物質化されていると考えられた。この仮
説と一致して、生物力学的試験（Ｆrankenburg等、1994年、Ｔrans．Ｏrtho．Ｒes．Ｓoc
．19:513）によって、治癒した間隙は同じ哺乳類宿主から得られる手術しなかった大腿骨
と本質的に同一の機械的強度を有している（6.3％の差異、最大トルク試験）ことが示さ
れた。対側性（手術していない）大腿骨のラジオグラフの外観は９つの全ての場合で変化
しておらず、遺伝子導入及びＢＭＰ-４過剰発現の効果が骨切断間隙に限定されることを
示していた。
９．２．４．プラスミドカクテル（ＢＭＰ-４＋ＰＴＨ1-34）の導入及び発現
骨再生は通常、調節された配列内で作用する多数の因子によって支配されるので、幾つか
の同化作用因子の発現によって単一因子単独より強力に骨形成が刺激されるのではないか
と我々は考えた。この仮説を評価するために、我々はＢＭＰ-４と副甲状腺ホルモン（Ｐ
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ＴＨ）のペプチドフラグメントをコードしている２-プラスミドＧＡＭを送達することを
選択した。ＰＴＨは血漿及び細胞外流体のＣa＋２濃度を上昇させる84アミノ酸のホルモ
ンである。骨格組織では、生物学的活性の構造的要件を有しているＰＴＨフラグメント（
アミノ酸１～34）の断続的投与によって真の同化作用効果がもたらされる：多数のインビ
ボ及びインビトロ試験は、哺乳類宿主（ラットを含む）においてＰＴＨ1-34を投与すると
、破骨細胞に対する阻止効果と骨形成細胞に対する刺激効果の組合せによって高品質の非
結合骨形成が生じるという強力な証拠を提供している（Ｄempster等、1993年、Ｅndocrin
．Ｒev．14:690～709）。ＰＴＨ1-34ペプチドはＢＭＰ-４と相乗的に相互作用することが
知られており、そしてＢＭＰ-４は分化中の骨芽細胞における機能細胞表面のＰＴＨレセ
プターの発現を上方に調節する（Ａhrens等、1993年、Ｊ．Ｂone Ｍin． Ｒes． 12:871
～880）。
ヒトＰＴＨ1-34をコードするｃＤＮＡフラグメントはＰＣＲで産生させた。その生物学的
活性を確立するために、このフラグメントをＰＬＪレトロウイルスベクター内にサブクロ
ーン化して（Ｗilson等、1992年、Ｅndocrin、130:2947～2954）、ｐＧＡＭ2発現プラス
ミドを産生させた（図４Ａ）。複製欠如組換えレトロウイルスのストックを調製し、そし
て培養中のＲat-Ｉ細胞に適用した。形質導入されたＲat-Ｉ細胞の独立のクローンが得ら
れ、そしてレトロウイルスＤＮＡの安定した組込み及び発現がサザン及びノーザン分析で
証明された。ラジオイムノアッセイを使用して、個々のクローンのならし培地中でヒトＰ
ＴＨ１－34の濃度を確立した。ＲＯＳ 17／2.8細胞は、Ｇタンパク質結合レセプタースー
パーファミリーに属するＰＴＨ細胞表面レセプターを有している（Ｄempster等、1993年
、Ｅndocrin．Ｒev．14:690～709）。安定的に形質導入された細胞系（ラジオイムノアッ
セイで＞２pg／mlを分泌する）から得られるならし培地のアリコートと共にＲＯＳ 17／2
.8細胞をインキュベーションすると、対照に対してＣＡＭＰ応答が2.7倍上昇し、これは
分泌されたＰＴＨ1-34ペプチドが生物学的に活性であることを確立する１つの結果であっ
た。
次いで、ｐＧＡＭ2プラスミドＤＮＡを単独で含有しているＧＡＭで刺激され、ＢＭＰ-４
とＰＴＨ1-34発現プラスミドＤＮＡを一緒に含有している骨ＧＡＭを更に３匹の哺乳類宿
主の骨切断間隙に移植した。３匹の哺乳類宿主の全てで４週間までに架橋形成が観察され
（１匹の哺乳類宿主はこの時点で組織学用に屠殺した）、そして残りの哺乳類宿主では移
植後12週間までに外部固定器具を除去できるほど十分な新骨が形成していた（図５）。両
哺乳類宿主は、それぞれ移植15及び26週間後の公表時に良好に動き回っている。簡易フィ
