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研究成果の概要：本研究では、マウス下歯槽神経の切断術後、持続的にリコンビナン

ト神経栄養因子を投与し、歯根膜ルフィニ神経終末の再生過程を検索し、リコンビナ

ント神経栄養因子投与のより効果的な作用時期、投与時期を明らかにすることを最終

目的としている。trkB のリガンドである BDNF と NT-4/5 の役割について、BDNF-KO

マウス（ヘテロ型）、NT-4/5-KO マウス（ホモ型）に対して、下歯槽神経切断実験を

行い、BDNF は神経再生過程の全般にわたり、また NT-4/5 は神経再生過程の初期に関

与することが想像された。一方、ラット下歯槽神経切断実験では、GDNF が歯根膜ル

フィニ神経終末の成熟過程に関与していることが示唆され、歯根膜神経の再生過程に

は複数の神経栄養因子が時期依存的に関与していることが考えられた。また、

NT-4/5-KO マウス（ホモ型）に対する浸透圧ポンプを利用した持続的リコンビナント

NT4/5 投与実験により、持続的リコンビナント神経栄養因子の投与は歯根膜神経の再

生を促進することが明らかとなった。
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1． 研究開始当初の背景

下歯槽神経は下顎孔から下顎管に入り

下顎の歯および歯周組織を支配する知覚

神経である。この解剖学的特徴から、顎

変形症手術や智歯の難抜歯といった口腔

外科手術の際、下歯槽神経はしばしば損

傷を受け、知覚麻痺や知覚過敏といった

偶発症を起こしやすい。これらに対する

効果的な治療法も確立されていないこと

もあり、神経症状の回復には長期間要す

ることは周知の事実である。

末梢神経は中枢神経に比べ、再生する

ことが可能である。神経線維の再生過程

で は さ ま ざ ま な 神 経 栄 養 因 子

neurotrophin と 同 受 容 体 neurotrophin

receptor が関与していることが明らかに

されている。神経栄養因子は神経の発生、

再生、維持、生存に必須の因子であり、

これらは特異的な神経栄養因子受容体に

結合することで、その生物学的効果を発

揮する。

これまで、我々の研究グループはげっ

歯類切歯歯根膜を対象として、下歯槽神

経傷害後に起こる歯根膜神経の再生過程

を、免疫組織化学的手法および画像解析

法を用いて明らかにしてきた。げっ歯類

切歯歯根膜には特徴的な形態を示す低域

値遅順応性伸展受容器であるルフィニ神

経終末が豊富に存在する。我々の研究グ

ループはこの歯根膜ルフィニ神経終末が

成体でも、低親和性神経栄養因子受容体

(p75-NGFR)と高親和性神経栄養因子受

容体(TrkB)を発現していることから、歯

根膜ルフィニ神経終末は他の関節の機械

受容器より早く再生が進行する想像され

ている。

高親和性神経栄養因子受容体である

TrkB のリガンドが脳神経由来神経栄養

因 子 (brain derived-neurotrophic factor;

BDNF)と neurotrophin-4/5 (NT-4/5)である

ことから、我々はこれら遺伝子改変マウ

スを用いて、下歯槽神経切断後における

歯根膜ルフィニ神経終末の再生過程を経

日的に検索し、これら二種類の神経栄養

因子が歯根膜神経の再生過程に深く関与

していることを示唆した。一方、最近、

我々の研究グループの Aita はグリア細胞

株 由 来 神 経 栄 養 因 子 (glial cell

line-derived neurotrophic factor; GDNF)が

歯根膜ルフィニ神経終末の成熟過程に重

要な役割を果たしている可能性を示した。

これらの所見は下歯槽神経傷害時に時期

特異的に異なった神経栄養因子が関与し、

これらの因子を時期特異的に作用させれ

ば、より効果的な神経再生を引き起こす

ことができる可能性を示している。

2． 研究の目的

本研究では、マウスに下歯槽神経の切

断術を行い、背部皮下にミニ浸透圧ポン

プを埋入し、持続的にリコンビナント神

経栄養因子を投与し、免疫細胞化学的な

らびに画像処理法を用いた統計処理法を

用いて歯根膜ルフィニ神経終末の再生過

程を検索する。このことにより、リコン

ビナント神経栄養因子投与のより効果的

な作用時期、投与時期を明らかにするこ

とができる。また、BDNF や NT-4/5 など

の神経栄養因子が歯根膜組織で産生され

ていると考えられるので、下歯槽神経切

断後における歯根膜組織をレーザーマイ

クロダイセクション法により採取し、歯

根膜組織におけるBDNFやNT-4/5のタン

パク発現量を定量化し、「下歯槽神経傷

害時に時期特異的に異なった神経栄養因

子が関与する」というこれまでの我々の

仮説を検証する。

３．研究の方法

(1) 下歯槽神経切断モデルの作成

８％抱水クロラール腹腔内麻酔下で、

手術用顕微鏡を用いて各動物の片側の

下歯槽神経を切断する(Exp群)。切断方

法は Atsumi et al. (Brain Res., 1999)



