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第一章 緒 論 

 

歯周炎は、細菌感染に対する宿主の免疫応答の結果生じる組織破壊性疾患で

ある。失われた組織を取り戻す歯周組織再生療法は咀嚼機能・審美性を回復さ

せる理想的な歯周治療である。 

歯周組織再生療法として、現在応用されているものは、Guided Tissue 

Regeneration(GTR)法(1~5)、あるいはエナメルタンパクを根面に塗布するエム

ドゲイン(6)が挙げられる。GTR 法あるいはエムドゲインは臨床的に有効である

とされているが、GTR 法は歯周靭帯細胞の遊走・増殖を受動的に待つ方法であ

るので、広範囲な骨欠損には応用できない。また GTR の術式は煩雑であり、熟

練の歯周病専門医でなければ、正確な施術は困難である。一方、エムドゲイン

は、ブタ由来のエナメルタンパクが主成分とされる種々の因子を含んだ抽出物

のヒトへの応用であり、未知な微生物等の感染や免疫学的な観点から現代の医

療材料としては安全性に疑問が残る。また、エムドゲインは多種多様なタンパ

クを含有していると考えられ、作用メカニズムにおける科学的根拠が乏しいま

ま臨床応用されている。したがって、多様な歯周組織病変に対応するために、

細胞機能を積極的に制御し、術式が簡単で、安全性が高く、効率的な新たな再

生療法の開発が望まれている。 

近年、歯周組織再生治療の分野では、幹細胞を用いた歯周組織再生療法やサ

イトカイン療法の開発がさかんに進められている。サイトカイン療法は内在性

の細胞の機能制御を行うことによって歯周組織再生を促す方法で、GTR 法と比

較し、術式が容易でプロトコール主導の治療法である。ヒト型リコンビナント

タンパク質を使用することによって、再生のメカニズムも明らかとなり、高い

安全性を確保でき、大量生産も可能である。 

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

養因子関連タンパク質の一つで、その受容体として TrkB(7~10)と p75(11~16)

がある。BDNF はこの二つの受容体を介して、中枢および末梢の神経細胞の増

殖や細胞死、分化等の機能制御に関わっている。一方、BDNF は骨、軟骨、歯

胚などの非神経系の組織にも発現しており、細胞レベルにおいても、骨芽細胞、

歯周靭帯細胞、免疫細胞、血管内皮細胞においても確認されている(17~27)。ま

た、BDNF は、骨折の治癒過程に発現し、その過程で骨の再生に関与している

ことや(18)、歯胚の発生時期に歯小嚢に強く発現し、歯周組織の発生過程におい

て重要な役割を担っていると考えられている(22)。in vitro では BDNF が歯周靭

帯細胞の増殖や骨関連タンパク質の遺伝子の発現を促進することや、セメント

芽細胞の骨関連タンパク質の発現を促進すること、さらに、血管内皮細胞の

vascular endothelial growth factor (VEGF)の遺伝子の発現を促進し、細胞遊走
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を促進する(28、29)。さらに、in vivo では、BDNF がビーグル犬のⅢ級根分岐

部病変の歯槽骨、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(20、21)。これらのことから BDNF の局所投与は歯周組織再生のサイトカイ

ン療法として有用であると考えられる。しかしながら BDNF を歯周組織再生に

臨床応用するためには、BDNF の歯周組織再生メカニズムをより詳細に解明し

ておく必要がある。 

 これまでの研究結果において、BDNF を用いた歯周組織再生動物実験モデル

の組織再生過程に、歯肉上皮の侵入や、深部増殖は観察されなかった(20)。歯肉

上皮の侵入は長い上皮性付着を形成し間葉系の組織の再生を阻害するだけでな

く、機械的な強度と安定性を欠いた治癒形態に陥ってしまう(30、31)。この歯肉

上皮の侵入は、歯肉上皮細胞の遊走、増殖、細胞死が関与していると考えられ

るが、BDNF は歯肉上皮細胞の遊走には影響を及ぼさないことが明らかとなっ

ている(結果非表示)。BDNF は受容体である p75 を介し、アポトーシスを誘導

することや、細胞周期を停止し細胞増殖の休止を促すことが知られている(32、

33)。また、p75 受容体が介する細胞死に関わるシグナル伝達経路として、c-Jun 

N-terminal kinase (JNK)が知られている(34、35)。さらに、BDNF による細胞

増殖促進のシグナル伝達経路としては、TrkB を介した Extracellular 

signal-regulated kinase(ERK)が知られている(36、37)。 

BDNF を安全で確実性の高い歯周組織再生療法として確立するために、

BDNF による歯肉上皮の侵入抑制のメカニズムを解明する必要がある。そこで、

本研究では、BDNF の歯肉上皮細胞の細胞増殖・アポトーシスに及ぼす影響を、

歯周靭帯細胞と比較しながら検討することとした。 
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第二章 BDNF による歯肉上皮細胞と歯周靭帯細胞の 

細胞増殖とアポトーシスに及ぼす影響 

 

 

第一節  概 要 

 

 歯肉上皮の侵入を制御するメカニズムを理解する上で、BDNF が細胞増殖に

与える影響、またそれに相反するアポトーシスによる細胞死に与える影響を解

明することは重要である。そこで、BDNF による細胞増殖に及ぼす影響につい

ては BrdU incorpration による DNA 合成能を、アポトーシスに及ぼす影響につ

いては TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling)染色法によるアポトー

シス細胞の検出と、Western blotting 法による caspase3 の活性化を検討した。 

 

第二節 材料と方法 

 

1. 供試細胞 

歯肉上皮細胞は、大阪大学村上伸也教授から供与して頂いた不死化ヒト歯

肉上皮細胞(OBA9)を、歯周靭帯細胞は、広島大学高田隆教授から供与して

頂いた不死化ヒト歯周靭帯細胞(HPL cells)を用いた。 

2. 培養法 

OBA9 の培養には insulin (10 μg/ml)、hEGF (0.1 ng/ml)、Hydrocortisone 

Hemisuccinale (0.67 μg/ml)、Gentamycin (50 μg/ml)、amphotericin B (50 

ng/ml)、BPE (0.4%)を添加した Humedia-KG2 (KURABO, Osaka, Japan)

を用いた。HPL cells の培養には penicillin G/streptomycin (1%)、

amphotericin B (50 ng/ml)、FBS (10%)を添加した DMEM (SIGMA, St. 

