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研究成果の概要（和文）：骨形成タンパクであるbone morphogenetic protein (BMP)-2の遺伝子導入にウイルス
を用いないことで生じる造成骨の減少を骨形成促進ペプチドが補うか否かを検討した。8週齢雄性マウスの腓腹
筋内にgreen fluorescent protein (GFP)/BMP-2遺伝子発現プラスミドベクターを注射し、電気穿孔法により遺
伝子導入した。2週間後から、対照群と比較して骨形成促進ペプチド投与群では異所性骨の骨密度増加および骨
微細構造指標の改善と骨吸収指標の抑制が認められ、骨形成促進ペプチドが、BMP-2遺伝子導入により誘導され
る骨量、質ともに向上させることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether the receptor activator of NF-kB ligand (RANKL)
-binding peptide, an osteogenic peptide, can compensate for the decrease in bone formation caused by
 the absence of viral gene transfer of bone morphogenetic protein (BMP)-2, an osteogenic protein. 
After two weeks of the gene transfer by electroporation, both bone mineral density and bone 
microstructure indices were increased, and bone resorption indices were suppressed in the group 
treated with bone-forming peptides compared with the control group, suggesting that the osteogenic 
peptides may compensate for the reduction of the nonviral vector-induced bone formation. 

研究分野： 硬組織薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果は、ウイルスベクターに比べて安全性の高い非ウイルスベクターを用いた遺伝子導入時の欠点を、
骨形成促進ペプチドであるreceptor activator of Nf-kB ligand　（RANKL）結合ペプチドの併用により改善で
きることを示唆している。
　得られた結果は、ウイルスを用いた遺伝子治療より、より安全性が高い非ウイルスベクターを用いたBMP-2遺
伝子導入法による新規骨形成法の開発に向けて有用な情報を与えている。本研究成果は、骨領域におけるウイル
スを用いない遺伝子治療への可能性を広げた研究であり、局所へのペプチド投与方法をさらに検討することによ
り、今後の発展が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

