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研究成果の概要（和文）：器官発生過程においては、上皮間葉転換（EMT）や間葉上皮転換（MET）が重要であ
る。転写因子エピプロフィン（Epfn）は歯の発生過程において、上皮細胞では細胞が間葉化したEMTの状態を保
ち、間葉組織に持続的に貫入していた。また、歯原性間葉細胞ではEpfn欠損により象牙芽細胞の分化異常を呈
し、間葉細胞のMETを阻害していた。このことから、Epfnは間葉細胞の上皮化に関わり、層状に配列する象牙芽
細胞分化に関与していることが示唆された。乳がん細胞を用いた研究からもEpfnがEMTを負に制御していること
が示唆される結果が得られ、Epfnが上皮細胞のアイデンティティーを制御している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Events such as epithelial-mesenchymal transition (EMT) and 
mesenchymal-epithelial transition (MET) are important during organogenesis. Epiprofin (Epfn), shows 
a characteristic expression pattern during tooth development. In tooth buds of Epfn-deficient (Epfn 
KO) mice, epithelial cells maintain mesenchymal phenotypes that so called EMT state and continuously
 invade dental mesenchyme. In addition, the expression of junctional proteins and odontoblast marker
 genes in dental mesenchymal cells of Epfn KO mice were down-regulated and result in abnormal 
differentiation of odontoblasts. This suggests that Epfn is also involved in MET-mediated epithelial
 transition in dental mesenchymal cells and is involved in the layer formation of odontoblasts. 
Further studies using breast cancer cells also showed results suggesting that Epfn negatively 
regulates EMT. The results of this study suggest that Epfn may regulate the maintenance of 
epithelial cell identity.

研究分野： 硬組織薬理学

キーワード： 器官発生　エピプロフィン　上皮間葉転換　間葉上皮転換　発生生物学　細胞生物学　転写因子　象牙
芽細胞

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、エピプロフィンが器官発生において上皮間葉転換（EMT）や間葉上皮転換（MET）における上
皮のアイデンティティーの維持を制御していることが示唆された。このことから、エピプロフィン発現を人工的
に制御する器官原基再生技術への応用が期待される。また、乳がん細胞のEMTを負に制御することからエピプロ
フィン発現チェックによるがん悪性度評価システムやエピプロフィン発現誘導による新たながん細胞の形質変換
治療の開発などへ繋がると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞が増殖、遊走移動、凝縮を繰り返して、組織形態を変化させながら発生時の器官形成は進行
していく。組織を構成する細胞は、形態学的に上皮系と間葉系に大別されるが、上皮系細胞は一
般的に円筒状で、細胞同士が密に接着し、基底膜上にシート状に並んでいる。これに対し、間葉
細胞は不規則な形態で、細胞同士が部分的に接着し、自由に移動できる運動性をもつ。歯、唾液
腺、毛包などの上皮系器官の発生は、上皮が間葉組織に侵入しながら器官原器を形成していくが、
組織をよく観察してみると上皮細胞同士は密に接着し基底膜構造を維持しながら、一部の細胞
集団が一塊となり細胞遊走能を獲得し間葉組織へと陥入し器官原器を形成していることがわか
る。また歯の発生後期では歯原性間葉細胞が象牙芽細胞へと分化する際、上皮細胞様にシート状
に配列し、象牙基質タンパクの分泌が始まる。上皮細胞が遊走能する場合や間葉細胞が上皮細胞
のようなシート状に配列する際に、エピプロフィンタンパク質（Epfn）の発現と細胞内局在が
ダイナミックに変化している。 
上皮系器官形成に重要な役割を演じている転写因子エピプロフィンを欠損させたマウス（Epfn 
KO）では、上皮および歯原性上皮細胞が間葉組織へ断続的に陥入し、多数の陥入した上皮が器
官原器を複数形成することにより、過剰な数の毛包や歯を形成するという表現型を呈している。
これまでに我々は歯原性上皮細胞のエナメル芽細胞への分化、上皮の分化、毛包形成上皮細胞へ
の運命決定、歯数制御における Epfn の機能について報告してきたが、Epfn が欠失することと
上皮の細胞遊走能が亢進し規律性が喪失した間葉転換状態に誘導される分子機構は明らかにな
っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、器官発生過程において持続的に上皮が間葉組織に陥入していく過程において、上皮細
胞が移動能を獲得し間葉組織に陥入していく機構、間葉細胞である象牙芽細胞がシート状に配
列する機構解明を目指し、器官形成における上皮間葉転換および間葉上皮転換における Epfnの
役割を明らかにする。さらにはがん細胞を用いて上皮間葉転換における Epfnの役割を解明して
いくことを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
歯の発生過程における上皮間葉転換の役割とその制御機構を、マウスの器官培養系を用いて解
析した。また、乳がん細胞や膀胱がん細胞系を用いてエピプロフィンが器官発生時に制御してい
る上皮間葉転換の分子機構の解明を行った。 
 