Louis, Missouri)を用いた。 

3. 細胞増殖能の評価 

HPL cells と OBA9 を TypeⅠコラーゲンでコーティングしてある 96 穴プ

レートに 5.0×104/ml となるように播種し、サブコンフルエントになるまで

培養した後、PBS (phosphate buffered saline)で２回洗浄し、BDNF (0, 10, 

25, 50, 100, 200 ng/ml)(R&D Systems, Minneapolis, MN)を、BPE を除い

た KG2 培地もしくは FBS を除いた DMEM 培地に添加し、21 時間培養後、

BrdU (10 μM) (Roche, Basel, Switzerland ; Cell proliferation ELISA, 

BrdU)を添加し更に 3 時間培養した。培養終了後、細胞の固定と DNA の変

性を行い、抗 BrdU 抗体を加え、発色基質液を作用させ、370 nm の波長の

吸光度を測定することで、DNA 合成量を定量化した。 
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4. アポトーシス細胞の評価 

1) TUNEL 染色 

HPL cells と OBA9 を TypeⅠコラーゲンでコーティングしたガラスベ

ースディッシュに 5.0×104/ ml となるように播種し、コンフルエントに

なるまで培養した後、PBS で二回洗浄し、BDNF (0, 100, 200 ng/ml)を、

BPE を除いた KG2 培地もしくは FBS を除いた DMEM 培地に添加し、

24 時間培養した。培養終了後、4%パラホルムアルデヒドを用いて 4℃で

25 分細胞を固定し、TUNEL 染色 (Promega、DeadEnd Fluorormetric 

TUNEL System)した。核は Anti-Fade Dapi Fluoromount-G (Southern 

Biotech)で染色した。DNA の断片化を起こした細胞をアポトーシス細胞

として蛍光顕微鏡 (KEYENCE, Osaka, Japan)下で、任意の４視野につ

いて全細胞数と TUNEL 染色陽性細胞数を計測した。 

2) Western blotting 法 

 Western blotting 法によって、アポトーシス伝達因子である caspase3

の活性化を解析した。HPL cells と OBA9 を 5.0×104/ ml になるように 6
穴プレートに播種し、サブコンフルエントになるまで培養した後、BDNF 

100 ng/mlを添加し、0, 15, 24, 48時間後に細胞をPBS で 2回洗浄した。

その後、RIPA  (Radio-Immunoprecipitation Assay)buffer (Pierce, 

Waltham, Massachusetts)を添加して細胞溶解液をサンプルとして回収

し、さらにホモジナイザーで細胞を粉砕した後(28khz,5 秒)、2-メルカプ

トエタノールと LDS sample buffer (Invitrogen, Buffalo, NY)を加え、

95℃で 4 分間加熱処理を行った。その後、15% polyaclylamide gel を用

いて電気泳動を行い、ゲルに展開したタンパク質をニトロセルロースメ

ンブレン(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)に転写した。転写後ニト

ロセルロースメンブレンを 5%スキムミルク含有 Tris-bufferd saline 

(TBS)-Tween (TBS-t)で常温、1 時間ブロッキングした。次に can get 

signal solution1 (TOYOBO, Osaka, Japan)で希釈した rabbit 

anti-human cleaved-caspase3 antibody (1:500, Cell signaling, Beverly, 

MA)、mouse anti-human β-actin antibody (1:10000, SIGMA)を一昼夜

反応させた。その後メンブレンを TBS-t で洗浄し、horse-radish 

peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody (Anti-mouse IgG, 

HRP-linked Antibody)含有 can get signal solution2 (TOYOBO)を加え

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、ECL 

(Bio-Rad Laboratories)を用いて化学発光させ、フィルムを感光させた。 

5. 統計解析 

Student の t 検定を用いて対照群との比較検定を行った。 
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第三節  結 果 

 

 

1. 細胞増殖の検討 

 BrdU の取り込みにおいて、HPL cells は BDNF (10, 25, 50, 100 ng/ml)

投与群で統計学的に有意に細胞増殖が促進したが、OBA9 は BDNF を作用

させても細胞増殖に影響を与えなかった(図 1)。 

 

2. アポトーシス細胞の検討 

 TUNEL 染色では、HPL cells に BDNF を作用させても TUNEL 染色陽性

のアポトーシス細胞はほぼ観察されなかったが、OBA9 は BDNF 投与群で

アポトーシス細胞が数多く観察され、TUNEL 染色陽性細胞数の割合は統計

学的に有意に増加した(図 2)。また、HPL cells の caspase3 の活性化は BDNF

を作用させても影響がなかったが、OBA9 の caspase3 の活性化は BDNF を

15 時間作用させた時に最大になった(図 3)。 
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図 1. BDNF が HPL cells と OBA9 の細胞増殖に及ぼす影響 (BrdU assay) 

それぞれの細胞をサブコンフルエントまで培養した後、BDNF (0, 10, 25, 50, 100, 200 

ng/ml)を作用させ、21 時間後に BrdU を添加し、さらに 3 時間培養した後に、DNA 合成

を行った細胞の吸光度を測定した。*: p<0.05 (vs control) 
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図 2. BDNF が HPL cells と OBA9 のアポトーシスに及ぼす影響 (TUNEL 染色) 

