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1.要旨 

 

 Glial Cell-Line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) は種々の細胞に対して運動能や増殖

の促進、組織修復の促進、そして形態発生の誘導など生体に対し多様な生物活性を持つこ

とが知られている。しかしながら現在のところ、歯根膜細胞に対する GDNFの作用につ

いて十分な解明はなされていない。そこで本研究では、(1) 歯根膜組織の創傷部位におけ

る GDNFの発現および影響の解明、ならびに(2) 歯根膜細胞 (HPDLC) 由来の GDNFが神

経細胞分化に及ぼす影響の解明を目的とした。傷害を与えたラット歯根周囲組織での創部

近傍の歯根膜細胞は抗 GDNF抗体に対して強い陽性反応を示した。そこで HPDLC を

interleukin-1 beta (IL-1) または tumor necrosis factor-alpha (TNF-) にて刺激した結果、

GDNFの発現が有意に上昇することが明らかとなった。また GDNF で刺激した HPDLC で

は bone sialo-protein (BSP) ならびに fibronectin の mRNAの有意な発現上昇を認め、さらに

約 2～3倍に走化性が促進した。次に、ラット副腎髄質褐色細胞腫由来細胞 (PC12) を用

いて、GDNFが神経細胞分化に与える影響について検討した。その結果、GDNFは PC12

の神経細胞分化を促進した。また、IL-1にて刺激した HPDLC の培養上清を用いて培養し

た PC12 は神経細胞分化が促進し、この反応は GDNF中和抗体により抑制された。 

本研究の結果から、GDNFは歯根膜組織の創傷治癒に関与する可能性が示唆された。ま

た IL-1刺激により産生が促された歯根膜細胞由来の GDNFは、神経再生に働く可能性が

示唆された。 
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2.緒言 

 

 歯根膜 (PDL; periodontal ligament) は、歯槽骨とセメント質の間に介在する密な結合

組織であり (Beertsen et al. 2000)、感覚受容や周囲の細胞への栄養供給において重要な役

割を果たすと考えられているが、重度の齲蝕や歯周炎などにより喪失することがあり、

歯の喪失と密接に関連することが知られている。過去の報告より歯根膜組織において線

維芽細胞、骨芽細胞ならびにセメント芽細胞への分化能を有する未分化な細胞が存在し 

(Ten et al. 1997)、歯根膜組織の再生に重要な役割を果たす可能性が示唆されている。 

(Fujii et al. 2008, Seo et al. 2004)。また近年、brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 

(Takeda et al. 2005)、basic fibroblast growth factor (bFGF) (Murakami et al. 2003) ならびに

transforming growth factor-1 (TGF-1) (Raja et al. 2009) などの成長因子や栄養因子が歯

根膜の再生を促すということが報告されている。 

Glial Cell-Line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) は栄養因子のひとつで、レセプタ

ーである GDNF family receptor alpha 1 (GFR1) と neural cell adhesion molecule (NCAM) 

(GFR1/NCAM) または GFR1と re-arranged during transformation (RET) (GFR1/RET) 

を介して、種々の組織や細胞に対して運動能や増殖そして組織修復促進、また形態発生

の誘導など生体に対し多様な生物活性を持つことが知られている (Airaksinen & Saarma 

2002)。GFR1/NCAM を介した GDNFシグナルは、Fyn kinase/focal adhesion kinase 経路

の活性化に関与し、神経形成および細胞遊走を促す (Paratcha et al. 2003)。もう一つのレ

セプターである GFR1/RET を介した GDNF シグナルは、Ras/mitogen-activated protein

経路や phosphatidylinositol-3 kinase/protein kinase B経路を活性化し、細胞の分化ならびに

遊走に関与することが知られている (Besset et al. 2000)。現在のところ、ヒト歯根膜細胞

(HPDLCs; human PDL cells) における GDNF レセプターの発現について解析した報告は

なされていない。 

これまでに GDNFは、正常組織の発達や組織修復に関与することが報告されている。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Airaksinen%20MS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saarma%20M%22%5BAuthor%5D
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その役割として、神経細胞の分化促進 (Lin et al. 1993)、腎臓の発生過程における尿管芽

の伸長の誘導 (Airaksinen & Saarma 2002)、ならびに精子幹細胞の分化の制御 (Sariola & 

Saarma 2003) が知られている。 

またGDNFは、 integrin V3を介したヒト軟骨肉腫細胞の遊走を促し (Su et al. 2009)、

神経芽細胞の走化性因子としての役割についても報告されている (Paratcha et al. 2006)。

細胞接着ならびに細胞遊走は、創傷治癒、胚発生および腫瘍細胞の転移など多様な生物

学的過程において中心的役割を果たす (Lauffenburger & Horwitz 1996)。細胞と細胞外基

質間の接着は細胞遊走に不可欠であり (Huttenlocher et al. 1995)、その多くがレセプター

である integrinによって介されている (Barczyk et al. 2010)。また integrin を介した細胞運

動は特定の integrinならびに細胞外基質によって生じると考えられている (Barczyk et al. 

2010)。integrin は、18種のならびに 8種のサブユニットが報告されており、24種の

異なるヘテロ二量体を形成する膜貫通型レセプターであることが知られている 

(Barczyk et al. 2010, Humphries et al. 2006)。細胞内において integrin は、細胞骨格および

シグナルタンパクと結合しており、これらを介して細胞運動の調節に寄与している 

(Kim et al. 2011)。integrin の結合部位のうち arginine-glycine-aspartic acid (RGD) 配列は、

integrin V1、V3、V5、IIb3、51により認識され、結合することが報告され

ている (Humphries et al. 2006)。この RGD配列は、bone sialo-protein (BSP)、fibronectin

ならびに osteopontin といった特定の細胞外基質タンパクに含まれている (Barczyk et al. 

2010)。 

さらに GDNFは、in vivo において炎症性サイトカインの発現を抑制し、実験的炎症性

腸炎の改善を促す働きを有している (Zhang et al. 2010)。また星状細胞において、

interleukin-1 beta (IL-1) ならびに tumor necrosis factor-alpha (TNF-) により発現が誘導

された GDNFは、神経保護作用を示した (Appel et al. 1997, Kuno et al. 2006)。

growth-associated protein-43 (Gap-43) は、神経細胞の成長円錐に発現し、神経形成ならび

に再生に関与する因子と考えられている (Chen et al. 2010)。ラット坐骨神経切断部位に

投与した GDNFは、Gap-43の発現を上昇し、さらに神経再生を促進した (Chen et al. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Airaksinen%20MS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Saarma%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lauffenburger%20DA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Horwitz%20AF%22%5BAuthor%5D
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2001)。これらの報告から、GDNFは組織修復ならびに神経再生に寄与する働きをもつ

と考えられる。しかしながらこれまで GDNF が、HPDLCs に与える影響について解析し

た報告はなされていない。 

そこで本研究では、(1) 歯根膜組織の創傷部位における GDNFの発現および影響の解

明、ならびに(2) HPDLC 由来の GDNFが神経細胞分化に及ぼす影響について解析するこ

とを目的とした。 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 5 - 

3.材料と方法 

 

3-1. 細胞培養 

HPDLC は、抜歯を目的として九州大学病院口腔外科を受診した 3名の患者 

(HPDLC-2G: 34歳女性、HPDLC-3D: 23歳女性、HPLC-3M: 26 歳男性) から同意を得た

後、第一小臼歯または第三大臼歯を抜歯し、これまでの報告を参考に単離した (Fujii et al. 

