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研究成果の概要（和文）：　脳由来神経栄養因子（BDNF）は非外科的歯周治療と併用することで、過度の炎症を
抑制し、セメント質や歯周靭帯、歯槽骨などの歯周組織の再生を促進することが示唆された。また、in vivoで
認められた炎症制御の機序の一端として、BDNFがマクロファージの活性に及ぼす作用が考えられた。すなわち、
BDNFはマクロファージの貪食能を亢進させることで創傷治癒の初期に起炎物質の排除を促進し、歯周組織再生の
促進に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effect of scaling and root planning (SRP)
 with local application of BDNF/Hyaluronic acid(HMW-HA) complex on the changes in clinical 
parameters and histology of periodontal tissue in dogs with ligature-induced periodontitis. The 
BDNF/HMW-HA group showed significant improvement of clinical parameters compared to those of the 
other groups in dogs. Histological analysis on the BDNF/HMW-HA group indicated suppression of apical
 migration of epithelial tissue and milder infiltration of inflammatory cells than it was observed 
in the other three groups. Furthermore, new cementum and alveolar bone were regenerated and collagen
 fibers were inserted into them in the BDNF/HMW-HA group.

研究分野： 歯周病学

キーワード： 脳由来神経栄養因子

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　軽度歯周組織破壊は進行した歯周炎と比較すると、①重症化の危険性がある、②完全再生の可能性がある、③
罹患患者が多いという特徴がある。BDNFによって軽度歯周組織破壊を非外科的に再生させることができれば、患
者によるセルフケアが容易になり、歯周炎再発・重症化のリスクが軽減する。また、歯周炎は全身疾患と関連し
ていることから、歯周炎を早期に治療することは全身的な疾患リスクの低減につながる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 歯周炎は糖尿病や心疾患、関節リウマチなど多くの全身疾患との関連が報告されており、歯

周炎治療は単に口腔内の問題解決でなく、全身の健康増進への貢献度も高い。しかし、重症化

した歯周炎の治療は困難で、現在の歯周組織再生療法には、外科的侵襲が避けられないことや

適応症が限られることなど、克服すべき問題が残っている。脳由来神経栄養因子(BDNF)の歯周

組織再生における有用性が in vitro 及び in vivo の研究で明らかになってきた。さらに，BDNF

は歯周組織再生を阻害する上皮細胞のアポトーシスを誘導し，血管内皮細胞において抗炎症作

用を有することが示された。これら組織再生促進能，上皮増殖抑制能，炎症制御能は，軽度歯

周炎における非外科的組織再生治療に有効であると仮説を立てた。  

 

２．研究の目的 

本研究では，小規模歯周組織欠損を想定したビーグル犬絹糸結紮歯周炎モデルを作製し，BDNF

の非外科的歯周治療による歯周組織再生効果を検討することとした．さらに BDNF のマクロファ

ージ細胞機能制御能を検討することとした。BDNF が歯周組織再生促進能に加えてマクロファー

ジ細胞機能制御能を有することが明らかになれば、炎症制御・組織再生の両面からより多くの

歯周炎患者にサイトカイン療法を展開することができる。例えば、歯周外科処置時のみならず、

軽度歯周炎に対して BDNF を非外科的に歯周ポケットに局所投与することによって歯周組織が

改善されれば、患者負担が少なく重症化を防ぐことができ、全身疾患の罹患リスクを低下させ、

患者への貢献度も大きいと考えられる。 

 

