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研究成果の概要（和文）：我々が樹立した象牙芽細胞様細胞株(KN-3	
 細胞)を用い、骨形成促進

因子（BMP-2）および線維芽細胞増殖因子（FGF-2）が象牙芽細胞分化に与える影響を検討した

ところ、BMP-2 誘導性 Smad シグナル伝達経路および FGF-2 誘導性 ERK シグナル経路の活性化が

KN-3 細胞の分化に影響を与えることが解明された。これにより、象牙質-歯髄複合体再生療法

確立に向けて有用となる知見を得ることができた。	
 

 
研究成果の概要（英文）：We	
 examined	
 the	
 effects	
 of	
 Bone	
 Morphogenic	
 Protein-2	
 (BMP-2)	
 and	
 
Fibroblast	
 Growth	
 Factor-2	
 (FGF-2),	
 on	
 the	
 odontoblast	
 differentiation	
 of	
 KN-3	
 cells,	
 
a	
 cell	
 line	
 that	
 we	
 established	
 from	
 dental	
 pulp.	
 	
 Our	
 results	
 indicate	
 that	
 BMP-2	
 and	
 
FGF-2	
 play	
 critical	
 roles	
 in	
 induction	
 of	
 the	
 odontoblast	
 properties	
 of	
 KN-3	
 cells	
 via	
 
activation	
 of	
 Smad	
 and	
 ERK	
 signaling	
 pathways,	
 respectively.	
 	
 We	
 could	
 have	
 useful	
 
knowledge	
 about	
 the	
 establishment	
 of	
 wound	
 healing	
 and	
 local	
 regeneration	
 of	
 dentin-pulp	
 
complex.	
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研究分野：医歯薬学 
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キーワード：象牙質・歯髄複合体、再生医療 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 国民生活の質の向上に健全な歯の維持が
重要であること、および健全な歯の維持には
歯髄が重要な役割を果たしていることは周
知の事実である。現在、一般歯科医院におい
ても小規模な露髄に対する歯髄保存療法は
実践されている。一方、広範囲にわたる齲蝕
や歯の破折等では傷害を受けた歯髄の保存
の可否判断が困難なため、抜髄処置を選択す

る歯科医師が多い。現在、専用機器と技術を
駆使することで高精度な歯内治療の実施が
可能であるが、歯・根尖歯周組織は解剖学的
に複雑な形態を有しているため治療レベル
には限界がある。歯内治療の困難さや不確実
さの結果として根尖病変再発を繰り返し、最
終的に抜歯に至る症例も少なくないのも現
代歯科医療の現状である。 
	
 歯髄喪失による歯の機能低下あるいは喪
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失を阻止し現代歯科医療の限界を克服する
ため、残存する歯髄を利用した象牙質−歯髄
複合体の創傷治癒・再生療法を確立すること
は必須の課題であるといえる。	
 
	
 これまでに私は、歯髄再生において必要不
可欠な神経組織再生を目的とした研究を行
ってきた。神経細胞分化機構の研究に広く利
用されている PC12 細胞を用い、生体内に豊
富に存在する細胞外基質の 1つであるヒアル
ロン酸の神経細胞分化への影響について検
討した。その結果、ヒアルロン酸は神経細胞
分化を抑制することを明らかにした(Exp	
 
Cell	
 Res、2009)。	
 
	
 一方、私の所属する研究グループでは、ラ
ット歯髄から、象牙芽細胞に特徴的な遺伝子
（Runx-2、DSPP、collagen	
 type	
 Ⅰ）の発現
と石灰化能を示す象牙芽細胞様歯髄細胞株
(KN-3細胞)を樹立している(J	
 Endod、2007)。
KN-3 細胞を用いて、我々は細菌由来リポ多糖
（LPS）が KN-3 細胞の示す象牙芽細胞への分
化と石灰化能に影響を与えること、LPS によ
る KN-3 細胞の炎症応答誘導と石灰化抑制を
オゾン水が抑制することを明らかにしてき
た(J	
 Endod、2009)。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 本研究の最終目標は歯髄創傷治癒メカニ
ズムの解明と象牙質・歯髄複合体再生療法の
確立にある。最終目標の達成に向け、本研究
では、我々が樹立した象牙芽細胞様細胞株
(KN-3	
 細胞)を用い、歯の発生過程で重要な
役割を果たしている骨形成促進因子（Bone	
 