2006)。細胞は、37 ℃、5 % CO2、湿度 100 %条件下で、50 μg/mL ストレプトマイシン

ならびに 50 U/mLペニシリン (Gibco-BRL, Grand Island, NY) 含有の alpha-minimum 

essential medium (-MEM; Gibco-BRL) に 5 % ウシ胎児血清 (FBS; Gibco-BRL) を添加

した培地で培養した。細胞がコンフルエントになる前に、0.05 % トリプシン、および

0.02 % ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, 

Japan) 含有の phosphate-buffered saline (PBS; Gibco-BRL)を用いて細胞を剥離し、同様の

条件下で 4～6継代培養したものを本実験に用いた。またヒト乳腺癌細胞株 (MCF7; 

Riken Cell Bank, Tsukuba, Japan) は、HPDLC と同条件にて培養し、RETの遺伝子発現の

陽性コントロールとして用いた (Boulay et al. 2008)。ラット副腎髄質褐色細胞腫由来細

胞 (PC12; Riken Cell Bank) は、Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Gibco-BRL) 

に 10%FBS ならびに 10%ウマ血清 (HS; Gibco-BRL) を添加した培地中にて培養した。

全ての実験は九州大学大学院歯学研究院生命倫理委員会の承認の下で行った。 

 

3-2. タンパク発現解析 

 3-2-1. ラット歯根膜組織傷害モデルにおける免疫組織化学的染色 

 0.03 %抱水クロラール (13ml/kg; Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan) を 5週齢の雄性 SD

ラット (Kyudo Co. Ltd, Saga, Japan) の腹腔内に投与し、麻酔下にて左側上顎第一臼歯近

心口蓋側の歯根および周囲組織に、直径 2 mm の歯科用ラウンドバー (MANI, Inc., 

Tochigi, Japan) にて傷害を与えた。右側は非傷害側とした。ラットは傷害を与えてから
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72時間後に、4 % paraformaldehyde (Merck, Darmstadt, Germany) にて灌流固定し、上顎

骨を摘出した。摘出した試料は 10 % EDTA (Wako Pure Chemical Industries Ltd.)で 2週間

の脱灰後、OCTコンパウンド (Sakura Finetek, Inc., Torrance, CA) に包埋し、5 μm 薄切凍

結切片を作製した。免疫組織化学的染色は、これまでの報告を参考に行った (Monnouchi 

et al, 2011)。非特異的に反応するタンパクを 2 %BSA (Nakarai tesque Inc.) で blocking後、

一次抗体としてヤギ抗ラット/ヒト GDNF抗体 (anti-GDNF, 1:100; Santa Cruz 

Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) ならびにウサギ抗ラット IL-1抗体 (1:100; Santa 

Cruz Biotechnology) を用い、二次抗体として Alexa Fluor® 568標識抗ヤギ抗体 (1:200; 

Invitrogen, Carlsbad, CA) ならびにAlexa Fluor® 488標識抗ウサギ抗体 (1:200; Invitrogen) 

を用いて二重染色を行った。一次抗体を用いなかった切片を陰性コントロールとした。

画像解析には Biozero digital microscope (Keyence Corporation, Osaka, Japan) を使用した。 

3-2-2. ヒト歯根膜細胞における免疫細胞化学的染色 

0.5 % dimethyl sulfoxide (Wako, Osaka, Japan) 含有の 4 % PFAにて固定した HPDLC-3D

における GDNFおよび GFR1のタンパク発現は、一次抗体として anti-GDNF (1:100; 

Santa Cruz Biotechnology) ならびにウサギ抗ヒト GFR1抗体 (1:100; Santa Cruz 

Biotechnology) を用いて、免疫組織化学的染色法と同様の手順で行った。 

 3-2-3. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 法 

HPDLC-3Dならびに-3M を 10 ng/ml の IL-1 (PeproTech EC, London, UK) または

TNF- (PeproTech EC) にて刺激し 24時間後において、培養上清を採取した。GDNF 

ELISA kit (Promega, Madison, WI) を用いて、培養上清中の GDNFのタンパク濃度を定量

した。測定は Immuno Mini NJ-2300 (Microtec Co. Ltd, Chiba, Japan) を使用し、450 nm で

の吸光度を測定した。 

 

3-3. reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)法による遺伝子発現解析 

 3-3-1. 半定量的 RT-PCR法による GDNFレセプターの遺伝子発現解析 

HPDLCs の total RNA は、TRIzol Reagent (Invitrogen) を用いて回収した。First-strand 
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cDNA合成、ならびにPCR解析は、これまでの報告(Maeda et al. 2010, Tomokiyo et al. 2008) 

に準じて、Thermal Cycler Dice (Takara Bio Inc., Siga, Japan) を用いて行った。PCR 解析は、

Taq DNA polymerase (Invitrogen) を含む反応液を加えた cDNAをそれぞれ 94 ℃5分間加

熱した後、94 ℃30秒、各プライマーのアニーリング温度で 30秒、72 ℃30 秒の加熱を

1サイクルとし、cDNAの増幅を行った。反応後、PCR 産物を 1 mg/mL ethidium bromide 

(Invitrogen) 含有の 2 % agaroseゲル (Seakem ME; BioWhittaker Molecular Applications, 

Rockland, ME) にて電気泳動を行い、遺伝子発現解析を行った。内部標準遺伝子である

glycelaldehyde-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH) をコントロールとして用いた。使用し

たプライマーの塩基配列、各 PCR 産物の塩基対数、アニーリング温度、ならびにサイ

クル数を Table 1に示す。 

 3-3-2. 定量的 RT-PCR法 

First-strand cDNAは、total RNA に ExScript RT Reagent kit (Takara Bio Inc.) の反応液を

添加し、42 ℃15分、次いで 99 ℃2分加熱し、逆転写反応を行った。PCR解析は、First-strand 

cDNAを SYBR Green II (Takara Bio Inc.) 含有の反応液に加え、Thermal Cycler Dice Real 

Time System (Takara Bio Inc.) を用いて解析した。95 ℃で 10秒間加熱した後、95 ℃5秒、

60 ℃30秒のサイクルでDNAの増幅を 40サイクル行った。内部標準遺伝子である human 

beta-actin (β-act) または rat glycelaldehyde-3-phosphate dehydrogenase をコントロールと

し、delta-delta Ct（ΔΔCt）値にて目的遺伝子の発現量解析を行った。使用したプライマ

ーの塩基配列、各 PCR 産物の塩基対数、ならびにサイクル数を table 2に示す。 

 