４．研究成果 
（１）歯の発生過程における Epfnの細胞遊走能への関与 
Epfn は転写因子として同定されたが、ケラチノサイトでの研究において、細胞質内では細胞周
期調節因子としてはたらき細胞増殖などに関与することが明らかとなっている。歯の発生時に
おいても Epfnは細胞質に局在することによって、細胞増殖を活性化させることが明らかとなっ
た。生涯を通じて伸び続けるげっ歯類の切歯の解析結果では、歯原性上皮細胞の幹細胞維持と分
化誘導の切り替えにも、Epfn
の細胞内局在が変化しケラチ
ノサイトと同様の機構が存在
していた。また、低活性の CMV
プロモーターで発現させた
Epfnは細胞質内に発現し、N-
カドヘリンや Snailなどの間
葉系マーカーの発現が亢進す
る一方、細胞遊走能が強活性
の CMVプロモーターで発現さ
せた Epfn は核内に局在し遊
走能が低下した。また、TGF-
βで誘導される Epfn は細胞
質で発現している割合が高
く、発現量や細胞内局在によ
って上皮間葉転換に関わって
いることが示唆された。 
 
（２）歯原性間葉細胞における Epfnの役割 
Epfn 遺伝子欠損（Epfn KO）マウスの歯は、エナメル欠損だけではなく、象牙芽細胞分化を阻害
し象牙質形成に異常な表現型を呈する。Epfn KOマウスでは、象牙細管とよばれる構造の形成が
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osteodentin matrix, thus limiting their capacity to contribute to 
reparative processes (goldberg and Smith, 2004; Yin et al., 2021).

Similar to what happens in earlier stages of tooth development, 
pre-odontoblast differentiation requires signals from adjacent 
dental epithelium (Ruch et al., 1995; thesleff and hurmerinta, 
1981). thus, secretion of pre-dentin is essential for the complete 
differentiation of the inner enamel epithelium into ameloblasts. 
the epithelial-mesenchymal interactions that govern tooth devel-
opment require the controlled secretion of signaling molecules, 
including bmPs, FgFs, Shh and Wnts (Jiménez-Rojo et al., 2012; 
Ruch et al., 1995), with transcription factors playing an essential 
role in the regulation of the paracrine mechanisms that underlie 
tooth formation.

Epiprofin/Sp6 is a zinc finger transcription factor that is ex-
pressed during embryonic development in the dental epithelium 
and in differentiating pre-odontoblasts, and in various tissues 
of ectodermal origin such as the matrix epithelium of the hair 
follicles, the distal epithelium of the urethra and the epithelium 
of the apical ectodermal ridge of the extremities (nakamura et 
al., 2004). in line with this expression pattern, Epiprofin knockout 
(Epfn-/-) mice display alopecia, alterations in the external genitalia 
and limbs, develop supernumerary teeth, and present enamel 
hypoplasia (nakamura et al., 2008). mechanisms leading to 
defects in tooth number and enamel hypoplasia in Epfn-/- mice 
have been extensively analyzed during early developmental stages 
(Jiménez-rojo et al., 2010; nakamura et al., 2008; Rhodes et al., 
2021). mice lacking Epfn develop a thinner dentin layer and it 
has been hypothesized that Epfn may play a role in odontoblast 
differentiation (nakamura et al., 2008). however, the dentin phe-
notype in Epfn-/- mice has not yet been thoroughly studied. in 
this article, we contribute to the knowledge of the role of Epfn on 

dentinogenesis by describing the histological aspect of dentin and 
dentin-secreting odontoblasts in adult Epfn-/- mice and showing 
severe defects in early odontoblastic differentiation.

  
Results

Epiprofin deficiency disrupts the elongation of odontoblasts and 
results in abnormal dentin development

Radiographic images of Epfn-/- adult heads revealed dental 
radiolucency especially noticeable at the incisal region of incisors 
indicative of defects in tooth mineralization (Fig. 1 a-a’). histo-
logical analysis showed that six-week-old, Epfn-/- mice display 
a thinner layer of dentin in incisors (Fig.1 b-b’, c-c’) and molars 
(Fig. 1 d-d’, e-e’). in control molars, coronal dentin comprised 
numerous parallel dentinal tubules that show ramifications at 
the mantle dentin area (Fig. 1e). in Epfn-/- molars, mantle dentin 
appears atubular and dentin tubules in circumpulpal dentin follow 
an irregular trajectory (Fig. 1e’). in addition, Epfn-/- dentin shows 
hypomineralized areas with interglobular dentin (Fig. 1e’).

