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第一章    序 章 

 

歯髄炎は、細菌感染による生物学的要因、外傷・歯ぎしりなどの物理的要因、

歯科材料による化学的要因などによって生じる歯髄の炎症である。細菌感染に

おいては、歯髄細胞やマクロファージ、好中球、リンパ球などの免疫担当細胞

が炎症性サイトカインや抗炎症性サイトカインを産生し[1]、I型コラーゲンな

どの細胞外基質の分解が亢進する。炎症性サイトカインとしては、Interleukin

（IL）-1、2、 6、 8、Tumor Necrosis factor（TNF）-α、Interferon（IFN）-

γ、抗炎症性サイトカインとしては IL-4、10、13が関与しているとの報告があ

る[2、3]。 

歯髄は、疎性結合組織で、線維芽細胞、免疫系細胞、未分化間葉系細胞、象

牙芽細胞などの構成細胞と共に、脈管、神経、リンパ管などで構成されており、

歯の知覚、象牙質への栄養補給、刺激に対する防御反応といった役割を担って

いる[4]。歯髄を失うと、破折しやすい、知覚を失い齲蝕の発見が遅れるなどの

問題が生じる。また根管は形態が極めて複雑なため、根管治療が必ずしも成功

するとは限らない。そのため歯髄の保存は、歯の長期保存に非常に有用である

[5]。 

歯科治療において、齲蝕除去時や窩洞形成時に露髄した場合、露髄面に水酸

化カルシウムや Mineral Trioxide aggregate（MTA）セメントなどを直接覆髄し、

修復象牙質形成を期待する[6、7]。MTAセメントは、封鎖性・生体親和性・親水

性・X線造影性に優れているなど様々な長所を持つが、除去の困難さ、患歯の変

色といった短所も持ち、抗炎症性作用などの細胞機能を積極的に誘導するとい

う報告はない[8、9、10、11、12]。カルシウム製剤は、カルシウムイオンによ

って硬組織形成を誘導し、強アルカリ性によって抗菌性を示すが、選択毒性が
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無いため、組織に壊死層を形成する。今後、歯の長期保存を目的として歯髄再

生・保護治療を発展させるためには、歯髄構成細胞の機能を積極的に制御する

ことが必要と考える。 

神経栄養因子（neurotrophin）は、中枢神経系のみでなく末梢神経系におい

ても、ニューロンの一生を通じて、未分化な神経芽細胞の増殖と分化、および

成熟神経細胞の生存と機能の維持などの様々な機能を有している[13]。Nerve 

growth factor、brain-derived neurotrophic factor (BDNF)、neurotrophin-3、

neurotrophin-4/5 は哺乳類で存在が確認されている神経栄養因子である。各々

の神経栄養因子は特異的な膜受容体、いわゆる proto-oncogene産物として発見

された高親和性受容体（Trk family: TrkA、TrkB、TrkC）あるいは低親和性受

容体（p75）に結合することによって細胞機能を制御している[14、15、16、17]。

また神経栄養因子は、中枢神経系においては海馬の long-term potentiationを

調節し[18]、学習機能にも関わる[19]。このような機能を有する神経栄養因子

は神経細胞が変性する神経難病（アルツハイマー病や筋萎縮性側索硬化症など）

の治療薬、神経再生促進薬、神経細胞死抑制薬として臨床応用の可能性が期待

されている。 

脳由来神経栄養因子 brain-derived neurotrophic factor (BDNF) は、神

経栄養因子の一つで、高親和性受容体TrkBと低親和性受容体p75 に結合する[13、

20、21、22、23]。BDNFはそれらの受容体を介して、中枢及び末梢の神経細胞の

機能制御に関わっている。一方、BDNF は骨、軟骨、腎臓、歯胚などの非神経系

の組織にも発現しており[24、25]、細胞レベルでも、骨芽細胞、歯周靭帯細胞、

免疫細胞、血管内皮細胞が産生するとの報告がある[26、27、28、29、30、31、

32]。また、BDNFはマウスの第 8肋骨の骨折治癒過程において、骨芽細胞様細胞

によって産生されるとの報告があり[33]、さらに、歯の形成初期において、未
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分化な上皮系・間葉系細胞の増殖、そして象牙芽細胞やエナメル芽細胞への分

化に関与している可能性が示唆されている[34]。 

歯周組織においては、BDNFがヒト歯周靭帯細胞、セメント芽細胞、血管内皮

細胞の増殖や分化といった細胞機能を制御することがこれまでに明らかにされ

ている[35、36、37]。一方で、BDNFは歯周組織の再生を阻害する歯肉上皮細胞

の増殖には影響を及ぼさなかった[35、38]。また、ビーグル犬の実験的根分岐

部Ⅲ級歯周組織欠損モデルにおいて、BDNFは歯槽骨、セメント質、歯周靭帯の

再生を促進することが報告されている[35]。 

 歯髄・象牙質複合体を再生させ、歯髄を保存するためには、感染細菌の除去、

炎症の制御、血管新生および歯髄細胞の増殖や象牙芽細胞への分化が必要であ

る。本研究では、BDNFの新規直接覆髄剤としての臨床応用を最終的な目的とし

て、BDNFが歯髄細胞に及ぼす影響を検討することとした。 
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第二章   ヒト歯髄細胞（HP cells）の炎症性・抗炎症性サイトカイン発現 

に及ぼす脳由来神経栄養因子（BDNF）の影響 

 

第一節 概 要 

一般に歯髄炎は齲蝕に起因することが多い。多くは滲出性炎（漿液性、化膿

性）としてみられる。歯髄炎では炎症の徴候である発赤、腫脹、発熱を知るこ

とができず、疼痛のみが臨床症状として表現される。またそれによって、歯痛

のため物が噛めないなどの機能障害が示される。病理組織像としては、障害を

受けた象牙細管の領域下には、象牙芽細胞の破壊像、血管の拡張、炎症性水腫、

リンパ球や形質細胞の限局性浸潤、マクロファージなどが観察される。歯髄の

保存のためには、これらの炎症を速やかに鎮静化することが必要である。本章

では細菌刺激として Peptidoglycan（PGN）を用い、HP cellsの炎症性・抗炎症

性サイトカイン発現に及ぼす BDNFの影響を検討した。 

 