３．研究の方法 

１．ビーグル犬歯周炎モデルを用いた BDNF 抗炎症作用・組織再生能の検討 

ビーグル犬の下顎第 2、第 3、第 4 前臼歯の歯頚部に絹糸を結紮することで軽度歯周

炎モデルを作製し、モデル作製前後の臨床的指標と組織像を比較してその妥当性を検討

した。 

      (1) 前処置 

実験動物として、ビーグル犬（メス、12～20 ヶ月齢、体重 10～15 kg）8 頭を用い

た。動物実験は広島大学動物実験等規則に基づいて行った（承認番号：A16-140）。 

  以下の各処置は、酒石酸ブトルファノール（ベトルファール®）（Meiji Seika ファル

マ、東京）0.1 mg/kg、ミダゾラム（ミダゾラム注「サンド」）（サンド、山形）0.3 mg/kg、

塩酸メデトミジン（ドミトール®）（日本全薬工業、福島）20 g/kg の 3 種混合麻酔に

よる鎮静下で行った。前処置として、絹糸結紮の 1週間前に超音波スケーラー（Guilin 

Woodpecker Medical Instrument、桂林、中国）を用いて全顎の歯肉縁上スケーリン

グを行い、ブラッシングによって良好な口腔衛生状態を保った。 

(2)歯周組織検査と絹糸結紮 

 前述のとおり鎮静を施し、絹糸結紮前に下顎第 2、第 3、第 4前臼歯に一歯につき

4点（頬側近心、頬側遠心、舌側近心、舌側遠心）でプロービングを行った。その際、

咬合面にレボテック LC（ジーシー、東京）を棒状にして置き、プローブで溝を形成

した状態で光重合させてプロービング用のインジケーターとした。プロービングに

よって、probing pocket depth（PPD）、clinical attachment level（CAL）、bleeding 

on probing（BOP）、gingival index（GI）を記録した。プロービング後、下顎第 1

前臼歯から第 1後臼歯部の歯肉に歯科用キシロカイン®カートリッジ（デンツプライ



シロナ、東京）で浸潤麻酔を行った。第 1 前臼歯遠心から第 1 後臼歯近心にかけて

歯肉溝切開を加え、粘膜骨膜弁を剥離翻転した。次に、第 2、第 3、第 4前臼歯の歯

頚部に 3-0 絹糸（Ethicon、Somerville、NJ）を五重に結紮し、粘膜骨膜弁を復位、

4-0 絹糸（Ethicon）で歯間乳頭部を縫合閉鎖した。絹糸結紮後は軟性食で飼育して

プラークの付着を促した。5週間の経過観察後、結紮した絹糸をフラップを開くこと

なく無菌的に除去した。餌は固形食に戻した。1週間後、インジケーターを装着して

再度プロービングを行い、術前と同様の項目を記録した。 

（3）SRP と BDNF/HMW-HA 複合体ゲルの投与 

  前述の方法で作製した歯周炎モデルを用いて、片側の 3 歯を 1 ブロックとして、

ブロックごとに異なる実験群を割り当てて処置を行った。1つの実験群に対し 2ブロ

ック（6歯）を供した。実験群は無処置のコントロール群、スケーリング・ルートプ

レーニング（SRP）を施す群（SRP 群）、SRP を施した後の歯周ポケット内に HMW-HA

ゲルを注入する群（HMW-HA 群）、SRP を施した後に BDNF/HMW-HA 複合体ゲルを注入す

る群（BDNF/HMW-HA群）の4つを設定した。SRPにはグレーシーキュレット（Hu-Friedy、

Chicago、IL）を用い、処置に熟達した歯周病専門医が行った。SRP 後の処置には

Recombinant human BDNF（R&D Systems）（500 g/mL）とその担体として高分子ヒア

ルロン酸（HMW-HA）（DENKA、東京）を用いた。HMW-HA 群と BDNF/HMW-HA 群には、SRP

を施した後にHMW-HAゲルもしくはBDNF/HMW-HA複合体ゲルを1歯あたり50 Lずつ、

ミニシリンジ（ネオ製薬工業、東京）を用いて歯周ポケット内に非外科的に注入し

た。処置後の経過観察期間は 2週間とした。 

(4) 灌流固定と組織標本の作製 

  処置後２週間後のプロービングを終えた個体をネンブタール®（大日本住友製薬、大

阪）の腹腔内注射で全身麻酔下におき、4%パラホルムアルデヒド（PFA）（富士フイル

ム和光純薬、大阪）で灌流固定を行った。下顎骨を摘出し、引き続き 4%PFA に 24 時

間浸漬した。その後、歯周組織を含めて歯 1 本ずつに分割し、10%エチレンジアミン

四酢酸（EDTA）（ナカライテスク、京都）に浸漬して脱灰した。12～16 週間浸漬した

後、通法に従ってパラフィンに包埋し、頬舌側方向に歯軸と並行に 5 m の厚さに薄

切した。パラフィン切片はキシレン（富士フイルム和光純薬）で脱パラフィンし、ヘ

マトキシリン・エオジン（HE）染色、アザン染色、免疫組織化学染色を施した。 

 

２．BDNF のマクロファージにおける抗炎症作用の検討 

炎症性サイトカイン発現という観点から BDNF の抗炎症作用を in vitro で検討する。

さらにその作用メカニズムを解析する。 

(1)  RAW264.7 の培養 

     細胞はマウスマクロファージ様細胞株である RAW264.7 を RIKEN（埼玉）から購入し

て使用した。培養は Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（DMEM）（Sigma-Aldrich、