Type 1 コラーゲンでコーティングしたガラスベースディッシュにてそれぞれの細胞をコン

フルエントになるまで培養、BDNF (0, 100, 200 ng/ml)を添加し 24 時間培養した後、細胞

を固定、TUNEL 染色し、青色の核の有核細胞と緑色の切断された DNA の断片を有する細

胞を蛍光顕微鏡で観察し、細胞数の計測を行った。*: p<0.01 
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図 3. BDNF が caspase3 の活性化に及ぼす影響 

BDNF (100 ng/ml)の添加 0、15、24、48 時間後に細胞溶解液を回収し、Western blotting

法によって caspase3 の活性化に及ぼす BDNF の影響を検討した。 
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第四節  考 察 

 

 BDNF が歯周靭帯細胞の細胞増殖とアポトーシスに与える影響を評価したと

ころ、アポトーシスには影響を与えない一方で、BDNF 100 ng/ml の濃度を最

大にして細胞増殖を促進した。歯周靭帯細胞は歯周組織再生を担う主たる細胞

であり、歯周靭帯細胞の増殖は歯周組織再生において重要な役割を果たしてい

る(38~40)。BDNF は歯周靭帯細胞を増殖させることによって、歯周組織の再生

を促進することが示唆された。 

 一方、BDNF は歯肉上皮細胞の細胞増殖には影響を与えず、BDNF 100, 200 

ng/ml の濃度においてアポトーシスを促進した。BDNF は、その受容体である

p75 を介して、種々の細胞でアポトーシスを誘導することや細胞増殖を休止さ

せることが知られている(32、33)。歯肉上皮細胞の歯根面に沿った下方増殖は歯

周組織再生時の新付着の形成を妨げることから、本実験で得られた結果は歯周

組織再生過程において重要である。 

 歯周組織再生を阻害する歯肉上皮の侵入は、歯肉上皮細胞の増殖が歯周靭帯

細胞等の間葉系の組織の細胞の増殖を上回ることが一因と考えられるが、本実

験の結果は、BDNF が歯肉上皮の侵入を制御する機構の解明の一助となり得る

と考えられる。 

 本実験の結果から、BDNF の歯周靭帯細胞、歯肉上皮細胞に与えるいずれの

作用も歯周組織再生に有利に働き、BDNF による歯周組織再生メカニズムの一

部が明らかになった。 
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第三章 BDNF の受容体の発現と 

BDNF が ERK と JNK のリン酸化に及ぼす影響 

 

 

第一節  概 要 

 

 第二章で BDNF が歯周靭帯細胞の細胞増殖を促進し、歯肉上皮細胞のアポト

ーシスを誘導することを明らかにした。そのメカニズムを解明するため、細胞

増殖、細胞死の過程におけるシグナル経路の解析は重要である。これまでの研

究から、BDNF の受容体である TrkB は ERK のリン酸化を介し細胞増殖に関与

すること(36、37)、一方の受容体である p75 は JNK のリン酸化を介し細胞死を

司ることが知られている(34、35)。そこで、BDNF の受容体である TrkB と p75

の発現と、その下流のシグナル経路として ERK、JNK のリン酸化を検討した。 

 

 

第二節 材料および方法 

 

1. TrkB および p75 の発現 

TrkB と p75 の発現は、HPL cells、OBA9 をコンフルエントになるまで培養

し、細胞溶解液を回収し、Western blotting 法で解析した(第二章、第二節参照)。

一次抗体として rabbit anti-TrkB antibody (1:1000, Millipore, Darmstadt, 

Germany)と rabbit anti-NGF Receptor(p75)antibody (1:1000, EPITOMICS, 

Burlingame, CA)、及び mouse anti-human β-actin antibody(SIGMA, 

1:10000)を用いた。 

 

2. BDNF が ERK および JNK のリン酸化に及ぼす影響 

6 穴プレートに HPL cells、OBA9 を 5.0×104/ ml の細胞密度で播種し、サブ

コンフルエントになるまで培養した後、PBS で 2 回洗浄した後に、BDNF (0, 10, 

25, 50, 100, 200 ng/ml)を 30 分間作用させた。細胞溶解液を回収した後、

Western blotting 法で解析した(第二章、第二節参照)。一次抗体として、rabbit 

anti-human phospho-p44/42 MAPK antibody (Cell signaling, 1:1000)とrabbit 

anti-human p44/42 MAPK antibody (Cell signaling, 1:1000)、rabbit 

anti-human phospho-SAPK/JNK antibody (Cell signaling, 1:500)、rabbit 

anti-human SAPK/JNK antibody (Cell signaling, 1:1000)を用いた。 
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第三節  結 果 

 

1. TrkB および p75 の発現 

 HPL cells、OBA9 ともに TrkB を発現していることが確認できた(図 4)。しか

し、p75 の発現に関しては、OBA9 に比べて HPL cells ではその発現が極めて少

なく、Western blotting の長時間感光によってわずかに検出できる程度であっ

た。 

 

2. BDNF が ERK および JNK のリン酸化に及ぼす影響 

 BDNF は HPL cells の ERK のリン酸化を濃度依存的に促進したが、JNK のリ

ン酸化を促進しなかった。一方の OBA9 では BDNF の作用によって微弱ながら

ERK のリン酸化を促進したのに対し、JNK のリン酸化を明らかに促進した(図

5)。 

 

 

 

 

 

 

 

図 4.  BDNF の受容体である TrkB と p75 の発現の検討 

それぞれの細胞をコンフルエントになるまで培養した後に、Western blotting 法にて TrkB

と p75 の発現を検討した。 
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図 5.  BDNF が ERK と JNK のリン酸化に及ぼす影響 