第二節 材料および方法 

 

第一項 HP cellsにおける BDNFと Peptidoglycan（PGN）のレセプター発現 

 

1. HP cellsの培養法 

HP cellsとして正常ヒト歯髄幹細胞をLonza (Walkersille、MD )から購入

し、3-4代継代したものを本研究で使用した。HP cellsを 6穴プレート (Corning 

Incorporated-Life Science、Durham、NC)に 1.0×105 cells/wellとなるように

播種し、10%ウシ胎児血清（FBS、GIBCO、Buffalo、NY）、100 units/mlのペニシ

リン(明治製菓)、100 μg/mlのストレプトマイシン(明治製菓)を含む培地（培

地A）で培養した。培養 7日目、DMEMのみで細胞を 2回洗浄した後、10%FBSを含
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まない培地A（培地B）に変更し、BDNF（50 ng/ml）（R&D、Minneapolis、 MN）、

PGN（10 µg/ml）（Sigma、Saint Louis、MO）をそれぞれ培養終了前の 3、6、12、

24 時間、HP cellsに作用した。また、同様の培養条件でPGN（10 µg/ml）を 24

時間、HP cellsに作用した。 

 

2. Western blot法 

培養終了後、HP cellsをリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で洗浄し、１×SDS

（sodium dodecyl sulfate）（片山化学、大阪）で細胞の回収を行った。回収し

たサンプルは、ホモジナイザー（トミー精工、 東京）で攪拌（28 kHz、5秒間）

した後、100℃で 5 分間加熱した。その後、10％ polyaclylamide gelを用いて

電気泳動（120 V、90分間）を行い、ゲルに展開したタンパク質をpolyvinylidene 

fluoride (PVDF) メンブレン(Bio-Rad、Carlsbad、CA) に転写した。転写後PVDF

メンブレン を 5％スキムミルク（和光純薬工業、大阪）含有TBS-Tween（TBS-t）

で常温、1 時間ブロッキングした。次に 5％スキムミルク含有TBS-tで希釈した

rabbit TrkB抗体（1:1000、Millipore、Billerica、MA）、rabbit p75抗体（1:1000、

EPITOMICS、Burlingame、CA）、Toll-like receptor（TLR）2抗体（1:1000、Biolegend、

San Diego、CA）を 4℃で一晩反応させた。その後メンブレンをTBS-tで洗浄し、

5％スキムミルク含有TBS-tでHRP標識抗rabbit IgG抗体（1:5000、R＆D） を希

釈し、常温で 1時間反応させた。反応後、メンブレンをTBS-tで洗浄し、ClarityTM 

Western ECL substrate（Bio Rad）を用いて化学発光させ、フィルムを感光さ

せた。 

 

第二項 HP cellsの炎症性サイトカイン発現に及ぼす PGNの影響 
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1. 総 RNAの抽出法 

HP cells を培養 7 日目、DMEM のみで細胞を 2 回洗浄した後、培地 B に変更

した。PGN（10 µg/ml）を培養終了 3、6、12、24 時間前から作用させた。また

TLR2の中和抗体（10 µg/ml）（Biolegend）を 30分間前処理し、PGN（10 µg/ml）

を 24時間作用させた。培養終了後、PBSで細胞を 2回洗浄後、RNA iso plus（Takara、

大津）を用いて総 RNAを抽出した。RNA濃度は分光光度計(260 nm、280 nm)で測

定し、算出した。 

 

2. mRNA発現の解析法 

cDNA は Rever Tra Ace（東洋紡、大阪）を用いて 1.0 µg の総 RNA から逆転

写・合成し、Real-time PCR システム STEP ONE PLUS-D式(アプライドバイオシ

ステム、Foster City、CA)を用いて、リアルタイムでモニタリングし、mRNA 発

現を解析した。IL-6、IL-8 の mRNA 発現は、ハウスキーピング遺伝子

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）の mRNA 発現に対する比

で表した。反応には表 1 に示すプライマーを用いて、94℃、20 秒間、62℃で 1

分間の反応を 40サイクル（PCR）で行った。 

 

3.シグナル伝達経路の解析 

HP cellsを培養 7日目、DMEMのみで 2回洗浄した後、培地 Bに変更した。ERK 

1/2 inhibitorである PD98059（50 mM）（EMD Millipore、Billerica、MA）、JNK 

inhibitorである SP600125（10 mM）（EMD Millipore）を p38 inhibitorである

SB203580（10 mM）（EMD Millipore）、NF-κB inhibitorである PDTC（10 mM）（EMD 

Millipore）を 30分間前処理後、PGN（10 µg/ml）を作用し 24時間培養後、PBS

で洗浄し、RNA iso plus を用いて総 RNA を抽出した。RNA 濃度は上述の方法で
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測定した。cDNA精製後、Real-time PCR法によってサイトカイン mRNA発現を解

析した。 

 

第三項 PGN刺激した HP cellsの炎症性サイトカイン発現に及ぼす BDNF 

の影響 

 

1. 総 RNAの抽出法 

HP cells を培養 7 日目、DMEM のみで細胞を 2 回洗浄した後培地 B に変更し

た。PGN（10 µg/ml）を 3 時間前処理した後、BDNF（50 ng/ml）、ポジティブコ

ントロールとして Indomethacin（10 µg/ml）（Sigma）をそれぞれ作用し、24時

間培養した。また BDNF（50 ng/ml）（R&D）を培養終了 3、6、12、24時間前から

作用させた。培養終了後、PBS で細胞を洗浄し、RNA iso plus を用いて総 RNA

を抽出した。RNA濃度は上述の方法で測定した。 

 

2.mRNA発現の解析法 

第二章第二節第二項 2.と同様の方法で行った。 

 

3.蛋白質発現の解析法 

HP cellsを培養 7日目、DMEMのみで 2回洗浄した後、培地Bに変更した。PGN

（10 µg/ml）を 3時間前処理した後、BDNF（50 ng/ml）を作用し、24時間培養

した。培養上清中のIL-6とIL-8の発現量はQuantikine
 ® 
ELISA（R&D）を用いて

測定した。 

 

4.リン酸化 p38のキナーゼ活性の解析 
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HP cellsを培養 7 日目、DMEMのみで 2 回洗浄した後、培地Bに変更した。