mouse incisors exhibit continuous growth and present all 
stages of odontoblast differentiation in a single dental piece, 
which makes them a very valuable model for the characteriza-
tion of developmental disorders. the terminal differentiation of 
odontoblasts is characterized by the elongation and polarization 
of the cells. during this process, the nuclei are arranged opposite 
to the secretory pole. odontoblasts then start synthesizing the 
components of pre-dentin. Thus, the first signs of odontoblast 
differentiation and pre-dentin/dentin deposition are observed in 
the apical area of incisors (Fig. 1b), whereas in the incisal area, 
close to the eruption site, odontoblasts appear as elongated cells 
in contact with mineralized dentin in which parallel dentin tubules 

Fig. 1. Dentin dysplasia in Epfn-/- mice. Radiographic images of control (A) and Epfn-/- (A’) adult heads with white and yellow arrows indicating the api-
cal and incisal regions of incisors, respectively. Detail of H&E-stained dentin at the apical region of control (B) vs Epfn-/- (B’) incisors showing defects in 
odontoblast polarization and dentin-matrix deposition in Epfn-/- mice. These defects persist in the incisal area of Epfn-/- incisors (C’) when compared to 
control incisors (C) in which odontoblasts appear polarized and dentin tubules are well-defined. Note defects in dentin tubules (black arrow tips) in Epfn-
/- (B’, C’) vs control (B, C) and the presence of an ectopic matrix (asterisk) adjacent to the dentin layer at the incisal tip of Epfn-/- incisor (C'). Hematoxylin-
eosin (H&E) staining of control (D, E) and Epfn-/- mouse molars (D’, E’). In control molars, dentin tubules (black arrow heads in D) appear parallel, whereas 
in Epfn-/- molars there are areas with disorganized tubules and hypomineralized areas (asterisk in D’) with interglobular dentin (white arrowheads in E’). 
Abbreviations: ab, alveolar bone; d, dentin; md, mantle dentin; o, odontoblasts; pd, pre-dentin. Scale bars: 100 μm in D, D’; 50 μm in E, E’; 25 μm in B, B’, C, C’.
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図１ エピプロフィン遺伝⼦⽋損（Epfn -/-）マウスの
頭部X線像と⻭胚の組織像 Int. J. Dev. Biol. 68: 19-24 (2024)改変



阻害されており、象牙基質中に象牙芽細胞が埋め込まれる、いわゆる骨様象牙質様の組織像が観
察された（図１）。また、歯原性間葉細胞から象牙芽細胞に分化誘導される際に増強されるアル
カリホスファターゼ活性や Dspp 発現、I 型コラーゲン沈着などの初期分化マーカー遺伝子の発
現が減弱していた。Epfn KOマウスの歯では、象牙芽細胞特有の細胞形態や細胞極性が認められ
ず、歯原性間葉細胞から象牙芽細胞へと分化する過程が阻害されていることが明らかとなった。
さらには、象牙芽細胞の成熟に必要であり、前象牙芽細胞層に発現すべき Zo-1や Connexin 43
といったタイ
トジャンクシ
ョンタンパク
質やギャップ
ジャンクショ
ンタンパク質
の発現が変化
しており、これ
らの変化は、
Epfn KOマウス
における象牙
芽細胞の分化
と象牙質形成
不全の原因に
なっているこ
とが示唆され
た（図 2）。 
 
（３）乳がん細胞における上皮間葉転換時 Epfn発現変化 
E-カドヘリンなどの上皮系マーカを発現している MCF-7 および BT-20 などの乳がん細胞株は、
Epfn 遺伝子ならびに Epfnタンパク質を発現していた。一方、ビメンチンや N-カドヘリンなどの
一連の間葉細胞マーカーを発現している乳がん細胞株 MDA-MB-231は、Epfn 遺伝子ならびに Epfn
タンパク質の発現は MCF-7と比較すると非常に低レベルであった。また、がん細胞の悪性度の指
標となる細胞遊走能を比較すると MDA-MB-231は MCF-7と比較して有意に高く、MDA-MB-231がよ
り高い悪性型の乳がん細胞株であることが確認された。つまり Epfn発現の喪失が、細胞遊走能
を亢進される一因であることが示唆された。そこで、MDA-MB-231に GFP 標識した Epfnタンパク
質を強制発現させ細胞遊走能を解析した。その結果、Epfnが強制発現している GFP 陽性の MDA-
MB-231の細胞遊走能は有意に低下したが、GFPのみ発現させた MDA-MB-231細胞の遊走能は変化
がなかった。このことから Epfnの発現消失が上皮細胞の上皮間葉転換を誘導し、細胞遊走能を
獲得し間葉系の細胞形質をもった上皮細胞へ変換することが示唆された。 
 