BDNF (0, 10, 25, 50, 100, 200)ng/ml 刺激 30 分後に細胞を回収し、HPL cells と OBA9 に

おいて、ERK と JNK のリン酸化を検討した。リン酸化の評価は Western blotting 法によ

って行った。 

 

 

 

第四節  考 察 

 

 

 歯周靭帯細胞と歯肉上皮細胞ともに TrkB を発現していることを確認した。ま

た、p75の発現が著しく低かった歯周靭帯細胞では、BDNFの作用によってERK

のリン酸化が促進することが明らかとなった。神経系の細胞の生存に TrkB を介

したERKシグナルが関与していることが知られている(36、37)ことから、BDNF

の投与によって細胞増殖の促進がみられた歯周靭帯細胞では、TrkB が優位に働

き、ERK カスケードが活性化していることが示唆された。 

 BDNF の作用は歯肉上皮細胞の JNK のリン酸化を促進した。神経系のみなら

ず種々の細胞において、p75 が下流のシグナル伝達経路として JNK のリン酸化

と関連していることが報告されている(34、35)。歯肉上皮細胞においても、BDNF

の作用が p75 受容体を介し、JNK カスケードを活性化していると推察される。 

 以上のことから、歯周靭帯細胞と歯肉上皮細胞における BDNF の受容体の発

現量の差が、下流のシグナル伝達経路の活性化の違いとなり、その結果、細胞

増殖とアポトーシスというそれぞれの細胞の機能発現の違いとして表れている

ことが示唆された。 
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第四章 アポトーシスに関わるシグナル伝達経路の検討 

 

 

第一節  概 要 

 BDNF の作用による細胞のアポトーシスには、p75 受容体、JNKのリン酸化、

及び caspase3 の活性が関与していると考えられる。本章では、BDNF によるア

ポトーシスにおけるこれらの刺激伝達経路について検討した。 

 

 

第二節 材料と方法 

 

1. 歯肉上皮細胞 

1) RNAi による TrkB、p75 の発現抑制の影響 

 TrkB と p75 のタンパク発現を RNAi によって抑制するために、siRNA 

(small interference RNA)を用いた。24 穴プレートに 2.5×104/ ml の細胞密

度で播種し、50%コンフルエントになった時点で、抗菌薬を除いた培地に変

え、細胞内への導入は lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen)を用いて行っ

た。10 nM の siRNA と lipofectamine を KG2 培地で希釈した siRNA buffer 

(DHRAMACON, Little Chalfont, UK)に溶解し混合した後、各 well に添加

し、48 時間培養した。その後、PBS で 2 回洗浄した。BDNF (100 ng/ml)

添加 30 分後に回収した細胞溶解液は JNK のリン酸化を、15 時間後に回収

した細胞溶解液は caspase3の活性化をそれぞれWestern blotting法(第二章 

第二節参照)で検討した。また、BDNF で 24 時間刺激した後に細胞を固定し

TUNEL 染色(第二章 第二節参照)によってアポトーシスについても検討を

行った。 

2) JNK 阻害剤、ERK 阻害剤が与える影響 

 SP600125 (JNK inhibitor 5 μM ; Cell signaling)、U0126 (ERK inhibitor  

5 μM ; Cell signaling)を、いずれも DMSO に溶解して使用した。6 穴プレー

トに 5.0×104/ ml の密度で細胞を播種し、サブコンフルエントになるまで培

養し、PBS で 2 回洗浄した後、BDNF を作用させる 30 分前にそれぞれの阻

害剤を前投与し、BDNF 添加後、上述通り細胞溶解液を回収、もしくは細胞

を固定し、JNK のリン酸化と caspase3 の活性化を Western blotting 法によ

って、アポトーシスについて TUNEL 染色を行い検討した。 
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2. 歯周靭帯細胞への p75 強制発現ベクター導入の影響 

 哺乳動物細胞の発現ベクターpCMV/hygro に、Ampicillin 耐性遺伝子であ

る Amp (R)を含む DNA 断片と、p75 をコードする cDNA を挿入した p75 強

制発現ベクターと、p75 をコードしない cDNA を挿入したネガティブコント

ロールベクターを得た (Sino Biological, Beijing, China)。p75 の発現が著し

く低かった HPL cells にこのベクターを導入した。細胞内への導入は

lipofectamine LTX (Invitrogen)を用いた。24 穴プレートに細胞密度が 2.5

×104/ ml で播種し、70%コンフルエントになるまで培養し、500 ng の DNA

ベクターと lipofectamine LTXを opti-MEM (GIBCO, Buffalo, NY)中に溶解

し混合した後、各 well に添加し 48 時間培養した。BDNF 添加後上述通り細

胞溶解液を回収、もしくは細胞を固定し、JNK のリン酸化と caspase3 の活

性化を Western blotting 法によって、アポトーシスについては TUNEL 染色

を行い検討した。 

 

 

第三節  結 果 

 

1. BDNF が誘導する歯肉上皮細胞のアポトーシスに及ぼす影響 

1) TrkB、p75 受容体発現抑制による影響 

 各種デザインされた配列の、TrkB、p75 の siRNA 導入によってそれぞれ

のタンパク発現が抑制された(図 6)。BDNF (100 ng/ml)による JNK のリン

酸化の促進は、p75 siRNA の導入によって抑制されたが、TrkB siRNA の導

入では抑制されなかった(図 7A)。また、BDNF (100 ng/ml)によって促進し

た caspase3 の活性化は、p75 siRNA の導入によって抑制されたが、TrkB 

siRNA の導入では抑制されなかった(図 7B)。同様に、BDNF (100 ng/ml)の

投与によって誘導されたアポトーシス陽性細胞数の増加は、p75 siRNA の導

入によって抑制されたが、TrkB siRNA の導入では抑制されなかった(図 8)。 

2) JNK、ERK 阻害剤の前処理による影響 

 JNK 阻害剤 SP600125、ERK 阻害剤 U0126 が、BDNF によって促進す

る JNK のリン酸化、ERK のリン酸化をそれぞれ抑制していることが確認さ

れた(図 9A)。BDNF (100 ng/ml)によって促進した caspase3 の活性化は、

SP600125 前処理によって抑制されたが、U0126 前処理では抑制されなかっ

た(図 9B)。また、BDNF (100 ng/ml)の作用によって誘導されたアポトーシ

ス陽性細胞数の増加は、SP600125 の前処理によって抑制されたが、U0126

の前処理では抑制されなかった(図 10)。 
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2. 歯周靭帯細胞への p75 強制発現ベクター導入による影響 