PGN（10 µg/ml）を 5、10、15、30分間作用させたHP cells、またはPGN（10 

µg/ml）とBDNF（50 ng/ml）を同時に 5分間作用させたHP cellsをPBSで洗浄

し、1×Cell lysis buffer（Cell Signaling、#9803、Danvers、MA）で細胞

を回収した。回収したサンプルは、氷冷下でホモジナイザーにて 5秒間攪拌

した後、４℃、14,000 rpm、10 分間遠心後、上清 200 µlを回収した。回収

したサンプルにImmobilize Phospho-p44/42 MAPK（Thr180/Tyr182）Mouse mAb

（Cell Signaling、#9219）を 10 µl加え、4℃にて一晩反応させた。その後、

14,000 rpm、30秒間遠心後、1×Cell Lysis Buffer（Cell Signaling、#9803）

でサンプルを 2 回洗浄した。その後、1×Kinase Buffer（Cell Signaling、

#9802）を加え、４℃、14,000 rpm、30 秒間遠心した。この操作を 2 回繰り

返した後、新たに 1×Kinase Buffer を 50 µl加え、10 mM ATP（1 µl）と、

ATF-2-Fusion Protein（1 µl）（Cell Signaling、#9224） を加え 30℃で 30

分間保温した。さらに 3×SDS（片山化学）を 25 µlずつ加え、100℃で 5 分

間加熱した。このサンプルを 10％ polyaclylamide gelを用いて電気泳動（80V、

90分間）を行い、ゲルに展開したタンパク質をPVDF メンブレン(Bio-Rad) に

転写した。転写後PVDFメンブレン を 5％スキムミルク（和光純薬工業）含有

TBS- tで常温、1 時間ブロッキングした。次に 5％スキムミルクにて

Phospho-ATF-2（Thr71）Antibody（10 µl）（Cell Signaling、#9221）を加

え、4℃で一晩反応させた。その後メンブレンをTBS-tで洗浄し、5％スキム

ミルクにて 2000倍希釈した。Anti-rabbit IgG、HRP-linked Antibody（Cell 

Signaling、#7074）とAnti-biotin、HRP-linked Antibody（Cell Signaling、

#7075）を加え、常温で 1時間反応させた。反応後、メンブレンをTBS-tween

で洗浄し、20×LumiGLO ®Reagent and 20×peroxide（Cell Signaling、#7003）



15 
 

を用いて化学発光させ、フィルムを感光させ、解析した。 

 

第四項 HP cellsの抗炎症性サイトカインに発現を及ぼす BDNFの影響 

 

1. 総 RNAの抽出法 

HP cellsを培養 7日目、DMEMのみで 2回洗浄した後培地 Bに変更した。BDNF

（50 ng/ml）（R&D）を培養終了 3、6、12、24時間前から作用させた。HP cells

培養終了後、PBSで洗浄し、総 RNAの抽出、測定は前述と同様の方法で行った。 

 

2. mRNA発現の解析法 

第二章第二節第二項 2.と同様の方法で、IL-4と IL-10の mRNA発現を解析し 

た。 

 

3. シグナル伝達経路の解析 

HP cellsを培養 7日目、DMEMのみで 2回洗浄した後、培地 Bに変更した。ERK 

1/2 inhibitorである PD98059（50 mM ）（EMD Millipore）、JNK inhibitorであ

る SP600125 （10 mM ）（EMD Millipore）を 30分間前処理後、BDNF（50 ng/ml）

を作用し 24時間培養した。MAP kinase phosphatase （MKP）-1 inhibitor であ

る Ro-318220（10 µM）（和光純薬工業）は 1時間前処理した。培養終了後、HP cells 

を PBS で洗浄し、総 RNA の抽出、測定は前述の方法と同様に行った。cDNA 精製

後、Real-time PCR法によって IL-4と IL-10の mRNA発現を解析した。 
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第三節   結 果 

 

1. HP cellsにおける BDNFと PGNのレセプター発現 

HP cells は、BDNF レセプターである TrkB と p75 を発現していた。

その発現量は BDNF（50 ng/ml）および PGN（10 µg/ml）の 3、6、12、

24時間作用で変化は認められなかった（図 1）。PGNレセプターである

TLR2 は PGN（10 µg/ml）の 24 時間作用で発現量が統計学的に有意に

増加した（図 1）。 

 

2. HP cellsの炎症性サイトカイン発現に及ぼす PGNの影響 

HP cells において、PGN（10 µg/ml）作用 3 時間後から、炎症性サイ

トカインである IL-6、IL-8 の mRNA 発現は促進した（図 2）。TLR2 の中

和抗体を PGN 刺激の 30 分前に作用しておくと、PGN 刺激で誘導された

IL-6と IL-8の mRNA発現量は統計学的に有意に抑制された（図 3）。PGN

誘導によって誘導された IL-6 の mRNA 発現は、p38 の阻害剤である

SB203580（10 mM）によって（図 4A）、IL-8の mRNA発現は SB203580（10 

mM）と JNK の阻害剤である SP600125（10 mM）によって統計学的に有意

に抑制された（図 4B）。 

 

3. PGN 刺激した HP cells の炎症性サイトカイン発現に及ぼす BDNF の影

響 

PGN（10 µg/ml）刺激で誘導された IL-6 mRNA発現は、BDNF（50 ng/ml）

によって、Indomethacin（10 µg/ml）と同程度まで（図 5A）、IL-8 mRNA

発現は Indomethacin（10 µg/ml）には及ばなかったが統計学的に有意
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に抑制された（図 5B）。また BDNF 単独作用によっては、IL-6 と IL-8

の mRNA発現は促進しなかった（図 5C、D）。蛋白質レベルにおいても、

BDNF は PGN 刺激で誘導される IL-6 と IL-8の産生を抑制した（図 6）。 

PGN（10 µg/ml）によってリン酸化 p38 のキナーゼ活性の指標である

Phospho-ATF-2の発現が、作用 5分をピークに亢進された（図 7A）。さ

らに PGN（10 µg/ml）によって促進したリン酸化 p38 によるキナーゼ

活性が、BDNF（50 ng/ml）によって統計学的に有意に抑制された（図

7B）。 

 