3-4. HPDLCに対する GDNFの影響 

3-4-1. GDNF刺激による BSPならびに fibronectin の遺伝子発現解析 

GDNF (50 ng/ml, PeproTech EC)、GDNF中和抗体 (1 g/ml; GeneTex, San Antonio, TX, 

USA) およびマウスコントロール IgG (1 g/ml; Santa Cruz Biotechnology) を用いて、

HPDLC-3Dならびに-3M を 3、6および 9 時間刺激した。刺激後、total RNA を回収し、

定量的 RT-PCR 法にて BSP ならびに fibronectin の遺伝子発現解析を行った。 
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3-4-2. 走化性試験 

走化性試験は HPDLC-2G、-3D、-3M、セルカルチャーインサート (pore size 8 m; 

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ) ならびに 24ウェル細胞培養用プレート 

(Becton Dickinson Labware) を用いて行った。1 g/ml の RGD peptide (sequence: GRGDSP, 

Genenet, Fukuoka, Japan)、RGE peptide (sequence: GRGESP, Sigma-Aldrich)、integrin V3

中和抗体 (GeneTex) またはマウスコントロール IgG (SantaCruz Biotechnology) を、それ

ぞれ HPDLCs (細胞濃度: 3.4×10
3 個/ 200 l) に添加し 30分間の前処理後、セルカルチャ

ーインサート上に播種した。インサート底面が浸漬するように 24ウェルプレートには、

コントロール群として PBS、刺激群として GDNF (50 ng/ml) をそれぞれ含有した 750 l

の培地を加え、培養した。48時間後のインサート下面に移動した HPDLCs をメタノー

ル (Wako) にて固定し、1 % toluidine blue (Sigma) を用いて染色を行った。細胞数の計

測は顕微鏡ならびに FlvFs software (FLOVEL Ltd., Tokyo, Japan) を使用し、Scion Image 

Software (Scion Corporation, Walkersville, MD, USA) を用いて行った。 

3-4-3. 細胞遊走試験 (スクラッチ試験) 

HPDLC-3Dならびに-3M を 12ウェル細胞培養用プレート (Becton Dickinson Labware) 

に播種し、コンフルエントになるまで培養した。200 l ピペットチップ先端にて、それ

ぞれのウェルに幅 400 m程度に細胞を剥離し、PBS にて洗浄した。コントロール群と

して PBS、刺激群として GDNF (50 ng/ml) を含有した培地に、さらに 1 g/ml の GDNF

中和抗体 (GeneTex) またはマウスコントロール IgG (SantaCruz Biotechnology) を添加し

て培養した。培養後 0および 24時間後に顕微鏡下で撮影し、剥離した部位に遊走した

細胞数を計測した。 

 

3-5. PC12を用いた神経細胞様分化誘導実験 

3-5-1. HPDLC 由来の GDNF含有培地の回収 

HPDLC-3Dならびに-3M を、IL-1 (10 ng/ml; PeproTech EC) にて 24 時間刺激を行った

後、培地を除去し、さらに DMEMに置換して 24 時間培養した上清 (以後 IL-1-CM と
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称す) を回収した。またコントロールとして PBS を添加し、同様の手順で得た培養上清 

(以後 CM と称す) も回収した。 

 3-5-2. PC12の培養 

PC12 を ɸ35 mm 細胞培養用ディッシュ (Becton Dickinson Labware) に播種し、以下の

8群に分けて培養し、神経細胞様分化に及ぼす影響について解析を行った；① 10 %FBS+ 

10 %HS含有DMEM、② 10 %FBS+10 %HS含有DMEM+GDNF (50 ng/ml; PeproTech EC)、

③ 10 %FBS+10 %HS 含有 DMEM+GDNF+マウスコントロール IgG (1 g/ml; SantaCruz 

Biotechnology)、④ 10 %FBS+10 %HS 含有 DMEM+GDNF+GDNF中和抗体 (1 g/ml; 

GeneTex)、⑤ 10 %FBS+10 %HS 含有 CM、⑥ IL-1-CM、⑦ IL-1-CM+マウスコントロ

ール IgG (1 g/ml)、⑧ IL-1-CM+GDNF中和抗体 (1 g/ml)。これらを用いて 2日毎に全

量交換し 14日間培養を行った。培養開始から 3、5、7日目に、PC12 の細胞形態の画像

解析を行い、神経細胞様分化に及ぼす影響について比較検討した。分化判定は、過去の

報告に準じて (Vaskovsky et al. 2000)、細胞体の直径の 2倍以上の神経様突起を形成した

PC12 を分化した細胞と判定した。 

 また、14日間培養を行った PC12 から total RNAを回収した後、定量的 RT-PCR 法に

て、rat Gap-43の遺伝子発現解析を行った。 

 

3-6. 統計学的分析 

 全ての値において平均値±標準偏差にて示した。統計学的解析は Student’s t-test を用

いて統計学的有意差を検定し、p<0.05を有意差ありとした。 
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Table.1 Specific primer sequence, annealing temperature, cycle numbers, and product size 

for semi-quantitative RT-PCR 

 

Target gene 

(abbreviation) 
Primer sequence forward/reverse 

Annealing 

temperature 

(℃) 

Cycle 

numbers 

Size of 

products 

 (bp) 

 Integrin V 
5’- GCCCATGCCTGTGCCTGTGT -3’ 

58 32 150 
5’- TGAGGTGGCCGGACCCGTTT -3’ 

Integrin  
5’- CTACAATGATGTGGCCATCG -3’ 

60 34 198 
5’- GGATATCCATTGCCATCCAG -3’ 

Integrin 1 
5’- CAAAGGAACAGCAGAGAAGC -3’ 

62 34 520 
5’- GTGGAAAACACCAGCAGC -3’ 

Integrin 3 
5’- CCTACATGACGAAAATACCT -3’ 

53 34 516 
5’- AATCCCTCCCCACAAATACTG -3’ 

Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (G3PDH) 

5’- ACCACAGTCCATGCCATCCAC -3’ 
60 19 452 

5’- TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3’ 

GDNF family receptor alpha 1 

(GFR1) 

5’- AGACCATCGTGCCTGTGTGTGCT -3’ 
54 30 216 

5’- GGGTCATGACTGTGCCAATAAG -3’ 

Neural cell adhesion molecule 

(NCAM) 