 p75 強制発現ベクターを導入することによって、HPL cells でも p75 受容

体が発現することを確認した(図 11A)。p75 発現ベクターを導入した HPL 

cells では、BDNF (100 ng/ml)を作用させると、JNK のリン酸化が促進し、

caspase3 の活性化も促進し(図 11B)、さらにアポトーシス陽性細胞数も有意

に増加した(図 12)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6. OBA9への p75およびTrkBの siRNAの導入がそれぞれのタンパクの発現に及ぼす効

果の検討 

 

OBA9 に 3 種類デザインされた配列の TrkB と p75、及び negative コントロールの siRNA

の導入を行い、48 時間培養した後に細胞を回収し、Western blotting 法によって、TrkB と

p75 の発現の抑制を確認した。 
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                A. 

 

 

                B. 

 

 

図 7. OBA9 への p75 および TrkB の siRNA の導入が BDNF による JNK のリン酸化と

caspase3 の活性化に及ぼす影響 

OBA9 に TrkB 及び p75 の siRNA の導入 48 時間後に、BDNF (100 ng/ml)を添加し、30

分後に細胞を回収し、rabbit anti-human phospho-SAPK/JNK antibody を(図 A)、また 15

時間後に細胞を回収し、rabbit anti-human cleaved-caspase3 antibody を(図 B)一昼夜 4℃

で反応させた。評価は Western blotting 法で行った。 
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図 8. OBA9 への p75 および TrkB の siRNA の導入が BDNF による OBA9 のアポトーシス

に及ぼす影響 

ガラスベースディッシュ上に OBA9 を播種し、negtive、p75、及び TrkB の siRNA を導入

し、48 時間培養を行った。その後、BDNF (100 ng/ml)を添加し 24 時間培養後に細胞を固

定し、TUNEL 染色を行い、蛍光顕微鏡で観察し、陽性細胞数の割合を定量化した。*: p<0.01 
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              A. 

 

 

             B. 

               

 

図 9. JNK 及び ERK の阻害剤が BDNF による OBA9 の caspase3 の活性化に及ぼす影響 

OBA9 に SP600125 (JNK inhibitor)と U0126 (ERK inhibitor)の前処理を 30 分間行った。

その後、BDNF (100 ng/ml)の添加 30 分後に細胞を回収し、 rabbit anti-human 

phospho-SAPK/JNK antibody と rabbit anti-human phospho-p44/42 MAPK antibody を

(図 A)、また 15 時間後に細胞を回収し、rabbit anti-human cleaved-caspase3 antibody を

(図 B)一昼夜 4℃で反応させた。評価は Western blotting 法で行った。 



23 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10. JNK 及び ERK の阻害剤が BDNF による OBA9 のアポトーシスに及ぼす影響 

ガラスベースディッシュ上に OBA9 を播種し、SP600125 (JNK inhibitor)と U0126 (ERK 

inhibitor)の前処理を 30 分間行った。その後、BDNF (100 ng/ml)を添加し 24 時間培養後

に細胞を固定し、TUNEL 染色を行い、蛍光顕微鏡で観察し、陽性細胞数の割合を定量化し

た。 

*: p<0.01 
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  A. 

 

 

 

  B. 

 

 

 

 

図 11. HPL cells への p75 発現ベクターの導入が BDNF による JNK のリン酸化、caspase3

の活性化に及ぼす影響 

HPL cells にコントロールベクターと p75 強制発現ベクターを導入した 48 時間後、細胞を

回収し、rabbit anti-NGF Receptor(p75)antibody (EPITOMICS, 1:1000)を一昼夜作用させ

た(図 A)。また、ベクター導入後、BDNF (100 ng/ml)を添加し、30 分後に細胞を回収し、

rabbit anti-human phospho-SAPK/JNK antibody を、また 15 時間後に細胞を回収し、

rabbit anti-human cleaved-caspase3 antibody を一昼夜 4℃で反応させた(図 B)。評価は

Western blotting 法で行った。 

 

 

 

 

 



25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12. HPL cells への p75 発現ベクターの導入が BDNF によるアポトーシスに及ぼす影響 

ガラスベースディッシュ上に HPL cells を播種し、コントロールベクターと p75 強制発現

ベクターの導入を 48 時間行った。その後、BDNF (100 ng/ml)を添加し 24 時間培養後に細

胞を固定し、TUNEL 染色を行い、蛍光顕微鏡で観察し、陽性細胞数の割合を定量化した。 

*: p<0.01 
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第四節  考 察 

 

 