4. HP cellsの抗炎症性サイトカイン発現に及ぼす BDNFの影響 

BDNF は、50 ng/ml の濃度で、抗炎症性サイトカインである IL-4 と 

IL-10の mRNA発現がピークを示した（図 8A）。そこで BDNF（50 ng/ml）

を時間作用させたところ、12時間をピークに IL-4と IL-10の mRNA発

現が促進された（図 8B）。ERK1/2 inhibitorである PD98059（50 mM）、

JNK inhibitorである SP600125（10 mM）を 30分間前処理すると、BDNF

によって誘導された IL-4 と IL-10 の mRNA 発現量は統計学的に有意に

抑制された（図 9A-D）。さらに MKP-1 inhibitorである Ro-318220（10 

µM）を 1時間前処理すると、BDNF（50 ng/ml）によって誘導された IL-4

と IL-10の mRNA発現は統計学的に有意に抑制された（図 10A、B）。BDNF

（50 ng/ml）は、MKP-1 mRNA発現は作用時間依存的に促進した（図 10C）。

PGN（10 µg/ml）を時間作用させたところ、12 時間をピークに増加傾

向を示したが、BDNFと比較して IL-4と IL-10の mRNA発現は 2割程度

であった（data not shown）。 
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表 1  Primer sets for Real Time-PCR 
                     Forward primer                       Reverse primer            

GAPDH 

ALPase 

BMP-2 

OCN 

OPN 

DSPP 

DMP-1 

Runx2 

Nanog 

Nestin 

IL-6 

IL-8 

IL-4 

IL-10 

MKP-1 

5’- AACGTGTCAGTGGTG GACCTG -3’ 

5’-G GCGGTGAACGAGAGAATG -3’ 

5’- CTGTATCGCAGGCACTCA -3’ 

5’- GCAGCGAGG TAGTGAAGAGAC -3’ 

5’- GATGGCCGAGGTGATAGTGT -3’ 

5’-AGTGACAGCCAGAGCAAG-3’ 

5’-CACCCTTGGCAAATGAAGAC-3’ 

5’-GTGGACGAGGCAAGAGTTTCA-3’ 

5’-GCAAGAACTCTCCAACATCCTGA-3’ 

5’-AGCCCTGACCACTCCAGTTTAG-3’ 

5’-ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGC-3’ 

5’-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGCT-3’ 

5’-TCATTTCCCTCGGTTTCAG-3’ 

5’-TCAAACTCACTCATGGCTTTGT-3’ 

5’-GCTGTGCAGCAAACAGTCGA-3’ 

5’- AGTGGGTGTCGCTGTTGAAGT -3’ 

5’- CGTAGTTCTGCTC GTGGAC -3’ 

5’- CTCCGTG GGGATAGAACTT -3’ 

5’- GGTCAGCCAACTCGTCACAG -3’ 

5’- CCATTCAACTCCTCGCTTTC -3’ 

5’-CCTATCCCATTACCAAACT-3’ 

5’-CTCCTTTTCCTGTGCTCCTG-3’ 

5’-CATCAAGCTTCTGTCTGTGCC-3’ 

5’-CATTGCTATTCTTCGGCCAGTT-3’ 

5’-CCCTCTATGGCTGTTTCTTTCTCT-3’ 

5’- GAAGAGCCCTCAGGCTGGACTG-3’ 

5’-TCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC-3’ 

5’-AGAACAGAGGGGGAAGCAGT-3’ 

5’-GCTGTCATCGATTTCTTCCC-3’ 

5’-CGATTAGTCCTCATAAGGTA-3’ 

 

Reference 

[39、 40、 41] 

Suzuki S、 Department of Biological Endodontics Integrated Health Sciences Institute of Biomedical & 

Health Sciences、 Hiroshima university 
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図 1. HP cellsにおける BDNFと PGNのレセプター発現 

 

培養終了 3、6、12、24 時間前に BDNF（50 ng/ml）、PGN（10 µg/ml）を HP cells

に作用させた。SDS サンプルバッファーを用いて細胞を回収後、western blot

を行った（TrkB、p75、TLR2：10 µg/lane、β-actin: 5 µg/lane）。A、B: 上段

に TrkB、下段にβ-actinのバンドを、C、D: 上段に p75、下段にβ-actinのバ

ンドをそれぞれ示す。E: PGN（10 µg/ml）を 24 時間作用させた。SDS サンプル

バッファーを用いて細胞を回収した。Western blot法によって TLR2発現を解析

した。上段に TLR2、下段にβ-actinのバンドをそれぞれ示す。F : Western blot

法の画像をコンピュータに取り込み Image J（NIH、USA） によって画像解析し

たグラフを示す。各バーは 3 つの培養系の平均値と標準偏差（SD）を示す

(Student’s t-test *: p<0.01)。 
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培養終了 3、6、12、24時間前に PGN (10 µg/ml) を作用させ、IL-6、IL-8の

mRNA 発現を Real-time PCR 法によって解析した。IL-6（A）、IL-8（B）の mRNA

発現は、GAPDH mRNA発現に対するサイトカインの mRNA発現の比で表した。非刺

激時の発現量を 1としている。各バーは 3つの培養系の平均値と標準偏差（SD）

を示す(Student’s t-test *: p<0.01)。 
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図 2 . HP cellsにおける PGN刺激時の炎症性サイトカイン発現 
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TLR2の中和抗体（10 µg/ml）を 30分間前処理後に、PGN (10 µg/ml) を 24

時間作用させた時の、IL-6（A）、IL-8（B）の mRNA発現を Real-time PCR法に

よって解析した。非刺激時の発現量を 1としている。各バーは 3つの培養系の

平均値と標準偏差（SD）を示す(ANOVA *: p<0.01)。 
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図 3. PGNによって誘導される IL-6と IL-8の mRNA発現に及ぼす TLR2中和抗体の影響 
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PD98059（50 mM、ERK 阻害剤）、 SP600125（10 mM 、JNK 阻害剤）、 SB203580

