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(57)【要約】
本発明の実施形態は、コンドロサイトおよび軟骨型細胞の再生に関する。特定の実施形態
においては、１つまたは複数の遺伝子が、コンドロサイトおよび軟骨型細胞の再生のため
に利用される。特定の実施形態において、１つまたは複数の遺伝子治療レジメンが、コン
ドロサイトおよび軟骨型細胞の再生のために利用される。特定の態様において、実施形態
は、軟骨の修復、例えば関節軟骨の修復に関する。より詳細には、開示の実施形態は、コ
ンドロサイトまたは他の軟骨型細胞の誘引、生成および／もしくは再生ならびに／または
軟骨組織の生成および／もしくは修復のために遺伝子治療を使用することに関する。開示
の特別な実施形態において、所望の細胞をｉｎ　ｖｉｖｏで誘引および／または生成する
ことが可能な遺伝子治療が提供される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　必要とする個体の関節においてコンドロサイトまたは軟骨型細胞を製造する方法であっ
て、１つまたは複数の治療ポリヌクレオチドをコードする発現ベクターを該個体の関節に
送達する工程を含み、該送達において該関節における細胞をコンドロサイトまたは軟骨型
細胞に分化させるおよび／または該送達により該関節におけるコンドロサイトを刺激して
さらなる細胞を生成させる、方法。
【請求項２】
　前記治療ポリヌクレオチドが、全遺伝子産物または全遺伝子産物の生物学的に活性な断
片をコードしている、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記治療ポリヌクレオチドが、コラーゲン、コラーゲン形成遺伝子産物、軟骨形成遺伝
子産物、結合組織形成遺伝子産物、転写因子、軟骨マトリックス遺伝子、受容体遺伝子ま
たはシグナル伝達分子からなる群から選択される遺伝子産物をコードしている、請求項１
に記載の方法。
【請求項４】
　前記治療ポリヌクレオチドが、ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ２、ＣＯＬ２Ａ１、ＣＯＬ３
Ａ１、ＣＯＬ４Ａ１、ＣＯＬ４Ａ２、ＣＯＬ４Ａ３、ＣＯＬ４Ａ４、ＣＯＬ４Ａ５、ＣＯ
Ｌ４Ａ６、ＣＯＬ５Ａ１、ＣＯＬ５Ａ２、ＣＯＬ５Ａ３、ＣＯＬ６Ａ１、ＣＯＬ６Ａ２、
ＣＯＬ６Ａ３、ＣＯＬ６Ａ４、ＣＯＬ６Ａ５、ＣＯＬ７Ａ１、ＣＯＬ８Ａ１、ＣＯＬ８Ａ
２、ＣＯＬ９Ａ１、ＣＯＬ９Ａ２、ＣＯＬ９Ａ３、ＣＯＬ１０Ａ１、ＣＯＬ１１Ａ１、Ｃ
ＯＬ１１Ａ２、ＣＯＬ１２Ａ１、ＣＯＬ１３Ａ１、ＣＯＬ１４Ａ１、ＣＯＬ１５Ａ１、Ｃ
ＯＬ１６Ａ１、ＣＯＬ１７Ａ１、ＣＯＬ１８Ａ１、ＣＯＬ１９Ａ１、ＣＯＬ２０Ａ１、Ｃ
ＯＬ２１Ａ１、ＣＯＬ２２Ａ１、ＣＯＬ２３Ａ１、ＣＯＬ２４Ａ１、ＣＯＬ２５Ａ１、Ｃ
ＯＬ２６Ａ１、ＣＯＬ２７Ａ１、ＣＯＬ２８Ａ１、Ｇａｔａ４、Ｍｅｆ２Ｃ、Ｔｂｘ５、
Ｓｏｘ５、Ｓｏｘ６、Ｓｏｘ９、ＦＧＦＲ２、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ１４、フォークヘッド、
ＣＤ１０、ＭＭＰ１３、ＷＮＴ１１、ＢＡＰＸ１、ＩＬ－１Ｒ１、ＩＧＦＢＰ５、ＭＭＰ
１６、ＢＭＰ２、ＡＬＫ１、ＢＭＰ５、ＩＧＦ１、ＭＭＰ１３、ＡＤＡＭＴＳ５、ＢＣＬ
１０、ＭＣＯＬＮ２、ＬＲＲＣ８Ｃ、ＰＴＧＦＲ、ＲＬＦ、ＭＡＴＮ１、ＰＤＰＮ、ＴＮ
ＦＲＳＦ１８、ＩＴＧＡ１０、ＴＨＢＳ３、ＳＣＹＬ１ＢＰ１、ＫＣＮＴ２、２４４５３
３＿ａｔ、ＡＲＦ１、２２２３４８＿ａｔ、ＳＬＣ４Ａ５、ＨＳＰＣ１５９、ＲＨＯＱ、
ＭＡＴＮ３、ＳＵＬＴ１Ｃ２、２３６２８９＿ａｔ、ＢＣＬ２Ｌ１１、ＦＬＪ１６００８
、ＫＬＦ７、ＮＲＰ２、ＳＥＲＰＩＮＥ２、ＦＮ１、Ｂ３ＧＮＴ７、ＡＤＡＭＴＳ９、Ａ
ＮＫＲＤ２８、ＧＡＬＮＴＬ２、ＩＲＡＫ２、ＳＥＴＤ５、ＦＮＤＣ３Ｂ、Ｂ３ＧＮＴ５
、ＣＹＴＬ１、ＩＢＳＰ、２２９２２１＿ａｔ、ＰＥＴ１１２Ｌ、ＥＤＮＲＡ、１５６３
４１４＿ａｔ、ＯＳＭＲ、Ｃ１ＱＴＮＦ３、ＺＦＹＶＥ１６、２２５６１１＿ａｔ、ＭＡ
ＳＴ４、ＥＤＩＬ３、２３０２０４＿ａｔ、２３０８９５＿ａｔ、ＨＡＰＬＮ１、ＰＤＬ
ＩＭ４、ｃｒ５ｑ３５　ＳＱＳＴＭ１、ＳＣＵＢＥ３、ＣＭＡＨ、２３６６８５＿ａｔ、
ＢＭＰ６、ＵＬＢＰ２、ＬＲＰ１１、ＳＯＤ２、ＳＹＮＪ２、ＷＴＡＰ、ＨＩＧ２、ＫＩ
ＡＡ１７１８、ＦＡＭ６２Ｂ、ＵＢＥ３Ｃ、ＴＮＦＲＳＦ１０Ｄ、ＳＬＣ２５Ａ３７、Ｃ
ｈＧｎ、ＲＢ１ＣＣ１、Ｃ８ｏｒｆ７２、ＥＩＦ２Ｃ２、ＨＡＳ２、ＴＲＰＳ１、ＷＩＳ
Ｐ１、２３５８２１＿ａｔ、ＰＴＫ２、ＺＣＣＨＣ７、ＲＰＳ６、ＧＬＩＳ３、ＳＬＣ２
８Ａ３、１５５５８４１＿ａｔ、ＭＧＣ１７３３７、ＥＤＧ２、２２９２４２＿ａｔ、Ｉ
ＴＧＢ１、Ｃ１０ｏｒｆ４９、ＹＭＥ１Ｌ１、ＡＫＲ１Ｃ２、ＣＨＳＴ３、ＬＯＸＬ４、
ＳＦＸＮ３、２２８９１０＿ａｔ、ＣＤ４４、ＦＯＳＬ１、ＲＥＬＡ、ＭＭＰ１２、ＭＭ
Ｐ１３、ＭＭＰ３、ＫＩＡＡ０９９９、ＡＳＡＭ、ＬＯＣ３９９９５９、ＥＴＮＫ１、Ｓ
ＯＸ５、ＣＨＳＴ１１、ＡＴＦ１、ＳＲＧＡＰ１、ＤＳＰＧ３、ＬＯＣ３３８７５８、Ｋ
ＩＡＡ０７０１、ＳＬＣ４１Ａ２、ＲＨＯＦ、ＦＺＤ１０、ＮＵＰＬ１、ＵＳＰ１２、Ｕ
ＦＭ１、ＬＥＣＴ１、ＧＰＣ６、ＥＲＯ１Ｌ、ＢＤＫＲＢ１、ＳＥＭＡ６Ｄ、ＬＡＣＴＢ
、ＡＲＩＨ１、ＣＳＰＧ４、ＡＧＣ１、ＬＯＣ２８３８２４、ＶＡＳＮ、ＷＷＰ２、ＮＯ
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Ｓ２Ａ、ＬＯＣ２０１１８１、ＭＳＩ２、ＰＩＴＰＮＣ１、ＴＧＩＦ、１５５２２８８＿
ａｔ、１５５２２８９＿ａ＿ａｔ、ＺＮＦ１４６、ＲＥＬＢ、ＭＩＡ、ＺＮＦ１６０、Ｓ
ＮＸ５、ＢＭＰ２、ＲＮＦ２４、ＨＳＵＰ１、ＭＡＴＮ４、ＢＩＣ、ＲＵＮＸ１、ＬＩＦ
、ＲＰ４－７５６Ｇ２３．１、ＲＰＳ６ＫＡ３、ＴＮＭＤ、ＲＰ６－２１３Ｈ１９．１お
よびそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記送達する工程がｉｎ　ｖｉｖｏで生じる、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記関節における細胞が、線維芽細胞、脂肪細胞、幹細胞、存在するコンドロサイト、
または軟骨型細胞に分化しうる他の細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記１つまたは複数の治療ポリヌクレオチドが少なくとも１つの発現ベクターに存在す
る、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記発現ベクターが、ウイルスベクターまたは非ウイルスベクターである、請求項１に
記載の方法。
【請求項９】
　前記非ウイルスベクターが、プラスミドである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ウイルスベクターが、レンチウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ
随伴ウイルスベクター、またはレトロウイルスベクターである、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　２つ以上の治療ポリヌクレオチドが存在するとき、それらは同じ発現ベクターに存在し
ている、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　２つ以上の治療ポリヌクレオチドが存在するとき、それらは２つ以上の異なる発現ベク
ターに存在している、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記１つまたは複数の治療ポリヌクレオチドの発現が、無血管性、無神経性または低酸
素環境における活性に適したプロモーターによって指示される、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　以前に分化した細胞または幹細胞を所望の位置でコンドロサイトまたはコンドロサイト
様細胞へ分化させる方法であって、１つまたは複数の遺伝子を、該以前に分化した細胞ま
たは幹細胞に該所望の位置で提供してコンドロサイトまたはコンドロサイト様細胞を製造
する工程を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１３年９月９日に出願され、参照によりその全体が本明細書に組み込ま
れる米国仮特許出願第６１／８７５，５０９号の優先権を主張する。
　本発明は、一般に、少なくとも医学、外科学、解剖学、生物学、細胞生物学および／ま
たは分子生物学の分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
軟骨劣化
　関節および関節軟骨の損傷は発生頻度が高く、米国では毎年６００万を超える人々が、
膝、手首および足首の様々な障害のために病院を訪れる。関節軟骨において摩耗および断
裂が進行することにより、進行性の軟骨組織損傷につながる可能性があり、さらには骨端
が曝露され、それらの端が防御されないままとなることもある。最終的には、最も一般的
な関節炎である骨関節炎（または変形性関節疾患）へと悪化する。
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【０００３】
　米国では６５歳以上の成人の３３．６％（１２４０万）が骨関節炎に罹患していると報
告されている。米国整形外科学会（ＡＡＯＳ）は、骨関節炎が２００４年の短期および非
致命的入院の６７％を占める主要な診断結果であると報告している。人口の増加、特に高
齢者の寿命の延びを考慮すると、損傷および骨関節炎の発症件数は、米国のみならず、全
世界で、疑いなく増加するであろう。
【０００４】
　ヒトの体には３種類の軟骨、つまりヒアリン軟骨（例えば、可動関節内）、線維軟骨（
例えば、膝半月板およびＴＭＪ円板）、ならびに弾性軟骨（例えば、耳）が存在する。特
に骨表面を覆う関節軟骨は、優れた潤滑性、摩耗性、および低摩擦特性を示す柔軟で特殊
化したヒアリン軟骨であり、これにより関節のストレスも軽減されている。
【０００５】
　関節軟骨は、少ない比率でコンドロサイトを含んでいるが、高密度の細胞外マトリック
ス（ＥＣＭ）によりコンドロサイトの移動は阻害されている。さらに、関節軟骨は、血管
性、神経性およびリンパ性のネットワークを欠き、様々な局所的前駆細胞も欠いている。
さらに効率的な組織修復を阻害しうるプロテアーゼ阻害剤を高レベルで有するとも報告さ
れている。
【０００６】
　これらの理由により、現状では、損傷を受けたまたは罹患した関節軟骨の完全な組織機
能を回復することは困難である。自家移植および同種移植などの従来的方法が関節軟骨障
害を処置するために臨床的に使用されてきたが、これらの治療には関連する多くの欠点が
依然として存在する。自家移植は、患者の低体重負荷軟骨の少部分を障害部位に移植する
ことを必要とし、ドナー部の病的状態や軟骨組織の利用可能性に制限があるなどの欠点が
ある。同種移植、つまり組織バンクから取得した軟骨片には、潜在的に免疫応答を誘導す
る可能性がある。
【０００７】
　重度の関節損傷および骨関節炎を有する対象は、関節全置換術が必要となる。しかし、
関節置換後に炎症、感染、およびインプラントの緩みなど多くの合併症が高頻度で発生し
、将来的に移植不全を引き起こし、再置換手術が必要となる場合がある。実際に、腰およ
び膝の置換機能不全のために、２００３年に米国では、３２８，０００件の腰の置換に対
してほぼ３６，０００件の修正（１１％）および４１８，０００件の膝の置換に対して３
３，０００件の修正（８％）が行われた。
【０００８】
　したがって、成功裡に関節軟骨組織を修復および再生するための効率的で単純な方法の
開発が望まれている。急速に拡大する分野として、組織工学は、生体摸倣組織置換体の開
発を通じて関節軟骨の修復および再生を行う代替的解決策を提供しうる。通常、関節軟骨
は一旦損傷すると自然には再生しない組織である。最近では、損傷のある生物学的組織を
損傷組織の一部を実験室において再生することによって再構築する試みがなされている。
この手法は「組織工学」と定義され、非常に高い関心を集めている。
【０００９】
　組織工学には、組織の機能的等価物の製造のための生物学的組織と特異的に相互作用可
能な生体適合材料の開発が関与する。組織工学の基本概念は、患者から所望の組織を回収
し、組織検体から細胞を単離し、細胞を増殖させ、それらの細胞を体内に再導入すること
である。
【００１０】
　特定の場合には、遺伝子が、生物学的組織の再生のための治療用組成物として利用され
る。そのような場合、例えば心臓の生物学的組織の再生においては、遺伝子Ｇａｔａ４、
Ｍｅｆ２ＣおよびＴｂｘ５により、一部の患者で心筋線維が生じることが示されてきた。
これらの遺伝子は、線維芽細胞を誘引し、その心筋細胞への分化を誘導することが研究さ
れている。しかし、現在のところ、軟骨の再生における遺伝子治療の使用を支持する科学
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的根拠はない。実際に心臓と関節の環境は全く異なっている。心筋細胞は、心臓組織に存
在し、血管性で、流動する栄養素や酸素に接触しやすい。一方、軟骨は、無血管性、無神
経性と考えられ、酸素への接触も非常に少ない。これらの理由により、２つの環境は相当
異なっており、組織を再生するためには、異なる生物学的アプローチが必要となる。
【００１１】
　本開示は、軟骨組織修復または再生技術において長らく必要とされてきた解決手段を提
供する。
【発明の概要】
【００１２】
　本発明の実施形態は、コンドロサイトおよび軟骨型細胞の再生に関する。特定の実施形
態において、１つまたは複数の遺伝子が、コンドロサイトおよび軟骨型細胞の再生のため
に使用される。特定の実施形態において、１つまたは複数の遺伝子治療レジメンが、コン
ドロサイトおよび軟骨型細胞の再生のために使用される。特定の態様において、実施形態
は、軟骨修復、例えば関節軟骨の修復に関する。より詳細には、本開示の実施形態は、コ
ンドロサイトまたは他の軟骨型細胞の誘引、生成および／もしくは再生ならびに／または
軟骨組織の生成および／もしくは修復のために遺伝子治療を使用することに関する。本開
示の特定の実施形態においては、所望の細胞をｉｎ　ｖｉｖｏで誘引および／または生成
することが可能な遺伝子治療が提供される。特定の場合には、遺伝子治療が、線維芽細胞
を直接的または関節的に刺激してコンドロサイトもしくはコンドロサイト様細胞または軟
骨型細胞へと分化させる誘引のために用いられる。特定の実施形態において、関節の線維
芽細胞または関節の他の型の細胞は、１つまたは複数の遺伝子治療組成物が関節に送達さ
れる際は関節に存在し、該遺伝子治療組成物が送達された後において、線維芽細胞または
１つもしくは複数の他の型の細胞がコンドロサイトもしくはコンドロサイト様細胞または
軟骨型細胞に分化する。いくつかの場合において、関節での（例えば、関節における死に
かけているコンドロサイトが存在する中の）１つまたは複数の遺伝子治療組成物の送達は
、関節における１つまたは複数の型の細胞が分化して、コンドロサイトおよび／もしくは
軟骨型細胞または軟骨細胞が所有する機能と少なくとも一部が同じ機能に至る他の細胞を
再生するための触媒として作用する。特定の態様において、１つまたは複数の遺伝子治療
組成物を関節における死にかけているコンドロサイトが存在する中へ送達することは、関
節における結合組織の再生、例えば軟骨組織の再生のための触媒として作用する。いくつ
かの態様において、死にかけているコンドロサイトに由来する１つまたは複数の分子が、
関節における１つまたは複数の種類の細胞のコンドロサイトへの分化に用いられる。その
ような分化は、１つまたは複数の遺伝子治療組成物に由来する遺伝子産物を利用しても利
用しなくてもよい。本発明の実施形態は、軟骨の全ての形態、ならびに軟骨を形成するこ