 本実験で、BDNF が誘導する歯肉上皮細胞のアポトーシスは、p75 siRNA の

導入による p75 タンパクの発現の減少によって抑制され、さらに、アポトーシ

スに関わるシグナル伝達経路である JNK のリン酸化と caspase3 の活性化も同

様に抑制されることが確認された。また、JNK のリン酸化を阻害することで、

BDNF の作用によって促進する caspase3 の活性化、アポトーシス細胞数の増加

が抑制されることも確認できた。したがって、BDNF を歯肉上皮細胞に作用さ

せると、BDNF が p75 受容体に結合し、JNK のリン酸化を促進し、caspase3

の活性化を促進した結果、アポトーシスを誘導するという伝達経路が示唆され

た。 

 歯肉上皮細胞と比べ、p75 受容体の発現が著しく低く、BDNF を作用させて

もアポトーシスをほぼ認めなかった歯周靭帯細胞に、p75 受容体を強制発現さ

せ、BDNF を作用させることで、JNK がリン酸化し、caspase3 が活性化し、

アポトーシスを誘導することが確認できた。この事実からも、BDNF の作用に

よるアポトーシスは p75 受容体が司っており、p75 に BDNF が結合した後に、

JNK のリン酸化を促進し、caspase3 の活性化を促進し、アポトーシスを誘導す

るという一連のシグナルカスケードが働くということを裏付ける結果となった。 

 また、近年、皮膚の角化上皮細胞において、p75 受容体が JNK のリン酸化を

介し、caspase3 を活性化させ、アポトーシスを誘導することも報告されている

(41)。 

 以上のことから、p75-JNK-caspase3 カスケードの活性化が BDNF を用いた

歯周組織再生過程において歯肉上皮の侵入が抑制された要因の一つと考えられ

る。 
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第五章 細胞増殖に関わるシグナル伝達経路の検討 

 

 

第一節  概 要 

 

 BDNF の作用による細胞増殖促進には TrkB 受容体、ERK のリン酸化が関与

していると考えられている。また、p75 受容体を介した JNK のリン酸化が細胞

周期停止と関連している報告がある。そこで、本章では、BDNF による、歯周

靭帯細胞と歯肉上皮細胞の細胞増殖とこれらの刺激伝達系ついて検討した。 

 

 

第二節 材料と方法 

 

1. 歯周靭帯細胞 

1) TrkB の発現抑制、および ERK 阻害剤が細胞増殖に及ぼす影響 

 TrkB の発現抑制を行うため、TrkB siRNA を用いた。24 穴プレートに細

胞密度 2.5×104/ ml で播種、50%コンフルエントになった時点で抗菌薬を除

いた培地に変え、10 nM の siRNA と lipofectamine RNAiMAX を opti-MEM

で溶解、混合した後、各 well に添加し、48 時間培養した。その後、PBS で

2 回洗浄し、BDNF (100 ng/ml)を添加し、21 時間後に BrdU を加え、細胞

増殖を検討した(第二章 第二節参照)。また、BDNF (100 ng/ml)添加後、30

分後に細胞溶解液を回収し、Western blotting 法によって ERK のリン酸化

を検討した(第二章 第二節)。 

 次に、HPL cells をサブコンフルエントになるまで培養し、PBS で 2 回洗

浄した後、BDNF (100 ng/ml)添加 30 分前に U0126 (5 μM)を作用させた。

BDNF 添加の 21 時間後に BrdU を加え、細胞増殖を検討した(第二章 第二

節参照)。また、BDNF (100 ng/ml)添加の 30 分後に細胞溶解液を回収し、

Western blotting 法によって ERK のリン酸化を検討した(第二章 第二節参

照)。 

 

2) p75 の強制発現が細胞増殖に及ぼす影響 

 HPL cells に p75 強制発現ベクターを導入し、48 時間培養した(第四章 第

二節参照)。その後、PBS で 2 回洗浄し、BDNF (100 ng/ml)を添加し、21

時間後に BrdU を加え、細胞増殖を検討した(第二章 第二節参照)。また、

BDNF (100 ng/ml)添加後、30 分後に細胞溶解液を回収し、Western blotting

法によって ERK のリン酸化を検討した(第二章 第二節参照)。 
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2. 歯肉上皮細胞 

1) TrkB および p75 の発現抑制が細胞増殖に及ぼす影響 

 TrkB と p75 のタンパク発現を抑制するために、それぞれの siRNA と

lipofectamine を用いた(第四章 第二節参照)。siRNA 導入の 48 時間後、PBS

で 2 回洗浄し、BDNF (100 ng/ml)を添加し、21 時間後に BrdU を加え、細

胞増殖を検討した(第二章 第二節参照)。また、BDNF (100 ng/ml)添加後、

30 分後に細胞溶解液を回収し、Western blotting 法によって ERK のリン酸

化を検討した(第二章 第二節参照)。 

 

2) JNK 阻害剤および ERK 阻害剤が細胞増殖に与える影響 

 OBA9 をサブコンフルエントになるまで培養し、PBS で 2 回洗浄した後、

BDNF (100 ng/ml)添加30分前にSP600125とU0126 (5 μM)を作用させた。

BDNF 添加の 21 時間後に BrdU を加え、細胞増殖を検討した(第二章 第二

節参照)。 

 

第三節  結 果 

1. 歯周靭帯細胞 

1) TrkB の siRNA の導入が、TrkB の発現を抑制していることを確認した(図

13A)。BDNF (100 ng/ml)による ERK のリン酸化の促進は、TrkB siRNA の

導入によって抑制された(図 13B)。また、BDNF による細胞増殖の亢進は、

TrkB siRNA の導入によって抑制された(図 13C)。ERK 阻害剤、U0126 の

前処理は BDNF によって促進する ERK のリン酸化を抑制し(図 14A)、同様

に細胞増殖の促進も抑制した(図 14B)。 

2) BDNF (100 ng/ml)による ERK のリン酸化の促進は、p75 強制発現ベクター

導入群でも変化がなく、影響を受けていなかったが(図 15A)、BDNF による

細胞増殖の促進は、p75 強制発現によって抑制された(図 15B)。 

 

2. 歯肉上皮細胞 

1) BDNF (100 ng/ml)による ERK のリン酸化は、TrkB siRNA 導入によって抑

制されたが、p75 siRNA 導入では抑制されなかった(図 16A)。細胞増殖を検

討したところ、BDNF を作用させても影響がなかった細胞増殖は、TrkB 

siRNA導入後にBDNFを作用させると細胞増殖が抑制されたが、p75 siRNA

導入群では細胞増殖が促進した(図 16B)。 

2) BDNF (100 ng/ml)を作用させても細胞増殖は影響を受けなかったが、

U0126 前処理後に BDNF を作用させると細胞増殖が抑制されたが、一方

SP600125 群では細胞増殖が促進した(図 17)。 
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B.                                     C.  