Steinheim、Germany）に 10% fetal bovine serum（FBS）（Thermo Fisher Scientific）、

100 Units/mL penicillin（Sigma-Aldrich）、100 g/mL streptomycin（Sigma-Aldrich）

を添加したもの（培地 A）を使用し、37°C、5%CO2気相下で行った。 

(2)  リアルタイムＰＣＲ 

RAW264.7 をサブコンフルエントになるまで培地 Aで培養した。DMEM で 3回洗浄し 

た後、FBS を含まない培地 A（培地 B）に変更し、BDNF（R&D Systems）（最終濃度 50 ng/mL）



を 0～24 時間作用させた。培養終了後、PBS で洗浄し、RNA iso plus（タカラバイオ、

滋賀）で total RNA を抽出した。RNA 濃度は吸光度（260 nm、280 nm）を測定し算出

した。ReverTra Ace®（東洋紡、大阪）を用いて、精製した total RNA 1.0 g を逆転

写した。得られた cDNA をテンプレートとして、PowerUpTM SYBR® Green Master Mix

（Applied Biosystems、Foster City、CA）と StepOnePlusTM（Applied Biosystems）

を用いてリアルタイムでモニタリングし、mRNA 発現を定量的に解析した。 

 

３．BDNF のマクロファージ貪食能に及ぼす影響 

      RAW264.7 を BioCoatTM Collagen-I Coated Culture Slide（Corning）でおよそ 60%

コンフルエントになるまで培地 Aで培養した。DMEM で 3回洗浄した後、培地 Bに変更

し、BDNF（R&D Systems）を 50 ng/mL となるように作用させた。培養終了 30 分前に

Latex Beads-Rabbit IgG-FITC Complex（Phagocytosis Assay Kit）（Cayman Chemical、

Ann Arbor、MI）を培地中に加えて細胞に貪食させた。培養終了後は PBS（日水製薬）

で洗浄し、DAPI solution（同仁化学研究所）（1：250）で細胞核を染色して Fluoromount-G

（SouthernBiotech）で封入した。観察は正立蛍光顕微鏡イメージングシステム

（ECLIPSE E1000）（ニコンインテック、東京）で行い、CellInsightTM CX5（Thermo Fisher 

Scientific）で解析した。また、上記の BDNF 単独作用のほかに、TrkB 阻害剤である

K252a（Enzo Life Sciences、Farmingdale、NY）（最終濃度 50 nM）もしくは Rac1 阻

害剤（富士フイルム和光純薬）（最終濃度 100 M）を BDNF 作用の 30 分前に培地中に

添加した阻害実験も行った。さらに阻害剤のみ作用させて BDNF を加えない阻害剤単独

の実験も行った。Rac1 の活性は Rac1 Activation Assay Kit（abcam）を用いて調べた。 

 

４．研究成果 

BDNF による非外科的な歯周組織再生治療の可能性について、ビーグル犬に作製した軽度歯周

炎モデルを用いて実験を行った。歯周組織の臨床的指標と組織学的所見を総合して解析し、以

下の結果を得た。 

(1) BDNF 投与 2週間後に臨床的指標が他群と比較して最も改善した。 

(2) BDNF 投与 2週間後に炎症性細胞浸潤の減少と上皮の増殖抑制を認めた。 

(3) BDNF 投与 2週間後にコラーゲン線維の埋入を伴う新生セメント質と新生骨が観察され、

その周囲の細胞にオステオポンチンと TrkB の陽性反応が認められた。 

(4)BDNF 投与 6週間後では新生セメント質と新生歯槽骨が投与 2週間後と比較してより 

顕著に認められた。 

 

さらに、BDNF がマクロファージの活性に与える作用を in vitro の実験で調べ、以下の結果

を得た。 

(1) BDNF で刺激すると RAW264.7 の貪食能が亢進し、TrkB 阻害剤および Rac1 阻害剤の添加

で抑制された。 

(2) BDNF は RAW264.7 の GTP 結合型（活性型）Rac1 および Serine-リン酸化 Rac1 の発現を 

促進した。 

(3) BDNF で刺激すると IL-6、IL-1、TNF-の mRNA 発現がわずかに上昇し、TrkB 阻害剤の 

添加で抑制された。 

(4) IL-1は RAW264.7 の貪食能を亢進した。 



 

以上の結果から、BDNF は非外科的歯周治療と併用することで、過度の炎症を抑制し、セメント

質や歯周靭帯、歯槽骨などの歯周組織の再生を促進することが示唆された。また、in vivo で

認められた炎症制御の機序の一端として、BDNF がマクロファージの活性に及ぼす作用が考えら

れた。すなわち、BDNF はマクロファージの貪食能を亢進させることで創傷治癒の初期に起炎物

質の排除を促進し、歯周組織再生の促進に寄与している可能性が示唆された。 
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