ルムラジオグラフィーに基づいて、遺伝子導入及び過剰発現の効果は再度、骨切断間隙に
限定されるように思われた。
コラーゲンスポンジを使用する試験に続いて、プラスミドＤＮＡは、ポリ乳酸－ポリグリ
コール酸粒子のブロックコポリマーの調製物内にカプセル化させた後に持続形態で細胞に
送達され得ることも知られている。これらの結果は、ポリ乳酸－ポリグリコール酸粒子か
ら放出されるプラスミドＤＮＡで培養細胞をトランスフェクションさせ得ることを示して
いる。これらの結果はまた、インビボ修復繊維芽細胞（ラット骨切断モデル）がポリ乳酸
－ポリグリコール酸粒子のブロックコポリマーから放出されるプラスミドＤＮＡを取り込
みそして発現することも示していた。図７は、インビボ修復繊維芽細胞（ラット骨切断モ
デル）がポリ乳酸－ポリグリコール酸粒子からの放出後にｐＧＡＭ2プラスミドＤＮＡを
取り込みそして発現することを示している。図７に示されるように、プラスミドでコード
されるＰＴＨ1-34の発現は骨切断間隙における顕著な新骨形成と関係がある。総合すると
、これらの試験は、遺伝子活性化マトリックス技術の成功がコラーゲン性マトリックスに
依存していないことを示している。それ故、この技術は十分に広範囲であるので、生物学
的及び合成マトリックスの両方と組み合わせることができる。
１０．実施例：再生しつつある腱および再生しつつある十字靭帯へのin vivoにおける遺
伝子の導入
アキレス腱および靭帯（肩および膝）の修復では、損傷組織の機械的な能力を高めるため
に、瘢痕形成を刺激することが臨床上必要である。アキレス腱に部分的な欠損を作り、新
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規な生体素材である小腸粘膜下組織またはＳＩＳを、腱移植片／分子送達剤として用いる
モデル系が開発された。本実施例では、ＳＩＳ移植片を用いて、マーカー遺伝子構築物を
、再生しつつある腱組織内に送達し発現させる能力について説明する。
１０．１．材料および方法
アキレス腱に部分的な欠損を作り、ＳＩＳ標品を腱移植片／分子送達系として用いた。プ
ラスミド（ｐＳＶｏｇａｌ、プロメガ（Promega））のストック液を、標準的なプロトコ
ール（Sambrook等、1989、Molecular Cloning, A Laboratory Manual Cold Spring Harbo
r Laboratory Press）に従って調製した。ＳＩＳ移植片材料は、成体ブタの空腸の一分節
から調製した（Badylak等、1989、J. Surg. Res. 47:74-80）。採取に当たっては、腸間
膜組織を除去し、その分節を逆転し、粘膜および表層の粘膜下組織を機械的な掻爬術によ
り除去した。分節を元の向きに戻した後、漿膜および筋肉層をすすぎ、希釈した過酢酸に
よる処理にて滅菌し、使用するまで４℃に保存した。
雑種犬（オールスタディース（all studies））を麻酔し、挿管し、加温パッドに真横に
横臥させ、吸入麻酔を維持した。筋腱接合部から足底の筋膜までの外側切開を用いてアキ
レス腱を露出させた。２倍の厚さのＳＩＳシートで腱の中央部をおおい包み、両端を縫合
し、１．５ｃｍの腱の分節を、移植片素材の横向きの開口部から除去し、移植片および手
術部位を縫合した。後肢は６週間固定され、その後６週間は自由に使われた。移植片組織
は以下に示す時点で採取し、ブアン液中に固定し、パラフィンに包埋した。組織切片（８
μm）を切り、免疫組織化学に用いた。
１０．２．　結果
最初の研究では、ＳＩＳ素材のみ（ＳＩＳ単独移植片）を移植し、雑種犬において手術後
６ヵ月間については、部分的な欠損の作製に続いてアキレス腱の再生が促進された。この
リモデリングプロセスは、肉芽組織の速やかな形成および、最終的な移植片の分解を含ん
でいた。瘢痕組織は形成されず、免疫媒介性拒絶の証拠は観察されなかった。
第二の研究では、ＳＩＳはプラスミドＤＮＡ溶液に浸し（ＳＩＳ＋プラスミド移植片）、