 

 

 

 

図 13. HPL cells への TrkB の siRNA の導入が BDNF による細胞増殖に及ぼす影響 

HPL cells に 3 種類デザインされた配列の TrkB と negative コントロールの siRNA の導入

を行い、48 時間培養した後に細胞を回収し、Western blotting 法によって、TrkB の発現の

抑制を確認した(図 A)。siRNA 導入後に、BDNF (100 ng/ml)を作用させ、30 分後に細胞を

回収し、rabbit anti-human phospho-p44/42 MAPK antibody を 4℃で一昼夜作用させ、

Western blotting 法にて検討した(図 B)。また、siRNA 導入後に、BDNF (100 ng/ml)を作

用させ 21 時間後に BrdU を添加し、さらに 3 時間培養した後に、DNA 合成を行った細胞

の吸光度を測定した(図 C)。 

*: p<0.05 
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図 14. ERK 阻害剤が BDNF による HPL cells の細胞増殖に及ぼす影響 

HPL cells に U0126 の前処理を行った 30 分後に、BDNF (100 ng/ml)を作用させ、30 分後

に細胞を回収し、rabbit anti-human phospho-p44/42 MAPK antibody を 4℃で一昼夜作用

させ、Western blotting 法にて検討した(図 A)。また、U0126 前処理後に、BDNF (100 ng/ml)

を作用させ 21 時間後に BrdU を添加し、さらに 3 時間培養した後に、DNA 合成を行った

細胞の吸光度を測定した(図 B)。*: p<0.05 
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図 15. HPL cells への p75 発現ベクターの導入が BDNF による細胞増殖に及ぼす影響 

HPL cells にコントロールベクターと p75 強制発現ベクターの導入を 48 時間行った。その

後、BDNF (100 ng/ml)を作用させ、30 分後に細胞を回収し、rabbit anti-human 

phospho-p44/42 MAPK antibody を 4℃で一昼夜作用させ、Western blotting 法によって検

討した(図 A)。また、ベクター導入後に、BDNF (100 ng/ml)を作用させ 21 時間後に BrdU

を添加し、さらに 3 時間培養した後に、DNA 合成を行った細胞の吸光度を測定した(図 B)。 

*: p<0.05 
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図 16. OBA9 への p75 及び TrkB の siRNA の導入が BDNF による細胞増殖に及ぼす影響 

OBA9 に、negative、p75、及び TrkB の siRNA 導入を行い、48 時間培養した。その後、

BDNF (100 ng/ml)を作用させ、30 分後に細胞を回収し、rabbit anti-human 

phospho-p44/42 MAPK antibody を 4℃で一昼夜作用させ、Western blotting 法にて検討し

た(図 A)。また、siRNA 導入後に、BDNF (100 ng/ml)を作用させ 21 時間後に BrdU を添

加し、さらに 3 時間培養した後に、DNA 合成を行った細胞の吸光度を測定した(図 B)。*: 

p<0.05 
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図 17. JNK 及び ERK の阻害剤が BDNF による OBA9 の細胞増殖に及ぼす影響 

OBA9に、SP600125 (JNK inhibitor)とU0126 (ERK inhibitor)の前処理を30分行った後、

BDNF (100 ng/ml)を作用させ 21 時間後に BrdU を添加し、さらに 3 時間培養した後に、

DNA 合成を行った細胞の吸光度を測定した。*: p<0.05 
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第四節  考 察 

 

 