に準じた。反対側は下歯槽神経を露出

後、切断せず、Sham群とし、無処置群

はcontrol群とした。

(2) 歯根膜ルフィニ神経終末の免疫組

織化学的同定

経日的に4％パラフォルム固定液で

還流固定を施し、下顎骨を取り出した。

下顎骨は10％EDTA溶液で脱灰し、氷晶

防止処置後、凍結切片を作成し、神経

特異タンパクの一つであるprotein gene

product 9.5 (PGP 9.5)またはグリアタ

ンパクであるS-100タンパクの免疫染

色を施した。なお、神経線維の分布密

度の計測はNIH Imageを用いて行った。

(3) ミニ浸透圧ポンプの埋入動物に対

する免疫染色、画像解析

動物の背部皮下にリコンビナントN

T-4/5 (Pepro Tech EC, London, UK)、

滅菌生理食塩水を満たしたミニ浸透圧

ポンプ (DURECT corp.社製Micro-osmi

c pump model 1002)を埋入した。この

ポンプの流量は１時間当たり0.5μlで

ある。

経日的に凍結切片を作成し、PGP 9.

5の免疫染色を施し、NIH imageにて神

経分布密度を計測した。

4．研究成果

(1) BDNF-KO マウス（ヘテロ型）、

NT-4/5-KO マウス（ホモ型）の下歯槽神

経を切断し、神経線維の特異的マーカー

である protein gene product9.5（PGP9.5）

の抗体による免疫染色を行い、歯根膜神

経の再生過程の定量化を画像解析法によ

り求めたところ、BDNF は神経再生過程

の全般にわたり、また NT- 4/5 は神経再

生過程の初期に関与することが想像され

た。一方、GDNF が歯根膜神経終末の成

熟過程に関与していることが報告されて

いることから、歯根膜神経の再生過程に

は複数の神経栄養因子が時期依存的に関

与していることが考えられた。

【BDNF、NT-4/5 遺伝子改変マウスにお

ける歯根膜神経分布密度減少率の経日的

変化】

(2) Atsumi らの方法に従い、ラット下歯槽

神経を切断し、下顎切歯歯根膜における

GDNF の発現変化を免疫組織化学で染色

したところ、切断後３日～１週には歯根

膜ルフィニ神経終末に付属する終末シュ

ワン細胞は消失し、正常時には存在しな

い歯牙寄りの歯根膜 (tooth-related part;

TRP)にシュワン細胞が遊走した。この細

胞は紡錘形を示し、また GDNF は陰性で

あった。切断後２週でこの GDNF 陽性細

胞の数はピークに達したが、以後、TRP

から消失した。一方、この時期、歯根膜

ルフィニ神経終末は再生が進むとともに、

GDNF 陽性の終末シュワン細胞が出現し

た。
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【下歯槽神経切断によるシュワン細胞の

変化】

(3) NT-4/5-KO マウス（ホモ型）に対する

浸透圧ポンプを利用した持続的リコンビ

ナント NT4/5 投与実験では、下歯槽神経

切断後７日、14 日後の神経密度は vehicle

群に比べそれぞれ上昇したが、7 日と 14

日後の上昇率に有意差はなかった。また、

下歯槽神経傷害を行わなかった群の歯根

膜神経の密度も上昇した。このことから、

持続的リコンビナント神経栄養因子の投

与は歯根膜神経の再生を促進することが

明らかとなった。

【リコンビナント NT-4/5 投与による神

経分布密度の変化】

これらのことは GDNF が歯根膜ルフィ

ニ神経終末の再生過程の成熟期に関与す

ることを示している。前年度の研究成果

と考えあわすと、BDNF は歯根膜ルフィ

ニ神経終末の再生のトリガーとなり、再

生期間中にわたって作用し、NT-4/5 は再

生の初期、GDNF は再生の成熟期に作用

していることが伺え、歯根膜ルフィニ神

経終末の再生には多様な神経栄養因子が

時期依存的に作用していることが考えら

れた。

５．主な発表論文等

〔雑誌論文〕（計 0 件）

〔学会発表〕（計 0 件）

〔図書〕（計 0 件）

〔産業財産権〕

○ 出願状況（計 0件）

○取得状況（計 0 件）

〔その他〕

ホームページ等

なし

６．研究組織

(1) 研究代表者

安島 久雄（AJIMA HISAO）

新潟大学 医歯学病院・助教

研究者番号：80377150

(2)研究分担者

なし

(3)連携研究者

なし
0

2

4

6

8

10

12

14

untreated control vehicle control NT-4/5

administration

PO 7 days PO 14 days

R
e
la
ti
v
e
ra
ti
o
o
f
im
m
u
n
o
p
o
s
it
iv
e
a
re
a

to
d
e
fi
n
e
d
a
re
a
(%
)

＊
＊

NS

＊
＊

NS