5’- CTCCCACCAACCATCATCTGG -3’ 
58 33 561 

5’- GGCTTCACAGGTAAGAGTGA -3’ 

Re-arranged during transformation 

(RET) 

5’- GAAAAGTGGTCAAGGCAACG -3’ 
58 30 475 

5’- AAATCTTCATCTTCCGCCCC -3’ 
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Table.2 Specific primer sequence, annealing temperature, cycle numbers, and product size 

for quantitative RT-PCR 

Target gene 

(abbreviation) 
Primer sequence forward/reverse 

Annealing 

temperature 

(℃) 

Cycle 

numbers 

Size of 

products 

 (bp) 

β-actin 
5’- ATTGCCGACAGGATGCAGA -3’ 

60 40 89 
5’- GAGTACTTGCGCTCAGGAGGA -3’ 

Bone sialoprotein 5’- CTGGCACAGGGTATACAGGGTTAG -3’ 
60 40 182 

(BSP) 5’- ACTGGTGCCGTTTATGCCTTG -3’ 

Fibronectin 
5’- ACAGAACTATGATGCCGACCAGAAG -3’ 

60 40 104 
5’- ACTGATCTCCAATGCGGTACATGA -3’ 

Glial cell line-derived neurotrophic 

factor (GDNF) 

5’- CACCTGGAGTTAATGTCCAACCT -3’ 
60 40 179 

5’- AGCCACGACATCCCATAACTT -3’ 

rat G3PDH 
5’- TCGGCACCACCAACTGCTT -3’ 

60 40 96 
5’- TGGCAGTGATGGCATGGAC -3’ 

rat growth-associated protein 43 

(Gap-43) 

5’- GGCTCTGCTACTACCGATGC -3’ 

60 40 225 
5’- GGCTTGTTTAGGCTCCTCCT-3’ 

 



- 12 - 

4.結果 

 

4-1. ラット歯根膜組織傷害モデルならびに HPDLCs における GDNFの発現 

傷害を与えたラット歯根膜組織における GDNFの発現を解析するため、免疫組織化学

的染色を行った。その結果、傷害側では創部近傍の歯根膜組織において、抗 GDNF抗体

ならびに抗 IL-1抗体に対し、強陽性反応が観察された (Fig. 1A, C)。一方、非傷害側で

は抗 GDNF抗体に対して弱陽性反応を示し、抗 IL-1抗体に対する陽性反応は認めなか

った (Fig. 1B, E, F)。また傷害側第二臼歯における抗 GDNF抗体に対する陽性反応は、

非傷害側と同程度であった (Fig. 1D)。一次抗体を用いなかったコントロール群では、こ

れらの陽性反応は認められなかった (データ省略)。 

次にHPDLCsにおけるGDNFおよびGFR1の発現について検討するため免疫細胞化

学的染色を行った。HPDLC-3Dは抗 GDNF抗体および抗 GFR1抗体に対して陽性反応

を示した (Fig. 2A, C)。一次抗体を用いなかったコントロール群では、歯根膜細胞にお

ける陽性反応は認められなかった (Fig. 2B, D)。 

 

4-2. GDNFレセプターの発現 

 HPDLCsにおけるGDNFのレセプター発現について半定量的 RT-PCR法を用いて解析

した。その結果、HPDLC-2G、-3Dならびに-3MにおいてGFR1ならびにNCAMのmRNA

発現が認められたが、RET の mRNA発現は認められなかった (Fig. 2E)。対照的に MCF7

は GFR1ならびに RET の mRNAを発現し、NCAM の mRNA発現は認められず、過去

の報告と合致していた (Bouley et al. 2008)。 
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Figure 1. 傷害を与えたラット歯根膜組織における GDNF ならびに IL-1の免疫組織化学的染色法による

解析 

左側を傷害側 (A, C, D)、右側を非傷害側 (B, E, F)とし、ラット上顎第一臼歯近心口蓋側の歯根および周

囲組織に傷害を与えて 72時間後のGDNFの発現について、免疫組織化学的染色法を用いて解析を行った。

抗 GDNF 抗体 (赤)ならびに抗 IL-1抗体緑に対して、傷害側第一臼歯の創部近傍の歯根膜組織 (C)にお

いて強陽性反応を認めた。これと比較し、傷害側第二臼歯 (D)および非傷害側 (E, F)においては、抗 GDNF

抗体に対する弱陽性反応を認め、抗 IL-1抗体に対する陽性反応は認めなかった。細胞核は DAPI (青)に

て対比染色した。全ての切片はヘマトキシリン-エオジン染色を行った (A-F)。Scale bars = 100 µm、M1: 第

一臼歯、M2: 第二臼歯、Bu: 頬側、Dis: 遠心、Mes: 近心、Pa: 口蓋側、AB: 歯槽骨、Def: 傷害部位、

PDL: 歯根膜、R: 歯根 
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Figure 2. HPDLCsにおける GDNF 及びレセプター発現の解析 

培養した HPDLC-3D を固定後、抗 GDNF 抗体 (赤、A)ならびに抗 GFR1 抗体 (緑、C)を用いて免疫細胞

化学的染色を行った結果、細胞質に陽性反応を認めた。それぞれの一次抗体を反応させなかった場合、

陽性反応は検出されなかった (B、D)。細胞核は DAPI (青)にて対比染色した。Scale bars = 50 µm 

HPDLC-2G、-3D、-3Mならびに MCF7 における GFR1、NCAM および RET の遺伝子発現について、半

定量的 RT-PCR解析を行った (E)。 
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4-3. 炎症性サイトカインが HPDLCs の GDNF発現に及ぼす影響 

in vivoの実験結果から炎症性サイトカインが、GDNFの発現に影響を及ぼす可能性が

示唆された。そこで、in vitro において IL-1ならびに TNF-にて刺激した HPDLCs にお

ける GDNF タンパクの発現に与える影響について解析するために、ELISA 法により解

析を行った。その結果、IL-1刺激をした HPDLC-3D ならびに-3M の培養上清中にはそ

れぞれ 57.56±10.21、69.85±3.68pg/ml の GDNF発現が認められた (Fig. 3A)。無刺激群で

は HPDLC-3D において 15.48±2.57pg/ml、また-3M において 7.15±1.39pg/ml の GDNF 発

現が検出された。また、TNF-刺激群では HPDLC-3D ならびに-3M においてそれぞれ

29.19±1.67、38.77±3.47pg/ml、無刺激群においてそれぞれ 19.40±1.53、16.69±4.17pg/ml

の GDNF発現が検出された (Fig. 3B)。 

 

Figure 3. 炎症性サイトカインが HPDLCsの GDNF 発現に与える影響 

HPDLC-3D ならびに-3Mを PBS、IL-110 ng/ml、または TNF- (10 ng/ml、B)で 24時間刺激した。培

養上清中の GDNF 発現について ELISA法による解析を行った (n = 3、 errors, s.d.)。**p < 0.01 vs. control 

(PBS) 

