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研究成果の概要（和文）：ラット三叉神経節細胞を分離し、マトリゲル処理を行った 37℃ CO2
チャンバー内で培養した。また、海馬細胞は市販のものを使用した。経時的に、細胞形態の変

化を観察・記録し、コントロール群と比較したところ、A 型ボツリヌス毒素添加群の方が細胞

寿命が長期化することが観察された。また、細胞から発生する樹状突起長を計測すると、A 型

ボツリヌス毒素添加群の方が長いことが理解できた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Dissociated rat trigeminal ganglion somata were incubated with 
matrigel in 37℃ CO2 condition. Commercially available hippocampus neuron was used in 
this study. Neuronal change was observed and the neuron that incubated with type A 
Botulinum toxin was survived longer than control. Also, dendrite of the neuron with 
Rotulinum toxin was longer than control neuron. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
交付決定額 2,700,000 810,000 3,510,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：補綴系歯学 
キーワード：ボツリヌス毒素、神経細胞、活性、長寿命化、トレハロース、海馬、 三叉神経 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 歯科補綴臨床は口腔機能を回復すること
が治療目標であり、そのために我々は日々の
診療を行っている。口腔機能回復には形態的、
機能的な再建・再生が必要であり、不幸にし
て下顎骨が離断された患者では骨組織再生
とともに知覚・運動などの機能的な神経再生
が求められる。形態的な骨組織再生は近年著
しい進歩が認められる（細川 他 2009）が、
機能的な神経再生に関しては、今後更なる発
展が必要であり、大いに期待される分野であ

る 。 我 々 は 三 叉 神 経 節 細 胞 培 養 過 程
（Kitamura et al. Neuroscience 2009）に
おいて、毒素成分のみを精製した改良 A型ボ
ツリヌス毒素（BoNT/A）を加えると、その寿
命が延長されることを偶然発見した。そのた
め、本研究においては BoNT/A の神経細胞長
寿命化の効果、神経切断モデルでの神経再生
効果、パーキンソンモデルマウスへの脳内注
射による病態進行抑制効果に関して検討す
る。 
 国内外において、BoNT を用いて三叉神経節
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細胞を培養した報告はほとんど見られず、ま
た、神経節細胞が活性化されることを報告し
たものは全く見られない。中枢神経再生にお
いては iPS細胞を利用する研究が進展してお
り、将来的には臨床応用が可能であると考え
られる。しかしながら、現時点では iPS 細胞
の臨床応用は腫瘍化の問題がクリアできて
いないと考えられている。 
 
 
２．研究の目的 
 歯科補綴臨床では形態的、機能的に口腔環
境を再生することが求められている。骨再生
など形態的な再生に関する研究はかなり進
歩が見られているが、機能的な口腔環境の再
生に関しては、進んでいるとは言い難い状況
である。我々は神経細胞培養過程において、
改良 A型ボツリヌス毒素（BoNT/A）が神経細
胞を長寿命化することを発見したことから、
BoNT/A に神経細胞を再生させる効果がある
のではないかと考えている。本研究では
BoNT/A の神経細胞長寿命化の効果に関して
検討する。 
 
 
３．研究の方法 

BoNT/A 培養による神経細胞の変化 
三叉神経節細胞ならびに海馬細胞を培養

する段階において BoNT/A を添加し、細胞寿
命観察、樹状突起長計測を行い、コントロー
ル細胞と比較することにより、細胞の変化を
観察する。また、突起伸長促進因子や突起伸
長阻害因子との比較も観察する。 
 
 
４．研究成果 

精製 A型ボツリヌス毒素（BoNT/A）培養に
よる神経細胞の変化 
 BoNT/A が神経細胞を長寿命化・活性化する
のかを観察した。ペントバルビタール麻酔下
でラットから三叉神経節を摘出し、コラゲナ
ーゼとトリプシン処理を行い、細胞を分離し
た。分離された神経節細胞はマトリゲル処理
を行った 37℃ CO2チャンバー内で培養した。

また、海馬細胞は市販のものを使用した。
BoNT/A 培養群においては BoNT/A を 10MLD 添
加した。その後、経時的に、細胞形態の変化
を観察・記録し、コントロール群と比較した
ところ、細胞寿命が長期化することが観察さ
れた。また、細胞から発生する樹状突起長を
計測すると、BoNT/A 添加群の方が長いことが
理解できた。 
 ただし、トレハロース添加群でも樹状突起
長がコントロールよりも長いという結果で
あったので、トレハロースが効果を示してい
る可能性もあり、今後の検討課題である。 
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