とができ、軟骨であるかのようにその位置で機能しうる任意の他の細胞に関する；特別の
態様では、瘢痕組織は、本発明の方法によって生成される。瘢痕組織が生成される特定の
場合において、瘢痕組織は、関節におけるクッションとして作用する。
【００１３】
　いくつかの場合において遺伝子治療組成物は、関節内に既に存在している１つまたは複
数の種類の細胞にｉｎ　ｖｉｖｏで取り込まれるが、他の場合には遺伝子治療組成物は、
関節に送達される細胞および／または関節に既に存在している細胞に取り込まれる。関節
に送達される細胞は、関節に送達される前にまたは関節に送達された後に分化してもよい
。遺伝子治療組成物は、関節に送達される細胞に、該細胞が関節に送達される前または関
節に送達された後に接触してもよい。細胞のコンドロサイトまたはコンドロサイト様細胞
への分化は、本開示に従って任意の適切な様式で生じることができ、例えば、遺伝子治療
が個体に移植される前のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの細胞の分化、または遺伝子治療が個体に移
植される前のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの分化、および移植後のｉｎ　ｖｉｖｏでの分化も挙げ
られる。コンドロサイトまたはコンドロサイト様細胞へ分化する細胞は、任意の特定の種
類の細胞であってよいが、特定の実施形態において、コンドロサイトまたはコンドロサイ
ト様細胞へ分化する細胞は、線維芽細胞である。いくつかの実施形態においては、線維芽
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細胞、脂肪細胞、幹細胞、線維芽細胞および／または間葉系幹細胞由来の幹細胞が、本発
明の任意の方法で使用される。
【００１４】
　線維芽細胞は、１つまたは複数の遺伝子治療組成物に接触する前、間、および／または
後に、コンドロサイトまたはコンドロサイト様細胞へ分化してもよい。特定の態様におい
て、線維芽細胞は、ｉｎ　ｖｉｖｏ送達の前にｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏで
機械的緊張に曝され、さらに１つまたは複数の遺伝子治療組成物に曝される。遺伝子治療
組成物が関節に送達される場合、関節への圧力は、幹細胞および／または線維芽細胞を含
む細胞の分化を少なくとも一部生じさせるための機械的緊張として作用しうる。
【００１５】
　本開示の態様において、コンドロサイトもしくはコンドロサイト様細胞または軟骨型細
胞は、軟骨再生および／または修復のために製造される。任意の遺伝子または遺伝子組み
合わせが、本開示の目的のために使用されてもよい。例えばＣＯＬ１１Ａ２などが、コン
ドロサイト生成、軟骨型細胞生成、ならびに／または軟骨再生および／もしくは修復のた
めに使用されてもよい。特定の実施形態において、ＴＧＦ－βおよびＦＧＦ－２が、軟骨
再生に利用される。特定の態様では、ＣＯＬ１１Ａ２、ＴＧＦ－βおよび／またはＦＧＦ
－２が、ｉｎ　ｖｉｖｏで周囲の線維芽細胞から軟骨を生成するために利用される。いく
つかの場合には、本明細書で引用された他の遺伝子が、本発明の組成物および方法で利用
される。
【００１６】
　実施形態は、特定の遺伝子、例えばコラーゲン形成遺伝子の、栄養マトリックスおよび
／または容器を伴うまたは伴わない治療送達（例えば、注入、静脈内療法（ＩＶ）、経口
摂取、脈管配置、例えば血管造影、または局所的アプローチによる）に関する。より詳細
に、排他的ではないが、実施形態は、軟骨形成遺伝子および／または周囲の線維芽細胞を
誘引して軟骨の修復を開始させる遺伝子混合物の送達による軟骨の生物学的修復のための
方法および／または組成物に関する。この治療は、特別の実施形態において、軟骨回復の
ためのｉｎ　ｖｉｖｏワークステーションとして作用する。特定の態様において、軟骨生
成は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、例えば、自家コンドロサイトならびに／または同種コンドロ
サイトおよび／または線維芽細胞、例えば皮膚線維芽細胞を使用して開始される。この混
合物は、１つもしくは複数の関節または１つもしくは複数の関節の周辺に（例えば注入に
よって）送達され、これにより、特別の実施形態においては、例えば他の捕捉されていな
い線維芽細胞が軟骨再生プロセスへと誘引される。特定の実施形態において、マトリック
スまたはスキャフォールドが導入され、次いでｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで
遺伝子治療組成物、線維芽細胞、および／またはコンドロサイトが播種され、軟骨再生プ
ロセスのための構造が得られうる。
【００１７】
　本開示の態様において、軟骨の産生を援助する遺伝子の導入は、軟骨劣化に対する補充
および／または軟骨劣化の停止を目的として、劣化が進行している軟骨の領域に存在する
線維芽細胞または他の適切な細胞をコンドロサイトまたはコンドロサイト様細胞へ誘引し
、分化させる。典型的に、軟骨は血流および栄養素への接触が少ないため、体内での再生
は難しい組織と考えられている。この理由により、いくつかの態様では、遺伝子に加えて
他の要素が治療遺伝子組成物に加えられる場合がある。例えば、関節の活性のために適切
な制御因子を本発明で利用してもよい。特定の態様において、組成物は栄養素を含み、特
定の態様において、組成物は、酸素および／または栄養素を含む吸収可能な貯蔵体を有す
る。特定の態様において、タンパク質／アミノ酸、リン酸塩、カルシウム、ナトリウム、
脂質、鉄、糖／でんぷんおよび／またはビタミンが、本発明の１つまたは複数の方法で利
用されうる。
【００１８】
　特定の実施形態において、遺伝子治療組成物は、発現ベクターを含む。任意の適切な発
現ベクターを利用することができるが、いくつかの場合には、発現ベクターは、無血管性
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、無神経性、および／または低酸素環境における活性を含む、関節における活性に適した
ものである。特定の場合において、発現ベクターは、無血管性、無神経性、および／また
は低酸素環境において活性なプロモーターを含む。
【００１９】
　上記では、以下の本発明の詳細な記述が一層よく理解されるように、本発明の特徴およ
び技術的利点を広く概説している。本発明の主題を形成する本発明のさらなる特徴および
利点を以下に記述する。当業者であれば、開示されている概念および特別の実施形態が、
本発明と同じ目的を実行する他の構造を修正もしくは設計するための基礎として容易に利
用されることを認識する。さらに当業者は、そのような同等の構造物が、添付の特許請求
の範囲に示された本発明の趣旨および概念を逸脱するものでないことも認識する。本発明
の特徴と考えられる新規特徴は、その機構および実施の方法の両方に関して、さらなる目
的および利点と併せて、添付の図面を組み合わせて考えるときに以下の詳細な説明から一
層よく理解される。しかしながら、各図面は、例証および説明を目的として提供されるも
のに過ぎず、本発明の範囲の定義を意図するものでないことが明確に理解されるべきであ
る。本出願は、いくつかの参照および文献に言及しているが、これらの全てが全体として
本明細書に組み込まれる。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　本明細書で使用するとき、「ａ」または「ａｎ」は、１つまたは複数を意味してもよい
。特許請求の範囲において、用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」と組み合わせて使用
されるとき、用語「ａ」または「ａｎ」は、１つまたは複数を意味してもよい。本明細書
で使用するとき、「別の（ａｎｏｔｈｅｒ）」は、少なくとも２つ以上を意味してもよい
。特定の実施形態において、本発明の態様は、例えば本発明の１つまたは複数の配列「か
ら本質的になる（ｃｏｎｓｉｓｔ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」または「からなる
（ｃｏｎｓｉｓｔ　ｏｆ）」ものでもよい。本発明のいくつかの実施形態は、本発明の１
つまたは複数の要素、方法工程および／または方法からなるまたはから本質的になるもの
でもよい。本明細書に記載の任意の方法または組成物は、本明細書に記載の任意の他の方
法または組成物に関しても実施できることが企図されている。
【００２１】
Ｉ．定義
【００２２】
　用語「軟骨型細胞」は、本明細書で使用するとき、軟骨細胞として存在し、軟骨細胞と
同じ能力で機能する任意の細胞を指す。
【００２３】
　用語「コンドロサイト様細胞」は、本明細書で使用するとき、一次的コンドロサイトで
はなく、幹細胞（例えば、間葉系幹細胞）または他の系統由来の細胞（例えば、線維芽細
胞）から誘導された細胞を指す。これらのコンドロサイト様細胞は、コンドロサイト（軟
骨の細胞）の表現型を有する。このことは、コンドロサイト様細胞がコンドロサイトの形
状（例えば、多角形および／または菱形の細胞）を有するだけではなく、特定の場合にお
いて少なくとも凝集可能、ならびに例えば硫酸化プロテオグリカンおよびＩＩ型コラーゲ
ンなどの軟骨マトリックス成分を産生可能であることを意味する。そのように、コンドロ
サイト様細胞の典型的なマーカーとしては、例えば、１つまたは複数のアグリカン、つま
りコンドロイチン硫酸およびケラタン硫酸プロテオグリカン、ＩＩ型コラーゲン、Ｓｏｘ
－９タンパク質、軟骨結合タンパク質、ならびにパールカン、つまりヘパラン硫酸プロテ
オグリカンが挙げられる。
【００２４】
　用語「低酸素」は、本明細書で使用するとき、酸素の欠乏を指す。特定の態様において
、低酸素は、約２０％未満の酸素圧を指す。
【００２５】
　用語「関節」は、本明細書で使用するとき、骨格の２つの骨が連結する体内の領域を指
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す。
【００２６】
　用語「再生」は、本明細書で使用するとき、損傷を受けた関節軟骨の正常機能が回復し
、さらに少なくとも一部の場合には天然の軟骨と判別できない新たな組織の形成に帰着す
るプロセスと定義される。
【００２７】
　用語「播種」は、本明細書で使用するとき、スキャフォールドに細胞を移植することを
指す。細胞は、スキャフォールドに接着し、スキャフォールドで成長して分化する。
【００２８】
　用語「スキャフォールド」は、本明細書で使用するとき、細胞のマトリックスを形成し
うる機械的単位である。
【００２９】
　用語「マトリックス」は、本明細書で使用するとき、強度および構造を提供しうる幾何
学的形状となるものである。
【００３０】
ＩＩ．一般的実施形態
【００３１】
　本発明は、軟骨修復を必要とする個体の処置など、必要とする個体の処置のための、シ
ステム、方法および組成物に関する。本発明は、例えば椎間および関節軟骨を含む任意の
種類の軟骨の生物学的修復のための方法および組成物に関する。特定の態様において、本
発明は、軟骨修復、例えば関節軟骨修復の分野に関する。
【００３２】
　特定の態様において、本発明は、例えば、線維芽細胞由来などから、天然組織をｉｎ　
ｖｉｖｏ（またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ、またはｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏ）で
生成する。より詳細に、但し排他的ではないが、本発明は、ヒト線維芽細胞を、例えばコ
ンドロサイト様細胞へ成長および分化させるための方法に関する。特定の実施形態におい
て、細胞は、自家組織、同種組織またはそれらの混合物でありうる。
【００３３】
　特定の実施形態において、本発明は、ある特定の細胞の、コンドロサイト様細胞への分
化を利用する。特定の実施形態において、例えばヒト皮膚線維芽細胞（ＨＤＦ）は、１つ
または複数の遺伝子を用いる遺伝子治療を利用する特定の条件下で、コンドロサイト様細
胞へ分化する。細胞からコンドロサイトまたはコンドロサイト様細胞への分化は、移植後
にｉｎ　ｖｉｖｏで、または線維芽細胞を含む天然に存在する細胞を用いてｉｎ　ｖｉｖ
ｏでの様式を含む、任意の適切な様式で生じてもよい。
【００３４】
　特定の実施形態において、本発明は、関節、例えば椎間板、肘、膝、肩、腰、側頭下顎
関節、足首、中足骨、中手骨などのｉｎ　ｖｉｖｏ再生方法を提供する。
【００３５】
　本開示の典型的な目的は、関節、例えば劣化した椎間板を修復するための方法、例えば
、椎間板の解剖学的構造を回復させ、その機能を改善させるための方法を提供することで
ある。本発明の特別の態様では、損傷を受けた円板の修復方法が提供される。本発明の一
実施形態においては、個体の関節（椎間板など）における損傷軟骨の修復方法であって、
本発明に従って遺伝子治療が実施された線維芽細胞を個体の各関節（椎間板など）に送達
すること、またはｉｎ　ｖｉｖｏで線維芽細胞または他の細胞（死にかけているコンドロ
サイトを含む）に遺伝子治療を実施することを含む、方法が提供される。本発明の特定の
実施形態において、遺伝子治療組成物または線維芽細胞および遺伝子治療組成物は関節に
送達され、椎間板に関する特定の実施形態においては、遺伝子治療組成物または線維芽細
胞および遺伝子治療組成物は、劣化した円板の一部または全てを除去することなしに送達
される。
【００３６】



(9) JP 2016-531147 A 2016.10.6

10

20

30

40

50

　本発明の特定の態様において、個体には、本発明の方法に追加して別の治療が実施され
る。例えば、遺伝子治療組成物または遺伝子治療組成物と線維芽細胞との送達の前、間、
および／または後に、個体は１つまたは複数の薬物を服用してもよい。典型的な追加的治
療としては、抗生物質、非ステロイド抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）、単純な痛み止め（鎮痛剤
）、筋弛緩剤および／または必要に応じた機能的リハビリテーションが挙げられる。特定
の実施形態において、個体は、１つまたは複数の抗生物質、抗真菌剤、抗ウイルス剤、栄
養注入、ＩＶ、または経口錠剤を供与されていてもよい。
【００３７】
　本発明の特定の態様において、細胞は、コンドロサイト細胞またはコンドロサイト様細
胞へ、該コンドロサイト細胞またはコンドロサイト様細胞がアグリカン、ＩＩ型コラーゲ
ン、Ｓｏｘ－９タンパク質、軟骨結合タンパク質、パールカン、およびそれらの組み合わ
せからなる群から選択される分子を分泌するように、分化する。特定の場合において、細
胞は、線維芽細胞から分化され、例示的な線維芽細胞としては、皮膚線維芽細胞、腱線維
芽細胞、靭帯線維芽細胞、滑膜線維芽細胞、包皮線維芽細胞、またはこれらの混合物が挙
げられる。
【００３８】
　特定の実施形態において、個体に成長因子が与えられてもよいし与えられなくてもよい
。成長因子としては、例えば、骨形成タンパク質２（ＢＭＰ－２）、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ
－６、ＢＭＰ－７、軟骨由来形成タンパク質（ＣＤＭＰ）、トランスフォーミング成長因
子β（ＴＧＦ－β）、インスリン成長因子１（ＩＧＦ－Ｉ）、線維芽細胞成長因子（ＦＧ
Ｆ）、塩基性線維芽細胞成長因子（ｂＦＧＦ）、ＦＧＦ－２、血小板由来成長因子（ＰＤ
ＧＦ）、およびこれらの混合物などが挙げられる。成長因子の送達は、遺伝子治療組成物
の送達時、前、および／または後であってよい。細胞が生体外で操作された後に細胞の送
達が行われる場合において、１つまたは複数の成長因子が、細胞の送達時に供与されても
よい。
【００３９】
　さらなる実施形態においては、１つまたは複数の遺伝子治療組成物を含むキットが提供