 

4-4. GDNFが HPDLCs の走化性に及ぼす影響 

 GDNFが HPDLC の走化性に及ぼす影響を調べるため、インサートを用いた走化性試

験ならびに細胞遊走試験を行った。予備実験において GDNFは濃度依存的に HPDLC-2G

の走化性を促進し、50 ng/ml で最大の促進効果が認められたため、この濃度にて以後の
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実験を行った (Fig. 4A)。 

 48 時間 GDNF 刺激した HPDLC-2G、-3D ならびに-3M は、無刺激群と比較して走化

性が有意に促進した (Fig. 4A-F)。また、これらの HPDLCs における integrin V3なら

びに integrin 51の mRNA発現を調べた結果、integrin V3と比較して、integrin 51

の発現量は低かったことから (Fig. 4G)、GDNF による HPDLC の走化性の促進には

integrin V3が関与することが推察された。そこで integrin V3中和抗体による前処

理後に GDNF刺激を行い、走化性について検討した。その結果、integrin V3中和抗体

による前処理によって、GDNFによる走化性の促進が抑制された (Fig. 4B, D, F)。一方、

マウスコントロール IgG による前処理は、GDNFによる走化性の促進に影響を及ぼさな

かった (Fig. 4B, D, F)。 

 次に、RGD配列の関与について、RGD peptide ならびに RGE peptideにて前処理後、

走化性試験を行った。その結果、RGD peptideによる前処理によって、GDNFによる走

化性の促進が抑制された (Fig. 4C, E, F)。また RGE peptide による前処理は GDNFによ

る走化性の促進に影響を及ぼさなかった (Fig. 4C, E, F)。 

 走化性試験と同様に、細胞遊走試験では GDNF 刺激によって HPDLCs の遊走は有意

に促進した (Fig. 5)。さらに GDNF中和抗体の添加により、この細胞遊走は非刺激群と

同程度まで抑制された。 
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Figure 4. GDNF 刺激による HPDLCs の走化性の解析 

HPDLC-2G (A、B)、HPDLC-3D (C、D)ならびに HPDLC-3M 

(E)を、integrin αVβ3 中和抗体 (αVβ3) (1 µg/ml)、マウスコ

ントロール IgG (cIgG) (1 µg/ml)、RGD peptide (1 µg/ml)、

または RGE peptide (1 µg/ml)で 30分前処理し、PBS (cont)

または GDNF で刺激した。48 時間後、インサート下面に

移動した細胞数を計測した (n = 4、errors, s.d.)。**p < 0.01 

vs. non-stimulated (PBS)、††
p < 0.01 vs. GDNF 

HPDLC-2G、-3D、-3M における integrin V、3、5 な

らびに1の遺伝子発現について半定量的 RT-PCR解析を

行った (F)。 
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Figure 5. GDNF 刺激による HPDLCs 遊走能の解析 

HPDLC-3D (A、B)ならびに HPDLC-3M (C、D)をマウスコントロール IgG (cIgG) (1 µg/ml)または GDNF 中

和抗体 (anti-GDNF) (1 µg/ml)にて前処理後、PBS (cont)または GDNF (50 ng/ml)で刺激し、24時間後に細胞

を剥離した部位に遊走した細胞数を計測した (n = 3、errors, s.d.)。**p < 0.01 vs. non-stimulated (PBS)、††
p < 

0.01 vs. GDNF + anti-GDNF 

二本の破線間は細胞を剥離した部位に相当する (B、D)。Scale bars = 100 µm 
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4-5. GDNFが BSPならびに fibronectin の遺伝子発現に及ぼす影響 

走化性試験の結果から、GDNFによる HPDLC の遊走促進効果は、integrin V3およ

び RGD 配列を分子内に含む細胞外基質タンパクを介することが示唆された。そこで

GDNF刺激が、HPDLC-3D ならびに-3M における BSP ならびに fibronectin の遺伝子発現

に及ぼす影響について解析を行った。BSP ならびに fibronectin は分子中に RGD 配列を

有することが知られている (Barczyk et al. 2010)。GDNF添加から 3、6、9 時間後に定量

的 RT-PCR 法にて、これらの遺伝子発現を解析した。非刺激群と比較して、GDNF は 6

時間後をピークとして、これらの遺伝子発現を有意に促進する傾向が観察された (Fig. 

6)。さらに GDNF 中和抗体を GDNF 刺激群に添加した結果、BSP ならびに fibronectin

の遺伝子発現は非刺激群と同程度まで抑制された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. GDNF が HPDLCs の BSP ならびに fibronectin の発現に与える影響 

HPDLC-3D (A、B)ならびに-3M (C、D)を PBS、GDNF (50 ng/ml)、GDNF (50 ng/ml)+マウスコントロール

IgG (cIgG) (1 µg/ml)または GDNF (50 ng/ml)+GDNF 中和抗体 (anti-GDNF) (1 µg/ml)で刺激し、3、6および

9時間後のBSPならびに fibronectinの遺伝子発現について定量的 RT-PCR解析を行った (n = 3、errors, s.d.)。

*p < 0.05 vs. non-stimulated (PBS)、†
p < 0.05 vs. GDNF+anti-GDNF 
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4-6. HPDLCs 由来の GDNFが PC12 の神経細胞様分化へ及ぼす影響 

HPDLCs 由来の GDNF が神経細胞様分化に及ぼす影響を検討するため、PC12 を用い

て分化誘導実験を行った。PC12 は GDNF 存在下では、多数の神経様突起を伸長して神

経細胞様細胞へと分化することが知られている (Garbayo et al. 2007, Wissel et al. 2008)。

本実験においてもGDNF刺激により突起の伸長を認め、神経細胞の表現型を示した (Fig. 

7)。ELISA法によるタンパク発現解析の結果 (Fig. 3) に基づいて、IL-1にて 24時間刺

激した HPDLC-3Dならびに-3Mの培養上清 (IL-1-CM) を用いて PC12の培養を行った。

その結果、GDNF刺激群と比較して突起を伸長した PC12 が有意に増加した (Fig. 7)。ま

た GDNF 刺激群ならびに IL-1-CM 群に、GDNF 中和抗体を添加した PC12 では、突起

の伸長は抑制された (Fig. 7)。さらに 14日間培養した PC12 における Gap-43 mRNAの

発現を定量的 RT-PCR 法にて解析した結果、GDNF 刺激群ならびに IL-1-CM 群におい

て有意な発現上昇を認め、この効果は GDNF 中和抗体の添加により抑制された (Fig. 8)。 
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Figure 7. HPDLCs 由来の

GDNFが PC12の神経細胞様分

化に及ぼす影響 

HPDLC-3D (A、B)ならびに-3M 

(C、D)から採取した培養上清

を用いて、PC12 を DMEM 

(control)、DMEM+GDNF 

(GDNF、50 ng/ml)、GDNF+マ

ウスコントロール IgG (cIgG) 

(1 µg/ml)、GDNF+GDNF 中和

抗体 (anti-GDNF) (1 µg/ml)、

CM、IL-1-CM、

IL-1-CM+cIgG または

IL-1-CM+anti-GDNF の条件

下で 5日間培養を行った。そ

れぞれの条件下で神経細胞様

分化した PC12 の細胞数の割

合を計測した (A、C、n = 3、

errors, s.d.)。#
p < 0.05 vs. cont、

§
p < 0.05 vs. GDNF+anti-GDNF、

ǂ
p < 0.05 vs. GDNF、†

p < 0.05 vs. 

