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研究成果の概要（和文）：カイコ（Bombyx mori）サイポウイルスの粒子は多角体と呼ばれるμｍサイズのタンパク質
結晶に包埋されて長期間の感染性を保つことができる。この多角体の安定性はサイトカイン徐放剤のキャリアーに応用
できる。本研究では、多角体に包埋したbone morphogenetic protein-2（BMP-2）によって自然治癒不可能な骨欠損を
完全に治癒できることを明らかにした。コラーゲンスポンジにBMP-2を含浸させるだけでは、BMP-2の徐放性に劣るため
、骨欠損の完全な治癒がみられなかった。これに対して、BMP-2を多角体に包埋後コラーゲンスポンジに含浸させた場
合は、完全な骨欠損の再生がみられた。

研究成果の概要（英文）：Bombyx mori cypovirus particles are embedded in micrometer-sized protein crystals 
called polyhedra and can remain infectious in harsh environmental conditions for years. But the remarkable
 stability of polyhedra can be applied on slow-release carriers of cytokines for tissue engineering. Here 
we show the complete healing in critical-sized bone defects by bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) encaps
ulated polyhedra. Although absorbable collagen sponge (ACS) safely and effectively delivers recombinant hu
man BMP-2 (rhBMP-2) into healing tissue, the current therapeutic regimens release rhBMP-2 at an initially 
high rate after which the rate declines rapidly. ACS impregnated with BMP-2 polyhedra had enough osteogeni
c activity to promote complete healing in critical-sized bone defects, but ACS with a high dose of rhBMP-2
 showed incomplete bone healing, indicating that polyhedral microcrystals containing BMP-2 promise to adva
nce the state of the art of bone healing.
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１．研究開始当初の背景 

（１）歯周疾患や外傷により歯槽骨の吸収や
破壊が進行すると抜歯を避けることが出来
なくなる。一度失われた骨は再生することは
なく、その後の義歯の装用やインプラント治
療に大きな支障きたすことも多くなる。 

 

（２）萎縮した顎骨（堤）の再構築はインプ
ラント治療には必要不可欠なことである。一
般に顎骨の再構築を行うためには骨再生治
療を行う必要がある。 

 

（３）骨再生には間葉系幹細胞を積極的に骨
芽細胞に誘導分化させる生理活性因子が必
要である。多くの生理活性因子のなかで、効
率よく骨芽細胞への分化を誘導し、臨床応用
が期待できるものに BMP-2 がある。しかし
BMP-2 は生体内半減期が短いため、骨再生に
は大量の BMP-2 が必要になることから膨大
なコスト高や、大量投与に伴う予期せぬ副作
用の発現を招く恐れが考えられる。そのため
BMP-2 を臨床応用するためには生体内での
吸収速度を制御する必要性がある。 

 

（４）多角体とは昆虫ウイルス自らが作りだ
したタンパク質結晶で、ウイルスはその中に
自身を“包埋”して自らを外部環境から保護す
るものであるが、ひとたび昆虫体内に入ると
多角体は溶解しウイルス粒子は放出される。
すなわち多角体はウイルス粒子を包埋し保
護するための「入れ物」としての役割とウイ
ルスを生体内に運ぶ「ベクター」としての機
能を有する。 

 

２．研究の目的 

BMP-2 の安定的・継続的な徐放を可能にした
BMP-2 固定化多角体を用いた骨再生効果を
詳細に検討し、BMP-2 を用いた実用性の高い
新規骨再生療法を開発することを目的とす
る。  

 

３．研究の方法 

（１）BMP2固定化多角体の作製 

 

（２）前駆軟骨細胞(ATDC5 細胞)に対する増
殖・分化誘導能についての解析（in vitro に
おける BMP2 固定化多角体の活性評価）： 

BMP-2 は ATDC5 細胞の軟骨形成に関する
初期分化と軟骨結節の肥大化および石灰
化に関する後期分化を誘導する。 

 

（３）ラット頭蓋骨々欠損の再生実験 

 20 週齢の Wister 系雌性ラットの頭蓋骨に
直径 10 ㎜の骨欠損を作製し、骨再生能に
ついての解析：BMP-2 固定化多角体をアテ
ロコラーゲンスポンジに含浸させたもの
を骨欠損部に移植して、5週、10週そして
15 週後に骨再生の評価を行った。評価方法
は①軟エックス線撮影②μCT撮影③組織学
的解析による評価を行った。 

 