され、キットは特定の細胞、例えば線維芽細胞を含んでもよく、キットの任意の成分は１
つまたは複数の適切な容器に収容されている。特定の実施形態において、キットは、線維
芽細胞からコンドロサイトまたはコンドロサイト様細胞へのｉｎ　ｖｉｖｏ分化を増強す
るために適切な１つまたは複数の試薬をさらに含む。いくつかの実施形態において、本発
明のキットは、遺伝子治療組成物および／または線維芽細胞を個体に送達するための１つ
または複数の装置を含む。
【００４０】
　本発明のいくつかの実施形態においては、遺伝子治療組成物および／または線維芽細胞
を、必要とする個体におけるｉｎ　ｖｉｖｏの部位に送達させることに関する方法および
組成物が提供される。特定の実施形態において、部位は、ｉｎ　ｖｉｖｏの、軟骨が必要
とされる部位を含むコンドロサイトが必要とされる部位である。例えば、コンドロサイト
が必要な部位としては、関節、例えば軟骨性関節（例えば脊椎骨）が挙げられる。いくつ
かの実施形態において、線維芽細胞は、軟骨を必要とする個体から取得される。特定の実
施形態において、線維芽細胞は、個体における少なくとも１つの椎間板に送達される。
【００４１】
　特定の場合において、遺伝子治療組成物は、関節に送達される。いくつかの場合におい
て、遺伝子治療組成物は、椎間板（ｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｌ　ｄｉｓｃ）間に送達される
。特定の場合において、遺伝子治療組成物は、内側線維輪における髄核および断裂の間ま
たは中に送達される。遺伝子治療組成物は、椎間板（ｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｌ　ｄｉｓｃ
）間、例えば、内側線維輪における髄核および断裂に送達されてもよい。
【００４２】
　いくつかの実施形態において、個体の関節において線維組織および／またはコンドロサ
イト組織を製造する方法であって、１つまたは複数の遺伝子治療組成物を個体の関節に送
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達する工程を含む、方法が提供される。
【００４３】
　特別の実施形態において、１つまたは複数の遺伝子治療組成物がｉｎ　ｖｉｖｏで関節
に送達されて、関節に存在する細胞が組成物を取り込む。しかしながら、特定の実施形態
において、細胞は、１つまたは複数の遺伝子治療組成物の送達の前、間および／または後
に関節に供与される。そのような場合は、細胞がコンドロサイトまたはコンドロサイト様
細胞へ分化する能力がある限り、任意の細胞を利用することができる。しかしながら、特
定の実施形態において、細胞は、線維芽細胞、例えば、皮膚線維芽細胞、腱線維芽細胞、
靭帯線維芽細胞、または滑膜線維芽細胞などである。自家細胞を利用してもよいが、代替
的実施形態では、同種異型細胞が使用される；特定の実施形態では、同種異型細胞が疾患
について分析されてきており、ヒトへの移行に適していると考えられる。本発明の特定の
態様において、細胞は自家細胞である一方、代替的実施形態において、細胞は同種異型細
胞である。細胞が自家細胞でない場合、本発明で使用する前に細胞を当該分野の標準的手
段で処理して、潜在的な有害物質、病原体などを除去しておいてもよい。
【００４４】
ＩＩＩ．治療遺伝子
【００４５】
　本発明の実施形態において、１つまたは複数の遺伝子が治療組成物として使用される。
組成物は、線維芽細胞のコンドロサイトまたはコンドロサイト様細胞への分化を容易にす
るために使用されてもよく、または線維芽細胞がコンドロサイトまたはコンドロサイト様
細胞へ分化した際に、治療組成物による遺伝子産物のレベルを増強するために使用されて
もよい。いくつかの場合において、１つまたは複数の供与された遺伝子が、関節に存在す
る死にかけているコンドロサイト由来の分子と共に働き、関節におけるコンドロサイトも
しくはコンドロサイト型細胞または軟骨組織の生成を容易にする。
【００４６】
　特定の態様において、１つまたは複数の治療遺伝子を包含するポリヌクレオチドは全長
遺伝子を含むが、いくつかの態様では、遺伝子の断片が使用される。但し、その断片は依
然として治療活性を有するか、治療活性を有するペプチドまたはポリペプチドをコードす
る。遺伝子は、本質的に、ヒト、マウス、ラットなどを含む、哺乳類の遺伝子であっても
よい。
【００４７】
　特別の態様において、１つまたは複数の治療遺伝子は、例えば、コラーゲン形成遺伝子
（任意の型のものを含む）、軟骨形成遺伝子、結合組織形成遺伝子、転写因子、軟骨マト
リックス遺伝子、受容体遺伝子、またはシグナル伝達分子である。特定の実施形態におい
て、１つまたは複数の治療遺伝子は、トランスフォーミング成長因子（ＴＧＦ）βスーパ
ーファミリーのメンバーではない。
【００４８】
　特定の実施形態において、遺伝子治療組成物は、１つまたは複数のマトリックス分子、
例えば、コラーゲンＩ型、コラーゲンＩＩ型、プロテオグリカン、またはそれらの組み合
わせをコードする。特定の実施形態において、コラーゲンは、Ｉ型およびＩＩ型コラーゲ
ンを含む。いくつかの場合において、プロテオグリカン類のうちの１つがアグリカンであ
る。
【００４９】
　特定の実施形態において、１つまたは複数の以下の遺伝子が、本発明で使用される：Ｃ
ＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ１Ａ２、ＣＯＬ２Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１、ＣＯＬ４Ａ１、ＣＯＬ４Ａ２
、ＣＯＬ４Ａ３、ＣＯＬ４Ａ４、ＣＯＬ４Ａ５、ＣＯＬ４Ａ６、ＣＯＬ５Ａ１、ＣＯＬ５
Ａ２、ＣＯＬ５Ａ３、ＣＯＬ６Ａ１、ＣＯＬ６Ａ２、ＣＯＬ６Ａ３、ＣＯＬ６Ａ４、ＣＯ
Ｌ６Ａ５、ＣＯＬ７Ａ１、ＣＯＬ８Ａ１、ＣＯＬ８Ａ２、ＣＯＬ９Ａ１、ＣＯＬ９Ａ２、
ＣＯＬ９Ａ３、ＣＯＬ１０Ａ１、ＣＯＬ１１Ａ１、ＣＯＬ１１Ａ２、ＣＯＬ１２Ａ１、Ｃ
ＯＬ１３Ａ１、ＣＯＬ１４Ａ１、ＣＯＬ１５Ａ１、ＣＯＬ１６Ａ１、ＣＯＬ１７Ａ１、Ｃ
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ＯＬ１８Ａ１、ＣＯＬ１９Ａ１、ＣＯＬ２０Ａ１、ＣＯＬ２１Ａ１、ＣＯＬ２２Ａ１、Ｃ
ＯＬ２３Ａ１、ＣＯＬ２４Ａ１、ＣＯＬ２５Ａ１、ＣＯＬ２６Ａ１、ＣＯＬ２７Ａ１、お
よびＣＯＬ２８Ａ１。
【００５０】
　例示遺伝子としては、軟骨マトリックス遺伝子、例えば、プロテオグリカンならびにＣ
ＯＬ２、－９、－１０、および－１１；受容体遺伝子［線維芽細胞成長因子２（ＦＧＦＲ
２）；副甲状腺ホルモン関連ペプチド受容体（ＰＴＨｒＰ－Ｒ）］；１つまたは複数の転
写因子（ＳＯＸ５、－６、および－９）；ＳＯＸ４；血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）；マ
トリックスメタロプロテイナーゼ１４（ＭＭＰ１４）；フォークヘッド；ＣＤ１０；ＭＭ
Ｐ１３；コラーゲン（例えば、ＣＯＬ３Ａ１およびＣＯＬ１６Ａ１）；シグナル伝達分子
（ＷＮＴ１１）；ホメオボックスホモログ（ＢＡＰＸ１）；受容体（ＩＬ－１Ｒ１）；Ｉ
ＧＦ修飾因子（ＩＧＦＢＰ５）；および／またはメタロプロテイナーゼ（ｍｅｔｔａｌｏ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ）（ＭＭＰ１６）（Ｓｅｋｉｙａら、２００２を参照されたい）が
挙げられる。特定の態様においては、以下の遺伝子が使用されてもよい：軟骨形成能に関
する既知のマーカー（コラーゲンＩＩ型、ＦＧＦＲ３、ＢＭＰ２、ＡＬＫ１）、同化成長
因子（ＢＭＰ５およびＩＧＦ１）またはマトリックス分解酵素（ＭＭＰ１３およびＡＤＡ
ＭＴＳ５）（Ｈｅｌｌｉｎｇｍａｎら、２０１１を参照されたい）。
【００５１】
　特定の態様においては、以下の１つまたは複数が利用される：ＧＲＥＭ１、ＢＭＰ６、
ＣＯＬ１０Ａ１、またはＭＭＰ１３（Ｆｕｎａｒｉら、２００７を参照されたい）。ＢＭ
Ｃ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　２００７、８：１６５　特定の態様では、以下の１つまたは複数
が使用されてもよい：ＣＯＬ１１Ａ１、ＢＣＬ１０、ＭＣＯＬＮ２、ＬＲＲＣ８Ｃ、ＰＴ
ＧＦＲ、ＲＬＦ、ＣＯＬ９Ａ２、ＭＡＴＮ１、ＰＤＰＮ、ＴＮＦＲＳＦ１８、ＩＴＧＡ１
０、ＴＨＢＳ３、ＳＣＹＬ１ＢＰ１、ＫＣＮＴ２、２４４５３３＿ａｔ、ＡＲＦ１、２２
２３４８＿ａｔ、ＳＬＣ４Ａ５、ＨＳＰＣ１５９、ＲＨＯＱ、ＭＡＴＮ３、ＳＵＬＴ１Ｃ
２、２３６２８９＿ａｔ、ＢＣＬ２Ｌ１１、ＦＬＪ１６００８、ＫＬＦ７、ＮＲＰ２、Ｓ
ＥＲＰＩＮＥ２、ＦＮ１、Ｂ３ＧＮＴ７、ＡＤＡＭＴＳ９、ＡＮＫＲＤ２８、ＧＡＬＮＴ
Ｌ２、ＩＲＡＫ２、ＳＥＴＤ５、ＦＮＤＣ３Ｂ、Ｂ３ＧＮＴ５、ＣＹＴＬ１、ＩＢＳＰ、
２２９２２１＿ａｔ、ＣＯＬ２５Ａ１、ＰＥＴ１１２Ｌ、ＥＤＮＲＡ、１５６３４１４＿
ａｔ、ＯＳＭＲ、Ｃ１ＱＴＮＦ３、ＺＦＹＶＥ１６、２２５６１１＿ａｔ、ＭＡＳＴ４、
ＥＤＩＬ３、２３０２０４＿ａｔ、２３０８９５＿ａｔ、ＨＡＰＬＮ１、ＰＤＬＩＭ４、
ｃｒ５ｑ３５　ＳＱＳＴＭ１、ＣＯＬ１１Ａ２、ＳＣＵＢＥ３、ＣＭＡＨ、２３６６８５
＿ａｔ、ＢＭＰ６、ＣＯＬ９Ａ１、ＣＯＬ１０Ａ１、ＵＬＢＰ２、ＬＲＰ１１、ＳＯＤ２
、ＳＹＮＪ２、ＷＴＡＰ、ＨＩＧ２、ＫＩＡＡ１７１８、ＦＡＭ６２Ｂ、ＵＢＥ３Ｃ、Ｔ
ＮＦＲＳＦ１０Ｄ、ＳＬＣ２５Ａ３７、ＣｈＧｎ、ＲＢ１ＣＣ１、Ｃ８ｏｒｆ７２、ＥＩ
Ｆ２Ｃ２、ＨＡＳ２、ＴＲＰＳ１、ＷＩＳＰ１、２３５８２１＿ａｔ、ＰＴＫ２、ＺＣＣ
ＨＣ７、ＲＰＳ６、ＧＬＩＳ３、ＳＬＣ２８Ａ３、１５５５８４１＿ａｔ、ＭＧＣ１７３
３７、ＥＤＧ２、２２９２４２＿ａｔ、ＣＯＬ２７Ａ１、ＩＴＧＢ１、Ｃ１０ｏｒｆ４９
、ＹＭＥ１Ｌ１、ＡＫＲ１Ｃ２、ＣＨＳＴ３、ＬＯＸＬ４、ＳＦＸＮ３、２２８９１０＿
ａｔ、ＣＤ４４、ＦＯＳＬ１、ＲＥＬＡ、ＭＭＰ１２、ＭＭＰ１３、ＭＭＰ３、ＫＩＡＡ
０９９９、ＡＳＡＭ、ＬＯＣ３９９９５９、ＥＴＮＫ１、ＳＯＸ５、ＣＨＳＴ１１、ＡＴ
Ｆ１、ＳＲＧＡＰ１、ＤＳＰＧ３、ＬＯＣ３３８７５８、ＫＩＡＡ０７０１、ＳＬＣ４１
Ａ２、ＲＨＯＦ、ＦＺＤ１０、ＮＵＰＬ１、ＵＳＰ１２、ＵＦＭ１、ＬＥＣＴ１、ＧＰＣ
６、ＥＲＯ１Ｌ、ＢＤＫＲＢ１、ＳＥＭＡ６Ｄ、ＬＡＣＴＢ、ＡＲＩＨ１、ＣＳＰＧ４、
ＡＧＣ１、ＬＯＣ２８３８２４、ＶＡＳＮ、ＷＷＰ２、ＮＯＳ２Ａ、ＬＯＣ２０１１８１
、ＭＳＩ２、ＰＩＴＰＮＣ１、ＴＧＩＦ、１５５２２８８＿ａｔ、１５５２２８９＿ａ＿
ａｔ、ＺＮＦ１４６、ＲＥＬＢ、ＭＩＡ、ＺＮＦ１６０、ＳＮＸ５、ＢＭＰ２、ＲＮＦ２
４、ＨＳＵＰ１、ＭＡＴＮ４、ＢＩＣ、ＲＵＮＸ１、ＬＩＦ、ＲＰ４－７５６Ｇ２３．１
、ＲＰＳ６ＫＡ３、ＴＮＭＤ、ＲＰ６－２１３Ｈ１９．１（Ｆｕｎａｒｉら、２００７を
参照されたい）。
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【００５２】
　特定の実施形態において、ＴＧＦβスーパーファミリーのメンバーは使用されないが、
別の実施形態においては、ＴＧＦβスーパーファミリーの１つまたは複数のメンバー、例
えば、ＴＧＦβ、ＴＧＦ－β３、ＴＧＦ－β２、ＴＧＦ－β４、ＴＧＦ－β１、ＴＧＦ－
β５（Ｘｅｎｏｐｕｓ）、ＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ＤＰＰ、Ｂ
ＭＰ－５、ＢＭＰ－６、Ｖｇｒ１、ＯＰ－１／ＢＭＰ－７、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　６０
Ａ、ＧＤＦ－１、Ｘｅｎｏｐｕｓ　Ｖｇｆ、ＢＭＰ－３、Ｉｎｈｉｂｉｎ－βＡ、Ｉｎｈ
ｉｂｉｎ－βＢ、Ｉｎｈｉｂｉｎ－αおよびＭＩＳが使用される（参照によりその全体が
本明細書に組み込まれる米国特許第７，３３８，６５５号を参照されたい）。
【００５３】
　特定の実施形態において、遺伝子の一部または全てが、方法および／または組成物の実
施形態において利用される。遺伝子のコード領域の全てまたは一部が使用される場合があ
り、特定の遺伝子の制御領域の１つまたは複数が使用される場合がある。特定の実施形態
においては、遺伝子の断片、例えばコード領域の断片が利用されてもよく、該断片は、依
然として治療活性を維持するものである。特別の場合において、特定遺伝子の野生型配列
が利用され、当業者は様々な遺伝子の配列が様々なデータベース、例えば、Ｎａｔｉｏｎ
ａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ’
ｓ　ＧｅｎＢａｎｋ（登録商標）データベースで識別しうることを認識している。特定の
場合において、ポリヌクレオチド組成物で利用されている配列は、野生型配列と同一では
なく、１つもしくは複数のヌクレオチドまたはコードしている遺伝子産物の１つもしくは
複数のアミノ酸において配列が異なっている。組成物で利用される配列は、コードする野
生型ポリペプチドのポリペプチド配列と比較したとき、対応する野生型のＤＮＡ配列と、
例えば、９９％、９８％、９７％、９６％、９５％、９４％、９３％、９２％、９１％、
９０％、８９％、８８％、８７％、８６％、８５％、８４％、８３％、８２％、８１％、
８０％、７９％、７８％、７７％、７６％、７５％、７４％、７３％、７２％、７１％、
７０％同一であり、そのような割合で、コードする遺伝子産物と同一である。
【００５４】
ＩＶ．遺伝子治療実施形態
【００５５】
　実施形態は、コンドロサイト再生、軟骨生成、および／または軟骨修復のための治療遺
伝子産物をコードすることが可能な１つまたは複数のポリヌクレオチドを使用することを
含む。特別の実施形態において、遺伝子産物は、線維芽細胞または関節における他の型の
細胞によって利用され、線維芽細胞がコンドロサイトまたはコンドロサイト様細胞へ分化
することを容易にし、および／または線維芽細胞、幹細胞または脂肪細胞から分化したコ
ンドロサイトまたはコンドロサイト様細胞によって利用される。
【００５６】
　ポリヌクレオチドは、遺伝子産物全体をコードしていてもしていなくてもよい。全体に
満たない遺伝子産物がコードされている場合でも、その断片は生物学的に活性であり、コ
ンドロサイト生成および／または軟骨修復および／または軟骨再生活性を有することがで
きる。いくつかの場合において、治療遺伝子産物またはその生物学的に活性な断片を含む
発現ベクターは、選択マーカーを含む。
【００５７】
　本発明のさらなる実施形態は、治療遺伝子産物をコードしうるポリヌクレオチドまたは
その生物学的に活性な誘導体または断片を利用すること、および発現ベクターとして利用
する送達方法にかかわらず送達に際して標的細胞または組織内で安定に維持されることが
可能な当業者に公知の任意のベクターを利用することを含む。そのような一つの方法は、
ウイルスまたは非ウイルスベクター分子であるベクター分子を、標的細胞または組織に直
接送達する方法である。
【００５８】
　本発明の別の実施形態は、産物をコードする少なくとも１つの遺伝子を、哺乳類宿主の
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処置に使用するための少なくとも１つの細胞に導入するための方法を提供する。この方法
は、所定の産物をコードする遺伝子を所望の細胞に導入するために、ウイルスまたは非ウ
イルス手段（例えば、プラスミド）を利用することを含む。より詳細には、特定の方法は
、リポソーム封入、リン酸カルシウム共沈、電気穿孔またはＤＥＡＥデキストラン媒介を
含み、遺伝子として、いくつかの治療遺伝子産物をコードすることができる遺伝子または
その生物学的に活性な誘導体もしくはその断片、および必要に応じて選択マーカーを使用
することを含む。
【００５９】
　本発明の別の実施形態は、ある産物をコードする少なくとも１つの遺伝子を哺乳類宿主
の処置に使用する少なくとも１つの所望の細胞に導入するための方法を提供する。この方
法は、ウイルスを利用した生物学的手段またはベクター分子を、標的の細胞もしくは組織