口蓋裂患者の咬合改善のためには、歯牙を萌出させ、あるいは移動させる場所に骨を造成

させることが必要だが、最も優れた方法と言われる自家骨移植を繰り返すには患者の負担

が大きい。我々は、自家骨移植に代わる局所の骨造成法にBMP(bone morphogenetic 

protein)-2を用いる方法を開発してきた。BMP-2は諸外国で使われているが、炎症が惹起

されるという副作用があるため、BMP-2量を少なくすれば、副作用も少なくなるだろうと

いう仮説をたてた。BMP-2量を減らした分骨造成も少なくなるため、その分を補う骨形成

促進ペプチドを開発してきた。RANKL結合ペプチドであるW9ペプチド（W9）は、骨芽細

胞分化促進とともに、細胞増殖活性も有する。マウスの頭蓋骨欠損モデルを用いた検証では、

BMP-2が誘導する骨形成がほとんど認められない少量のBMP-2(0.3 μg)を使用しても、

W9ペプチドにより骨形成が亢進し、欠損部を埋める骨形成が認められた (1)。 

一方、骨形成タンパク（BMP-2）の遺伝子導入は、局所の骨形成を誘導する代替法とし

て期待されている。必要以上のBMP-2タンパクが発現せず、タンパク精製の必要が無いた

め、費用も抑えられる。特にウイルスを用いない非ウイルスベクターによる遺伝子導入は高

い安全性を示す。しかし、ウイルスを使った遺伝子導入に比べて、ウイルス無しではBMP-

2遺伝子が誘導する骨量はわずかである。実際、先行実験では、レトロウイルスを用いた遺

伝子発現ベクターでは、うまく骨を誘導できたが、ウイルスベクターに比べてより安全な非

ウイルス性ベクターを用いた場合、骨形成量はウイルスベクター使用時比べて明らかに少

なかった。 

癌治療にウイルスベクターを使う遺伝子治療は各国で承認されているが、骨造成の臨床

応用にはハードルが高く、より安全なウイルスを使わない遺伝子治療が求められている。こ

のため、ウイルスを使わない遺伝子治療の方策を開発することは、今後、骨領域の遺伝子治

療を臨床応用するためには、重要なステップであると思われる。 

 
２．研究の目的 

 非ウイルス性ベクターによる遺伝子導入効率の悪さを骨形成促進ペプチドであるW9

により補えるか否かを明らかにすること。 

 
３．研究の方法 
  
１） In vitro の系による検証 

骨芽細胞系細胞株 ST2 細胞を用いて、BMP-2 遺伝子を導入した細胞における
W9 の骨芽細胞分化促進作用を骨芽細胞初期分化マーカーの alkaline 
phosphatase (Alp)活性の計測で示した。具体的には、GFP/BMP-2遺伝子発現
プラスミドベクター（下図）による遺伝子導入を行った ST2 細胞を、DMEM 
（10 % FBS）に 100 µM W9 を添加した培地で 10 日間培養した。Alp活性を
マイクロプレートリーダー (計測波長 405 nm)で測定し、タンパク濃度で除する
ことにより算出した。タンパク濃度の測定は、通常の BSAキットを用いた。 
 

２） In vivoの系による検証 
(ア) 遺伝子導入により発現した BMP-2 タンパクの検出および定量 

8 週齢のオスの C57BL/6 マウス 18 匹の腓腹筋内に GFP/BMP-2 遺
伝子発現プラスミドベクターもしくは対照としてコントロールベクター注
入し、直後にエレクトロポレーション（100 V, 50 msec, 8 pulse）によ
る遺伝子導入を行った。遺伝子導入後1, 7, 14日後にマウスを安楽死させ、
遺伝子導入部位の非脱灰切片を作製後、GFP 陽性細胞の検出を行った。ま



 

 

た、遺伝子導入部位の筋肉を摘出し、ホモジナイズ後、ELISA により懸濁液
中の GFP 産生量を定量し、BMP-2タンパクの発現量を推計した。 

 
(イ) BMP-2 遺伝子導入により誘導される異所性骨に対する RANKL 結合ペプ

チドW9の効果の検討 
 異所性骨の経時的な変化を in vivo µCTによる 3 次元画像データを用い
た微細構造解析も含めた骨密度解析を行った。具体的には、10 匹のマウス
の腓腹筋内に BMP-2遺伝子を導入後、W9（実験群）もしくは溶媒（対照
群）を注入した浸透圧ポンプを背部皮下に埋入した。遺伝子導入後 7 日ご
とに in vivo µCT を撮影し、TRI/3D-BON ソフトウェアを用いて 3次元
骨形態計測を行った。また、骨形成活性の評価のため、遺伝子導入 12日後
にアリザリンを皮下投与した。21日後に安楽死させ、軟 X 線撮影後に非脱
灰切片を作製し、TRAP染色、von Kossa 染色ならびに蛍光組織像の観察
後、骨形態計測学的解析により、W9の骨形成促進作用を検討した。  

 
４．研究成果 
 

この結果を得るまでにW9の投与方法を工夫し、局所に投与する場合も、エレクトロポレ

ーションをかける時期と同時が良いのか、ずらした方が良いのか様々な検討を行った。最終

的には、以下１～５に示すように、W9の投与は徐放的に全身投与する方法で、非ウイルス

性ベクターによる遺伝子導入効率の悪さを骨形成促進ペプチドであるW9により補えると

いう仮説を証明することができた。非ウイルスベクターによるBMP-２遺伝子導入によりマ

ウスの足の筋肉（腓腹筋）に異所性骨石灰化は誘導され、骨形成促進ペプチドの全身投与に

より、誘導された異所性骨は骨量、骨密度、骨幅、骨形成活性指標すべてが、遺伝子導入の

みの群と比べて高値を示した。 

 

1. BMP-2遺伝子導入を行ったST2細胞へのW9添加は、アルカリフォスファターゼ

活性（ALP activity）を上昇させた。 

 

 

2. 非ウイルスベクターを用いたBMP-2遺伝子導入によりマウス腓腹筋内に産生さ

れたBMP-2蛋白量は200 pg以下とGFP発現タンパク量から推定された。 

 



 

 

 

3. W9の投与はBMP-2遺伝子導入により誘導された異所性骨の骨量(BV/TV)およ

び骨密度(BMD)増大作用と微細構造指標（Tb.Spac, Tb.N, SMI, TBPf）の改善作

用を示した。 

 

 

4. 遺伝子導入後14日目から21日目にかけて異所性骨の骨量(BV)・骨表面(BS)減少

が認められたが、それらの減少率(Reduction rate) はW9投与により抑制された。 

 

 

5. W9投与群は溶媒投与群と比べて骨形成活性指標（Alizarin Positive Area）が高

値を示し、異所性骨表面の破骨細胞数(N. Oc/BS)に抑制作用が認められた。 
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