続いてアキレス腱移植片（n＝犬２匹）、または十字靭帯移植片（n＝犬２匹）として正常
な雑種犬に移植した。βーガラクトシダーゼ（βーｇａｌ）活性を作動させるためのシミ
アンウイルス４０の調節配列を用いたｐＳＶβｇａｌプラスミドが、４／４の宿主哺乳動
物において、特異抗体を用いた免疫組織化学により検出可能であった。ネガティブコント
ロールとしては、これらの宿主哺乳動物の手術していないアキレス腱または十字靭帯では
、βーｇａｌ活性は検出されなかった。従ってＳＩＳは腱および靭帯の両者において、新
生腱細胞によるプラスミドＤＮＡの取り込みとそれに続く発現を促進したと考えられる。
第三の研究は、βーｇａｌ導入遺伝子の発現の時間経過を測定するために計画された。Ｓ
ＩＳ＋プラスミド移植片を、３、６、９、および１２週（各時点でn＝犬２匹）にわたっ
て移植し、導入遺伝子の発現を免疫組織化学により分析した。ブアン固定し、パラフィン
包埋した組織の横断切片（８μｍ）を切り出し、プローブオンプラス（Probeon Pluse）
スライド（フィッシャー（Fisher））上にマウントした。免疫組織化学は、ヒストステイ
ン－ＳＰ（Histostain-SP）キット（ザイムド（Zymed））を用いたプロトコールに従って
行なった。要約すれば、スライドをよくキャラクタライズされた抗βーガラクトシダーゼ
抗体（１２：００希釈、５‘-＞３’）とインキュベートし、ＰＢＳで洗浄し、ビオチン
化した第二の抗体とインキュベートし、洗浄し、酵素結合体プラス基質ー色素原混合物で
染色し、さらにヘマトキシリンおよびエオシンで対比染色した。
細菌のβーｇａｌ活性が、ＳＩＳ＋プラスミド移植片を受けた腱（８／８宿主哺乳動物）
から検出された。厳密に定量的ではないが、導入遺伝子の発現は、９ないし１２週にピー
クが見られた。細菌のβーｇａｌ遺伝子の発現は、ＳＩＳ単独移植片を受けた３５の宿主
哺乳類では検出されなかった。
１１．実施例：再生しつつある骨へのin vivoにおけるアデノウイルス遺伝子の導入
再生しつつある組織内へin vivoで遺伝子導入を行なうためのもう一つの方法は、アデノ
ウイルスを媒介とする導入事象の利用である。ラットの切骨モデルにおいて、骨修復細胞
へのマーカー遺伝子構築物の、アデノウイルスによる好結果の遺伝子導入を行なった。
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１１．１．　材料および方法
アデノウイルスベクターｐＡｄ。ＣＭＶｌａｃＺは、許容細胞内では複製することができ
る複製欠損アデノウイルスベクターの一例である（Stratford-Perricaudet等、1992、J. 
Clin. Invest. 90:626-630）。この特殊なベクターでは、レポーター遺伝子から下流にク
ローン化されたＳＶ４０ポリアデニル化配列と共にｌａｃＺの転写を駆動させるために、
サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）の初期のエンハンサー／プロモーターが用いられている
（Davidson等、1993、Nature Genetics 3:219-223）。
ｐＡｄ．ＲＳＶ４は、ｐＡｄＣＭＶｌａｃＺと基本的には同じ主鎖を有するが、ＣＭＶプ
ロモーターおよび単一のＢｇｌＩＩクローニングサイトが、カセット様の様式で、ＲＳＶ
プロモーター、マルチプルクローニングサイト、およびポリ（Ａ+）部位から成るＢｇｌ
ＩＩフラグメントに置き換えられている。このベクターのより大きな柔軟性は、ｈＰＴＨ
１－３４ｃＤＮＡフラグメントのような骨向性遺伝子の、さらに進んだ研究に用いるため
のサブクローニングに有用であると考えられている。
ウルトラファイバーTM（Ｕｌｔｒａ　ＦｉｂｅｒＴＭ）移植片をＡｄＣＭＶｌａｃＺウイ
ルス（１０10ー１０11プラーク形成単位またはＰＦＵ／ｍｌ）の溶液中に６分間浸し、次
