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研究成果の概要（和文）：我々は、全身の健康維持に繋がると言われている歯牙保存を目指し、本研究を進めてきた。
歯牙保存のためには、齲蝕に罹患した歯牙組織の再生が望まれる。現在、齲歯への再生治療法はないが、本研究では、
細胞アンテナである一次繊毛による象牙芽細胞分化機構を明らかにした。また、ステロイドの一つであるdexamethason
eは歯髄細胞を象牙芽細胞へ分化させることが知られているが、この効果が一次繊毛を介する知見をも得た。今後、我
々の得た知識を基盤として齲蝕でダメージを受けた歯牙組織の新たな再生治療方法を開拓することが出来ると考えてい
る。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is tooth preservation that leads to health maintenance of a 
whole body. For the tooth preservation, teeth with dental caries need to be revived. However, there are 
no regenerative treatments to decayed teeth at present. On the other hand, a primary cilium function as a 
cellular antenna on most cells in a body. Moreover, primary cilia are known to exist in odontoblasts as 
well. However, functions of primary cilia in odontoblasts are still unknown.
In this study, the mechanism of odontoblastic differentiation through primary cilia was elucidated. 
Furthermore, steroid dexamethasone is known to differentiate dental pulp cells to odontoblasts. We 
revealed that the effect depends on primary cilia.
From now on, we intend to develop new regenerative treatment methods for teeth which received damage by 
dental caries based on these observations.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 象牙芽細胞分化　デキサメタゾン
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１．研究開始当初の背景 
(1) 現在の齲蝕治療は、齲蝕罹患部歯質の再

生は望めないため、人工物置換術に頼っ
ている。しかし、一度行った修復治療は、
修復物の老朽化や、歯質と修復物の間に
存在するマイクロギャップからの齲蝕
の再発などにより再治療が必要となる
ことが避けられない。修復部分は再治療
の度に拡大するため、再治療を繰り返す
ことにより、最終的には歯牙の欠損とい
う悪循環をたどることが多い。残存歯数
が 20 本を下回ると、咀嚼の不自由さを
感じる者が増える。それにより軟食傾向
が起こるため、生活習慣病やその要因と
も言われるメタボリックシンドローム、
また、栄養の偏りや食欲低下による低栄
養を招く。その他にも、咀嚼機能は認知
症だけでなく、学習記憶能力などの脳機
能にも影響を与える。このように咀嚼機
能を維持すること、すなわち歯牙喪失の
防止が全身状態を良好に保つことにつ
ながる。 

 
(2) 細胞アンテナとして機能する一次繊毛

は体を構成する殆どの細胞に存在する。
現在までに、この一次繊毛が歯牙組織の
構成成分である象牙質を形成する象牙
芽細胞にも存在することが報告されて
いる①-②。その象牙芽細胞上の一次繊毛は
象牙質側から歯髄側へ向かって存在す
るとも報告されている③が、象牙芽細胞
上の一次繊毛の機能に関しては殆ど研
究が進んでいない。 

 
２．研究の目的 
生活習慣病、認知症患者は近年、増加してい
る。これらの疾患は患者の生活の質に大きな
影響を及ぼすが、一度発病すると根治困難で
ある。このため、普段から予防に取り組む必
要がある。上述したように、これらの疾患原
因の一つには、残存歯数の減少によってもた
らされる軟食傾向がある。歯牙喪失原因の一
つは齲蝕であるため、全身の健康を維持する
には、歯牙喪失の防止を目指し、齲蝕に罹患
した歯牙組織の再生が望まれる。しかしなが
ら、現在、齲歯への再生治療法はない。本研
究では、一次繊毛による象牙芽細胞分化機構
を明らかにすることにより、得られた知識を
基盤として齲蝕でダメージを受けた歯牙組
織の新たな再生治療方法を開拓することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 象牙芽細胞の増殖における一次繊毛の