（10 mM、p38 阻害剤）、 PDTC（10 mM、NF–kB 阻害剤）を 30分前処理後に、PGN 

(10 µg/ml) を作用させた時の、IL-6（A）、IL-8（B）の mRNA発現を Real-time PCR

法によって解析した。非刺激時の発現量を 1 としている。各バーは 3 つの培養

系の平均値と標準偏差（SD）を示す(ANOVA *: p<0.05、**: p<0.01)。 
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図 4. PGNによって誘導される炎症性サイトカイン発現におけるシグナル経路阻害の影響    
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PGN（10 µg/ml）を 3 時間前処理し、BDNF（50 ng/ml）を 24時間作用させ、

IL-6（A）、IL-8（B）の mRNA発現を Real-time PCR法によって解析した。ポジ

ティブコントロールとして、indomethacin（ID、10 µg/ml）を用いた。非刺激

時の発現量を 1としている。各バーは 3つの培養系の平均値と標準偏差（SD）

を示す(ANOVA *: p<0.05、**: p<0.01)。 

BDNF (1、10、50、100 ng/ml) を 24時間作用した HP cells（C）、及び BDNF（50 

ng/ml）を 3、6、12、24時間前に作用した HP cells（D）の、IL-6、IL-8 mRNA

発現を Real-time PCR法によって解析した。A、B共に非刺激時の発現量を 1と

している。各バーは 3つの培養系の平均値と標準偏差（SD）を示す。 
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図 5. PGN刺激された HP cellsの炎症性サイトカイン発現に及ぼす BDNFの影響   
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PGN（10 µg/ml）を 3 時間前処理後に、BDNF（50 ng/ml）を 24時間作用させ、

IL-6（A）、IL-8（B）の蛋白質発現を ELISA法によって解析した。値は 3つの培

養系における平均値±標準偏差を示す(ANOVA *: p<0.05、**: p<0.01)。 
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図 6. PGN前処理した HP cellsの炎症性サイトカイン発現に及ぼす BDNFの影響   
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A: 培養終了後、HP cellsに PGN (10 µg/ml) を 5、10、15、30分間作用させた。

SDS サンプルバッファーを用いて細胞を回収後、western blot 法を行った。上

段に Phospho-ATF-2、下段に Total p38のバンドをそれぞれ示す。下のグラフは、

western blot 法の画像をコンピュータに取り込み Image J（NIH） によって画

像解析し、グラフ化したものである。各値は 3 つの培養系の平均値と標準偏差

（SD）を示す(Student’s t-test *: p<0.05、**: p<0.01)。 

B: PGN (10 µg/ml) 単独作用及び PGN刺激 5分後に BDNF（50 ng/ml）を作用し 

た。HP cellsを SDSサンプルバッファーを用いて細胞を回収後、Western blot 

法を行った。上段に Phospho-ATF-2、下段に Total p38のバンドをそれぞれ示す。 

下のグラフは、western blot法の画像をコンピュータに取り込み Image J（NIH）  

によって画像解析し、グラフ化したものである。各値は 3つの培養系の平均値 

と標準偏差（SD）を示す(ANOVA *: p<0.05、**: p<0.01)。 
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A: BDNF (1、10、50、100 ng/ml) を 24 時間作用させ、IL-4、IL-10 の mRNA 発

現を Real-time PCR法によって解析した。 

B: 培養終了 3、6、12、24時間前に BDNF (50 ng/ml) を作用させ、IL-4、IL-10

の mRNA発現を Real-time PCR法によって解析した。 

A, B 共に非刺激時の発現量を 1 としている。各バーは 3 つの培養系の平均値と

標準偏差（SD）を示す(Student’s t-test *: p<0.05、**: p<0.01)。 
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A-D: PD98059（50 mM、ERK1/2 阻害剤 ）、SP600125 （10 mM、JNK阻害剤 ）を 

30 分間前処理し、BDNF（50 ng/ml） を作用させた時の、IL-4、IL-10 の mRNA

発現を Real-time PCR法によって解析した。非刺激時の発現量を 1としている。

各バーは 3つの培養系の平均値と標準偏差（SD）を示す(ANOVA *: p<0.05、**: 

p<0.01)。 
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図 9. BDNFによって誘導される抗炎症性サイトカイン発現におけるシグナル経路阻害 

の影響     
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Ro-318220（10 µM、MKP-1 阻害剤）を 1 時間前処理し、BDNF（50 ng/ml）を

作用させた時の IL-4（A）、IL-10（B）の mRNA 発現、培養終了 3、6、12、24 時

間前に BDNF (50 ng/ml) を作用させた時の MKP-1（C）の mRNA発現を Real-time 

PCR法によって解析した。非刺激時の発現量を 1としている。各バーは 3つの培

養系の平均値と標準偏差（SD）を示す(ANOVA（A、B）、Student’s t-test（C） 

*: p<0.05、**: p<0.01)。 

  

IL-4 

0

1

2

3

4

IL-10 

** ** 

0

1

2

3

4

IL
-1

0 
m

R
N

A
/G

A
PD

H
 m

R
N

A
 

図 10. BDNFによって誘導される抗炎症性サイトカイン発現における MKP-1阻害剤の影響    
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第四節 考 察 

 

細菌刺激として用いた PGN は、細菌の細胞壁の主成分である糖ペプチドであ

る。深在性齲蝕に存在するとされる Staphylococcus aureus を始めとするグラ

ム陽性菌では 20-80 nm と厚い PGN 層が認められる[42、43]。PGN は Raw264.7 

Macrophagesにおいて、TLR2-ERK/p38-NF-κB-COX2経路を介し、IL-6を誘導する

という報告がある[44、45、46]。本研究においても PGN は、HP cells の IL-6、

IL-8 産生を促進し、TLR2-p38 経路を介していることが示唆された。また BDNF

のポジティブコントロールとして用いた Indomethacinは COX阻害剤であり[47]、

PGN によって誘導された IL-6、IL-8 発現を抑制したことから、COX 経路も関与

していることが推察され、今後の検討課題である。 

BDNFと炎症の関連についてはいくつかの報告がある。BDNFがラット脳神経で

の炎症を抑制する[48]という報告の一方で、BDNFが気管支炎を助長するとの報

告もある[49]。炎症性サイトカインに関しても、BDNFはヒト骨髄間質細胞の IL-6

発現を促進する[50]という報告の一方で、ヒト肥満細胞の IL-8発現を抑制する

との報告がある[51]。本研究では、BDNFは HP cellsの炎症性サイトカインであ

る IL-6、IL-8の産生を促進しないことを示した。また BDNFは、PGNによって誘

導された IL-6、IL-8発現を抑制し、そのメカニズムは PGNに誘導されるリン酸

化 p38のキナーゼ活性の抑制によることを示唆した。BDNFの p38リン酸化抑制

に関しては、p38、JNKのリン酸化を抑制し、神経細胞の生存率を高めるとの報

告がある[52]。 

抗炎症性サイトカインIL-4に関しては、網膜細胞にIL-4を作用させるとBDNF

の発現が上昇するとの報告がある[53]。IL-10に関しては、ヒト樹状細胞にBDNF

を作用させるとIL-10の発現が上昇するとの報告がある[51、54]。以上のように、
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BDNFは抗炎症性サイトカイン発現にも関連している。本研究において、BDNFは

