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研究成果の概要（和文）： 

In vivo において、術後２週の BDNF/HA 複合体充填群では、歯周組織再生はまだ十分でな
いものの、露出象牙質近傍や再生歯槽骨周囲に BDNF 受容体である trkB の陽性細胞が観察さ
れた。さらに、それらの細胞は、細胞増殖マーカーPCNA や骨分化マーカーOPN も発現して
おり、歯周組織再生早期において、BDNF は増殖や分化といった細胞機能を制御することで組
織再生を促進していることが示唆された。さらに、アルツハイマー病との関係が示唆されてい
る 3 つの trkB の SNP に関して、10 個体のゲノム DNA を用いて SNP 解析を行った。同 10
個体より分離培養した歯肉線維芽細胞を用いて、BDNF によるヒアルロン酸合成酵素 HAS-1
の mRNA 発現促進と trkB の SNP のパターンを比較検討した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In vivo study, two weeks after the BDNF application, periodontal tissue regeneration 

was insufficient, but invasion of epithelial cells to defects was not observed. TrkB, PCNA 
and OPN-positive cells were detected on the denuded root surface, around the regenerating 
alveolar bone and in the soft connective tissue of regenerating periodontal tissues. TrkB 
positive cells may quickly responded to applied BDNF and started to proliferate and 
differentiate for the periodontal tissue regeneration within 2 weeks. Furthermore, we 
investigated the trkB single nucleotide polymorphisms (SNPs) which are reported to have 
some relationships with Alzheimer’s disease. We also compared effect of BDNF on HAS-1 
mRNA expression on human gingival fibroblasts with the results of SNP analyses. 
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１．研究開始当初の背景 

サイトカイン類を局所に投与する歯周組

織再生療法は、GTR 法に比較すると“スキル

依存性”が低く、“プロトコール主導”の治

療法であり、今後一般臨床医による臨床応用

が拡大すると考えられる。現在までに、血小

板由来増殖因子（PDGF-BB）、塩基性線維芽細

胞増殖因子（bFGF）、インシュリン様増殖因

子（IGF）、β型トランスフォーミング増殖因

子（TGFβ）、骨形成因子（BMP）-2、BMP-7（OP-1）

など多種のサイトカインが研究され一部は

市販された。申請者らも、神経栄養因子の一

つ で あ る 脳 由 来 神 経 栄 養 因 子

（ Brain-derived neurotrophic factor, 

BDNF）が歯周組織再生に有効であることを、

in vitro, in vivo の系で示してきた。歯周

組織の欠損形態は多様であり、宿主（患者）

の応答も多様であるから、サイトカインの選

択肢が多いことは良いが、選択の基準となる

客観的な根拠が必要となる。抗癌剤などにお

いては、薬の投与による副作用と効果を投与

前に客観的に調べて薬の選択を行なう系が

確立されつつある。いわゆる、オーダーメー

ド医療である。再生療法に用いるサイトカイ

ンにつても、個々の患者にとって最も適した

サイトカインがあると考えられ、宿主の応答

を基盤としたサイトカイン選択の基準を確

立することは、個々の患者に最適な治療法を

提供するために重要である。 

 

２．研究の目的 

今後の臨床応用の拡大が予想されるサイ

トカイン歯周組織再生療法について、サイト

カインに対する宿主応答性を基盤とした選

択基準を確立するために、PDGF-BB, bFGF，

BDNF について再生メカニズムの違いと特徴

を明確にした上で、宿主応答性の違いを明ら

かにしていく必要がある。本研究は、まず

BDNF による歯周組織再生の詳細なカスケー

ドを明らかにするとともに、BDNF による歯周

組織再生における個体の感受性を、BDNF 特異

的細胞応答、遺伝子多型という点から解析す

ることとした。 

 

３．研究の方法 

①BDNF による歯周組織再生のカスケードの

解明 

雌ビーグル犬（12～20 ヵ月齢、体重 10～

14 kg）の下顎第 2、3、4 小臼歯にⅢ級根分

岐部歯周組織欠損を作成し（図１A）、アルジ

ネート印象材を填入することで実験的歯周

炎を惹起させた（図１B）。一週間後、印象材

を除去し、ルートプレーニングを行い、歯肉

弁を元に戻して縫合した。その後ブラッシン

グを行うことで、炎症を軽度に抑えた歯周組

織を確立した。さらに一週間後、BDNF(50 

g/ml）/高分子ヒアルロン酸複合体を加えて

欠損部に充填した（図１C）。コントロール群

として高分子ヒアルロン酸のみを充填した。

手術後 2, 6 週間経過観察した後、灌流固定

を行い、組織標本を作製した。切片作成後、

ヘマトキシリン・エオジン染色、免疫染色を

行い、光学顕微鏡下にて組織観察を行った。 

 

 

②BDNF 受容体（trkB）の SNP 解析 



ヒト 10 個体より分離・培養した歯肉線維

芽細胞（HGF）からゲノム DNA を抽出し、リ

アルタイム PCR システムを用いて、BDNF の高

親和性受容体 trkB について SNP を解析した。

今回はアルツハイマー病との関連が示唆さ

れている rs1624327、rs1443445、rs3780645

について検討を行った。 

 

