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論文内容の要旨 

 
申請論文は、カイコサイポウイルス (Bombyx mori cypovirus, BmCPV) 由来の多角体に外来

タンパク質として骨再生を誘導する bone morphogenetic protein-2（BMP-2）、血管新生を促進す

る vascular endothelial growth factor（VEGF）と血管新生を抑制するエンドスタチン、線維芽

細胞増殖因子（fibroblast growth factor）である FGF-2 と FGF-7 を固定化し、これらの多角体

を用いた骨再生、血管形成の制御、皮膚モデル 3 次元（3D）培養などを行った。本研究によって、

細胞増殖因子などを固定化した多角体を in vitroおよび in vivoにおける組織工学へ応用するため

の知見を得ることができた。申請論文は以下の 4 つの章から構成される。 
第 1 章では、特に BmCPV が作る多角体と呼ばれるタンパク質微結晶の性質や外来タンパク質

を固定化するためにこれまでに開発された手法について概説した。 
第 2 章では、多角体に固定化した BMP-2 によって自然治癒不可能な大きさの骨欠損を完全に

治癒できることを示した。吸収性のコラーゲンスポンジにリコンビナント BMP-2（rhBMP-2）を
含浸させるだけでは、最初の rhBMP-2 の放出が急激で徐放性に劣るため、骨欠損の完全な治癒

が見られなかった。それは、コラーゲンスポンジに大用量の rhBMP-2 を含浸させた場合も同様

であった。これに対して BMP-2 を多角体に固定化後、コラーゲンスポンジに含浸させた場合は、

完全な骨欠損の修復が見られた。これらのことから、BMP-2 固定化多角体を用いることで、同多

角体からの BMP-2 の長期間に渡る徐放効果によって従来では再生できないような骨欠損に対し

ても骨再生が可能になることがわかった。 
第 3 章では、血管形成に関わる血管内皮細胞増殖因子（VEGF）と血管新生抑制作用を示すエ

ンドスタチンを多角体に固定化し、これらを用いて血管形成の制御を試みた。VEGF はプロテイ

ンジスルフィドイソメラーゼを強制的に発現させながら多角体に固定化した。VEGF を固定化し

た多角体は、ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）の p42/p44 MAP kinase のリン酸化、同細胞の

増殖及び遊走を活性化した。また、HUVEC の管腔形成やネットワーク形成を促進した。一方、

エンドスタチン固定化多角体は、HUVEC の増殖、遊走を阻害し、さらに管腔形成やネットワー

ク形成を阻害した。さらに、あらかじめマウスに上皮細胞由来の腫瘍細胞を移植し、その後周囲
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にエンドスタチン多角体を局所投与することで、その腫瘍の肥大と血管形成が抑制されることを

示した。ただし、エンドスタチン多角体によるリンパ管形成の抑制効果は観察されなかった。腫

瘍治療のための血管新生抑制分子の放出は持続した治療に効果があり、エンドスタチン多角体を

使用した局所的な治療方法は有効な手段であるものと考えられた。 
第 4章では、線維芽細胞増殖因子であるFGF-2とFGF-7を別々に固定化した多角体を用いて、

ヒト皮膚の 3D 培養系の構築を試みた。FGF-2 多角体と FGF-7 多角体を含んだコラーゲンゲル上

で、角化細胞であるケラチノサイトとメラニン形成細胞であるメラノサイトの 3D 共培養を行っ

たところ、上層でのケラチノサイトの分化（角化・脱核）が観察され、メラノサイトはヒトの正

常な皮膚の場合と同様に、この 3D 細胞培養の基部に存在し、メラニンは下層で確認された。し

かし、リコンビナントの FGF-2 と FGF-7 を用いてヒト皮膚の 3D 細胞培養を行ったところ、ケ

ラチノサイトの分化は確認されたもののメラノサイトは上層に移動している様子が観察され、こ

れは正常なヒトの皮膚モデルとは異なることが判明した。つまり、FGF-2 多角体と FGF-7 多角

体を用いた 3D 細胞培養モデルは、メラニン形成のための表皮の生体外モデルとして役立ち、同

時にケラチノサイトの増殖と分化も誘導できることがわかった。一方、ケラチノサイトに対して

活性酸素種の産生を誘導するメナジオンで処理した場合、FGF-7 多角体はケラチノサイトに対し

て強い細胞保護効果を誘導することがわかった。この細胞保護効果は、スーパーオキシドディス

ムターゼと peroxiredoxin 6 の誘導によってもたらされていることが示され、これは inositol 
triphosphate kinase/Akt pathway の活性化によるものであることが明らかとなった。 
 

論文審査の結果の要旨 

 

サイポウイルスは、分節した 10 本から 12 本の二本鎖 RNA セグメントを有する球状ウイルス

で、レオウイルス科のサイポウイルス属に分類される。サイポウイルスは昆虫に感染し増殖する

ウイルスで、感染細胞の細胞質に多角体と呼ばれるウイルス封入体を多数形成する。この多角体

はポリヘドリンと呼ばれる多角体タンパク質が結晶化した構造物である。最近、サイポウイルス

の一種であるカイコサイポウイルスの多角体に細胞増殖因子や酵素などの外来タンパク質を固定

化することができるようになった。 
 本申請者は、血管新生を促進する VEGF と血管新生を抑制するエンドスタチンを固定化した多

角体を作出し、これを用いてヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）の増殖、遊走、ネットワーク形

成、管腔形成の効果を調べた。その結果、予想通り、VEGF 多角体は HUVEC に対して促進効果

を、またエンドスタチン多角体は抑制効果を示した。さらに、エンドスタチン多角体の in vivo
での効果を見るために、上皮細胞由来の腫瘍細胞を移植したマウスにエンドスタチン多角体を投

与し、２週間後には腫瘍の肥大、および腫瘍周辺における血管形成が、いずれも抑制されている

ことを示した。 
 次に、申請者は、自然治癒不可能な大きさの骨欠損をもつマウスに対し、多角体に固定化した

BMP-2 を用いることで、骨の欠損を完全に治癒できることを示した。これは、投与した多角体か

ら BMP-2 が徐放されることに由来するものと考えられた。 

さらに申請者は、線維芽細胞増殖因子である FGF-2 と FGF-7 を固定化した多角体を用いるこ

とでヒトの角化細胞と色素細胞の 3 次元（3D）培養が可能であることを示した。その 3D 細胞培

養によって、角化細胞は重層し、上層の細胞では脱核が確認され、一方、メラニン形成細胞であ
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る色素細胞は 3D 細胞培養の基部に存在し、メラニンは主として下層で確認された。つまり、こ

の FGF-2 多角体と FGF-7 多角体による 3D 細胞培養モデルは、ヒトの皮膚モデル 3D 培養系とし

て非常に有効と考えられた。FGF-7 多角体は、ケラチノサイトに対して活性酸素種の産生を誘導

するメナジオンで処理した場合、強い細胞保護効果を示した。この細胞保護効果は、スーパーオ

キシドディスムターゼと peroxiredoxin 6の誘導と inositol triphosphate kinase/Akt pathwayの

活性化によるものであることを明らにした。 
一連の研究により、カイコサイポウイルス多角体に包埋した細胞増殖因子の外来タンパク質が、

哺乳類の血管、皮膚、及び骨組織の再生に有効に作用する可能性を実験的に示すことに成功した。 
本論文の内容は、以下の学術雑誌等に発表されている。 
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