HP cellsの抗炎症性サイトカインであるIL-4、IL-10のmRNA発現を統計学的に有

意に促進し、そのシグナル経路としてERK1/2、JNKを介することを示唆した。こ

れまでBDNFのシグナル経路に関しては、セメント芽細胞において

TrkB-c-Raf-ERK1/2-ELK-1経路を介して骨・セメント質関連蛋白質発現促進[36]

や血管内皮細胞においてTrkB/ERK/integrin αvβ3/FAK経路を介して細胞の遊走

を促進するとの報告がある[37]。さらに本研究において、MAP kinaseを抑制す

るMKP-1の阻害剤を前処理しBDNFを作用したところIL-4、IL-10 mRNA発現が抑制

される結果となった。またBDNFは作用時間依存的に、歯髄細胞のMKP-1 mRNA発

現を促進した。以上の結果から、BDNFの歯髄細胞におけるIL-4、IL-10 mRNA発

現の促進には、MKP-1を介したMAP kinaseのネガティブフィードバック[55]が関

与している可能性が考えられる。BDNFの抗炎症メカニズムに関しては今後より

詳細な検討が必要である。 
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第三章   HP cellsのコラーゲン代謝に及ぼす BDNFの影響 

 

第一節 概 要 

歯髄細胞はヘテロな細胞集団で、線維芽細胞を豊富に含み、歯髄の細胞外基

質である collagen、elastin、oxytalan、eluaninを産生する。そしてこの細胞

外基質を分解する酵素マトリックスプロテアーゼは、線維芽細胞や免疫担当細

胞などによって分泌される。歯髄細胞のコラーゲン代謝能は、結合組織の構造

の調節に重要であり、歯髄炎で破壊された組織修復の生理学的過程において必

要不可欠である[56、57]。本研究では、HP cells における I 型コラーゲン発現

と MMP-1発現に及ぼす BDNFと PGNの影響について検討した。 

 

第二節 材料および方法 

 

第一項 HP cellsのマトリックスメタロプロテアーゼ（MMP-1）と I型コラーゲ

ン発現に及ぼす BDNF及び PGNの影響 

 

1. 総 RNA抽出法 

HP cellsを培養 7日目、DMEMのみで細胞を 2回洗浄した後培地 Bに変更した。

BDNF（50 ng/ml）または PGN（10 µg/ml）を培養終了前の 3、6、12、24 時間作

用させた。培養終了後、HP cells を PBS で洗浄し、総 RNA の抽出、測定は前述

と同様の方法で行った。 

 

2. mRNA発現の解析法 

第二章第二節第二項 2.と同様の方法で、I型コラーゲンと MMP-1の mRNA発現
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を解析した。 

 

3. 蛋白質発現の影響の解析法 

HP cellsを培養 7日目、DMEMのみで細胞を 2回洗浄した後培地 Bに変更した。

BDNF（50 ng/ml）または PGN（10 µg/ml）を培養終了前の 3、6、12、24 時間作

用し、培養上清を獲得した。解析は MMP-1 Human ELISA kit（abcam、Cambridge、

UK）、Procollagen type I C-peptide EIA kit（Takara）を用いて行った。 

m 

 

第二項 PGN刺激した HP cellsの MMP-1と I型コラーゲン発現に及ぼす 

BDNFの影響 

 

1. 総 RNAの抽出法 

HP cellsを培養 7日目、DMEMのみで細胞を 2回洗浄した後培地 Bに変更した。

PGN（10 µg/ml）を 3 時間前処理した後、BDNF（50 ng/ml）を 24 時間作用させ

た。培養終了後、HP cells を PBS で洗浄し、総 RNA の抽出、測定は前述と同様

の方法で行った。 

 

2. 蛋白質発現の解析法 

HP cellsを培養 7日目、DMEMのみで細胞を 2回洗浄した後培地 Bに変更した。

PGN（10 µg/ml）を 3 時間前処理した後、BDNF（50 ng/ml）を 24 時間作用し、

培養上清を獲得した。解析は MMP-1 Human ELISA kit（abcam®、Cambridge、UK）

を用いて行った。 
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第三節   結 果 

 

1. HP cellsにおける MMP-1と I型コラーゲン発現に及ぼす BDNFと 

PGNの影響 

PGN（10 µg/ml）は作用時間 12 時間をピークに、MMP-1 の mRNA

発現を促進した（図 11A）。I型コラーゲンの mRNA発現は 3～24時

間作用で統計学的に有意に減少した（図 11B）。BDNF（1、10、50、

100 ng/ml）の 24 時間作用は、MMP-1 の mRNA 発現を減少させる傾

向を示した（図 12A）。その一方で、I型コラーゲンの mRNA発現は

約 1.5倍促進した（図 12B）。また BDNF（50 ng/ml）の作用時間の

影響では、24時間作用で MMP-1の mRNA発現は減少し、I型コラー

ゲンの mRNA発現は 12時間作用で促進した（図 12C、D）。さらに蛋

白質レベルにおいても、BDNF（50、100 ng/ml）は MMP-1発現を有

意に減少させた（図 13A）。I型コラーゲン発現は BDNF（1、10、50、

100 ng/ml）でコントロールと比較し、産生量が有意に促進され、

10及び 50 ng/mlで約 1.7倍であった（図 13B）。 

 

 