役割の解析 
① レトロウイルスを用いたショートヘア

ピン RNA (shRNA)の安定発現により
stable な 一 次 繊 毛 形 成 遺 伝 子
Intraflagellar transport (Ift) 88ノ
ックダウン象牙芽細胞様細胞株KN-3細

胞およびコントロール shRNA 発現 KN-3 細
胞を樹立し、細胞接着、lamellipodia の
形成や細胞増殖に対する影響を細胞生物
学的方法により評価した。 

② 細胞接着、lamellipodia の形成や細胞増
殖を制御する機構もしくはシグナルの検
討を行った。細胞播種後 1 日目の Ift-88
ノックダウンKN-3細胞における細胞周期、
hedgehog (Hh)シグナル経路、古典的 WNT
シグナル経路、非古典的 WNT シグナル経
路の活性を検討した。具体的には、細胞
周期に関しては、細胞分裂の分子マーカ
ーである cyclin B1 の発現量を western 
blotting を行うことにより検討を試みた。
また、Hh シグナル経路活性化により増加
する転写因子の Gli の発現変動を逆転写
リアルタイム PCR 法により、古典的 WNT
シグナル経路の活性化により増加する転
写因子の-cateninと非古典的WNTシグナ
ル経路の活性化により増加する活性型
Rac1は western blotting により評価を試
みた。 

③ 細胞播種後 1日の KN-3 細胞で、細胞分裂
を抑制するために 5-fluorouracil (FU)
を添加した。また、非古典的 WNT シグナ
ルを抑制するためには、Rac1 の上流シグ
ナル分子の PI3K 阻害剤の LY294002 を添
加した。それぞれの際の細胞接着、
lamellipodia の形成や細胞増殖への影響
を検討した。 

 
(2) 象牙芽細胞分化における一次繊毛の役割の

検証 
① 一次繊毛欠損 KN-3 細胞において、象牙芽

細胞マーカー遺伝子である Dentin 
sialophosphoprotein (Dspp)の発現変動
を指標として逆転写リアルタイム PCR 法
で検討した。また、アルカリフォスファ
ターゼ (ALP) 活性を確認した。 

② 細胞播種後 4日目の一次繊毛欠損 KN-3 細
胞を用いて一次繊毛特異的なシグナル経
路である Hh シグナル経路、古典的 WNT シ
グナル経路や非古典的 WNT シグナルがど
の様に変化するかをコントロールKN-3細
胞と比較、検討した。 

③ 細胞播種後 4 日目の KN-3 細胞で古典的
WNT シグナルを活性化するために、WNT3A
リコンビナントタンパク質や GSK3阻害
剤のSB216763をそれぞれ添加した。また、
非古典的 WNT シグナルを抑制するために
は、LY294002 を添加した。その際、それ
ぞれの有線毛率を計測した。更に、DSPP
の発現、ALP 活性についても確認を行った。 

 
(3) 歯髄細胞から象牙芽細胞への分化における

一次繊毛の役割の検証 
4 日齢のラットの上顎臼歯より単離した歯
髄細胞を象牙芽細胞分化培地で培養し、象
牙芽細胞への分化を図った。その条件下で、
経時的に一次繊毛を有する細胞数を計測



した。 
 

(4) ステロイド系抗炎症薬による象牙芽細
胞増殖における一次繊毛の役割の解析 
ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 で あ る
Dexamethasone (DEX)を添加した一次繊
毛欠損 KN-3 細胞において、細胞接着、
lamellipodia の形成や細胞増殖に対す
る影響を細胞生物学的方法により評価
した。 

 
 (5) ステロイド系抗炎症薬による象牙芽細

胞分化における一次繊毛の役割の検証 
① DEX は、歯髄細胞を象牙芽細胞へ分化さ

せることが知られている。DEX を添加し
た一次繊毛欠損 KN-3 細胞において、
Dspp の発現変動を指標として逆転写リ
アルタイム PCR 法で検討した。また、ALP 
活性、石灰化を確認した。 