これまで我々が報告している Epfn KO マウスの歯原性上皮細胞が、持続的に細胞遊走能を維持
し間葉組織に貫入している表現系の分子機構解明は、器官原器を複製し再生させる新たな歯の
再生医療技術の開発につながると考えている。本研究成果によって Epfn発現が上皮細胞の細胞
遊走能を制御していることが明らかとなった。今後、器官発生過程での Epfnによる上皮間葉転
換の分子機構の解明と Epfn発現制御による新たな歯の再生技術の開発に向けた応用研究を進め
ていく必要があると考えている。 
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ameloblasts, stratum intermedium, stellate reticulum and outer 
enamel epithelium) (Fig. 5 e,g). Regarding dental mesenchymal 
component, cx43 is limited to discrete spots at the distal region 
of odontoblasts (Fig. 5 e,g). in Epfn-/- molars, the inner enamel 
epithelium does not show signs of differentiation and stratum 
intermedium is absent. thus, cx43 expression is dramatically 
reduced in both epithelium and pre-odontoblasts from Epfn-/- mo-

lars (Fig. 5 F,H). These results confirm that in the mutant mouse 
molars, the process of terminal differentiation of odontoblasts 
is altered, which is reflected in an inverted polarization in some 
of the adult odontoblasts and an incomplete secretion of dentin 
matrix components.

   
Discussion

dentin is a mineralized hard tissue synthetized by odontoblasts, 
which arise from dental mesenchymal cells at the bell stage of 
tooth development. as they differentiate, odontoblasts become 
polarized and develop long apical processes that get trapped 
inside narrow channels known as dentin tubules (goldberg, 2011). 
due to the presence of odontoblastic cell processes inside the 
mineralized matrix, dentin maintains the ability to respond to 
certain stimuli and activate dentin-matrix secretion if required. 
Epfn-/- adult mice present dysplastic dentin in molars and incisors 
with dentin tubules following an irregular architecture. defects 
in odontoblasts differentiation and their organization have been 
associated with the formation of a defective dentin tubular system 
in transgenic mice with dysplastic and hypomineralized dentin 
(Lézot et al., 2002; Lu et al., 2007). defective dentin tubules may 
result in a failure to deliver calcium or phosphorus to sites of 
mineralization, contributing to the development of a hypomineral-
ized dentin (Lu et al., 2007).

although Epfn is expressed in dental epithelium from early 
stages of tooth development, its expression in dental mesen-
chyme begins at E18.5 in coincidence with the first signs of 
pre-odontoblasts differentiation (nakamura et al., 2004). this 
suggests that mesenchymal epfn plays a role in the regulation 
of early odontoblastic differentiation. in fact, we have observed a 
severe downregulation in markers for early odontoblast differentia-
tion, such as alkaline phosphatase activity, Dsp/Dpp expression 

Fig. 5. ZO1 and CX43 expression is decreased in E19.5 Epfn-/- molars. Immunofluorescence against ZO1 antigen (A,B) in green and CX43 (C,D) in green 
in E19.5 control molars. Expression of ZO1 (E,F) and CX43 (G,H) in Epfn-/- molars. Nuclei (DAPI) are stained in blue. ZO1 expression in Epfn-/- molars is 
detected in endothelial cells (white arrow in F) and pre-odontoblasts, although in the latter with less intensity and in a less ordered manner than in control 
molars. In the case of CX43, a decrease in the expression of the protein is again observed in the pre-odontoblasts of the Epfn-/- molar compared to that 
observed in odontoblasts of the control molar. Abbreviations: dp, dental papilla; iee, inner enamel epithelium; o, odontoblasts; pa, pre-ameloblasts; po, 
pre-odontoblasts; si, stratum intermedium; sr, stellate reticulum. Scale bars: 250 μm in A,C; 50 μm in B,D.

Fig. 4. Alkaline phosphatase activity decreases in E19.5 Epfn-/- molars. 
Detection of alkaline phosphatase activity in cryostat sections of E19.5 
control (A,B) and Epfn-/- (C,D) molars. Alkaline phosphatase activity appears 
reduced in the pre-odontoblastic region in Epfn-/- molars. Note the absence of 
stratum intermedium in the Epfn-/- enamel organ. Abbreviations: ab, alveolar 
bone; dp: dental papillae; iee: inner enamel epithelium; o: odontoblasts; pa: 
pre-ameloblasts; po, pre-odontoblasts; si, stratum intermedium; sr, stellate 
reticulum. Scale bars: 250 μm in A,C; 100 μm in B,D.
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図２ エピプロフィン遺伝⼦⽋損（Epfn -/-）マウス発⽣⻭胚におけるZo-1,
CX43タンパク質発現 Int. J. Dev. Biol. 68: 19-24 (2024)改変
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