CM、*p < 0.05 vs. 

IL-1-CM+anti-GDNF 

それぞれの条件下における

PC12の位相差顕微鏡観察像を

示す (B、D)。矢頭は神経様突

起の伸長を認め、分化した

PC12を示す。Scale bars = 100 

m 
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Figure 8. HPDLC 由来の GDNF が PC12の Gap-43の発現に及ぼす影響 

HPDLC-3D (A)ならびに HPDLC-3M (B)から採取した培養上清を用いて、PC12をそれぞれの条件下で 14

日間培養し、Gap-43 の遺伝子発現について定量的 RT-PCR 解析を行った (n = 3、errors, s.d.)。ǂp < 0.05 vs. 

control、‡
p < 0.05 vs. GDNF + anti-GDNF、†

p < 0.05 vs. CM、*p < 0.05 vs. IL-1-CM+anti-GDNF 
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5.考察 

 

 本研究の結果から、以下のようなことが明らかになった; 1) 傷害を与えたラット歯

根膜組織において GDNFの発現上昇を認め、HPDLC では炎症性サイトカインである

IL-1ならびに TNF-刺激により GDNFタンパクの分泌が促された、2) HPDLC では

GFR1ならびに NCAM の発現を認め、GDNF刺激は HPDLC における BSP ならびに

fibronectin の発現上昇を認め、integrin V3および RGD配列を介した走化性の促進を

誘導した、3) PC12 を用いた神経細胞様分化誘導実験では、IL-1-CM は GDNFと同様

に分化を促した。 

 GDNFレセプターは GFR1/NCAMならびに GFR1/RETの 2種類が報告されている 

(Sariola & Saarma 2003)。MCF7は GFR1/RETを発現することが知られており (Boulay et 

al. 2008)、本研究においても同様の結果が得られた。したがって HPDLCs は

GFR1/NCAMを発現し、GDNFのシグナルを伝達すると推察された。 

 創傷治癒は炎症期、増殖期、組織修復期の過程から構成される (Guo & Dipietro 2010)。

創部近傍の歯根膜における GDNF発現の上昇は、傷害により惹起された炎症反応に起因

したものと推察される。歯周炎の早期において IL-1ならびに TNF-が発現し、これら

のサイトカインは炎症反応の調節に重要な役割を果たすと考えられている (Bartold & 

Narayanan 2000)。本研究では、HPDLCs において IL-1ならびに TNF-が GDNFの発現

を促進する結果が得られた。またこれまでに、GDNFが小腸粘膜において炎症反応を抑

制し (Zhang et al. 2010)、さらに GDNFの持続的投与により神経組織の再生が促進する

ことが報告がされている (Boyd & Gordon 2003)。これらのことから GDNFは、歯根膜組

織の炎症病態下で発現が促進し、創傷治癒に貢献する可能性があることが示唆された。 

 組織の治癒過程において細胞の遊走は重要なステップであることから、GDNFの細胞

走化性および遊走能について検討した。過去の報告で、GDNFは integrin V3を介して、

軟骨肉腫細胞の遊走を促す働きを有することが示されている (Su et al. 2009)。本研究に
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おいても同様に GDNF は、integrein V3ならびに RGD配列を介して HPDLC の走化性

を促進した。そこで GDNFが、RGD配列を有する細胞外基質の発現に及ぼす影響につ

いて検討することにした。歯根膜組織中に発現する RGD配列を含む細胞外基質タンパ

クには、BSP、fibronectin ならびに osteopontin が知られており、いずれも integrin V3

と結合することが報告されている (Abdullah & Larry 2006, Uitto & Larjava 1991)。BSPは、

セメント質と象牙質間の接着に関与し (Harahashi et al. 2010)、BSP および integrin V3

はヒト骨髄間質細胞ならびに前骨芽細胞の遊走を促すことが知られている (Abdullah 

and Larry 2006)。fibronectin は、歯根膜組織において細胞接着や遊走を促進することで創

傷治癒に重要な役割を果たし (Uitto and Larjava 1991)、またマウス血管平滑筋細胞の

integrin V3と結合し、その遊走を促すことが報告されている (Kappert et al. 2001, Keri 

et al. 2010)。これらの報告と併せて、GDNF は integrin V3ならびに BSP または

fibronectin を介した歯根膜細胞の走化性の促進に関与することで、歯根膜組織の創傷治

癒に貢献することが推察された。さらに in vivo での実験結果から、傷害を与えた歯根

膜組織では、24ならびに 72時間後において GDNFの発現が上昇した (Yamamoto et al. 

2012)。この結果は、GDNFが創傷治癒の早期の段階で何らかの重要な役割を担ってい

ることを示唆するものである。歯根膜組織の創傷治癒における GDNFの関与については、

今後さらなる検討が必要であると考えている。 

 神経細胞の分化は、種々の細胞外基質や神経栄養因子により誘導されることが知られ

ている (Lamoureux et al. 1992)。また歯根膜に存在する神経は、歯根膜組織の恒常性の維

持ならびに歯周組織再生に関して重要な意義を持つと考えられている (Fujiyama et al. 