② 細胞播種後 4 日目の一次繊毛欠損 KN-3
細胞に DEX を添加し、Hh シグナル経路
がどの様に変化するかをコントロール
KN-3 細胞と比較、検討した。 

 
４．研究成果 
(1)  

① 細胞播種後 1 日目の Ift88 ノックダウ
ン KN-3 細 胞 で は 、 細 胞 接 着 、
lamellipodia の形成、および細胞増殖
は抑制された。 

② さらに、Ift88 のノックダウン は
cyclin B1 の発現を減少させた。また、
Hh シグナル経路や古典的 WNT シグナル
経路には変化は認められなかったが、
非古典的 WNT シグナル経路は抑制され
ていることも明らかとなった。 

③ KN-3 細胞で、細胞分裂や非古典的 WNT
シグナルをそれぞれ抑制したところ、
細胞接着、lamellipodia の形成、およ
び細胞増殖は、どちらも Ift88 ノック
ダウン時と同様の変動を示した。 

 
(2)  

① 細胞播種後 4 日目の Ift88 ノックダウ
ン KN-3 細胞において、Dspp の発現量
の増加、ALP 活性の抑制が確認された。 

② Hh シグナル経路は変化が認めらなかっ
たが、古典的 WNT シグナル経路は活性
化され、非古典的 WNT シグナル経路は
抑制されていることも明らかとなった。 

③ KN-3 細胞において、古典的 WNT シグナ
ル経路を活性化したところ、コントロ
ール細胞で認められた図 1 のような一
次繊毛の保有率が減少することが明ら
かとなった。 

 
 
 
 

 

 
その際の、Dspp の発現、ALP 活性は Ift88
ノックダウン時と同様の変動を示した。ま
た、非古典的 WNT シグナル経路を抑制した
ところ、有線毛率には変化は認められず、
Dsppの発現、ALP 活性は Ift88ノックダウ
ン時とは逆の変動を示した。 

 
(3) 初代象牙芽細胞の分化の進行と共に一次繊

毛を有する細胞数は上昇することが明らか
となった。 

 
(4) 細胞播種後1日目のKN-3細胞にDEXを添加

したところ、lamellipodia の形成には変化
が認められなかったが、細胞接着や細胞増
殖速度は促進された。細胞接着や細胞増殖
の調節に IFT88 が関与している可能性を考
え、Ift88 ノックダウン KN-3 細胞に DEX
を添加したところ、細胞接着は、コントロ
ール KN-3 細胞と同様に促進されたが、細胞
増殖速度の促進は認められなくなった。 

 
(5)  

① 細胞播種後 4日目の KN-3 細胞に DEXを添
加したところ、石灰化の程度には変化が
認められなかったが、Dsppの発現量やALP 
活性は増加した。Dsppの発現量や ALP 活
性の調節に IFT88 が関与している可能性
を考え、Ift88 ノックダウン KN-3 細胞に
DEX を添加したところ、Dspp の発現量、
ALP 活性細胞増殖速度ともに増加が抑制
された。 

② Hh シグナル経路が抑制されていることも
明らかとなった。 

 
以上の結果から、分裂期の細胞において、

IFT88 は、細胞分裂を直接的に調節するだけで
なく、非古典的 WNT シグナルをも調節すること
で、細胞接着、lamellipodia の形成、および細
胞増殖に影響を及ぼす可能性が考えられる。ま
た、象牙芽細胞の分化制御に関しては、一次繊
毛を介した古典的 WNT シグナルの受容を介する
可能性が強く示唆された。更には、この経路の
活性化が一次繊毛の形成、それ自体にも関与す
る可能性も示唆された。  
一方、分裂期の細胞への DEX の添加は、IFT88

が関与する何らかのメカニズムで細胞増殖を促
進する可能性が強く示唆された。更には、象牙
芽細胞への DEX の添加は、一次繊毛を介する何



らかのメカニズムで Hｈシグナル活性を抑制
し、象牙芽細胞の分化を促進する可能性が強
く示唆された。 
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