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研究成果の概要（和文）：歯科再生医療研究における質の高い歯髄再生には、歯髄における神経細胞および軸索
の再生と誘導を介した歯髄感覚の再生が求められる。本研究では、歯髄における効率的な神経分化誘導法開発を
目的として、神経細胞の分化・生存・軸索伸長の調節に重要な低親和性神経栄養因子受容体（p75 Neurotrophin
 Receptor: p75NTR）活性調節の分子基盤に着目した。本解析により翻訳後修飾を介したp75NTRタンパク質活性
調節分子機序の一端が明らかとなり、知覚機能再生法の開発につながる有用な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Efficient regeneration of pulp sensory function requires neural and axon 
regeneration and proper axon guidance in the dental pulp. In this study, we focused on the 
regulatory mechanisms of p75 neurotrophin receptor (p75NTR), an essential factor for neural 
differentiation, survival, and axon elongation. We found that post-translational modifications play 
a role in the regulation of p75NTR and modulate its activity. The findings of this study will 
provide an insight into developing a potential approach for the efficient regeneration of pulp 
function.

研究分野： 分子生物学

キーワード： p75NTR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
間葉系幹細胞マーカーおよび神経成長因子受容体として機能するp75NTRの活性調節分子機序を解析し受容体活性
化の任意制御を試みることは、効率的な神経分化誘導法の開発に向けた有力なアプローチとなり得る。移植医療
分野で応用が進む間葉系幹細胞移植は特に脊髄損傷や脳梗塞など神経変性疾患の分野で顕著な成績を上げている
ことから、本研究で得られた知見は、神経組織・知覚機能再生法開発の分子機序解明の手がかりとなる可能性を
有している。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 歯髄ではこれまで様々な歯髄保存療法や歯髄再生療法が試みられており、骨髄間葉系幹細胞
と同等の多分化能を有すると考えられている歯髄幹細胞を用いた歯髄再生療法の臨床研究も開
始されている。歯髄は組織学的に象牙芽細胞のほか血管や神経に富んだ組織であり、特に象牙
芽細胞と神経組織は歯の知覚に重要である。歯髄再生研究は、血管侵入に伴う象牙芽細胞の誘
導による二次象牙質形成を主体に進められているが、さらに質の高い歯髄の再生には神経細胞
及び軸索の再生と歯髄への誘導を介した歯髄感覚の再生が重要になると予想される。 
 低親和性神経栄養因子受容体（p75 Neurotrophin Receptor: p75NTR）は、その機能が神経
細胞の分化や生存・細胞死に関与しているほか、末梢組織への神経突起の誘導にも重要である
ことが報告されている。p75NTR は間葉系幹細胞マーカーとしても知られ、その発現が幹細胞
未分化能維持や生存と相関している。歯髄との関わりにおいて歯髄再生時に p75NTR 陽性の神
経線維が再生面に誘導されることから、歯髄組織再生後の神経線維の再進入と軸索の再構築、
それに続く象牙芽細胞などとの相互作用による歯髄感覚の再生には歯髄幹細胞における NGF
シグナル感受性の制御が重要な役割を果たしていることが考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 歯髄再生には歯髄における神経細胞および軸索の再生とそれら軸索の歯髄への誘導を介した
歯髄感覚の再生が重要である。しかしながら、歯髄幹細胞からの精度の高い神経分化誘導法の
確立のための詳細な分子機序が解明されるには至っていない。本研究では、間葉系幹細胞マー
カーで神経成長因子受容体として機能する p75NTR の活性調節分子機序の詳細を解明するこ
とで、p75NTR タンパク質の活性化もしくは活性化抑制の任意制御を試み、NGF シグナル感
受性調節を介した効率的な神経細胞分化誘導法の開発に応用することを考えた。 
 これまでの報告から p75NTR タンパク質の活性調節および量的制御にユビキチンプロテアソ
ーム系の関与が示唆されている。特に p75NTR ポリユビキチン化修飾が NGF シグナル調節に関わ
っていると考えられているが、その生理的意義や詳細な分子制御メカニズムに関する知見は乏
しい。このような背景から、本研究では新規ユビキチンリガーゼ（E3）の同定を含め、p75NTR
翻訳後修飾を介した受容体活性調節分子メカニズムの解明を試みることで、神経細胞分化や幹
細胞性維持の制御につなげていくことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) p75NTR と相互作用する E3 の同定 
 p75NTR細胞内ドメインアミノ酸一次配列の精査によりこの領域に結合するE3分子を推定し、
p75NTR と選定した候補 E3との間の結合を免疫沈降法により確認した。 
(2) p75NTR と E3 の結合を制御する分子機構の解析 
 E3 による基質認識とそのユビキチン化は基質側の翻訳後修飾により調節が働いていること
が報告されていることから、本解析でも p75NTR の翻訳後修飾が E3による基質認識に及ぼす影
響について検討した。 
(3) p75NTR 細胞内ドメインと E3 の相互作用解析 
 p75NTR はリガンド結合後に膜貫通ドメイン近傍でプロセシングを受け、細胞内ドメイン
（Intercellular domain: ICD）が膜から遊離することで下流の細胞内シグナル伝達を調節する
と考えられている。このことから、免疫蛍光染色と免疫沈降法を用いて p75NTR-ICD の細胞内局
在と E3との相互作用を観察した。 
(4) p75NTR タンパク質安定性の評価 
 同定した E3 が p75NTR タンパク質の安定性調節に関与しているか解析するため、培養細胞
（HeLa、SH-SY5Y）に shRNA 発現ウィルスを感染させて E3をノックダウンすることで、p75NTR
タンパク質の分解抑制に伴う細胞内蓄積が誘導されるかウエスタンブロット解析で評価した。
さらに培養細胞に E3 を過剰発現させたのち、タンパク質合成阻害剤 Cycloheximide（CHX）処
理により p75NTR タンパク質半減期を測定することで、E3の発現が p75NTR タンパク質不安定化
を誘導するか検討した。 
(5) p75NTR ポリユビキチン化の検討 
 p75NTR が E3 を介してポリユビキチン化修飾されることを確認するため、培養細胞における
過剰発現系と In vitro 反応系を用いて p75NTR ユビキチン化を解析した。 
(6) E3 と p75NTR の相互作用が神経細胞生存・分化に及ぼすに及ぼす影響の解析 
 E3発現レンチウィルスを感染させたSH-SY5YならびにPC-12細胞株にNGF刺激を加えた細胞
を用いて、E3 の過剰発現が p75NTR 下流シグナル修飾に与える影響についてウエスタンブロッ
ト解析により検討したほか、E3過剰発現、E3ノックダウンや p75NTR-SA 変異体強制発現が神経
細胞の生存・分化に及ぼす影響を、ウエスタンブロット解析、定量 PCR、顕微鏡観察や FACS を
用いて解析した。 
 