③HAS mRNA 発現に及ぼす BDNF の影響 

 培養ヒト歯肉線維芽細胞（HGF）に BDNF(50 

ng/ml)を 3、6、12、24 時間作用させて、ヒ

アルロン酸合成酵素(HAS)-1、-2、-3 の mRNA

発現に及ぼす影響をリアルタイム PCRを用い

て解析した。 

 

④BDNF に対する個体の感受性の検討 

 10 個体より分離培養した歯肉線維芽細胞

(HGF1～10)において、BDNF（50 ng/ml）

24 時間作用時の HAS-1 mRNA 発現をコン

トロール（BDNF 作用なし）との比率でグラ

フ化した。結果は３回の実験の平均値±S.D.

で表わし、上記②の結果と比較した。 

 

４．研究成果 

①BDNF による歯周組織再生のカスケードの

解明 

術後 2週において、高分子ヒアルロン酸の

みを移植した HA 群、BDNF/高分子ヒアルロン

酸複合体投与群ともに歯周組織再生は十分

ではなかった(図２A, B)。HA 群は根分岐部直

下に上皮が侵入していたが、BDNF/高分子ヒ

アルロン酸複合体投与群では、上皮の侵入は

観察されなかった (図 3A)。欠損底部の象牙

質表面では再生セメント質が観察された(図

3B)。 

 

 

 

図２ HE 染色（術後２週） 

 

 

図３ HE 染色（術後２週） 

 

 

 

 

欠損底部の既存の歯槽骨周囲、欠損部の露

出象牙質近傍の結合組織中に trkB陽性細胞、

PCNA 陽性細胞が多く認められた。露出象牙質

表層に OPN の沈着が見られた（図４）。 

 

図４ HE 染色（術後２週） 

 

       

術後６週において、高分子ヒアルロン酸の

みを移植した HA 群は、ある程度の歯槽骨再

Ａ Ｂ 

Ｂ 

図２B(d)の拡大像 図２B(e)の拡大像 

Ａ



生が観察されたものの、根分岐部直下に上皮

が侵入し，露出象牙質表面に再生セメント質

は観察されなかった。また、欠損群と比較す

ると炎症性細胞浸潤は軽度であった（図 5A）。 

BDNF/高分子ヒアルロン酸複合体投与群はコ

ントロール群と比較し、まだ完全ではないが、

明らかに歯周組織再生量が多かった(図 5B)。

根分岐部直下に上皮の侵入はなく、コラーゲ

ン線維の埋入を伴ったセメント質が再生し

ていた(図 6A)。また、コントロール群に比べ

て多くの管腔が観察された(図 6A)。再生歯槽

骨と再生セメント質の間には一定の幅を維

持した歯周靭帯の再生も観察された(図 6B)。 

 

図５ HE 染色（術後６週） 

 

 

図６ HE 染色（術後６週） 

 

 

 

 

２週モデルと比較し、再生歯槽骨上部をは

じめ欠損部全体で PCNA 陽性細胞の発現は減

少している。新生セメント質と象牙質の界面、

新生セメント質表層には OPNの沈着が認めら

れた（図７）。 

免疫染色の結果から、BDNF が投与後早期に

歯周靭帯細胞や未分化な間葉系幹細胞など

の内在性細胞の増殖を trkB を介して促進さ

せると示唆される。さらに、それらの細胞の

象牙質表面におけるセメント芽細胞、歯槽骨

周囲における骨芽細胞への分化にも関与し

ていると考えられる。 

 

図７ 

 

       

 

②BDNF 受容体（trkB）の SNP 解析 

 rs1624327 に関しては、HGF3 のみ A/A のホ

モで、他のゲノム DNA はすべて G/G のホモで

あった(図８)。 

 rs1443445は HGF1と 9が G/Gのホモ、HGF2, 

6, 7, 10 は A/G のヘテロ、HGF3, 4, 5, 8 は

A/A のホモであった(図９)。 

   rs3780645 は HGF10 のみ C/T のヘテロで、

他は C/C のホモであった(図１０)。 

 

図８ 
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図 5B(a)の拡大像 図 5B(b)の拡大像 



図９ 

 

図１０ 

 

BDNF (50 ng/ml)は歯肉線維芽細胞の HAS-1、

-2、-3 mRNA 発現をほぼ時間依存的に促進し

た。(図１１) 

 

図１１ 

 

 

 HGF4,8,10 は BDNF による HAS-1 mRNA 発現の

促進が認められなかったのに対し、HGF2 や 3

は BDNF に対する反応が高かった(図１２)。 

 本研究結果②の trkB の SNP のデータと比較

して、明らかな関連性は認められなかった。

今後、他の SNP や HAS 以外のターゲットにも

着目して、trkB 受容体 SNP と BDNF に対する

細胞の応答性との相関を明らかにしていく

ことで、歯周病患者への BDNF の選択基準の

基礎データを得ることができると考えられ

る。 

図１２ 
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