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Repair of full-thickness cartilage defects using liposomal transforming growth factor-ﾟ1.

         (Transforming growth factor一ﾟ1リ ボ ソ ー ム の 関 節 内 注 入 に よ る 関 節 軟 骨 修 復)

阿 部 智 行

内容の要旨

 関節軟骨 は関節機 能維持 のため最 も重 要な組織 で ある。い った ん

軟骨が損傷 される と、 その修復 は困難 とされてい るが 、最 近では成

長 因子 を関節 内に注入 する こ とに よ り軟骨 を修 復す る試みが ある。

Transforming growth factor(以 下TGF)一ﾟ1はin vitroで軟骨再生 を促 進

す ることが示 されて いる成 長因子の一つであ る。 しか し、TGF-(31の

関節 内注 入については滑膜炎 や軟骨 マ トリックス代謝障 害に よる悪

影響が危惧 されてお り、現在 まで軟骨修復 を促 進 したとい う報告 は

ない 。 リボソームは封入 された薬 剤 を緩徐 に漏出す るこ とに よ り持

続的 な薬効 を与え ること、 また薬 剤の急性毒 性 を軽減 で きる ことな

どの特徴が ある。本研究 では、TGF-P1を リボソームに封入 し、家兎

全層軟骨 欠損 モデルの膝 関節 内に注入す る ことに よ り軟骨修復 を促

進で きるか否 かについて組織学的 に検討 した。

 53羽 の 日本白色種 家兎の膝 関節 の膝蓋大腿 関節 面 に全層軟骨 欠損

を作製 した。1週 後 にTGF一ﾟ1リ ボ ソーム溶液 を膝 関節内 に注入 し、

3週 お よび12週 後に膝 関節 を摘 出 した。軟骨 欠損 部 に形成 された修

復 組織 を組織学 的に観察 し、脇谷 らのscoringを用 いて軟骨修復 を評

価 した。 また、修復組織 中のglycosaminoglycan(以 下GAG)含 量 を

定量 した。軟骨 マ トリックス として重要 なII型 コ ラーゲ ンについて

は 、免 疫 染色 お よ びH型 プuコ ラ ーゲ ンmRNAに 対 す るln SliU

hybridizationを行 った。

 3週 での観察では、TGF一ﾟ1を 封入 した リボ ソーム溶液 を注入 した

群 の修復組織 では対 照群 に比ベ トル イジンブルー染色 による異 染性

が良好 な厚 い線維軟 骨の形成が観察 された。脇谷 らのscoringに おい

て も同群 は対照群 に比 べ有意 に低値 を示 し、 良好 な修復 が得 られて

いた。修復組織のGAG含 量 も同群 は対照群 に比べ 有意 に高値 を示 し

た。 また、H型 コラーゲ ンの免 疫染色 お よびin situ hybridizationの結

果 か ら、対照群 に比 して同群 にお いてH型 コラーゲ ンの蛋 白お よび

mRNAレ ベルでの発現が充進 してい るこ とが示 され た。 しか しなが

ら、TGF一β1封入 リボソー ム群 の軟骨 修復 におけ る組織学 的な優位性

は12週 後 には消失 していた。

 本研究 では、TGF一β1封入 リボソーム溶 液 を注入 した群 で軟骨修復

早期 と考 え られ る3週 目に組織学 的scoringお よびGAG含 量の両者 に

おいて軟骨修復 の促進 が認め られた。以上の結果 は、 リボ ソームを

利用 した単 回の関節内注入 によ りTGF一β1は軟骨修復 をその早期 にお

いて促進 できることが証明 された。

論文審査の要旨

 関節軟 骨の損傷 は、関節機 能 を障 害 し、早期 に変形 性関節症 に至

る原 因 とな る。現在 、関節 軟骨損傷 の修 復は様 々な手法 が行 われ て

お り、その手法の… つに成 長因子 を関節 内 に注入す る ことに よ り軟

骨 を修復す る試みがあ る。Transforming growth factor(TGF)一ﾟiはin

vitroで軟骨再生 を促 進 するこ とが示 されてい る成長 因子 の…つで あ

る。 しか し、TGF一ﾟ1の 関節 内注入 は滑膜炎 や軟骨マ トリ ックスの代

謝障 害に よる悪影響が 危惧 されて いるため関節軟骨 の修復 につ いて

報告 がない。 リボ ソームは封入 された薬 剤 を緩徐 に漏出す るこ とに

よ り持 続 的な薬 効 を与 える こ とな どの特徴 が あ る。本 研 究 では 、

TGF一β1をこの リボ ソームに封入 し、家兎全層 軟骨欠損 モデルの膝 関

節 内に注入 す ることに より軟骨修復 を促 進で きるか否 かについ て組

織学的 に検討 した。その結果、 モデル作製後早期例 にお いて、TGF一

ﾟ1を 封 入 した リボ ソーム溶 液 を注 入 した群 では 、対照 群 に比 して

glycosaminoglycan(GAG)含 量が 豊富でかつ軟骨様細胞 がその多 く

を占める厚 い線維軟骨 の形 成が観察 された。 また、同群 の修復組織

では対照群 に比 してII型 コラーゲ ンの蛋 白お よびmRNAの 発現が充

進 している ことが観察 された。 しか しなが ら、モデ ル作 製後長期例

において、TGF一β1封入 リボ ソーム群 では軟骨修復 におけ る組織学 的

な優位性が消失 したこ とが示 された。以上 よ り、TGF一β1の関節 内注

入は 関節軟 骨修復 の早期 において軟骨修復 を促 進す る ことが明 らか

とな った。

 審査 では、 まず本実験 で関節 内注入 したTGF一β1の用 量が至適用量

であ るかについて質問 された。 これ に対 し、本研 究 にお いては予備

実験で様々 な用量 を確認 した上で、至適 と考え られ るTGF-(31の 用量

を使用 した と回答 された。 また今 回の実験におけ るTGF一β1による軟

骨 再生の メカニズム につい て質問 された。 これに対 し、今 回の実験

においてはTGF一β1が未分化問葉系幹細胞 を軟骨細胞へ の分化 を促 進

した 可能性 が高 い と回答 された。 また修復軟骨 に対 して圧力 を負荷

する実験が行 われてい るか と質 問 され た。 これに対 し、修復軟 骨に

対 して荷重 をかけるな どの圧力負 荷実験 は、軟骨 修復の研究 の上で

検 討すべ き重要 な点であ り、今後研 究 を進 めて行 きたい と回答 され

た。 またモ デル作製 後長期 には対 照群 に対す る優位 性が無 くなる こ

とか ら、一時 的に軟 骨修復 を促進 してい ただけであ り、軟骨修復 を

得 た ことにはな らないので は と指 摘 され た。 これに対 し、今 回の実

験 ではTGF一β1が軟骨修復 の早期において軟骨修復 を促進 する効 果が

ある ことを認 めた ことに意義が有 り、 さらに長期 にわた り軟骨修復

を得 るには、今後薬 剤の工夫 な どを検討 する必 要があ ると回答 され

た。

 以上の ように、本 論文で は さらに検討 されるべ き課題 を残 してい

る ものの、TGF一ﾟ1の 関節 内注入に よって関節軟骨 の修復 が促進 され

得 る ことを明 らかに した点が有意義 であると評価 され た。
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