４．研究成果 
 
(1) p75NTR と相互作用する E3 の同定：ユビキチン化修飾の標的となる p75NTR 細胞内ドメイン
のアミノ酸配列精査によりコンセンサス E3結合配列を検索し、相互作用の可能性が推定される
E3を p75NTRと共に293T細胞に導入して結合の有無を免疫沈降法により検討した。解析の結果、
E3 と p75NTR が細胞内で相互作用していること示唆する結果が得られたほか、基質結合ポケッ
トのアミノ酸に変異を導入した E3変異体との結合が減弱したことから、両者の細胞内における
結合は特異的であると結論づけた。 
 
(2) p75NTR と E3 の結合を制御する分子機構の解析：同定した E3 と p75NTR との相互作用に翻
訳後修飾による調節が関与している可能性を検討するため、p75NTR 一次配列のコンセンサス E3
結合配列中に存在するリン酸化酵素標的モチーフのセリン残基をアラニンに置換した p75NTR
変異体（p75NTR-SA）を作製して、免疫沈降法により E3 との結合を検討した。野生型 p75NTR
と E3 の間で明らかな相互作用が確認されたが、p75NTR-SA 変異体では結合が消失していたこと
から、p75NTR と E3 との間の結合は E3 認識配列中セリン残基のリン酸化に依存していることを
示唆する結果が得られた。リン酸化モチーフを特異的に認識するリン酸化抗体を用いたウエス
タンブロット解析において野生型 p75NTR リン酸化が確認された一方で、p75NTR-SA 変異体では
リン酸化のバンドが消失したことから、E3 による p75NTR の認識は結合配列中のリン酸化を介
していることが確認された。 
 