に送達するための他の手段を利用する生物学的手段を使用することを含む。好ましくは、
ウイルスはシュードウイルスであり、シュードウイルスのゲノムは、シュードウイルスが
送達のみ行う能力があり、標的細胞内で安定に維持されるが、標的細胞または組織内で複
製する能力は保持していないように改変されている。改変ウイルスゲノムは、組換えＤＮ
Ａ技術によって、標的細胞または組織内で発現する目的の異種遺伝子を含有するＤＮＡベ
クター分子として作用するようにさらに改変される。ウイルスベクターは、例えば、レト
ロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、レンチウイルスベクター、またはアデノ
随伴ウイルスベクターであってもよい。
【００６０】
　本発明の一実施形態は、所望の治療遺伝子産物をコードするポリヌクレオチドを哺乳類
宿主の所望の位置に送達させることによる、該治療遺伝子産物を標的関節空間に送達させ
る方法である。例えば、治療遺伝子産物の一部または全てをコードしている目的のＤＮＡ
配列を、選択したベクターにサブクローニングし、次いで組換えベクターを使用して、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏ培養された所望の細胞に感染させ、形質導入された結合組織細胞、例えば
自家移植細胞を、目的の位置に例えば関節内注入により移植する；代替的実施形態では、
組換えベクターをｉｎ　ｖｉｖｏで目的の位置に送達させ、ここでベクターをｉｎ　ｖｉ
ｖｏ細胞、例えば関節内のｉｎ　ｖｉｖｏ線維芽細胞に感染させる。
【００６１】
　本発明の方法は、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクターま
たは単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）ベクターのいずれかを使用して、治療遺伝子を哺乳
類宿主の所望の組織に直接ｉｎ　ｖｉｖｏ送達することを含む。別言すると、機能タンパ
ク質またはタンパク質断片をコードする目的のＤＮＡ配列を、それぞれのウイルスベクタ
ー内へサブクローン化する。次いで遺伝子産物含有ウイルスベクターを適当な力価にまで
成長させ、好ましくは関節内注入によって所望の空間へ向かわせる。
【００６２】
　目的とする遺伝子を含有するＤＮＡ分子の関節内への直接関節内注入により、レシピエ
ントの結合組織細胞（その部位での線維芽細胞を含む）が形質転換され、これにより除去
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養、トランスフェクションおよび選択の必要性が回避されると共に
、線維芽細胞含有ベクターの移植により、目的とする異種遺伝子の安定な発現が促進され
る。
【００６３】
　ＤＮＡ分子を関節内の標的細胞に提示する方法としては、限定されないが、ＤＮＡ分子
のカチオンリポソームへの挿入、目的のＤＮＡ配列のレトロウイルスもしくはプラスミド
ベクターのサブクローニング、またはＤＮＡ分子自体の関節内への直接注入が挙げられる
。ＤＮＡ分子は、関節への提示形態にかかわらず、組換えウイルスＤＮＡベクター分子ま
たは組換えＤＮＡプラスミドベクター分子のいずれかでＤＮＡベクターとして提示される
ことが好ましい。目的の異種遺伝子の発現は、真核細胞において活性なプロモーター断片
を、異種遺伝子のコード領域の上流に直接挿入することにより確実となる。当業者であれ
ば、ＤＮＡ分子の結合組織への挿入に続く発現の適切なレベルを確実にするために、ベク
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ター構築に関する既知のストラテジーおよび技術を利用しうる。
【００６４】
　好ましい実施形態において、関節から取り出した線維芽細胞は、遺伝子治療のための送
達系として後で利用するためにｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養される。出願人は、開示された特
定の結合組織の使用に限定されないことが明らかである。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養技術のた
めに他の組織供給源を利用することが可能である。本発明の遺伝子の使用方法は、予防的
処置および治療的処置のいずれにおいても利用することができる。任意の罹患の疑いのあ
るまたは罹患した関節を処置するために、本明細書に記載の教示を予防的または治療的に
利用してもよい。
【００６５】
　この発明の別の実施形態において、ＴＧＦ－βスーパーファミリータンパク質をコード
する遺伝子と適切な医薬的担体とを含有する非経口投与用化合物が、治療有効量で患者に
投与される。
【００６６】
　本発明の別の実施形態では、予防的有効量で患者に非経口投与するための、ＴＧＦ－β
スーパーファミリータンパク質をコードする遺伝子と適切な医薬的担体とを含有する化合
物を提供される。
【００６７】
　本発明のさらなる実施形態には、遺伝子のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの細胞への導入を含む、
本明細書で前述した方法が含まれる。この方法は、感染した細胞を後に哺乳類宿主に移植
させることも含む。この方法は、結合組織細胞のトランスフェクトを達成した後だが感染
細胞を哺乳類宿主に移植させる前に、トランスフェクトされた結合組織細胞を保存するこ
とを含む。当業者は、例えば感染された結合組織細胞を１０％ＤＭＳＯ含有液体窒素中に
凍結保存してもよいことを認識している。実施形態には、関節疾患または損傷の発症可能
性が高い哺乳類宿主細胞における関節疾患または損傷の発症を実質的に予防するための方
法を利用することも含まれる。
【００６８】
　本発明の別の実施形態は、ある産物をコードする少なくとも１つの遺伝子を、前述のよ
うに哺乳類宿主の処置に使用するために、前記産物をコードする遺伝子を含有するウイル
スベクターを哺乳類宿主に直接導入することにより、細胞のｉｎ　ｖｉｖｏ感染を達成す
ることを含む、哺乳類宿主の結合組織の少なくとも１つの細胞に導入する方法である。好
ましくは、本発明の方法は、関節内注入により哺乳類宿主への直接導入を達成することを
含む。方法は、哺乳類宿主に関する治療的使用のための方法を使用することを含む。さら
にこの方法は、前記で定義したような結合組織を修復および再生するための方法を使用す
ることも含む。
【００６９】
　当業者は、リポソームを使用するウイルスベクターが、感染および結合組織細胞への組
み込みを達成するためにレトロウイルスが必要とする細胞分裂により制限されないことを
認識している。前述したような非ウイルス手段を使用するこの方法は、遺伝子としてＴＧ
Ｆ－βスーパーファミリーに属するメンバーをコードすることが可能な遺伝子および選択
可能マーカー遺伝子、例えば抗生物質耐性遺伝子を使用することを含む。
【００７０】
　本発明の別の実施形態は、軟骨などの結合組織を再生するためのコラーゲンのｉｎ　ｖ
ｉｖｏ発現を達成するために、ＴＧＦ－βスーパーファミリーのメンバーをコードするＤ
ＮＡ配列を、本明細書に開示の任意の方法により哺乳類宿主の結合組織に送達することで
ある。
【００７１】
　本発明の実施例として開示されるが限定的でない特別の方法において、ＴＧＦ－βコー
ド配列を含有するＤＮＡプラスミドベクターは、メタロチオネインプロモーターの下流に
連結した。
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【００７２】
Ｖ．核酸に基づく発現系
【００７３】
Ａ．ベクター
　用語「ベクター」は、核酸配列を複製可能な細胞に導入するために、核酸該列を挿入す
ることができる担体核酸分子を指す。核酸配列は「外因性」であってもよく、「外因性」
とは配列がベクターの導入される細胞に対して外来性であるか、または、配列が細胞内の
配列と同種であるが宿主細胞核酸内でその配列が通常見出されない位置にあることを意味
する。ベクターとしては、プラスミド、コスミド、ウイルス（バクテリオファージ、動物
ウイルスおよび植物ウイルス）ならびに人工染色体（例えばＹＡＣ）が挙げられる。当業
者であれば、標準的組換え技術を使用してベクターを構築することが十分可能である（例
えばいずれも参照によりその全体が本明細書に組み込まれるＭａｎｉａｔｉｓら、１９８
８およびＡｕｓｕｂｅｌら、１９９４を参照されたい）。
【００７４】
　用語「発現ベクター」は、転写することができるＲＮＡをコードする核酸を含む任意の
種類の遺伝子構築物を指す。いくつかの場合において、ＲＮＡ分子は、タンパク質、ポリ
ペプチドまたはペプチドに翻訳される。他の場合において、これらの配列は、例えばアン
チセンス分子またはリボザイムの産生で翻訳されない。発現ベクターは、様々な「制御配
列」を含んでもよく、ここで制御配列とは、特別の宿主細胞において作動可能に連結され
たコード配列の転写および場合により翻訳のために必要な核酸配列を指す。転写および翻
訳を支配する制御配列に加えて、ベクターおよび発現ベクターは、他の機能に関わる核酸
配列ならびに下記に記載する核酸配列を含んでもよい。
【００７５】
ａ．プロモーターおよびエンハンサー
　「プロモーター」は、転写の開始および速度を制御する核酸配列領域に存在する制御配
列である。プロモーターは、核酸配列の特別な転写を開始させるために、制御タンパク質
および分子、例えばＲＮＡポリメラーゼおよび他の転写調節因子が結合しうる遺伝子要素
を含んでもよい。表現「作動可能に位置付けられた」、「作動可能に連結された」、「制
御下」および「転写調節制御下」は、プロモーターが、転写開始および／または配列の発
現を制御するために、正確な機能的位置にあることおよび／または核酸該列に対して正確
な方向にあることを意味する。
【００７６】
　プロモーターは、一般に、ＲＮＡ合成の開始部位を位置付ける機能を有する配列を含む
。最もよく知られているプロモーターの例はＴＡＴＡｂｏｘである。ＴＡＴＡｂｏｘを欠
失しているいくつかのプロモーター、例えば、末端デオキシヌクレオチジル転移酵素遺伝
子のためのプロモーター、およびＳＶ４０後期遺伝子のためのプロモーターでは、個別の
要素が開始部位自体に重なり、開始場所を固定することを助ける。さらなるプロモーター
要素は、転写開始の頻度を制御する。典型的にこれらは開始部位の３０～１１０ｂｐ上流
領域に位置するが、いくつかのプロモーターは、開始部位の下流に同様に機能的要素を含
むことが示されている。コード配列をプロモーターの「制御下」に配置するために、配列
は、選択されたプロモーターの「下流」（つまり３’）の転写リーディングフレームの転
写開始部位の５’端に位置する。「上流」プロモーターは、ＤＮＡの転写を刺激し、コー
ドされたＲＮＡの発現を促進する。
【００７７】
　プロモーター要素間の間隔は、要素が互いに対して逆に配置された場合または移動した
場合でもプロモーター機能が保存されるようにしばしば柔軟性がある。ｔｋプロモーター
において、プロモーター要素間の間隔は、活性が低下し始める前に、５０ｂｐ離れるまで
増加しうる。プロモーターに依存して、個々の要素は転写を活性化するために、協同して
または独立して機能しうるようである。プロモーターは、「エンハンサー」と組み合わせ
て使用してもしなくてもよい。「エンハンサー」とは、核酸配列の転写活性に関与するシ
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ス作用調節配列を指す。
【００７８】
　プロモーターは、核酸配列に天然に結合しているものでもよく、コードセグメントおよ
び／またはエキソンの上流に位置する５’非コード配列を単離することによって得られる
ものでもよい。そのようなプロモーターは「内因性」と称されることもある。同様に、エ
ンハンサーは、核酸配列にその上流または下流のいずれかの位置で天然に結合しているも
のでもよい。代替的に、コード核酸セグメントを、組換えまた異種プロモーターの制御下
に位置付けることで一定の利点が得られることもある。ここで組換えまたは異種プロモー
ターは、天然の環境下では核酸配列と通常結合していないプロモーターを指す。同様に、
組換えまたは異種エンハンサーは、天然の環境下では核酸配列と通常結合していないエン
ハンサーを指す。そのようなプロモーターまたはエンハンサーには、他の遺伝子のプロモ
ーターまたはエンハンサー、および他のウイルスまたは原核もしくは真核細胞から単離さ
れたプロモーターまたはエンハンサー、ならびに「天然に存在」しないプロモーターまた
はエンハンサー、つまり異なる転写制御領域の異なる要素を有するおよび／または発現を
変化させる変異を有するプロモーターまたはエンハンサーが含まれても良い。例えば、組
換えＤＮＡ構築物で最も一般的に使用されているプロモーターとしては、β－ラクタマー
ゼ（ペニシリナーゼ）、ラクトースおよびトリプトファン（ｔｒｐ）プロモーター系が挙
げられる。プロモーターおよびエンハンサーの核酸配列を合成的に製造することに加えて
、配列は、組換えクローニングおよび／またはＰＣＲ（商標）を含む核酸増幅技術を、本
明細書に開示の組成物と組み合わせて製造してもよい（それぞれ参照により本明細書に組
み込まれる米国特許第４，６８３，２０２号および同第５，９２８，９０６号を参照され
たい）。さらに、非核細胞器官内、例えばミトコンドリア、葉緑体などにおける配列の転
写および／または発現を支持する制御配列も同様に使用しうることが企図されている。
【００７９】
　当然のことながら、発現のために選択した細胞器官、細胞型、組織、器官、または生物
体におけるＤＮＡセグメントの発現を効果的に指示するプロモーターおよび／またはエン
ハンサーを使用することが重要である。分子生物学の当業者は、一般に、タンパク質発現
のために使用するプロモーター、エンハンサー、および細胞の種類の組み合わせを知って
いる（例えば、参照により本明細書に組み込まれるＳａｍｂｒｏｏｋら、１９８９を参照
されたい）。使用するプロモーターは、導入されたＤＮＡセグメントの高レベルの発現を
支持するために、構成的、組織特異的、誘導的、および／または適当な条件下で有用なも
のであってもよく、例えば、組換えタンパク質および／またはペプチドの大規模産生に有
利なものであってもよい。プロモーターは、異種性であっても内因性であってもよい。
【００８０】
　さらに、任意のプロモーター／エンハンサー組み合わせ（例えば、真核生物プロモータ
ーデータベースＥＰＤＢ、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｐｄ．ｉｓｂ－ｓｉｂ．ｃｈ／によ
る）を、発現を駆動するために使用することもできる。Ｔ３、Ｔ７またはＳＰ６細胞質発
現系の使用が、別の考えられる実施形態である。真核細胞は、適切な微生物ポリメラーゼ
が送達複合体の一部としてまたは補足的遺伝子発現構築物として提供される場合、特定の
微生物プロモーターからの細胞質転写を支援することができる。
【００８１】
　組織特異的プロモーターもしくは要素の特定ならびにそれらの活性を特徴づけるための
アッセイは、当業者にとって周知である。そのような領域の非限定的な例としては、ヒト
ＬＩＭＫ２遺伝子（Ｎｏｍｏｔｏら　１９９９）、ソマトスタチン受容体２遺伝子（Ｋｒ
ａｕｓら、１９９８）、ネズミ副睾丸レチノイン酸結合遺伝子（Ｌａｒｅｙｒｅら、１９
９９）、ヒトＣＤ４（Ｚｈａｏ－Ｅｍｏｎｅｔら、１９９８）、マウスα２（ＸＩ）コラ
ーゲン（Ｔｓｕｍａｋｉら、１９９８）、Ｄ１Ａドーパミン受容体遺伝子（Ｌｅｅら、１
９９７）、インスリン様成長因子ＩＩ（Ｗｕら、１９９７）、およびヒト血小板内皮細胞
接着分子－１（Ａｌｍｅｎｄｒｏら、１９９６）が挙げられる。
【００８２】
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ｂ．開始シグナルおよび内部リボソーム結合部位
　さらに特定の開始シグナルが、コード配列の効率的な翻訳のために必要となりうる。こ