に切骨部位に移植した。この欠損を３週間に渡って治癒させ、その間の損傷治癒反応の進
行を、週一回の放射線検査によって追跡した。三週間までには、欠損の４０％が仮骨組織
で満たされていた。この宿主哺乳動物を犠牲にし、組織をブアン固定液にて固定し、標準
的なギ酸溶液を用いて７日間の鉱物質除去をおこなった。
１１．２．　結果
得られた結果は、切骨間隙の軟骨細胞様の細胞におけるマーカー遺伝子産物の発現を決定
的に証明するものであった（第６図）。核を標的とするシグナルは、前骨芽細胞にも見ら
れた。
１２．実施例：骨格筋への遺伝子導入
アキレス腱および靭帯（肩および膝）以外の柔組織の修復では、損傷組織の機械的な能力
を高めるために、瘢痕形成を刺激することが臨床上必要である。成体ラットの骨格筋を切
開し、ＰＬＧＡ粒子およびプラスミドＤＮＡを持続的に放出する標品でコートした縫合糸
標品を、骨格筋／遺伝子送達デバイスとして用いるモデル系を開発した。本発明のコーテ
ィング組成物ならびに方法の可能性を証明するために、縫合糸をマーカーＤＮＡ（ヒト胎
盤アルカリ性ホスファターゼをコードしている）でコートし、ラットの骨格筋組織の縫合
に用いた。この実験は、コートした縫合糸で修復した組織において、ＤＮＡの好結果の導
入および発現を証明した。
１２．１．材料および方法
１２．１．１　ＤＮＡ－ＰＬＧＡコーティング組成物の調製
ＰＬＧＡ／クロロフォルム溶液（３％（Ｗ／Ｖ）５０／５０ポリ乳酸ポリグリコール酸Ｐ
ＬＧＡコポリマー、平均分子量９０、０００、インヘレント粘度１．０７）に、ヒト胎盤
アルカリ性ホスファターゼをコードしているマーカーＤＮＡを含んでいる０．２ｍＬの溶
液（１ｍｇＤＮＡ、０．５ｍＭトリスーＥＤＴＡ、０．５ｍＭＥＤＴＡ、ｐＨ７．３）を
加えた。この溶液を２分間の渦巻き撹拌により乳状化し、マイクロチッププローブ型の超
音波処理器を５５ワットの出力で用いて、約０℃において３０秒間超音波処理した。この
工程は非常に乳状の様相の乳濁液を産生した。
１２．１．２　縫合糸のコーティング
テフロンコートした箔片（ノートンパフォーマンスプラスチック社（Norton Performance
 Plastic Corp．）、オハイオ州、アクロン）に２２ゲージの針を用いて穴をあけた。こ
の穴にＤＮＡ－ＰＬＧＡ乳濁液を一滴（約６０μＬ）上置した。この穴を通して７０ｃｍ
の長さの３ー０クロム縫合糸（エシコン（Ethicon））を引っ張り、縫合糸をコートした
。縫合糸は、穴を通過する際、コーティング組成物の薄い（厚さ約３０μｍ）均一な被覆
物でコートされていった。縫合糸を約３分間空気乾燥し、このコーティングの工程を、各
コートを空気乾燥させながら１５回繰り返した。コートされた縫合糸を電子顕微鏡（１５
０倍）で調べ、ＤＮＡ－ＰＬＧＡの均一な被覆物でコートされていることを確認した。さ
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らに、このコーティングは、縫合糸を何度も組織に通した後でもそのまま残っていた。
１２．１．３　コートした縫合糸を用いた骨格筋の修復
上記のように調製した縫合糸で、外科的に満足な結果を以って二匹の正常な成体ラットの
骨格筋組織を縫合した。縫合糸は良好な束縛性を示した。一週間後、筋肉プラス縫合糸を
切開し、液体窒素中で急速冷凍し、粉砕して粉末にした。この粉末を２００μＬの溶解緩
衝液中にインキュベートし、三回の凍結ー解凍サイクルに処して透明にした。この透明な
液体を６５℃でインキュベートした後、標準的な方法を用いてアルカリ性ホスファターゼ
活性を分析した。
１２．２．　結果
結果は、コートした縫合糸で縫合し一週間後に回復したラットの骨格筋が、アルカリ性ホ
スファターゼ活性を示し、マーカーであるアルカリ性ホスファターゼ遺伝子が筋肉組織に
おいて発現されていることを示した。対照の回復体は、有意なアルカリ性ホスファターゼ
活性を示さなかった。これらのデータは、縫合糸を効果的にコートし、増殖している修復