Morphogenetic	
 Protein-2,	
 BMP-2）および線
維芽細胞増殖因子（ Fibroblast	
 Growth	
 
Factor-2,	
 FGF-2）が象牙芽細胞分化に与え
る影響を検討し、象牙芽細胞分化と象牙質形
成メカニズムを明らかにすることを目的と
している。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)ラット切歯歯髄由来の象牙芽細胞様細胞
株（KN-3	
 細胞）の単層培養を行い、BMP-2	
 存
在下・非存在下で一定時間培養後、位相差顕
微鏡観察下で形態変化の観察を行うととも
に、細胞増殖能に及ぼす影響を WST-1	
 assay	
 
で、石灰化能へ及ぼす影響をアルカリフォス
ファターゼ（ALP）活性で検討する。さらに、
BMP-2	
 刺激の細胞内シグナル伝達分子であ
る各種 Smad	
 の発現とリン酸化、および象牙
芽細胞分化マーカーである DSP、DMP-1	
 の発
現をウエスタンブロット法で検討する。	
 
(2)(1)同様に KN-3	
 細胞において FGF-2 存在
下・非存在下で一定時間培養後、位相差顕微
鏡観察下で形態変化の観察を行う.	
 さらに、
FGF-2	
 刺激の細胞内シグナル伝達分子であ
る Akt および MAPK の発現とリン酸化、およ
び象牙芽細胞分化マーカーである DSP、DMP-1,	
 

および Nestin	
 の発現をウエスタンブロット
法で検討する。また，FGF-2 を刺激した KN-3
細胞に対して，シグナル伝達に関与するタン
パク質阻害剤を使用することによって、その
影響を検討する．	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)KN-3	
 細胞に影響を及ぼす BMP-2	
 の至適
濃度の決定	
 
	
 ①BMP-2 の存在下・非存在下で KN-3 細胞を
培養後、形態変化を位相差顕微鏡で観察した
ところ、BMP-2 により KN-3 細胞の形態に大き
な変化はみとめられなかった（図 1）．	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 図１；形態学的変化	
 
	
 
②細胞中のミトコンドリア脱水素酵素によ
るテトラゾリウム塩（WST-1）のホルマザン
色素への変換を測定することによる細胞増
殖能への影響を検討したところ BNP-2 刺激に
よる影響は認められなかった（図 2）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図２；細胞増殖能の変化	
 
③アルカリ性フォスファターゼ（ＡＬＰ）活
性測定による石灰化能への影響を検討した
ところ、BNP-2 刺激による影響は認められな
かった（図 3）。	
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図３；ALP 活性の変化	
 
	
 
①〜③より、至適濃度を 100	
 ng/ml に決定し
た。	
 
	
 
④KN-3 細胞における BMP-2	
 刺激の細胞内シ
グナル伝達分子である各種 Smad	
 の発現とリ
ン酸化をウエスタンブロット法で検討した
ところ、100	
 ng/ml	
 BMP-2 を 30 分間刺激した
時に Smad1/5/8 のリン酸化発現は最も強く、
Smad6 および Smad7 の発現は時間依存的に発
現が上昇した（図 4）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
図４；Smad の発現およびリン酸化	
 

	
 
	
 
⑤100	
 ng/ml	
 BMP-2	
 刺激した KN-3 細胞の象
牙芽細胞分化マーカーである DSP、DMP-1	
 の
発現をウエスタンブロット法で検討したと
ころ、時間依存的に発現が上昇した（図 5）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図５；象牙芽細胞分化マーカーの発現	
 
	
 
④および⑤より KN-3 細胞の BMP-2 による象
牙芽細胞への分化には	
 Smad シグナル伝達
経路の活性が関与していることが示唆され
た（図 6）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図６；KN-3 細胞の Smad シグナル経路図	
 

	
 
	
 
(2)KN-3	
 細胞に影響を及ぼす FGF-2	
 の影響	
 
	
 
①FGF-2 の存在下・非存在下で KN-3 細胞を培
養後、形態変化を位相差顕微鏡で観察したと
ころ、FGF-2 刺激により KN-3 細胞は細胞突起
伸長が認められた（図 7）．	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図７；形態学的変化	
 
	
 

②WST-1 による細胞増殖能への影響を検討し
たところ FGF-2 刺激により KN-3 細胞は細胞
増殖傾向が認められた（図 8）。	
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Figure 3  