(3) p75NTR 細胞内ドメインと E3 の相互作用解析：E3 と p75NTR-ICD 相互作用解析のため、
p75NTR-ICD 発現プラスミドを構築して 293T 細胞に導入し、p75NTR-ICD 細胞内局在と E3との相
互作用を確認した。免疫染色により ICD は核周囲に局在し E3とは異なる染色像を示した。免疫
沈降法による E3 と p75NTR 相互作用の解析でも両者の間に特異的な結合は認められなかった。
このことから、E3は全長 p75NTR とのみ特異的に相互作用している可能性が示唆された。 
 
(4) p75NTR タンパク質安定性の評価：同定した E3がポリユビキチン化を介して p75NTR のプロ
テアソーム依存的な分解を誘導するとの仮説のもと E3 を HeLa 細胞と SH-SY5Y 細胞でノックダ
ウンすることにより、タンパク質分解抑制に伴う p75NTR の細胞内蓄積が認められるか観察した。
p75NTRタンパク質量はコントロール細胞と比較してE3ノックダウンHeLe細胞でわずかに増加
していたが、SH-SY5Y 細胞では差異は認められなかった。リガンド刺激が p75NTR 分解を誘導す
る可能性を検討するため、NGF 処理後の SH-SY5Y 細胞で同様に p75NTR タンパク質量を比較検討
した結果、コントロール細胞との間で違いは観察されなかった。さらに、E3 と p75NTR 野生型
およびp75NTR-SA変異体過剰発現系でのp75NTRタンパク質半減期評価のためのCHX chase実験
でも、E3 過剰発現や p75NTR-SA 変異体の使用において p75NTR タンパク質半減期に変化は認め
られなかったことから、p75NTR 安定性の調節が E3 分子を介しているかについては、さらに詳
細な解析による検討が必要であると考えられた。 
 
(5) p75NTR ポリユビキチン化の解析：p75NTR が E3 のリガーゼ活性を介してポリユビキチン化
されるか検討するため、293T 細胞に p75NTR と E3 を共発現させたのち p75NTR のポリユビキチ
ン化をウエスタンブロット解析により確認した。野生型 p75NTR では E3発現後にポリユビキチ
ン化の誘導が認められた一方で、E3との結合モチーフに変異を導入した p75NTR-SA 変異体では
E3の過剰発現に依存したポリユビキチン化は減少していた。このことから同定したE3はp75NTR
を基質として認識してユビキチン化することで、その活性を制御している可能性が示唆された。
付加されるポリユビキチン鎖は K63 連結型であることが示唆されたことから、 p75NTR ユビキ
チン化が受容体の活性調節を介して下流のシグナル伝達の修飾に関与している可能性も考慮し
て検討する必要があると考えられた。 
 
(6) E3 と p75NTR の相互作用が神経細胞生存・分化に及ぼす影響の解析：p75NTR と E3 の間の相
互作用に関してその生理的意義を明らかとするため、E3 過剰発現 SH-SY5Y ならびに PC-12 細胞
株を作製して NGF 刺激後の受容体下流シグナルの解析を試みた。MAP キナーゼのリン酸化を指
標としたシグナル修飾の評価から、E3過剰発現細胞で NGF 刺激依存的な ERK リン酸化の亢進が
観察された一方で、基質と結合できなくした E3変異体を過剰発現させた細胞ではそのリン酸化
は抑制されていた。E3 過剰発現に加え E3 ノックダウン細胞や p75NTR-SA 過剰発現細胞株を作
製し同様に表現型と下流シグナルの解析を進めている。p75NTR のユビキチン化が受容体のプロ
セシングや局在制御などの分子調節を介して下流シグナルを修飾している可能性を考え、神経
細胞の生存・分化との関連に関してさらに詳細な解析を検討している。 
 今後は p75NTR ユビキチン化の生理的意義を間葉系幹細胞の神経細胞分化や幹細胞性維持の
観点から明らかとするため、マウス歯髄より調整した歯髄幹細胞ならびに不死化間葉系幹細胞
株で E3 をノックダウンすることにより未分化能維持や神経細胞分化にどのような影響がみら
れるか検討するほか、p75NTR 野生型ならびに p75NTR-SA 変異体過剰発現細胞株を作製して同様
に検討を試みる。p75NTR 分子制御とシグナル修飾を介した効率的な神経細胞分化誘導条件に関
してさらなる知見が得られるよう個体解析も含め多角的に解析を継続していく方針である。 
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