細胞にin vivoで遺伝子を送達するために、乳化液を用いることができることを証明する
。
１３．実施例：血管への遺伝子導入
例えば、血管形成術に続く血管修復の間に起きるかもしれないような、過剰の繊維症（再
狭窄）を防止することが、臨床上必要である。このことは、例えばリシルオキシダーゼイ
ンヒビターをコードしている遺伝子の送達によって、あるいはある種のTＧＦ－β類をコ
ードしている遺伝子の導入によって遂行されうる。さらに、例えば組織の低酸素症および
細胞死を防止するために新しい血管の形成を刺激することが目的である、というような血
管機能不全疾患では、脈管形成を制御することが臨床上必要である。ウサギの大血管の修
復細胞に、ＰＬＧＡ粒子およびプラスミドＤＮＡを持続して放出する標品を導入するモデ
ル系を開発した。これらのウサギの血管は、臨床上のヒトのアテローム動脈硬化症によく
似た泡沫細胞の病変を含んでいるため修復細胞が存在する。本実施例は、マーカー遺伝子
構築物を大血管の修復細胞に送達し、発現させる能力を証明する。
１３．１．材料および方法
本研究には、体重３．１ないし３．５ｋｇの雌雄のニュージランドシロウサギを用いた。
筋肉内投与したケタミン（３５／mg／kg）およびキシラジン（５ｍｇ／ｋｇ）によりウサ
ギを麻酔し、周辺静脈からのケタミン（８mg／kg）の静脈内投与により維持麻酔を行なっ
た。下行大動脈分岐と鼠径部靱帯との間の両腸骨動脈の約２ｃｍの分節を分離し、近位の
方を縛り、この動脈分節のすべての小さい分枝を結紮した。耳の周辺静脈へのヘパリン（
１００mg）投与により、局部的な血栓を防止した。腸管骨動脈切開術により、バルーン血
管形成術用カテーテル（２．０ｍｍバルーン）を腸骨動脈分節に導入し、バルーンを８気
圧で１分間膨張させた。
バルーンの膨張の後、血管形成術用カテーテルを除去し、２０mgのヘパリンを動脈内に注
入して、遠位の血栓症を防止した。腸骨動脈の両端を１０．０の絹糸で縛り、各々の腸骨
動脈に、５mg／mlのＤＮＡーナノ粒子懸濁液を０．５気圧で３分間注入した。創傷を縫合
した。バルーン血管形成術およびナノ粒子の送達の２週後にウサギを犠牲にした。下腹部
を縦に切開し、両腸骨動脈を単離した。腸骨動脈の２cmの分節を両側で切除した。ウサギ
の頸動脈を対照標本として採取した。アルカリ性ホスファターゼ分析用に、組織を液体窒
素中に保存した。
１３．２．　結果
ホスファターゼ発現の分析結果は、ナノ粒子プラスＤＮＡ調合物が、バルーンカテーテル
で傷害を与えた成体ウサギの腸骨動脈において、修復細胞に核酸を送達することができる
ことを示した。ナノ粒子プラスＤＮＡ調合物に暴露した後の腸骨動脈は、左右共にホスフ
ァターゼ活性が陽性であった。対照の大動脈にはホスファターゼ活性が検出されなかった
。これらの陽性の結果は、大血管の修復細胞を遺伝子活性化マトリックスに暴露すると、
核酸分子を取り込み、発現することができることを示している。
例示した態様は本発明の一つの局面を説明することを意図したものであって、本発明の範



(30) JP 4114952 B2 2008.7.9

囲はこれらに制限されず、機能的に同等であるいかなるクローン、ＤＮＡまたはアミノ酸
配列も本発明の範囲内にある。実際、これらに加えて本発明の種々の変更も先の記述およ
び添付の図面から当業者には明らかであろう。
かかる変更は、添付された請求の範囲内に入るものである。
また、ヌクレオチドに与えた塩基対の大きさはすべて概算であり、説明のために使用され
ていることを理解されたい。

【図１Ａ－Ｄ】 【図２】
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【図３Ａ】 【図３Ｂ】

【図４Ａ－Ｂ】 【図５】
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【図６】 【図７】
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