2004, Tomokiyo et al. 2012)。そこで炎症性サイトカインによって刺激した HPDLCs から

分泌された GDNFが、神経細胞分化に及ぼす影響について検討するため、PC12 を用い

て分化誘導実験を行った。IL-1-CM にて培養した PC12 は、上清中に含まれる GDNF

によって突起を伸長し、神経細胞様細胞へ分化することが示唆された。さらに IL-1-CM

中の GDNFは、PC12 における Gap-43の発現促進にも関与した。また Gap-43は、ラッ

ト神経細胞の軸索終末の伸長過程で強発現し、シナプス形成に関与しており (Morita & 
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Miyata 2012)、また傷害を与えた末梢神経では Gap-43の発現が上昇し、神経突起の伸長

ならびに神経再生に関与すると考えられている (Huebner & Strittmatter 2009)。以上のこ

とから、IL-1刺激により産生された HPDLC 由来の GDNFは神経細胞分化に促進的に

働くことが推察された。 

 今後さらにGDNFノックアウトマウスにおける歯根膜の発生過程でのGDNF発現や、

傷害モデルにおける創傷治癒の比較、アニマルモデルを用いた歯根膜組織再生に及ぼす

影響について検証する計画である。 
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6.総括 

 

 本研究では、GDNF が歯根膜細胞に及ぼす影響について検討した。以下のように総

括する。 

 

1. GDNFは歯根膜細胞に働き、歯根膜組織の創傷治癒に関与する可能性が示唆された。 

2. IL-1刺激により産生が促された歯根膜細胞由来の GDNFは、神経再生に働く可能  

性が示唆された。 
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Figure Legends 

Figure 1. 傷害を与えたラット歯根膜組織におけるGDNFならびに IL-1の免疫組織化学

的染色法による解析 

左側を傷害側 (A, C, D)、右側を非傷害側 (B, E, F)とし、ラット上顎第一臼歯近心口蓋

側の歯根および周囲組織に傷害を与えて 72時間後の GDNFの発現について、免疫組織

化学的染色法を用いて解析を行った。抗 GDNF抗体 (赤)ならびに抗 IL-1抗体緑に対

して、傷害側第一臼歯の創部近傍の歯根膜組織 (C)において強陽性反応を認めた。これ

と比較し、傷害側第二臼歯 (D)および非傷害側 (E, F)においては、抗 GDNF抗体に対す

る弱陽性反応を認め、抗 IL-1抗体に対する陽性反応は認めなかった。細胞核は DAPI 

(青)にて対比染色した。全ての切片はヘマトキシリン-エオジン染色を行った (A-F)。

Scale bars = 100 µm、M1: 第一臼歯、M2: 第二臼歯、Bu: 頬側、Dis: 遠心、Mes: 近心、

Pa: 口蓋側、AB: 歯槽骨、Def: 傷害部位、PDL: 歯根膜、R: 歯根 

 

Figure 2. HPDLCs における GDNF及びレセプター発現の解析 

培養した HPDLC-3D を固定後、抗 GDNF抗体 (赤、A)ならびに抗 GFR1 抗体 (緑、C)

を用いて免疫細胞化学的染色を行った結果、細胞質に陽性反応を認めた。それぞれの一

次抗体を反応させなかった場合、陽性反応は検出されなかった (B、D)。細胞核は DAPI 

(青)にて対比染色した。Scale bars = 50 µm 

HPDLC-2G、-3D、-3M ならびに MCF7 における GFR1、NCAM および RETの遺伝子

発現について、半定量的 RT-PCR 解析を行った (E)。 

 

Figure 3. 炎症性サイトカインが HPDLCs の GDNF発現に与える影響 

HPDLC-3Dならびに-3M を PBS、IL-110 ng/ml、または TNF- (10 ng/ml、B)で 24

時間刺激した。培養上清中のGDNF発現について ELISA法による解析を行った (n = 3、 

errors, s.d.)。**p < 0.01 vs. control (PBS) 
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Figure 4. GDNF刺激による HPDLCs の走化性の解析 

HPDLC-2G (A、B)、HPDLC-3D (C、D)ならびに HPDLC-3M (E)を、integrin αVβ3中和抗

体 (αVβ3) (1 µg/ml)、マウスコントロール IgG (cIgG) (1 µg/ml)、RGD peptide (1 µg/ml)、

または RGE peptide (1 µg/ml)で 30分前処理し、PBS (cont)または GDNFで刺激した。48

時間後、インサート下面に移動した細胞数を計測した (n = 4、errors, s.d.)。**p < 0.01 vs. 

non-stimulated (PBS)、††
p < 0.01 vs. GDNF 

HPDLC-2G、-3D、-3M における integrin V、3、5ならびに1の遺伝子発現につい

て半定量的 RT-PCR 解析を行った (F)。 

 

Figure 5. GDNF刺激による HPDLCs 遊走能の解析 

HPDLC-3D (A、B)ならびに HPDLC-3M (C、D)をマウスコントロール IgG (cIgG) (1 µg/ml)

または GDNF中和抗体 (anti-GDNF) (1 µg/ml)にて前処理後、PBS (cont)または GDNF (50 

ng/ml)で刺激し、24 時間後に細胞を剥離した部位に遊走した細胞数を計測した (n = 3、

errors, s.d.)。**p < 0.01 vs. non-stimulated (PBS)、††
p < 0.01 vs. GDNF + anti-GDNF 

二本の破線間は細胞を剥離した部位に相当する (B、D)。Scale bars = 100 µm 

 

Figure 6. GDNFが HPDLCs の BSP ならびに fibronectin の発現に与える影響 

HPDLC-3D (A、B)ならびに-3M (C、D)を PBS、GDNF (50 ng/ml)、GDNF (50 ng/ml)+マ

ウスコントロール IgG (cIgG) (1 µg/ml)または GDNF (50 ng/ml)+GDNF中和抗体 

(anti-GDNF) (1 µg/ml)で刺激し、3、6および 9時間後の BSP ならびに fibronectin の遺伝

子発現について定量的 RT-PCR 解析を行った (n = 3、errors, s.d.)。*p < 0.05 vs. 

non-stimulated (PBS)、†
p < 0.05 vs. GDNF+anti-GDNF 

 

 

Figure 7. HPDLCs 由来の GDNFが PC12 の神経細胞様分化に及ぼす影響 

HPDLC-3D (A、B)ならびに-3M (C、D)から採取した培養上清を用いて、PC12 を DMEM 
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(control)、DMEM+GDNF (GDNF、50 ng/ml)、GDNF+マウスコントロール IgG (cIgG) (1 

µg/ml)、GDNF+GDNF 中和抗体 (anti-GDNF) (1 µg/ml)、CM、IL-1-CM、IL-1-CM+cIgG

または IL-1-CM+anti-GDNFの条件下で 5日間培養を行った。それぞれの条件下で神経

細胞様分化した PC12の細胞数の割合を計測した (A、C、n = 3、errors, s.d.)。#
p < 0.05 vs. 

cont、§
p < 0.05 vs. GDNF+anti-GDNF、ǂ

p < 0.05 vs. GDNF、†
p < 0.05 vs. CM、*p < 0.05 vs. 

IL-1-CM+anti-GDNF 

それぞれの条件下における PC12 の位相差顕微鏡観察像を示す (B、D)。矢頭は神経様

突起の伸長を認め、分化した PC12 を示す。Scale bars = 100 m 

 

Figure 8. HPDLC 由来の GDNFが PC12 の Gap-43 の発現に及ぼす影響 

HPDLC-3D (A)ならびに HPDLC-3M (B)から採取した培養上清を用いて、PC12 をそれぞ

れの条件下で 14日間培養し、Gap-43の遺伝子発現について定量的 RT-PCR 解析を行っ

た (n = 3、errors, s.d.)。ǂp < 0.05 vs. control、‡
p < 0.05 vs. GDNF + anti-GDNF、†

p < 0.05 vs. 