れらのシグナルとしては、ＡＴＧ開始コドンまたは隣接配列が挙げられる。ＡＴＧ開始コ
ドンなどの、外因性の翻訳調節制御シグナルを含める必要がありうる。当業者であれば、
容易にこの判断を行うことができ、必要なシグナルを含めることができる。開始コドンが
、挿入物全体の翻訳を確実にするために、所望のコーディング配列のリーディングフレー
ム内に「インフレーム」でなければならないことは周知である。外因性翻訳調節シグナル
および開始コドンは、天然のものであっても合成されたものでもよい。発現効率は、適切
な転写エンハンサー要素を組み込むことにより増強されうる。
【００８３】
　本発明の特定の実施形態において、内部リボソームエントリー部位（ＩＲＥＳ）要素の
使用を利用して、多重遺伝子またはポリシストロン性メッセージが作製される。ＩＲＥＳ
要素は、５’メチル化Ｃａｐ依存性翻訳のリボソームスキャニングモデルを回避して、内
部での翻訳を開示することができる（Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ　ａｎｄ　Ｓｏｎｅｎｂｅｒｇ
、１９８８）。ピコルナウイルスファミリー（ポリオおよび脳心筋炎）の２つのメンバー
由来のＩＲＥＳ要素が報告されており（Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ　ａｎｄ　Ｓｏｎｅｎｂｅｒ
ｇ、１９８８）、同様に、哺乳類メッセージ由来のＩＲＥＳも報告されている（Ｍａｃｅ
ｊａｋ　ａｎｄ　Ｓａｒｎｏｗ、１９９１）。ＩＲＥＳ要素は、異種オープンリーディン
グフレームに結合することができる。多重オープンリーディングフレームは、まとめて転
写することができ、それぞれＩＲＥＳにより分離されて、ポリシストロン性メッセージが
生じる。ＩＲＥＳ要素により、各オープンリーディングフレームがリボソームにアクセス
でき、効率的に翻訳が行われる。多重遺伝子は、単一のメッセージを転写するために、単
一のプロモーター／エンハンサーを使用して効率的に発現することができる（それぞれ参
照により本明細書に組み込まれる米国特許第５，９２５，５６５号および第５，９３５，
８１９号を参照されたい）。
【００８４】
ｃ．多重クローニング部位
　ベクターは、多重クローニング部位（ＭＣＳ）を含んでも良い。多重クローニング部位
は、複数の制限酵素部位を含有する核酸領域であり、そのいずれも標準的な組換え技術を
使用して、ベクターを消化することができる（例えば、参照により本明細書に組み込まれ
るＣａｒｂｏｎｅｌｌｉら、１９９９、Ｌｅｖｅｎｓｏｎら、１９９８、およびＣｏｃｅ
ａ、１９９７を参照されたい）。「制限酵素消化」は、核酸分子の特定の位置でのみ機能
する酵素を用いた核酸分子の触媒的切断を指す。これらの制限酵素の多くは市販されてい
る。そのような酵素の使用は、当業者に広く理解されている。しばしばベクターは、外因
性配列をベクターに連結することを可能にするようにＭＣＳ内で切断する制限酵素を使用
して、直鎖化または断片化される。「連結」は、互いが連続的である場合も連続的でない
場合もある２つの核酸フラグメントの間でリン酸ジエステル結合を形成するプロセスを指
す。制限酵素および連結反応に関する技術は、組換え技術分野の当業者にとって周知であ
る。
【００８５】
ｄ．スプライシング部位
　ほとんどの転写された真核生物ＲＮＡ分子は、ＲＮＡスプライシングを経て、一次転写
物からイントロンが除去される。真核生物ゲノム配列を含有するベクターは、タンパク質
発現のための転写物の適切なプロセシングを確実に行うために、ドナーおよび／またはア
クセプタースプライシング部位を必要としうる（例えば、参照により本明細書に組み込ま
れるＣｈａｎｄｌｅｒら、１９９７を参照されたい）。
【００８６】
ｅ．終結シグナル
　本発明のベクターまたは構築物は、一般に少なくとも１つの終結シグナルを含む。「終
結シグナル」または「ターミネーター」は、ＲＮＡポリメラーゼによるＲＮＡ転写の特定
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の終結に関与するＤＮＡ配列で構成される。したがって、特定の実施形態においては、Ｒ
ＮＡ転写物の産生を終了させる終結シグナルが企図される。ターミネーターは、ｉｎ　ｖ
ｉｖｏで所望のメッセージレベルを達成するために必要な場合がある。
【００８７】
　真核生物系では、ターミネーター領域に、新規転写物がポリアデニル化部位を曝露する
ための部位特異的切断を可能にする特異的ＤＮＡ配列を含めてもよい。これにより、特別
な内因性ポリメラーゼに、約２００Ａ残基の伸長（ポリＡ）を転写物の３’端に付加する
ように信号が出される。このポリＡテールで修飾されたＲＮＡ分子は、より安定らしく、
より効率的に翻訳が行われる。したがって、真核生物が関与する他の実施形態において、
ターミネーターがＲＮＡの切断のためのシグナルを含むことが好ましく、ターミネーター
シグナルがメッセージのポリアデニル化を促進することがさらに好ましい。ターミネータ
ーおよび／またはポリアデニル化部位要素は、メッセージレベルを増強し、カセットから
他の配列の読み取りを最小化する役目を果たすことができる。
【００８８】
　本発明における使用に適したターミネーターとしては、本明細書に記載のまたは当業者
に公知の任意の既知の転写ターミネーターが挙げられ、例えば、限定されないが、遺伝子
の終結配列、例えばウシ成長ホルモンターミネーターまたはウイルス終結配列、例えばＳ
Ｖ４０ターミネーターが挙げられる。特定の実施形態において、終結シグナルは、例えば
配列トランケーションにより、転写可能または翻訳可能な配列が欠如している場合がある
。
【００８９】
ｆ．ポリアデニル化シグナル
　発現、特に真核生物発現においては、転写の適切なポリアデニル化を達成するために、
通常、ポリアデニル化シグナルが含められる。ポリアデニル化シグナルの性質は、本発明
の実施の成功に必須ではないと考えられ、任意のそのような配列を使用することができる
。好ましい実施形態としては、便宜性があり、様々な標的細胞で十分機能することが公知
のＳＶ４０ポリアデニル化シグナルまたはウシ成長ホルモンポリアデニル化シグナルが挙
げられる。ポリアデニル化は、転写の安定性を高め、細胞質の輸送を促進しうる。
【００９０】
ｇ．複製起点
　宿主細胞においてベクターを増殖させるために、特定の核酸配列がその位置で複製を開
始する１つまたは複数の複製起点（しばしば「ｏｒｉ」とも称される）を含めてもよい。
宿主細胞が酵母である場合は、代替的に自律複製配列（ＡＲＳ）を使用してもよい。
【００９１】
ｈ．選択およびスクリーニング可能マーカー
　本発明の特定の実施形態において、本発明の核酸構築物を含有する細胞は、発現ベクタ
ーにマーカーを含めることによりｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで識別すること
ができる。そのようなマーカーは、識別可能な改変を細胞に付与し、発現ベクターを含有
する細胞の容易に識別されるようにする。一般に選択マーカーは、選択を可能にする特性
を与えるものである。ポジティブ選択マーカーは、マーカーの存在により選択が可能にな
るマーカーであり、ネガティブ選択マーカーは、その存在により選択が妨げられるマーカ
ーである。ポジティブ選択マーカーの１例は、薬物耐性マーカーである。
【００９２】
　一般に、薬物選択マーカーを包含することで、形質転換体のクローニングおよび識別が
支援される。例えばネオマイシン、ピューロマイシン、ハイグロマイシン、ＤＨＦＲ、Ｇ
ＰＴ、ゼオシンおよびヒスチジノールなどに耐性を与える遺伝子が有用な選択マーカーで
ある。条件の実施により形質転換体の識別が可能となる表現型を付与するマーカーに加え
て、他の種類のマーカー、例えば、比色分析を基礎に置くＧＦＰなどのスクリーニング可
能マーカーも企図される。代替的に、スクリーニング可能酵素、例えば、ヘルペス単純ウ
イルスチミジンキナーゼ（ｔｋ）またはクロラムフェニコールアセチルトランスフェラー
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ゼ（ＣＡＴ）を使用してもよい。当業者であれば、免疫学的マーカーを、必要であればＦ
ＡＣＳ分析と組み合わせて、使用する方法も理解している。使用するマーカーは、遺伝子
産物をコードする核酸と同時に発現可能なものである限り、重要と考えられないものであ
る。選択マーカーおよびスクリーニング可能マーカーのさらなる例は当業者にとって周知
である。
【００９３】
ｉ．プラスミドベクター
　特定の実施形態においては、プラスミドベクターを、宿主細胞の形質転換のために使用
することが企図されている。一般に宿主細胞と適合可能な種に由来するレプリコンと制御
配列を含有するプラスミドベクターが、その宿主と関連させて使用される。通常、ベクタ
ーは、複製部位と共に、形質転換された細胞の表現型による選択を可能にする標識配列を
備えている。非限定的な実施例において、Ｅ．ｃｏｌｉは、ｐＢＲ３２２の誘導体、Ｅ．
ｃｏｌｉ種由来のプラスミドを使用して形質転換されることが多い。ｐＢＲ３２２は、ア
ンピシリンおよびテトラサイクリン耐性遺伝子を含んでおり、これにより形質転換細胞の
識別を容易にする手段が提供される。ｐＢＲプラスミドまたは他の微生物プラスミドもし
くはファージは、例えばそれ自身のタンパク質発現のために微生物によって使用されうる
プロモーターをも含むかまたは含むように改変される必要がある。
【００９４】
　さらに宿主細胞と適合可能なレプリコンおよび制御配列を含有するファージベクターが
、形質転換ベクターとしてその宿主と関連させて使用されうる。例えば、ファージλ　Ｇ
ＥＭ（商標）－１１は、宿主細胞、例えばＥ．ｃｏｌｉ　ＬＥ３９２などの形質転換のた
めに使用しうる組換えファージベクターを作製するために利用することができる。
【００９５】
　さらに有用なプラスミドベクターとしては、後の精製および分離または分裂のためのグ
ルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳＴ）可溶性融合タンパク質の生成に使用するため
のｐＩＮベクター（Ｉｎｏｕｙｅら、１９８５）およびｐＧＥＸベクターが挙げられる。
他の適切な融合タンパク質は、β－ガラクトシダーゼ、ユビキチンなどを有する融合タン
パク質である。
【００９６】
　微生物宿主細胞、例えば発現ベクターを含有するＥ．ｃｏｌｉは、任意のいくつかの適
当な培地、例えばＬＢ中で増殖される。特定のベクターに含まれる組換えタンパク質の発
現は、当業者に理解されているように、宿主細胞を特定のプロモーターに特異的な作用剤
に接触させることによって、例えばＩＰＴＧを培地に添加することによって、またはイン
キュベーションを高温に切り替えることによって、誘導することができる。微生物をさら
なる期間、一般的には２～２４時間培養させた後、細胞を遠心分離により集め、洗浄して
残留培地を除去する。
【００９７】
ｊ．ウイルスベクター
　特定のウイルスは、細胞に感染するまたは受容体媒介エンドサイトーシスにより細胞に
侵入する能力、および宿主細胞ゲノムに組み込まれてウイルス遺伝子を安定して効率的に
発現する能力により、外来性核酸を細胞（例えば、哺乳類細胞）に移行するための魅力的
な候補となっている。本発明の核酸を送達するために使用されうるウイルスベクターの非
限定的な例を下記に記載する。
【００９８】
１．アデノウイルスベクター
　核酸の送達のための特別の方法は、アデノウイルス発現ベクターの使用を含む。アデノ
ウイルスベクターは、ゲノムＤＮＡに組み込まれる能力が低いことが知られているが、こ
の特徴は、これらのベクターによって提供される高い遺伝子導入効率によって均衡化され
る。「アデノウイルス発現ベクター」とは、（ａ）構築物のパッケージングを支援するお
よび（ｂ）最終的にクローニングされた組織または細胞特異的構築物を発現するために十
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分なアデノウイルス配列を含有する構築物を含むことが意図されている。遺伝的構成また
はアデノウイルスの３６ｋｂの線状二重鎖ＤＮＡウイルスであるアデノウイルスの知識に
より、アデノウイルスＤＮＡの大部分を最大７ｋｂの外来配列で置換することが可能とな
っている（Ｇｒｕｎｈａｕｓ　ａｎｄ　Ｈｏｒｗｉｔｚ、１９９２）。
【００９９】
２．ＡＡＶベクター
　核酸は、アデノウイルス付随トランスフェクションを使用して細胞に導入されてもよい
。トランスフェクション効率の増加は、アデノウイルス結合システムを使用した細胞系で
報告されている（Ｋｅｌｌｅｈｅｒ　ａｎｄ　Ｖｏｓ、１９９４；Ｃｏｔｔｅｎら、１９
９２；Ｃｕｒｉｅｌ、１９９４）。アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）は、組み込みが高頻度
であることと、非分裂細胞にも感染可能であり、したがって、例えば組織培養（Ｍｕｚｙ
ｃｚｋａ、１９９２）またはｉｎ　ｖｉｖｏにおける哺乳類細胞への遺伝子送達にも利用
できることから、本発明の実施形態で使用するための魅力的なベクター系である。ＡＡＶ
は、広い感染宿主域を有する（Ｔｒａｔｓｃｈｉｎら、１９８４；Ｌａｕｇｈｌｉｎら、
１９８６；Ｌｅｂｋｏｗｓｋｉら、１９８８；ＭｃＬａｕｇｈｌｉｎら、１９８８）。ｒ
ＡＡＶベクターの生成および使用に関する詳細は、それぞれ参照によりその全体が本明細
書に組み込まれる米国特許第５，１３９，９４１号および第４，７９７，３６８号に記載
されている。
【０１００】
３．レトロウイルスベクター
　レトロウイルスは、その遺伝子を宿主のゲノムに組み込むことができ、大量の外来遺伝
子を移送させ、広範囲の種および細胞型に感染し、さらに特別の細胞株でパッケージされ
ることから、送達ベクターとして使用される（Ｍｉｌｌｅｒ、１９９２）。
【０１０１】
　レトロウイルスベクターを構築するために、核酸を特定のウイルス配列の位置でウイル
スゲノムに挿入し、複製欠損性ウイルスを作製する。ウイルス粒子の作製のために、ｇａ
ｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖ遺伝子を含むが、ＬＴＲおよびパッケージング成分を含まないパ
ッケージ細胞株が構築されている（Ｍａｎｎら、１９８３）。ｃＤＮＡを、レトロウイル
スＬＴＲおよびパッケージング配列と共に含有する組換えプラスミドを特別の細胞株に（
例えば、リン酸カルシウム共沈により）導入するとき、パッケージング配列により、組換
えプラスミドのＲＮＡ転写物がウイルス粒子にパッケージングされ、その後、このウイル
ス粒子が培地に分泌される（Ｎｉｃｏｌａｓ　ａｎｄ　Ｒｕｂｅｎｓｔｅｉｎ、１９８８
；Ｔｅｍｉｎ、１９８６；Ｍａｎｎら、１９８３）。次いで、組換えレトロウイルスを含
む培地を回収し、場合により濃縮し、遺伝子導入に使用する。レトロウイルスベクターは
、広範囲の細胞型に感染することができる。しかしながら、組み込みおよび安定な発現に
は宿主細胞の分裂が必要となる（Ｐａｓｋｉｎｄら、１９７５）。
【０１０２】
　レンチウイルスは、レトロウイルス複合体であり、一般的なレトロウイルス遺伝子ｇａ
ｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖに加えて、調節性または構成的機能を備える他の遺伝子を含有し
ている。レンチウイルスベクターは、当該分野で周知である（例えば、Ｎａｌｄｉｎｉら
、１９９６；Ｚｕｆｆｅｒｅｙら、１９９７；Ｂｌｏｍｅｒら、１９９７；米国特許第６
，０１３，５１６号および第５，９９４，１３６号を参照されたい）。レンチウイルスの
いくつかの例はヒト免疫不全ウイルス、つまりＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２、およびサル免疫
不全ウイルス、つまりＳＩＶが含まれる。レンチウイルスベクターは、ＨＩＶ病原性遺伝
子の多重減弱化により、例えば遺伝子ｅｎｖ、ｖｉｆ、ｖｐｒ、ｖｐｕおよびｎｅｆを除