Time 
(hour) 

《結果》
(1)-1 位相差顕微鏡による形態学的観察

Negative control

《結果》
(1)-1 位相差顕微鏡による形態学的観察
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図８；細胞増殖能の変化	
 
	
 
③ALP 活性測定による石灰化能への影響を検
討したところ、BNP-2 刺激による石灰化能は
低下した（図 9）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図９；ALP 活性の変化	
 
	
 
④FGF-2	
 刺激した KN-3 細胞の神経細胞分化
マーカーである Neurofilament	
 68（NF68）の
発現をウエスタンブロット法で検討した。
Control として神経成長因子（Nerve	
 Growth	
 
Factor；NGF）を刺激すると神経細胞に分化
する PC12 細胞（ラット由来副腎髄質褐色細
胞腫細胞）を使用した。KN-3 細胞において
NF68 の発現は認められなかった（図 10）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図１０；NF68 の発現	
 
	
 
⑤FGF-2	
 刺激した KN-3 細胞の DSP、DMP-1、
Nestin の発現をウエスタンブロット法で検
討したところ、DSP の発現の上昇が認められ
た（図 11）。	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図１１；象牙芽細胞分化マーカーの発現	
 

	
 
⑥KN-3 細胞における FGF-2	
 刺激の細胞内シ
グナル伝達分子である Akt および MAPK の発
現とリン酸化をウエスタンブロット法で検
討したところ、5	
 ng/ml	
 FGF-2 を 30 分間刺激
した時に ERK のリン酸化は最も強く発現した
（図 12）。	
 

30 min. 
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図１２；ERK の発現	
 
	
 
①〜⑥より、象牙芽細胞の特徴を有する KN-3
細胞は FGF-2 の刺激により ERK 経路を介して

(2) 細胞増殖能への影響

FGF-2の刺激によりKN-3細胞は増殖傾向が認められた。

O.
D.
 4
50
 n
m

0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

0 5 10 20 25 50 100 

FGF-2 conc. (ng/ml)

24 h 48 h

(3) 石灰化能への影響

FGF-2の刺激によりKN-3細胞の石灰化能は低下した。

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 5 10 20 25 50 100 

1 day 3 days 5 days

FGF-2 conc. (ng/ml)

O.
D.
 4
05
 n
m

Actin

NF68
conc. (ng/ml)           0     5     10    25   50   100     0      5      50

KN-3 + FGF-2 PC12 + NGF

(4)ー1 神経細胞分化マーカー(NF 68)発現への影響

FGF-2の刺激によるKN-3細胞のNF68の発現は認められな
かった。

0
10
20
30
40
50
60
70

1 2 3 4 5 6 7 8 9

NF
68
/A
ct
in/
 C
on
tro
l

(4)ー2 象牙芽細胞分化マーカー(DSP, DMP-1, Nestin)
          発現への影響

FGF-2の刺激により、KN-3細胞のDSPの発現は増加が
認められた。

DSP

DSP

     0           5          25        50   FGF-2 conc. (ng/ml) 

Actin

0
1
2
3
4
5

1 2 3 4

DS
P/
β
-A
ct
in/
 C
on
tr
ol

(4)ー2 象牙芽細胞分化マーカー(DSP, DMP-1, Nestin)
          発現への影響

KN-3細胞のDMP-1の発現はFGF-2の濃度依存的に増加が
認められた。

DMP-1

ACTIN

DMP-1

          0             5           25          50   FGF-2 conc. (ng/ml) 

0

1

2

3

4

5

1 2 3 4

DM
P1
/A
ct
in/
Co
nt
ro
l

(4)ー2 象牙芽細胞分化マーカー(DSP, DMP-1, Nestin)
          発現への影響

KN-3細胞のDSPの発現はFGF-2の濃度依存的に増加が
認められた。

Nestin

ACTIN

Nestin

          0             5           25          50   FGF-2 conc. (ng/ml) 

0

1

2

3

4

5

� � � �

Ne
st
in/
Ac
tin
/C
on
tro
l

P- ERK 

ERK

FGF-2  (NG/ML)     0       5      10      25      50     

42/44 K 

42/44 K 

42/44 K P- 
ERK 

ERK

TIME (MIN.)     0      15        30        45

42/44 K 



象牙芽細胞へと分化していることが示唆さ
れた。	
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