CM、*p < 0.05 vs. IL-1-CM+anti-GDNF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Immunohistochemical analysis of GDNF and IL-1 in PDL tissue in the surgically 

wounded side (A, C, D) and the non-wounded side (B, E, F) 3 day after surgery. Horizontal 

sections through the first and second molars in rat maxilla were prepared. Immunopositive 
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cells were visualized by anti-GDNF (red), and anti-IL-1 (green). Higher-magnification 

views of the rectangles shown in panels A and B are provided in panels C–F. More intensely 

staining are recognizable near the wounded area (C, left), when compared with normal PDL 

tissue from the second molar in the wounded side (D, left) or the first (E, left) and second (F, 

left) molars from the non-wounded side, which show weak staining. The tissue was 

counterstained with DAPI (blue). Hematoxylin and eosin staining of all sections were 

shown (A-F). Scale bars = 100 µm. M1, first molar; M2, second molar; Bu, buccal; Dis, 

distal; Mes, mesial; Pa, palatal; AB, alveolar bone; Def, defect site; PDL, periodontal 

ligament; R, tooth root.  

 

Fig. 2. Expression of GDNF and its receptor subunits in cultured HPDLCs. 

Immunocytochemical staining for GDNF (red; A) and GFRα1 (green; C) was performed 

using cultured HPDLC-3D cells. For a negative control, the primary antibody was omitted 

(B, D). The cells in all conditions were counterstained with DAPI (blue). Scale bars = 50 

µm. Expression of genes encoding GFRα1, NCAM, and RET in HPDLC-2G, HPDLC-3D, 

HPDLC-3M, and MCF7 cells was examined using semi-quantitative RT-PCR (E). 

 

 

Fig. 3. Expression of GDNF in HPDLC-3D and HPDLC-3M stimulated with 

pro-inflammatory cytokines. HPDLCs were treated with PBS, IL-1β (10 ng/ml, A), or 

TNF-α (10 ng/ml, B) for 24 h. Expression of GDNF was examined using an ELISA (n = 3; 

errors, s.d.). **p < 0.01 vs. control (PBS).  

 

Fig. 4. Comparison of the chemotactic activity of HPDLCs after stimulation with GDNF 

(50 ng/ml) using Transwell chambers. HPDLC-2G (A, B), HPDLC-3D (C, D) and 

HPDLC-3M (E) were pretreated with anti-integrin αVβ3 (αVβ3) (1 µg/ml), normal mouse 

control IgG (cIgG) (1 µg/ml), RGD peptide (1 µg/ml), or RGE peptide (1 µg/ml) for 30 min 

followed by stimulation with PBS (as a control, cont) or GDNF (50 ng/ml). Cells that 

traversed the chamber were counted after 48 h of culture (n = 4; errors, s.d.). **p < 0.01 vs. 

non-stimulated group (PBS) and 
††

p < 0.01 vs. GDNF-treated group. (F) Expression of 

genes encoding integrin αV and β3 subunits in HPDLCs was examined by semi-quantitative 

RT-PCR.  

 

Fig.5. Comparison of the migratory activity of HPDLCs by using a scratch wound healing 

assay. HPDLC-3D (A, B) and HPDLC-3M (C, D) were treated with PBS (as a control, 

cont) or GDNF (50 ng/ml) with or without anti-GDNF neutralizing antibody (1 µg/ml) or 

normal mouse control IgG (cIgG) (1 µg/ml, n = 3; errors, s.d.). **p < 0.01 vs. 

non-stimulated (PBS) and 
††

p < 0.01 vs. GDNF + anti-GDNF group. (B, D) The dashed 

lines delimit the initially wounded regions. At 24 h after wounding, the number of cells 
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migrated into the wound space were counted. Results are representative of three separate 

experiments. Scale bars = 100 µm. 

 

Fig. 6. Expressions of genes encoding BSP and fibronectin in HPDLCs stimulated with 

GDNF. HPDLC-3D (A, B) and HPDLC-3M (C, D) were treated with PBS or GDNF (50  

ng/ml) with or without anti-GDNF neutralizing antibody (1 µg/ml), and normal mouse 

control IgG (cIgG) (1 µg/ml). After 3, 6, and 9 h of treatment, gene expression was 

examined using quantitative RT-PCR (n = 3; errors, s.d.). *p < 0.05 vs. non-stimulated 

(PBS) and 
†
p < 0.05 vs. GDNF + anti-GDNF group. 

 

Fig. 7. Effects of GDNF secreted from HPDLCs on neurocytic differentiation of PC12cells. 

Neurocytic differentiation of PC12cells was examined after culturing in DMEM (control), 

DMEM+ GDNF (50ng/ml) with or without normal mouse control IgG (cIgG) and 

anti-GDNF neutralizing antibody (1 µg/ml), CM, IL-1-CM with or without normal mouse 

control IgG (cIgG) and anti-GDNF neutralizing antibody for 7 days. Culture of PC12cells 

on GDNF synthesized by HPDLC-3D (A, B) and HPDLC-3M (C, D). The percentage of 

differentiated PC12cells for each culture condition (A, C) (n = 3; errors, s.d.). 
ǂ
p < 0.05 vs. 

GDNF, 
†
p < 0.05 vs. CM and *p < 0.05 vs. IL-1-CM+anti-GDNF group. Phase-contrast 

microscopic images of each culture condition are shown (B, D). Arrowheads show 

differentiated PC12 cells that extended neurite-like processes. Results are representative of 

three separate experiments. Scale bars = 100mm. 

 

Fig. 8. Expressions of gene encoding Gap-43 in PC12cells. HPDLC-3D (A) and 

HPDLC-3M (B) were culutured with DMEM (control), DMEM+ GDNF (50ng/ml) with or 

without normal mouse control IgG (cIgG) and anti-GDNF neutralizing antibody (1 µg/ml), 

CM, IL-1-CM with or without normal mouse control IgG (cIgG) and anti-GDNF 

neutralizing antibody for 14 days. Gene expression was examined using quantitative 

RT-PCR (n = 3; errors, s.d.). ǂp < 0.05 vs. control, 
‡
p < 0.05 vs. GDNF + anti-GDNF, 

†
p < 

0.05 vs. CM and *p < 0.05 vs. IL-1-CM+anti-GDNF group. 

 

Table 1. Primer sequence, product size, annealing temperature, cycle numbers for 

semi-quantitative RT-PCR 

 

Table 2. Primer sequence, product size, annealing temperature for quantitative RT-PCR 
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