去して、生物学的に安全なベクターを作製することにより、生成されてきた。
【０１０３】
　組換えレンチウイルスベクターは非分裂細胞に感染することができ、ｉｎ　ｖｉｖｏお
よびｅｘ　ｖｉｖｏの両方における遺伝子導入ならびに核酸配列の発現のために使用する
ことができる。例えば、適切な宿主細胞がパッケージング機能を有する２種以上のベクタ
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ー、つまりｇａｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖならびにｒｅｖおよびｔａｔでトランスフェクト
されている非分裂細胞に感染可能な組換えレンチウイルスが、参照により本明細書に組み
込まれる米国特許第５，９９４，１３６号に記載されている。特定の細胞型の受容体を標
的化するために、エンベロープタンパク質を抗体または特定のリガンドに連結することに
より、組換えウイルスを標的化してもよい。目的の配列（制御領域を含む）を、例えば、
特別の標的細胞の受容体に対するリガンドをコードする別の遺伝子と共にウイルスベクタ
ーに挿入することによって、ベクターは標的特異的となる。
【０１０４】
４．他のウイルスベクター
　他のウイルスベクターを、本発明の構築物として利用してもよい。例えば、ワクシニア
ウイルス（Ｒｉｄｇｅｗａｙ、１９８８；Ｂａｉｃｈｗａｌ　ａｎｄ　Ｓｕｇｄｅｎ、１
９８６；Ｃｏｕｐａｒら、１９８８）、シンドビスウイルス、サイトメガロウイルスおよ
び単純ヘルペスウイルスなどのウイルスに由来するベクターを利用しうる。それらは、様
々な哺乳類細胞に対していくつかの魅力的な特徴を提示する（Ｆｒｉｅｄｍａｎｎ、１９
８９；Ｒｉｄｇｅｗａｙ、１９８８；Ｂａｉｃｈｗａｌ　ａｎｄ　Ｓｕｇｄｅｎ、１９８
６；Ｃｏｕｐａｒら、１９８８；Ｈｏｒｗｉｃｈら、１９９０）。
【０１０５】
５．改変ウイルスを使用した送達
　送達される核酸は、特定の結合リガンドを発現するように操作された感染性ウイルス内
に収容されてもよく、そのようにして、ウイルス粒子は標的細胞の同系受容体に特異的に
結合し、細胞に内容物を送達する。レトロウイルスベクターの特異的標的が可能となるよ
うに設計された新規アプローチが、ウイルスエンベロープへのラクトーゼ残基の化学的付
加によるレトロウイルスの化学修飾に基づいて開発された。この修飾により、シアロ糖タ
ンパク質受容体を介した肝細胞の特異的感染が可能となる。
【０１０６】
　組換えレトロウイルスの標的化のための別のアプローチが、レトロウイルスエンベロー
プタンパク質および特別な細胞受容体に対するビオチニル化抗体を使用して設計された。
この抗体は、ストレプトアビジンを使用することによりビオチン成分を介して結合された
（Ｒｏｕｘら、１９８９）。主要組織適合複合体クラスＩおよびクラスＩＩ抗原に対する
抗体を使用して、それらの表面抗原を保持する様々なヒト細胞が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでエ
コトロピックウイルスにより感染されることが実証された（Ｒｏｕｘら、１９８９）。
【０１０７】
Ｂ．ベクター送達および細胞形質転換
　本発明で使用する細胞器官、細胞、組織または生物体の形質転換のための核酸送達の適
切な方法は、本明細書に記載されているようなまたは当業者に知られているような、細胞
器官、細胞、組織あるいは生物体に核酸（例えば、ＤＮＡ）を導入することのできる実質
的に任意の方法を含むと考えられる。適切な方法としては、限定されないが、ＤＮＡの直
接送達による方法、例えば、ｅｘ　ｖｉｖｏトランスフェクションによる方法（Ｗｉｌｓ
ｏｎら、１９８９、Ｎａｂｅｌら、１９８９）、注入による方法（それぞれ参照により本
明細書に組み込まれる米国特許第５，９９４，６２４号、同第５，９８１，２７４号、同
第５，９４５，１００号、同第５，７８０，４４８号、同第５，７３６，５２４号、同第
５，７０２，９３２号、同第５，６５６，６１０号、同第５，５８９，４６６号および同
第５，５８０，８５９号）、例えばマイクロインジェクションによる（Ｈａｒｌａｎ　ａ
ｎｄ　Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ、１９８５；参照により本明細書に組み込まれる米国特許第５
，７８９，２１５号）；電気穿孔による方法（参照により本明細書に組み込まれる米国特
許第５，３８４，２５３号；Ｔｕｒ－Ｋａｓｐａら、１９８６；Ｐｏｔｔｅｒら、１９８
４）；リン酸カルシウム沈殿による方法（Ｇｒａｈａｍ　ａｎｄ　Ｖａｎ　Ｄｅｒ　Ｅｂ
、１９７３；Ｃｈｅｎ　ａｎｄ　Ｏｋａｙａｍａ、１９８７；Ｒｉｐｐｅら、１９９０）
；ＤＥＡＥデキストラン、次いでポリエチレングリコールを使用する方法（Ｇｏｐａｌ、
１９８５）；直接音波負荷による方法（Ｆｅｃｈｈｅｉｍｅｒら、１９８７）；リポソー
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ム媒介トランスフェクションによる方法（Ｎｉｃｏｌａｕ　ａｎｄ　Ｓｅｎｅ、１９８２
；Ｆｒａｌｅｙら、１９７９；Ｎｉｃｏｌａｕら、１９８７；Ｗｏｎｇら、１９８０；Ｋ
ａｎｅｄａら、１９８９；Ｋａｔｏら、１９９１）および受容体媒介トランスフェクショ
ンによる方法（Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗｕ、１９８７；Ｗｕ　ａｎｄ　Ｗｕ、１９８８）；微粒
子銃による方法（それぞれ参照により本明細書に組み込まれるＰＣＴ出願番号ＷＯ９４／
０９６９９および同出願番号９５／０６１２８；米国特許第５，６１０，０４２号；同第
５，３２２，７８３号、同第５，５６３，０５５号、同第５，５５０，３１８号、同第５
，５３８，８７７号および同第５，５３８，８８０号）；シリコンカーバイド繊維を用い
て撹拌する方法（それぞれ参照により本明細書に組み込まれるＫａｅｐｐｌｅｒら、１９
９０；米国特許第５，３０２，５２３号および同第５，４６４，７６５号）；アグロバク
テリウム媒介形質転換による方法（それぞれ参照により本明細書に組み込まれる米国特許
第５，５９１，６１６号および同第５，５６３，０５５号）；プロトプラストのＰＥＧ媒
介形質転換による方法（それぞれ参照により本明細書に組み込まれるＯｍｉｒｕｌｌｅｈ
ら、１９９３；米国特許第４，６８４，６１１号および同第４，９５２，５００号）；乾
燥／阻害媒介ＤＮＡ取込みによる方法（Ｐｏｔｒｙｋｕｓら、１９８５）、およびそれら
の組み合わせが挙げられる。これらのような技術の適用を通じて、細胞器官、細胞、組織
または生物体が、安定してまたは一過性で形質転換されうる。
【０１０８】
ａ．ｅｘ　ｖｉｖｏ形質転換
　ｅｘ　ｖｉｖｏ条件下で生物体から取り出された細胞および組織をトランスフェクトす
るための方法は、当業者に公知である。例えば、イヌ内皮細胞が、レトロウイルス遺伝子
導入によってｉｎ　ｖｉｔｒｏで遺伝的に変換され、イヌに移植されている（Ｗｉｌｓｏ
ｎら、１９８９）。別の例では、ユカタンミニブタ内皮細胞が、レトロウイルスによりｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏで形質転換されて、ダブルバルーン付きカテーテルを使用して動脈内に移
植されている（Ｎａｂｅｌら、１９８９）。つまり、細胞または組織をｅｘ　ｖｉｖｏで
取り出して、本発明の核酸を使用してトランスフェクトすることが企図されている。特定
の態様において、移植された細胞または組織は生物体内へ配置されうる。好適な様態では
、核酸は、移植された細胞内または組織内で発現される。
【０１０９】
ｂ．注入
　特定の実施形態において、核酸は、１回または複数回の注入（つまり針注入）、例えば
、皮下、皮内、筋肉内、静脈内、腹腔内注入などを介して、細胞器官、細胞、組織または
生物体に送達されうる。組成物の注入方法は、当業者にとって周知である（例えば、食塩
水を含む組成物の注入）。本発明のさらなる実施形態は、直接マイクロインジェクション
による核酸の導入を含む。直接マイクロインジェクションを使用して核酸構築物がアフリ
カツメガエル卵母細胞に導入された（Ｈａｒｌａｎｄ　ａｎｄ　Ｗｅｉｎｔｒａｕｂ、１
９８５）。使用される組成物の量は、遺伝子産物または遺伝子ならびに使用する細胞器官
、細胞、組織または生物体の性質に応じて変動しうる。
【０１１０】
ｃ．電気穿孔
　本発明の特定の実施形態において、核酸は、電気穿孔によって細胞器官、細胞、組織ま
たは生物体に導入される。電気穿孔は、細胞およびＤＮＡの懸濁液を高電圧放電に接触さ
せることを含む。この方法のいくつかの変形例では、特定の細胞壁分解酵素、例えば、ペ
クチン分解酵素を利用して、標的レシピエント細胞を、未処理の細胞より、電気穿孔によ
る形質転換酵素を受け易くする（参照により本明細書に組み込まれる米国特許第５，３８
４，２５３号を参照されたい）。代替的にレシピエント細胞は、機械的負傷により、形質
転換をさらに受け易くしてもよい。
【０１１１】
　電気穿孔を使用した真核細胞のトランスフェクションは非常によく成功している。この
方法で、マウスプレＢリンパ球が、ヒトカッパ免疫グロブリン遺伝子でトランスフェクト
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され（Ｐｏｔｔｅｒら、１９８４）、ラット肝細胞が、クロラムフェニコールアセチルト
ランスフェラーゼ遺伝子でトランスフェクトされている（Ｔｕｒ－Ｋａｓｐａら、１９８
６）。
【０１１２】
ｄ．リン酸カルシウム
　本発明の他の実施形態において、核酸はリン酸カルシウム沈殿を使用して、細胞に導入
される。この技術を使用して、ヒトＫＢ細胞が、アデノウイルス５ＤＮＡでトランスフェ
クトされた（Ｇｒａｈａｍ　ａｎｄ　Ｖａｎ　Ｄｅｒ　Ｅｂ、１９７３）。さらにこの様
式で、マウスＬ（Ａ９）、マウスＣ１２７、ＣＨＯ、ＣＶ－１、ＢＨＫ、ＮＩＨ３Ｔ３お
よびＨｅＬａ細胞がネオマイシンマーカー遺伝子でトランスフェクトされ（Ｃｈｅｎ　ａ
ｎｄ　Ｏｋａｙａｍａ、１９８７）、ラット肝細胞が、様々なマーカー遺伝子でトランス
フェクトされた（Ｒｉｐｐｅら、１９９０）。
【０１１３】
ｅ．ＤＥＡＥデキストラン
　別の実施形態において、核酸は、ＤＥＡＥデキストラン、次いでポリエチレングリコー
ルを使用して、細胞内に送達される。この様式で、リポータープラスミドが、マウスミエ
ローマおよび赤白血病細胞に導入された（Ｇｏｐａｌ、１９８５）。
【０１１４】
ｆ．超音波処理負荷
　本発明のさらなる実施形態は、直接の音波負荷による核酸の導入を含む。超音波処理負
荷により、ＬＴＫ－線維芽細胞が、チミジンキナーゼ遺伝子でトランスフェクトされた（
Ｆｅｃｈｈｅｉｍｅｒら、１９８７）。
【０１１５】
ｇ．リポソーム媒介トランスフェクション
　本発明のさらなる実施形態において、核酸は、脂質複合体、例えばリポソームなどに捕
捉させてもよい。リポソームは、リン脂質二重層薄膜と内部の水性媒体により特徴づけら
れる小胞構造体である。多重層状のリポソームは、水性媒体によって分離された複数の脂
質層を有する。それらはリン脂質が過度の水溶液に懸濁されたときに、自発的に生じる。
脂質成分は、閉じた構造を形成する前に自己再整列し、水および溶解された溶質を脂質二
重層内に捕捉する（Ｇｈｏｓｈ　ａｎｄ　Ｂａｃｈｈａｗａｔ、１９９１）。Ｌｉｐｏｆ
ｅｃｔａｍｉｎｅ（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ）またはＳｕｐｅｒｆｅｃｔ（Ｑｉａｇｅｎ）と
複合体化した核酸も企図される。
【０１１６】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのリポソーム媒介核酸送達および外来ＤＮＡの発現は、非常によく
成功している（Ｎｉｃｏｌａｕ　ａｎｄ　Ｓｅｎｅ、１９８２；Ｆｒａｌｅｙら、１９７
９；Ｎｉｃｏｌａｕら、１９８７）。培養ニワトリ胚、ＨｅＬａおよび肝臓癌細胞でのリ
ポソーム媒介核酸送達および外来ＤＮＡの発現の実現可能性も実証されている（Ｗｏｎｇ
ら、１９８０）。
【０１１７】
　本発明の特定の実施形態において、リポソームは、センダイウイルス（ｈｅｍａｇｇｌ
ｕｔｉｎａｔｉｎｇ　ｖｉｒｕｓ）（ＨＶＪ）と複合体化されうる。これにより細胞膜と
の融合が容易になり、リポソーム封入ＤＮＡの細胞侵入が促進されることが示された（Ｋ
ａｎｅｄａら、１９８９）。他の実施形態において、リポソームは、核の非ヒストン染色
体タンパク質（ＨＭＧ－１）と複合体化され、または組み合わせて利用されてもよい（Ｋ
ａｔｏら、１９９１）。さらなる実施形態において、リポソームは、ＨＶＪおよびＨＭＧ
－１の両方と複合体化され、または組み合わせて利用されてもよい。他の実施形態におい
て、送達ビヒクルは、リガンドおよびリポソームを含んでもよい。
【０１１８】
ｈ．受容体媒介トランスフェクション
　さらに核酸は、受容体媒介送達ビヒクルを介して標的細胞に送達されてもよい。このビ
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ヒクルは、標的細胞で生じる受容体媒介エンドサイト－シスによる巨大分子の選択的取込
みを利用する。様々な受容体における細胞型特異的な分布を考慮すると、この送達方法は
、本発明に別の特異性の度合を付加するものである。
【０１１９】
　特定の受容体媒介遺伝子標的ビヒクルは、細胞受容体特異的リガンドと、核酸結合剤を
含む。他のビヒクルは、送達される核酸が作動可能に結合された特定の受容体特異的リガ
ンドを含む。いくつかのリガンドが、受容体媒介遺伝子移送に使用され（Ｗｕ　ａｎｄ　
Ｗｕ、１９８７；Ｗａｇｎｅｒら、１９９０；Ｐｅｒａｌｅｓら、１９９４；Ｍｙｅｒｓ
、ＥＰＯ０２７３０８５）、その技術の操作性も確立している。別の哺乳類細胞型の内容
物の特異的送達も報告されている（参照により本明細書に組み込まれるＷｕ　ａｎｄ　Ｗ
ｕ、１９９３）。本発明の特定の態様において、リガンドは、標的細胞集団に特異的に発
現する受容体に対応するように選択される。
【０１２０】
　他の実施形態において、細胞特異的核酸標的ビヒクルの核酸送達ビヒクル成分は、特異
的結合リガンドをリポソームとの組み合わせで含む。送達される核酸はリポソーム内に収
容され、特異的結合リガンドは機能的にリポソーム膜に組み込まれる。そのようにして、
リポソームは、標的細胞の受容体に特異的に結合して、内容物を細胞へ送達する。そのよ
うなシステムが機能的であることは、例えば上皮成長因子（ＥＧＦ）を使用してＥＧＦ受
容体の上方調節を示す細胞へ核酸を受容体媒介送達させるシステムにおいて示されている
。
【０１２１】
　さらなる実施形態において、標的送達ビヒクルの核酸送達ビヒクル成分はリポソーム自
体であってもよい。このリポソームは細胞特異的結合を指示する１つまたは複数の脂質ま
たは糖タンパク質を含んでいることが好ましい。例えば、ラクトシルセラミド、ガラクト
ース末端アシアルガングリオシドがリポソームに組み入れられ、肝細胞によるインスリン
遺伝子の取込みが増加したことが観察されている（Ｎｉｃｏｌａｕら、１９８７）。本発
明の組織特異的形質転換構築物は、同様の細胞で標的細胞に特異的に送達してもよいこと
が企図されている。
【０１２２】
ｉ．微粒子銃
　微粒子銃技術は、核酸を、少なくとも１つの細胞器官、細胞、組織または生物体に導入
するために使用することができる（それぞれ参照により本明細書に組み込まれる米国特許
第５，５５０，３１８号；米国特許第５，５３８，８８０号；米国特許第５，６１０，０
４２号；およびＰＣＴ出願ＷＯ９４／０９６９９）。この方法は、細胞を殺傷させること
なく、ＤＮＡ被覆微粒子を高速度に加速して、細胞膜を通過させ、細胞に侵入させること
ができる能力に依存する（Ｋｌｅｉｎら、１９８７）。多種多様な微粒子銃技術が当該分
野で知られており、それらの多くが本発明に適用可能である。
【０１２３】
　微粒子銃を使用して、様々な細胞、組織、または生物体、例えば、任意の植物種を形質