４．研究成果 

（１）BMP-2 固定化多角体 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

多角体タンパク質のポリヘドリンと固定化
シグナルの VP3 または H1 遺伝子を BMP-2

遺伝子配列の N 末挿入したベクターを昆虫
細胞内で共発現することで、BMP-2 固定化多
角体を作製した。 

作製した BMP-2 固定化多角体 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ウェスタンブロット法にて作製した BMP-2

固定化多角体の BMP-2 固定化を確認したと
ころ、すべての BMP-2固定化多角体に BMP-2

融合タンパク質を確認した。 

 

（２）前駆軟骨細胞(ATDC5 細胞)に対する
BMP-2 固定化多角体の増殖・分化誘導能に
ついて 

 

 

 

 

 

 

ティシュカルチャープレート上に BMP-2

固定化多角体あるいは空の多角体をスポ
ット状に付着させた後、ATDC5 細胞をプレ
ートに播種して 37℃、5％CO2 の条件で培
養を行った。 

ATDC5 細胞の初期分化におよぼす効果は、
細胞から分泌される酸性ムコ多糖を Alcian 

Blue 染色により解析した。その結果、培養
14 日目の細胞において、H1/前駆体型
BMP-2 固定化多角体に最も強い初期分化
誘導能が観察された。 



培養 14日目の Alcian Blue 染色 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H1/前駆体型 BMP-2 固定化多角体は濃度依存
的に ATDC5 細胞の初期分化を誘導した。 

次に ATDC5 細胞の後期分化への影響につ
いて解析を行った。培養 30 日目に細胞を回
収してアルカリフォスファターゼ(ALP)活性
を測定し、また培養プレートをメタノール固
定した後、Alizarin red 染色を行い、軟骨結節
の石灰化について解析を行った。その結果、
H1/前駆体型 BMP-2 固定化多角体の濃度依存
的に ALP 活性の上昇を認めた。また Alizarin 

red 染色においても、ALP 活性の結果と同様
に濃度依存的に染色性の増強を認めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）ラット頭蓋骨々欠損の再生効果 

移植実験の概要を下記に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

移植 5、10、15週後にラットを安楽死させ
頭蓋骨を摘出して、骨欠損部の軟エックス線
解析、μCT解析および組織学的解析を行った。 

 

① 軟エックス線所見 

コントロール群（骨欠損のみ）および空の多
角体を含浸させたアテロコラーゲンスポン
ジを充填した群においては 15 週間を通して
骨の再生は認められなかった。また 5μgのリ
コンビナント BMP-2 タンパク質を含浸させ
たスポンジを移植した場合、15週までに骨欠
損部周囲から中心に向かってわずかに骨の
再生が認められたが、2μg のリコンビナント
BMP-2 タンパク質を含浸させた場合、骨の再
生はほとんど認められなかった。一方、BMP-2

固定化多角体を含浸させたスポンジを移植
した場合、5 週後には骨欠損断端部から中心
に向かって骨再生がみられ、15週後には骨欠
損部全体が再生骨により充満される像が認
められた。また再生骨の骨質を骨内に含まれ
るハイドロキシアパタイト(HA)量に換算し
て比較すると、BMP-2 固定化多角体により再
生した骨は、健常部頭蓋骨に含まれる HAと
同程度の量であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② μCT所見 

移植 15 日後の μCT 所見は軟エックス線所見
と同様に BMP-2 固定化多角体を含浸させた
スポンジを移植した場合にのみ、骨欠損部全
体に骨の再生が認められた。再生骨を Coronal

（矢状断）で観察すると、骨欠損部に再生さ
れた骨の厚さは、両端健常部の頭蓋骨の厚さ
と同程度であった。また再生骨量を比較する
と BMP-2 固定化多角体群において、有意な骨
量の増加が認められた。 

 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

移植 15週後の μCT像 

Top:頭頂側、Coronal:矢状断 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

移植 15週後の再生骨量 

 

③ 組織学的所見 

BMP-2 固定化多角体を含浸させたアテロコ
ラーゲンスポンジを移植した場合、移植 5週
後にはスポンジ内からの新生骨の形成がみ
られた。また新生骨周囲の線維性結合織内に
は多数の多角体の残存を認めた。移植 15 週
後では、再生骨は組織学的にも骨梁構造が明
らかな成熟骨に置換されていた。また成熟骨
内部には骨髄様組織も一部含まれていた。 

BMP-2固定化多角体群（移植 5週後 HE染色） 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NB 新 生 骨 
ACS コラーゲンスポンジ ↑多角体 

BMP-2 固定化多角体群（移植 15 週後 HE 染
色） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

成熟骨内に骨髄様組織がみられる 
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