本実験で、BDNF による歯周靭帯細胞の細胞増殖促進が、TrkB 受容体タンパ

クの発現の減少と、ERK 阻害剤によって抑制された。また、ERK のリン酸化

の促進が TrkB 受容体タンパクの発現の減少によって抑制された。BDNF が歯

周靭帯細胞の細胞増殖を促進すること(20)や、BDNF は TrkB-ERK シグナル伝

達経路を介して、セメント芽細胞の分化の促進(28)、また血管内皮細胞の遊走を

促進する(29)ことが報告されている。これらのことから、BDNF の作用による

細胞増殖の促進には、TrkB 受容体を介した ERK のリン酸化が関与しているこ

とが明らかとなった。 

歯肉上皮細胞においても、TrkB タンパクの発現減少、ERK 阻害剤によって、

BDNF 投与が細胞増殖を減弱させた。このことから、歯肉上皮細胞においても

TrkB 受容体、ERK を介した細胞増殖促進のシグナルが働いていることが示唆

された。一方で、p75 受容体タンパクの減少、また JNK のリン酸化を阻害する

ことで、BDNF 投与が細胞増殖を促進することが明らかとなった。神経細胞に

おいて、JNK のリン酸化が p21 の発現を上昇させ、細胞周期を停止させること

(42)や、p75 受容体が p21 の発現の上昇を介した神経細胞の増殖停止に関与して

いる(44)ことが報告されている。さらに、胃癌細胞では、p75 受容体が p27 や

Rb の発現を制御し、細胞増殖停止に関わっていることも報告されている(43)。

すなわち、歯肉上皮細胞において、p75-JNK シグナルが細胞増殖停止シグナル

を司る可能性が示唆された。これらの事実から、歯肉上皮細胞では、TrkB-ERK

カスケードが細胞増殖促進シグナルとして働くものの、p75-JNK カスケードが

細胞増殖停止シグナルを生じ、細胞増殖促進に関わるカスケードを打ち消して

いると考えられる。 

歯肉上皮細胞に p75 siRNA の導入を行うことで、BDNF が誘導する JNK の

リン酸化は抑制されるが、ERK のリン酸化は抑制されなかった。また、TrkB 

siRNA の導入を行うと、BDNF が誘導する ERK のリン酸化は抑制されるが、

JNK のリン酸化は抑制されなかった。さらに歯周靭帯細胞に p75 受容体を強制

発現させても、BDNF が誘導する ERK のリン酸化には影響がなかった。これ

らのことから、BDNF が制御する TrkB と p75 のシグナル伝達は、歯肉上皮細

胞と歯周靭帯細胞で、それぞれ相互作用を与えることなく独立して働いている

と考えられる。これまでに、p75 受容体が Trk 受容体への NGF 等の神経栄養因

子の親和性を高めること(45)や、p75 受容体が Trk 受容体とヘテロ二量体を形成

すること(46)、またその二量体の形成が、下流のシグナル経路や付随タンパクを

通じて相互作用を可能にすること(47)や、反対に p75 が TrkB のシグナルを抑制
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すること(48)が報告されている。また、骨芽細胞に p75 を強制発現させた研究

において、p75 は MC3T3-E1 細胞株では Trk 受容体のシグナルを増強させ、細

胞増殖を促進させる(49)が、MG63 細胞株では反対に、神経細胞の増殖抑制に関

わることで知られる Nogo 受容体との相互作用によって細胞増殖を抑制させる

こと(50)が報告されている。このように、p75 と Trk やその他の受容体との相互

作用については不明な点も多く、未だに議論の余地がある問題ではあるが、今

回の実験からは、歯肉上皮細胞と歯周靭帯細胞において、p75 と TrkB はそれぞ

れ独立したシグナルを下流に伝えていることが示唆された。 

現在、他のサイトカイン療法として、transforming growth factor-β(TGF-β) 

(51)、bone morphogenetic protein (BMPs) (52)、insulin like growth factor 

(IGF) (53、54)などの報告があり、platelet-derived growth factor (PDGF)は

GEM21S® (Osteohealth, New York, U.S.A)として商品化されている。また、

basic fibroblast growth factor (b-FGF)は、現在、臨床治験中でもある代表的な

歯周組織再生療法に有効なサイトカインの一つである(55、56)。in vitro の実験

において、b-FGF はその強力な細胞増殖促進作用から、歯周靭帯細胞のみなら

ず歯肉上皮細胞の細胞増殖も促進させることが報告されている(57、58)。 

本研究の結果から、BDNF は TrkB-ERK を介し歯周靭帯細胞の増殖を促進す

ることが明らかとなった。一方でまた、BDNF は歯肉上皮細胞の p75-JNK シグ

ナルカスケードを介し、caspase3 を活性化させアポトーシスを誘導するととも

に、細胞周期停止のシグナルを伝達させ細胞増殖を休止させる作用機構を明ら

かにした。 

以上の事から、BDNF による歯周組織再生において、BDNF は歯周靭帯細胞

の TrkB-ERK カスケードを介し細胞増殖を促進しながら、歯肉上皮細胞の

p75-JNK カスケードを介しアポトーシスを誘導するとともに増殖を休止させる

ことが明らかとなった。この、歯周組織を構成する２つの異なる細胞に対する、

BDNF の相反する作用が歯周組織再生を有意に促進することが示唆された。 
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図 18. BDNF が司る歯周靭帯細胞と歯肉上皮細胞のシグナル伝達経路の模式図 
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第六章  総 括 

 

 

 BDNF による歯周組織再生過程における歯肉上皮の侵入抑制のメカニズムを

解明するため、BDNF の歯周靭帯細胞の増殖に及ぼす影響とそのメカニズム、

また歯肉上皮細胞のアポトーシス、細胞増殖に与える影響とそのメカニズムに

ついて検討を行い以下に結果を示す。 

 

 

 

1. BDNF は歯周靭帯細胞の細胞増殖を促進したが、アポトーシスには影響がな

かった。 

2. BDNF は歯肉上皮細胞の細胞増殖には影響を与えず、アポトーシスを誘導し

た。 

3. 歯肉上皮細胞、歯周靭帯細胞ともに TrkB 受容体を発現していた。 

4. 歯周靭帯細胞は歯肉上皮細胞に比べ、p75 受容体の発現が著しく低かった。 

5. BDNF は歯周靭帯細胞の ERK のリン酸化を促進したが JNK のリン酸化を

促進はしなかった。 

6. BDNF は歯肉上皮細胞の ERK のリン酸化を微弱ながら促進したのに対し、

JNK のリン酸化を明らかに促進した。 

7. BDNF による歯肉上皮細胞の JNK のリン酸化、caspase3 の活性化、アポト

ーシスの誘導は、TrkB siRNA の導入では抑制されず、p75 siRNA の導入で

抑制された。 

8. BDNF による歯肉上皮細胞の caspase3 の活性化、アポトーシスの誘導は、

ERK の阻害剤では抑制されず、JNK の阻害剤で抑制された。 

9. 歯周靭帯細胞に p75 を強制発現させ、BDNF を作用させると、JNK のリン

酸化、caspase3 の活性化、アポトーシスの誘導を促進した。 

10. BDNF による歯周靭帯細胞の ERK のリン酸化は TrkB siRNA の導入で抑制

され、また細胞増殖は、TrkB siRNA の導入と ERK の阻害剤で抑制された。 

11. BDNF による歯肉上皮細胞の ERK のリン酸化は TrkB siRNA の導入で抑制

されたが、p75 siRNA の導入では抑制されなかった。 

12. BDNF を作用させても影響がなかった歯肉上皮細胞の細胞増殖は、TrkB 

siRNA の導入と ERK 阻害剤によって抑制されたが、p75 siRNA の導入と

JNK 阻害剤によって促進された。 
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