転換することができる。微粒子銃によって形質転換された種の例としては、単子葉植物種
、例えば、トウモロコシ（ＰＣＴ出願ＷＯ９５／０６１２８）、オオムギ（Ｒｉｔａｌａ
ら、１９９４；Ｈｅｎｓｇｅｎｓら、１９９３）、コムギ（参照により本明細書に組み込
まれる米国特許第５，５６３，０５５号）、コメ（Ｈｅｎｓｇｅｎｓら、１９９３）、オ
ーツムギ（Ｔｏｒｂｅｔら、１９９５；Ｔｏｒｂｅｔら、１９９８）、ライムギ（Ｈｅｎ
ｓｇｅｎｓら、１９９３）、サトウキビ（Ｂｏｗｅｒら、１９９２）、およびモロコシ（
Ｃａｓａｓら、１９９３；Ｈａｇｉｏら、１９９１）；ならびにいくつかの双子葉植物、
例えば、タバコ（Ｔｏｍｅｓら、１９９０；Ｂｕｉｓｉｎｇ　ａｎｄ　Ｂｅｎｂｏｗ、１
９９４）、ダイズ（参照により本明細書に組み込まれる米国特許第５，３２２，７８３号
）、ヒマワリ（Ｋｎｉｔｔｅｌら、１９９４）、ピーナッツ（Ｓｉｎｇｓｉｔら、１９９
７）、綿（ＭｃＣａｂｅ　ａｎｄ　Ｍａｒｔｉｎｅｌｌ、１９９３）、トマト（ＶａｎＥ
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ｃｋら、１９９５）、およびマメ科植物全体（参照により本明細書に組み込まれる米国特
許第５，５６３，０５５号）が挙げられる。
【０１２４】
　微粒子銃においては、１つまたは複数の粒子が、少なくとも１つの核酸で被覆され、推
進力により細胞内に送達されてもよい。小粒子を加速するためのいくつかの装置が開発さ
れている。そのような装置の１つは、原動力となる電流を生成するために高電圧放電に依
拠する（Ｙａｎｇら、１９９０）。使用される微粒子は、不活性な物質、例えば、タング
ステンまたは金の粒子またはビーズで構成されている。典型的な粒子としては、タングス
テン、白金、および好ましくは金で構成された粒子が挙げられる。いくつかの場合におい
て、金属粒子上へのＤＮＡの沈殿は、微粒子銃を使用するレシピエント細胞へのＤＮＡ送
達に必要でないと考えられる。但し粒子はＤＮＡで被覆されているというよりはＤＮＡを
含有するものが企図されている。ＤＮＡ被覆粒子は、粒子銃を介するＤＮＡ送達のレベル
を増加させうるが、それ自体、必要ではない。
【０１２５】
　銃撃のために、細胞懸濁液をフィルターまたは固体培地で濃縮させる。または未成熟胚
もしくは他の標的細胞を固形培地上に配置してもよい。銃撃される細胞は、マクロプロジ
ェクタイル停止プレートより下の適切な位置に配置される。
【０１２６】
　加速によってＤＮＡを細胞（例えば、植物細胞）に送達させる方法の典型的な例として
は、Ｂｉｏｌｉｓｔｉｃｓ　Ｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍがあり
、この方法は、ＤＮＡまたは細胞で被覆された粒子を、スクリーン、例えばステンレス鋼
またはＮｙｔｅｘスクリーンを通して、細胞、例えば懸濁液中で培養された単子葉植物細
胞で被覆されたフィルター表面上へ進ませるために使用することができる。このスクリー
ンは、粒子が大きな凝集物でレシピエント細胞に送達されないように粒子を分散させる。
発射装置と発射される細胞との間にあるスクリーンは、発射体凝集物の大きさを減少させ
、発射体が大きすぎることによりレシピエント細胞に引き起こされる損傷を低減させ、形
質転換の効率を高めることに寄与しうると考えられる。
【０１２７】
Ｃ．宿主細胞
　いくつかの実施形態では、宿主細胞が、１つまたは複数の遺伝子治療組成物を生成する
ために使用される。本明細書において、用語「細胞」、「細胞株」および「細胞培養物」
は、相互に交換可能に使用することができる。これらの用語は全て、それらの子孫、つま
り全ての後の世代も包含する。計画的なまたは意図しない変異により全ての子孫が同一と
はならない場合があることが理解される。異種起源の核酸配列の発現に関する内容におい
て、「宿主細胞」は、原核または真核細胞を指し、ベクターを複製可能なおよび／または
ベクターによってコードされる異種遺伝子を発現することが可能な任意の形質転換可能な
生物体を含む。宿主細胞は、ベクターを複製するために使用することができ、また使用さ
れている。宿主細胞は「トランスフェクト」または「形質転換」されうるが、これらは外
因性核酸が宿主細胞内に移行または導入されるプロセスを指す。形質転換細胞には、初代
の対象細胞およびその子孫が含まれる。本明細書で使用するとき、用語「操作された」お
よび「組換え」細胞または宿主細胞は、外因性核酸配列、例えばベクターが導入された細
胞を指すことが意図されている。したがって、組換え細胞は、組換えにより導入された核
酸を含有しない天然の細胞と識別可能である。
【０１２８】
　特定の実施形態においては、ＲＮＡまたはタンパク質性配列は、他の選択されたＲＮＡ
またはタンパク質性配列と同じ宿主細胞内で共発現されてもよいことが企図されている。
共発現は、２種以上の別個の組換えベクターで宿主細胞を共感染することにより達成する
ことができる。代替的に、単一の組換えベクターをＲＮＡの複数の別個のコード領域を含
むように構築してもよく、その後、単一のベクターを感染させた宿主細胞においてそれら
コード領域を発現させてもよい。
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【０１２９】
　組織は、本発明の組成物で形質転換された宿主細胞を含んでもよい。組織は、生物体の
一部であってもまたは生物体から分離されたものでもよい。特定の実施形態において、組
織は、限定されないが、脂肪細胞、歯槽、エナメル芽細胞、軸索、基底細胞、血液（例え
ばリンパ細胞）、血管、骨、骨髄、脳、胸、軟骨、頚部、結腸、角膜、胚、子宮内膜、内
皮、上皮、食道、筋膜、線維芽細胞、卵胞、神経節細胞、膠細胞、杯状細胞、腎臓、肝臓
、肺、リンパ節、筋肉、ニューロン、卵巣、膵臓、末梢血、前立腺、皮膚、皮膚、小腸、
脾臓、幹細胞、胃、精巣、葯、子嚢（ａｓｃｉｔｅ）組織、穂軸、穂、花、殻、核、葉、
分裂組織細胞、花粉、根端、根、絹、軸、およびそれらの全ての癌を含みうる。
【０１３０】
　特定の実施形態において、宿主細胞または組織は、少なくとも１つの生物体に含まれて
いてもよい。特定の実施形態において、生物体は、限定されないが、当業者によって理解
されるような原核生物（例えば、真正細菌、古細菌）または真核生物であってもよい（例
えば、ウェブページｈｔｔｐ：／／ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ．ａｒｉｚｏｎａ．ｅｄｕ／ｔｒ
ｅｅ／ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ．ｈｔｍｌを参照されたい）。
【０１３１】
　多数の細胞株および培養物が宿主細胞として利用可能であり、それらは生体培養物およ
び遺伝子物質の保管所として機能している機関アメリカン・タイプ・カルチャー・コレク
ション（ＡＴＣＣ）（ｗｗｗ．ａｔｃｃ．ｏｒｇ）から入手可能である。適切な宿主は、
当業者が、ベクターの主要構成および所望の結果に基づいて決定することができる。例え
ば、プラスミドまたはコスミドは、多数のベクターを複製するために、原核生物宿主細胞
に導入してもよい。ベクターの複製および／または発現に利用可能な細胞型としては、限
定されないが、微生物、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ菌株ＲＲ１、Ｅ．
ｃｏｌｉ　ＬＥ３９２、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｂ、Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｘ１７７６（ＡＴＣＣ番号３
１５３７）ならびにＥ．ｃｏｌｉ　Ｗ３１１０（Ｆ－、ラムダ－、原栄養株、ＡＴＣＣ番
号２７３３２５）、ＤＨ５α、ＪＭ１０９、およびＫＣ８、桿菌、例えばバチルス・サブ
チルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ならびに他の腸内細菌、例えば、サルモ
ネラ・ティフィムリウム（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）、セラチア
・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）、種々のシュードモナス
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）種、ならびにいくつかの市販の微生物宿主、例えば、ＳＵＲ
Ｅ（登録商標）Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ　ＣｅｌｌｓおよびＳＯＬＯＰＡＣＫ（商標）Ｇｏｌ
ｄ　Ｃｅｌｌｓ（ＳＴＲＡＴＡＧＥＮＥ（登録商標、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ）が挙げられる。
特定の実施形態において、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＬＥ３９２などの微生物細胞は、特に、ファー
ジウイルスのための宿主細胞として考慮される。
【０１３２】
　ベクターの複製および／または発現のための真核宿主細胞の例としては、限定されない
が、ＨｅＬａ、ＮＩＨ３Ｔ３、Ｊｕｒｋａｔ、２９３、Ｃｏｓ、ＣＨＯ、Ｓａｏｓ、およ
びＰＣ１２が挙げられる。様々な細胞型および生物体由来の多くの宿主細胞が利用可能で
あり、当業者に知られている。同様にウイルスベクターは、真核生物または原核生物の宿
主細胞、特にベクターの複製または発現を許容する宿主と組み合わせて、利用されうる。
【０１３３】
　いくつかのベクターは、原核生物および真核細胞の両方で複製および／または発現が可
能になるような制御配列を使用してもよい。さらに当業者は、上記の宿主細胞の全てをイ
ンキュベートし、維持し、ベクターの複製を可能にするための条件を理解している。同様
に、ベクターの大規模生産、ならびにベクターによってコードされる核酸およびそれらの
同系ポリペプチド、タンパク質またはペプチドの生産を可能にする技術および条件も理解
され、公知である。
【０１３４】
Ｄ．発現系
　上記で述べた組成物の少なくとも一部または全てを含む多数の発現系が存在する。原核
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生物および／または真核生物系は、核酸およびその同系ポリペプチド、タンパク質または
ペプチドを産生するために本発明で使用することができる。多くのそのような系が市販さ
れており、広く利用可能である。
【０１３５】
　昆虫細胞／バキュロウイルス系は、例えば、いずれも参照により本明細書に組み込まれ
る米国特許第５，８７１，９８６号および同第４，８７９，２３６号に記載されているよ
うに、異種起源の核酸セグメントの発現による高レベルのタンパク質産生を可能にするこ
とができ、例えば、名称ＭＡＸＢＡＣ（登録商標）２．０をＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮ（登録
商標）から、およびＢＡＣＰＡＣＫ（商標）ＢＡＣＵＬＯＶＩＲＵＳ　ＥＸＰＲＥＳＳＩ
ＯＮ　ＳＹＳＴＥＭをＣＬＯＮＴＥＣＨ（登録商標）から購入できる。
【０１３６】
　他の発現系の例としては、ＳＴＲＡＴＡＧＥＮＥ（登録商標）のＣＯＭＰＬＥＴＥ　Ｃ
ＯＮＴＲＯＬ（商標）誘導哺乳類発現系が挙げられ、この発現系には、合成エクジソン誘
導可能受容体、またはそのｐＥＴ発現系、大腸菌発現系が含まれる。別の例となる誘導可
能発現系は、ＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮ（登録商標）から入手することができ、その発現系は
、完全長ＣＭＶプロモーターを使用する誘導性哺乳動物系であるＴ－ＲＥＸ（商標）（テ
トラサイクリン制御発現）系を備えている。ＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮ（登録商標）は、Ｐｉ
ｃｈｉａ　ｍｅｔｈａｎｏｌｉｃａ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍと称する酵母
発現系も提供しており、この発現系は、メタノール資化性酵母Ｐｉｃｈｉａ　ｍｅｔｈａ
ｎｏｌｉｃａにおける組換えタンパク質の高レベル産生に向けて設計されている。当業者
にとって、ベクター、例えば発現構築物の発現方法、核酸配列またはその同系ポリペプチ
ド、タンパク質もしくはペプチドの製造方法は既知である。
【０１３７】
　本発明の方法によって製造されるタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドが、「過剰
発現」、つまり細胞における天然の発現と比較して増加したレベルで発現している場合が
あると考えられる。そのような過剰発現は、様々な方法、例えば放射性標識および／また
はタンパク質精製により評価することができる。しかしながら、単純で直接的な方法が好
ましく、例えばＳＤＳ／ＰＡＧＥおよびタンパク質染色またはウエスタンブロッティング
、およびその後の定量分析、例えば得られたゲルまたはブロットの濃度走査を含む方法が
好ましい。組換えタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドのレベルが、天然の細胞のレ
ベルと比較して特異的に増加していることは、宿主細胞で発現された他のタンパク質に対
する特定のタンパク質、ポリペプチドまたはペプチドが相対的存在量で過剰発現している
ことを示し、例えばゲル上で視認できる。
【０１３８】
　いくつかの実施形態において、発現されたタンパク質配列は、宿主細胞内で封入体を形
成しており、宿主細胞を溶解し、例えば、細胞ホモゲナイザで分解し、洗浄しおよび／ま
たは遠心分離して、高密度封入体および細胞膜を、可溶性細胞成分から分離する。この遠
心分離は、高密度の封入体が、スクロースなどの糖のバッファーへの取込みおよび選択的
速度での遠心分離によって選択的に濃縮される条件下で、実施してもよい。封入体は、当
業者に知られているように、高濃度の尿素（例えば、８Ｍ）またはグアニジン塩酸塩のよ
うなカオトロピック剤を含む溶液に、還元剤、例えばβ－メルカプトエタノールまたはＤ
ＴＴ（ジチオスレイトール）の存在下で溶解させて、より望ましいコンフォメーションに
再折り畳みさせてもよい。
【実施例】
【０１３９】
　以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために挙げられる。以下の実施
例で開示されている技術は、本発明の実施において本発明者によって発見された技術が良
好に機能することを表し、したがって、本発明の実施の好ましい態様を構成すると考える
ことができることは、当業者によって理解される。しかしながら、当業者は本開示に照ら
して、本発明の趣旨および範囲を逸脱することなく、開示される特定の実施形態に、依然
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として同じまたは同様の結果を得ることができる多くの変更を為すことができることを認
識する。
【０１４０】
　実施例１：
　コンドロサイトまたは軟骨型細胞の再生のための遺伝子治療
　コンドロサイトまたは軟骨型細胞の再生を必要とする個体は、本開示の１つもしくは複
数の方法および／または本開示の１つもしくは複数の組成物との接触の対象である。個体
は、コンドロサイトまたは軟骨型細胞の再生が必要となるリスクのある対象であってもよ
く、コンドロサイトまたは軟骨型細胞の再生が必要と診断された対象であってもよい。コ
ンドロサイトまたは軟骨型細胞の再生を必要とするリスクのある個体は、あらゆる理由で
リスクのある個体でありえ、例えば、スポーツ選手であるまたはあった個体、関節損傷を
有する個体、肥満している個体、過度のリフティングなどの身体的負荷を要する職業また
はライフスタイルを有する個体、関節または軟骨を劣化させる医学的状態を有するおそれ