2. PGN刺激したHP cellsのMMP-1とI型コラーゲン発現に及ぼすBDNF

の影響 

HP cellsにおいて、PGN（10 µg/ml）によって誘導された MMP-1

の mRNA発現を、BDNF（50 ng/ml）は統計学的に有意に抑制した（図

14A）。PGN（10 µg/ml）によって減少した I 型コラーゲン mRNA 発

現を、BDNF（50 ng/ml）はコントロールレベルまで回復させた（図
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14B）。さらに蛋白質レベルでは、PGN（10 µg/ml）によって誘導さ

れた MMP-1を BDNF（50、100 ng/ml）は抑制する傾向を示した（図

14C）。 
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PGN(10 µg/ml) を時間作用させた時の、MMP-1（A）、I 型コラーゲン（B）の

mRNA 発現を Real-time PCR 法によって解析した。非刺激時の発現量を 1 として

いる。各バーは 3つの培養系の平均値と標準偏差（SD）を示す(Student’s t-test 

*: p<0.05、**: p<0.01)。 
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BDNF（1、10、50、100 ng/ml）を 24 時間作用させた時の MMP-1（A）、I 型コ

ラーゲン（B）の mRNA 発現、BDNF（50 ng/ml）を時間作用させた時の MMP-1（C）、

I型コラーゲン（D）の mRNA発現を Real-time PCR法によって解析した。非刺激

時の発現量を 1 としている。各バーは 3 つの培養系の平均値と標準偏差（SD）

を示す(ANOVA（A、B） Student’s t-test（C、D） *: p<0.05、**: p<0.01)。 
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BDNF（50 ng/ml）を時間作用させた時の、MMP-1（A）、I型コラーゲン（B）

の蛋白質発現を ELISA法によって解析した。値は 3つの培養系における平均値

±標準偏差を示す（ANOVA *: p<0.01）。 
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図 13. HP cellsにおける BDNF刺激時の MMP-1と I型コラーゲンの蛋白質発現 
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PGN（10 µg/ml）を 3 時間前処理し、BDNF（50 ng/ml）を 24 時間作用させた

時の、MMP-1（A）、I 型コラーゲン（B）の mRNA 発現を Real-time PCR 法によっ

て解析した。非刺激時の発現量を 1 としている。各バーは 3 つの培養系の平均

値と標準偏差（SD）を示す(Student’s t-test *: p<0.05、**: p<0.01)。（C）

MMP-1の蛋白質発現を ELISA法によって解析した。各バーは 3つの培養系の平均

値と標準偏差（SD）を示す（ANOVA *: p<0.01）。 
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図 14. PGN刺激された HP cellsの MMP-1と I型コラーゲン発現に及ぼす BDNFの影響 
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第四節   考 察 

 

歯髄を構成する細胞（歯髄細胞）は多くが線維芽細胞であるが、未分化間葉

系細胞、免疫系の細胞なども存在している。細胞外基質として I型コラーゲン

が最も豊富に存在しており[58]、この細胞外基質を分解する酵素として、線維

芽細胞を含むいくつかの細胞によって分泌されるマトリックスメタロプロテア

ーゼ（MMP）があり、現在では 25種類確認されている[2、59]。特に MMP-1は歯

髄において多く存在しており、I型コラーゲンを分解する。MMPは、炎症や腫瘍

の進行などの病的過程に関与するだけでなく、組織修復、骨リモデリングなど

の生理現象にも重要である。歯髄炎に関連する報告としては、リポ多糖（LPS）

は Raw264.7 Cellsに作用して MMP-9を産生する[60]、マクロファージが産生す

る IL-1と TNF-αはマクロファージと線維芽細胞の MMP-1、MMP-3産生を誘導する

[61]などがある。実際、歯髄炎に罹患した歯髄は MMPの発現が健康歯髄と比較

し高いと言われている[2、3、59、62]。本研究で細菌刺激として用いた PGNに

関しては、単球における MMP-9発現を促進するとの報告[63、64]や、ラットの

皮膚損傷モデルにおいて MMP経路を介し、コラーゲン産生を減少させるとの報

告がある[65]。本研究でも、PGNは HP cellsにおいて、MMP-1産生を促進し、I

型コラーゲン発現を減少させたことから、歯髄におけるコラーゲン破壊を促進

すると思われる。 

BDNFは、軟骨肉腫細胞において細胞の遊走能や MMP-1など含む代謝能に関与

する[66]、中枢神経系において TrkB活性が MMP活性に影響を与える[67]、MMP

によって前駆体 BDNFを成熟 BDNFに切断し、神経細胞の長期増強（LTP）や神経

可塑性に関与するなどの報告がある[66、68、69、70]。コラーゲン産生に関し

ては、BDNFは歯周靭帯細胞（HPL cells）の I型コラーゲン産生を促進する[35]
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との報告がある。本研究において、BDNFは HP cellsにおける MMP-1の産生を減

少させる一方で、BDNFは I型コラーゲン発現を促進した。さらに BDNFは、PGN

によって減少した I型コラーゲン発現を統計学的に有意に回復させ、PGNによっ

て増加した MMP-1発現を統計学的に有意に抑制したことから、PGNによって破壊

された細胞外基質を回復する作用があることが推察される。 
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第四章  HP cellsの骨・象牙質関連タンパク質発現に及ぼす BDNFの影響 

 

第一節 概 要 

修復象牙質は、齲蝕や咬耗などの物理的・化学的刺激に対応して原生象牙質

や二次象牙質のさらに歯髄側に付加的に形成される象牙質である。露髄面の封

鎖において、歯髄細胞の増殖や分化を誘導し、修復象牙質形成を促進すること

は非常に有用であると考える。本章では、以下の条件にて培養した HP cellsの

骨・象牙質関連蛋白質発現に及ぼす BDNFの影響を検討した。 

 

第二節 材料および方法 

  

1. HP cellsの培養法 

HP cellsは培養系あたり 1.0×105個の細胞をタイプⅠコラーゲンコートし

た直径 35 mmシャーレ(住友ベークライト)に播種し、培地A（GM培地）にascorbic 

acid (50 mg/ml) 、dexamethazone (0.1 mM) 、β-glycerophosphate (10 mM) 

を加え骨分化誘導培地（OM培地）で 1週間および 2週間培養した。 

 

2. BDNFの作用 

HP cells を OM 培地にて 13 日間培養した。14 日目は血清を含まない培地 B

で培養した。BDNF（50 ng/ml）を 14 日目の培養終了前の 3、6、12、24 時間

作用させた。 

 