のある個体（例えば、家族歴を有する個体、または前記医学的状態の疑いに関する１つも
しくは複数のマーカーおよび／またはリスク因子を有する個体）、健康上の理由で必要と
する個体、または外傷の結果として必要とする個体が挙げられる。コンドロサイトまたは
軟骨型細胞の再生が必要であることが既知の個体としては、関節または軟骨に有害な影響
をおよぼす医学的状態を有する個体が含まれる。典型的な病状としては、椎間板疾患、軟
骨ジストロフィー、例えば骨関節炎、軟骨発育不全症、肋軟骨炎、脊椎板ヘルニアなどが
挙げられる。
【０１４１】
　修復または修復の予防を必要とする個体の関節へ、１つまたは複数の遺伝子治療組成物
が提供される。遺伝子治療組成物は、第２の成分、例えば複数の細胞、ならびに／または
、酸素および／もしくは栄養素を含む貯蔵体（吸収可能貯蔵体など）などを伴ってまたは
伴わずに、個体の関節に提供されてもよい；さらに１つまたは複数の薬物が提供されても
よい。いくつかの実施形態においては、遺伝子治療および栄養素が織り込まれたスキャフ
ォールドが提供される。
【０１４２】
　いくつかの場合において、１つまたは複数の遺伝子治療組成物の少なくとも１つが関節
へ送達されると、コンドロサイト、コンドロサイト様細胞または軟骨型細胞が各関節で生
成される。いくつかの場合において、１つまたは複数の遺伝子治療組成物の少なくとも１
つが関節へ送達されると、軟骨組織が再生される。そのような帰結が遺伝治療送達から生
じる機構としては、１）線維芽細胞または他の非コンドロサイト細胞の、コンドロサイト
、コンドロサイト様細胞または軟骨型細胞へと後に分化する関節への誘引；２）線維芽細
胞または他の非コンドロサイト細胞（関節に存在しているものを含む）の、コンドロサイ
ト、コンドロサイト様細胞または軟骨型細胞への分化；３）１つまたは複数の遺伝子治療
組成物と、死にかけているコンドロサイトまたは死にかけている組織もしくは修復を必要
とする組織に存在しているコンドロサイト由来の１つまたは複数の分子との組み合わせ；
および／または４）有利もしくは機構上十分な瘢痕組織もしくは線維性瘢痕組織の結果的
産生、を含む１つもしくは複数の様々な理由が挙げられる。
　実施例２：
　材料および方法の例
　特定の実施形態において、以下の方法が、本開示において使用される。
ヒトＷｈａｒｔｏｎ’ｓ　ｊｅｌｌｙ細胞の調達および増大
　ヒトＷｈａｒｔｏｎ’ｓ　ｊｅｌｌｙ細胞（ｈＷＪＣ）を、本発明者が以前に公開した
プロトコルに従ってインフォームドコンセント（ＫＵ－ＩＲＢ　＃１５４０２）を得た上
で集めたヒト臍帯のＷｈａｒｔｏｎ’ｓ　ｊｅｌｌｙ（Ｄｅｖａｒａｊａｎら、２０１３
）から単離した。ｈＷＪＣを、従来ｈＷＪＣ培地（１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ－ＭＳＣ
　Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ）および１％ペニシリン－ストレプトマイシン含有低グルコースＤ
ＭＥＭ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ））で培養した
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。ｈＷＪＣ培地は週に３回交換し、ｈＷＪＣは、３７℃で５％ＣＯ２下、細胞培養グレー
ドインキュベータ内で維持した。ｈＷＪＣは、第２継代（Ｐ２）で急速凍結してから、必
要とされる実験に備えた。ｈＷＪＣを解凍し、Ｐ２からＰ５まで増やしてから、実験に使
用した。全ての実験は、各臍帯に対して３回繰り返して行った。
プラスミド
　Ｓｏｘ９遺伝子（ＮＣＢＩ　ＧｅｎＢａｎｋ　ＩＤ：ＮＣ＿００００１７．１１）を、
Ｂｌｕｅ　Ｈｅｒｏｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　ＬＬＣ．（Ｂｏｔｈｅｌ、ＷＡ）により合成し
、Ｄｅｎｄｒａ２－Ｃプラスミド（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、Ｃ
Ａ）にＤｅｎｄｒａ２配列のカルボキシ末端でクローニングした。Ｄｅｎｄｒａ２は、緑
色から赤色への光変換型蛍光タンパク質である。Ｄｅｎｄｒａ２プラスミドは、Ｄｅｎｄ
ｒａ２および任意のＤｅｄｎｒａ２融合配列の転写を駆動するためのサイトメガロウイル
ス（ＣＭＶ）プロモーターを含有している。さらにＤｅｎｄｒａ２プラスミドは、微生物
選択用のカナマイシン耐性カセットおよび真核生物選択用のネオマイシン耐性カセットの
転写を駆動するためのサルウイルス４０（ＳＶ４０）プロモーターを含有している。
実験計画およびトランスフェクション
　ｈＷＪＣは、ＲＯＣＫ阻害剤で処置し、４Ｄ－Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒを用い、プロ
グラムＦＦ－１０４を使用して、先に公開されたプロトコル（Ｍｅｌｌｏｔｔら、２０１
４）に従ってトランスフェクトした。ｈＷＪＣは、反応あたり５×１０５の濃度でトラン
スフェクトし、５μｇのｐＤＮＡをトランスフェクトした。トランスフェクション後、ｈ
ＷＪＣを、１０μＭのＹ－２７６３２ＲＯＣＫ阻害剤を含有する３７℃で予熱された従来
ｈＷＪＣ培地をそれぞれ１．５ｍＬまたは０．５ｍＬ含有する、フィブロネクチン（ＢＤ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）プレコート６ウェルプレート（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）またはＮｕｎｃ（商標）Ｌａｂ－Ｔｅｋ（商標）８ウェル
のカバーグラスチャンバースライド（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｗａｌｔｈ
ａｍ、ＭＡ）に移し、細胞培養グレードインキュベータ内に３７℃、５％ＣＯ２下で入れ
た。
遺伝子発現
　トランスフェクション後１および７日目に、トランスフェクトされた細胞および未処置
の対照を集め、リアルタイム定量ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ｑＰＣＲ）を用いる遺伝
子発現分析のために採取した。細胞を、軟骨形成遺伝子、Ｓｏｘ９およびコラーゲンＩＩ
型について分析した。サイクル閾値（Ｃｔ）を記録し、Δ－Δ－Ｃｔ法を用いて分析した
。値は、０日目の未処理対照試料および内因性の対照に対して標準化した。各臍帯から３
つの技術的複製物を得て、トランスフェクション後１および７日目に遺伝子発現分析を行
った。
生細胞蛍光イメージング
　ｈＷＪＣを集め、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２色素（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ）で染色し、トランスフェクションから２４時間後に生細胞イメージングを行った。ｈ
ＷＪＣを、Ｏｌｙｍｐｕｓ　ＩＸ８１倒立型スピニングディスク方式共焦点顕微鏡ベース
（Ｏｌｙｍｐｕｓ　Ａｍｅｒｉｃａ、Ｃｅｎｔｅｒ　Ｖａｌｌｅｙ、ＰＡ）を使用して画
像化した。画像は、取込みおよび解析ソフトウェアＳｌｉｄｅＢｏｏｋ（Ｉｎｔｅｌｌｉ
ｇｅｎｔ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎｓ（３ｉ）、Ｄｅｎｖｅｒ、ＣＯ）を
使用してとらえた。画像収集のために、水銀アークランプを、Ｈｏｅｃｈｓｔ（３８７±
１１ｎｍ／４４７±６０ｎｍ）、ＧＦＰ（４９４±２０ｎｍ／５３１±２２ｎｍ）、およ
びＲＦＰ（５７５±２５ｎｍ／６２４±４０ｎｍ）の励起フィルター（励起／蛍光）と共
に使用した。モンタージュは、４９（７×７配列）の隣接する視野の画像から、サンプル
の１つの包括的合成画像を構築するように一緒に整列させて生成した。
免疫細胞化学
　トランスフェクション後１および７日目に、トランスフェクトした細胞および対照を免
疫細胞化学のために回収した。細胞を先ず３７℃ＰＢＳで洗浄し、次いで４％ホルムアル
デヒド含有ＰＢＳで１５分間固定することによって、細胞を固定した。次いで細胞を３回
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、ＰＢＳを用いて洗浄して５分間インキュベートした。その後、細胞を０．２５％Ｔｒｉ
ｔｏｎ　Ｘ－１００含有ＰＢＳで透過処理し、ＰＢＳで５分間、３回洗浄した。細胞を、
４％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）および１０％正常血清（第２の抗体宿主由来）含有Ｐ
ＢＳで６０分間ブロックした。その後、細胞をＳｏｘ９（Ａｂｃａｍ、ケンブリッジ、Ｍ
Ａ）およびコラーゲンＩＩ型（Ａｂｃａｍ）一次抗体で一晩インキュベートした。翌日、
細胞を、ＰＢＳで３回、それぞれ１５分間、洗浄した。その後、細胞を、Ｑｄｏｔコンジ
ュゲート二次抗体（Ｓｏｘ９に対するＱｄｏｔ５６５マウスコンジュゲートおよびコラー
ゲンＩＩ型に対するＱｄｏｔ６５５ウサギ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ））で
一晩インキュベートした。翌日、細胞を、ＰＢＳで３回、それぞれ１５分間、洗浄した。
細胞を、臭化エチジウムモノアジド（１０ｎＭ、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）
で３０分間対比染色し、次いで段階的エタノールで脱水させ、その後、１００％トルエン
に二回曝露した。次いで、細胞をＱｍｏｕｎｔ（商標）Ｑｄｏｔ（登録商標）マウント培
地（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）にマウントした。細胞を、共焦点顕微鏡検査
により、Ｑｄｏｔ励起には４０５ｎｍ固体レーザーを使用して、臭化エチジウムモノアジ
ド励起には４８８ｎｍ固体レーザーを使用し、以下の蛍光フィルターを使用して画像化し
た：臭化エチジウムモノアジド（５３１±２２ｎｍ）、Ｑｄｏｔ５６５（５６０±２５ｎ
ｍ）、およびＱｄｏｔ６５５（６５５±１５ｎｍ）。
統計分析
　特に明記しない限り、全ての値は、統計学的平均値と標準偏差で示した。一元配置分散
分析を、事後Ｔｕｒｋｅｙ検定と共に実施して、ｐ≦０．０５、検定力＞０．８の設定で
統計学的有意性を評価した。ソフトウェアＳＰＰＳ（ＩＢＭ）バージョン２２を使用して
、全ての統計学的分析値を計算した。
REFERENCES
Devarajan K, Forrest ML, Detamore MS, Staecker H. Adenovector-mediated gene deli
very to human umbilical cord mesenchymal stromal cells induces inner ear cell ph
enotype. Cell Reprogram. 2013;15(1):43-54. Epub 2013/02/06. doi: 10.1089/cell.20
11.0097. PubMed PMID: 23379581.
【０１４３】
　Funari et al., Cartilage-selective genes identified in genome-scale analysis o
f non-cartilage and cartilage gene expression. 2007, BMC Genomics 2007, 8:165
【０１４４】
　Hellingman et al., Differences in cartilage-forming capacity of expanded human
 chondrocytes from ear and nose and their gene expression profiles. 2011 Cell Tr
ansplant. 2011;20(6):925-40
【０１４５】
　Majumdar MK, Wang E and Morris EA. BMP-2 and BMP-9 promotes chondrogenic diffe
rentiation of human multipotential mesenchymal cells and overcomes the inhibitor
y effect of IL-1. J. Cell. Physiol. 2001(189):275-284.
　Mellott AJ, Godsey ME, Shinogle HE, Moore DS, Forrest ML, Detamore MS. Improvi
ng Viability and Transfection Efficiency with Human Umbilical Cord Wharton's Jel
ly Cells Through Use of a ROCK Inhibitor. Cell Reprogram. 2014. Epub 2014/02/21.
 doi: 10.1089/cell.2013.0069. PubMed PMID: 24552552.
【０１４６】
　Seppa, N. Cartilage creation. New joint tissue could keep people moving, reduc
ing need for knee or hip replacements. Science News 2012 (189 #3):22.
Sekiya et al., 2002, Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 April 2; 99(7): 4397-4402.
【０１４７】
　Zaslav K. Cole B. et al: The American Journal of Sports Medicine.  2009;37(1):
42-55.
【０１４８】



(31) JP 2016-531147 A 2016.10.6

10

　Zaslav K. Cole B. et al. A Prospective Study of Autologous Chondrocyte Implant
ation in Patients Who Failed Prior Treatments for Articular Cartilage The Americ
an Journal of Sports Medicine.  2009;37(1):42-55.
【０１４９】
　Zhang, Lijie, Jerry Hu, Kyriacos A. Athanasiou  The Role of Tissue Engineering
 in Articular Cartilage Repair and Regeneration°Crit Rev Biomed Eng.°2009;°37
(1-2): 1-57.
【０１５０】
　本発明およびその利点を詳細に記述したが、添付の特許請求の範囲に定義される本発明
の趣旨および範囲を逸脱することなく、様々な変化、置換および改変がなされうることが
理解されるべきである。さらに、本出願の範囲は、本明細書に記載されたプロセス、機械
、製造品、組成物、手段、方法および工程の特別の実施形態に限定されることを意図され
ていない。当業者は、本発明の開示から、プロセス、機械、製造品、組成物、手段、方法
および工程を容易に理解でき、個々に記載の対応する実施形態と実質的に同じ機能を実施
でき、または実質的に同じ結果を達成しうる既存のまたは後に開発されるそれらも本発明
に従って利用することができる。したがって、添付の特許請求の範囲は、その範囲内に、
そのようなプロセス、機械、製造品、組成物、手段、方法および工程も包含することが意
図されている。
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