3. 総 RNAの抽出法 

第二章第二節第二項 1.と同様の方法で行った。 
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4. mRNA発現の解析法 

第二章第二節第二項 2.と同様の方法で行った。プライマーは、骨・象牙質関

連蛋白質である alkaline phosphatase （ALP）、osteopontin （OPN）、osteocalcin 

（OC)、bone morphogenetic protein （BMP-2）、象牙芽細胞マーカーである dentin 

matrix protein-1 （DMP-1）、runt-related transcription factor 2  (RUNX2)、

dentin sialophosphoprotein （DSPP）、未分化マーカーである Nanog、Nestin

を用いた。 
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第三節    結 果 

 

1. HP cellsの分化に及ぼす OM培地の影響  

OM培地で HP cellsを 1週間培養すると、未分化マーカー（Nanog、Nestin）の

mRNA発現量が統計学的に有意に減少し、象牙芽細胞マーカー（Runx2、DMP-1、

DSPP）の mRNA発現は有意に促進した。2週間培養では、その発現がより顕著と

なった（図 15）。 

 

2. 骨・象牙質関連蛋白質 mRNA発現に及ぼす BDNFの影響 

OM培地で培養した HP cellsに、BDNF（50 ng/ml）を 3、6、12、24時間させた

とき、ALP、OPN、OCの mRNA発現は作用 6時間でピークを示し、BMP-2、DMP-1

は作用 3時間以降から mRNA発現の促進傾向が見られた（図 16）。 
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図 15. HP cellsの象牙芽細胞様細胞への分化 

 
HP cells を GM 培地、OM 培地にて１週間（A）、2 週間（B）それぞれ培養し、

未分化マーカー（Nanog、Nestin）、象牙芽細胞マーカーRunx2、DMP-1、DSPP の

mRNA 発現を Real-time PCR 法によって解析した。非刺激時の発現量を 1 として

いる。各バーは 3つの培養系の平均値と標準偏差（SD）を示す(ANOVA *: p<0.05、

**:p<0.01)。 
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HP cellsを OM培地にて 2週間培養した後、BDNF（50 ng/ml）を無血清下で 3、

6、12、24時間作用させた。骨・象牙質関連蛋白質（ALP、OPN、OC、BMP-2、DMP-1）

の mRNA発現を Real-time PCR法によって解析した。非刺激時の発現量を 1とし

ている。各バーは 3 つの培養系の平均値と標準偏差（SD）を示す(Student’s 

t-test *: p<0.05、**:p<0.01)。 
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図 16. 骨・象牙質関連蛋白質 mRNA発現に及ぼす BDNFの影響 
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第四節    考 察 

 

Nanog、Nestin は未分化マーカー、Runx2、DMP-1、DSPP は象牙芽細胞マーカ

ーとして知られている[71、72、73、74]。本研究において、OM 培地で 1 及び 2

週間培養することで、未分化マーカーの mRNA発現量が減少し、分化マーカーの

発現量が増加したことから、HP cells は象牙芽細胞様細胞に分化した可能性が

示唆された。 

BDNFはヒト歯周靭帯細胞（HPL cells）やセメント芽細胞の骨・セメント質関

連蛋白質発現を促進するとの報告がある[35、36]。本研究では、BDNF が象牙芽

細胞様細胞に分化したと推察される HP cells の骨・象牙質関連蛋白質発現の

mRNA発現を促進することを明らかにし、BDNFが修復象牙質形成において有用で

あることを示唆した。今後蛋白質レベルでの検討が必要である。 

ポルトランドセメントを主成分とした MTAセメントの修復象牙質形成機構は、

まず覆髄直後に露髄部直下で壊死層形成と炎症性細胞浸潤が生じる。その後、

下層の歯髄内での活発な細胞増殖に引き続き、露髄部に線維性基質の形成と新

生象牙質細胞様細胞の配列が生じ、最終的に細管構造を有する象牙質様基質が

形成される[75、76、77]。この形成機構から考えると、これまで本研究の in vitro

で明らかにした BDNF の炎症制御能やコラーゲン代謝制御能は、MTA セメントよ

りも修復象牙質形成に有利であると考える。今後、適切な担体を選択し、in vivo

で BDNFの象牙質-歯髄複合体における再生能・保護能を検討する必要がある。 
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第五章 総 括 

 

歯の長期保存を目的として、歯髄再生・保護治療を発展させるためには、歯

髄構成細胞の機能を積極的に制御する治療法が有用と考える。本研究は BDNFの

新規歯髄覆髄剤としての臨床応用を最終的な目的として、BDNF の歯髄細胞に及

ぼす影響を検討し、以下の結果を得た。 

1. HP cellsは TrkB、p75、TLR2を発現していた。 

2. PGN は HP cells の IL-6、IL-8 mRNA 発現を促進し、そのシグナル伝達に

は p38を介していることが示唆された。 

3. BDNF は PGN 刺激で誘導された HP cells の IL-6 と IL-8 の mRNA 発現およ

び蛋白質発現を抑制した。そのメカニズムとして、BDNF が PGN によるリ

ン酸化 p38のキナーゼ活性を抑制することが示唆された。 

4. BDNF は HP cells の IL-4、IL-10 mRNA 発現を促進した。そのシグナル伝

達には ERK1/2、JNKを介していることが示唆された。さらに MAPK脱リン

酸化酵素である MAP Kinase phosphatase（MKP-1）によるネガティブフィ

ードバックが関与する可能性が示唆された。  

5. BDNFは PGN刺激による MMP-1産生を抑制し、PGN刺激によって減弱した I

型コラーゲンの mRNA発現を回復した。 

6. BDNFは HP cellsにおいて、骨・象牙質関連蛋白質である OPN、 OC、 BMP-2、 

ALP 、DMP-1の mRNA発現を促進した。 

本研究結果から、ヒト歯髄細胞は BDNF レセプター（TrkB、p75）を有してお

り、BDNFによって生理的な細胞機能を制御出来ると考えられる。また BDNFは歯

髄細胞において炎症制御、コラーゲン代謝、骨・象牙質関連蛋白質発現に関与

し、新規歯髄覆髄剤として有用であることが示唆された。 
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