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研究成果の概要（和文）：歯はその形状の複雑さから再生は未だ困難だが、器官特異的な形態変化のメカニズム
を解明できれば歯の再生に近づくことができると考えられる。これまでの研究で、デスモゾーム構成因子である
Plakophilin 1 (Pkp1)を抑制すると、器官培養において歯のサイズが小さくなること、歯の初期発生において
PKP1が核内に局在することを明らかにしたが、核内での機能は不明であった。本研究では、PKP1が、そのN末端
側の核移行シグナル配列を介して核内移行し、転写共役因子としてTCF/LEFを介してc-Mycの転写制御を行い、細
胞増殖を調節することで、歯の大きさに影響を及ぼしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Regeneration of teeth is still difficult because of their complex shape. 
However, clarifying the mechanism of organ-specific morphological changes would be able to bring us 
closer to tooth regeneration. Previous studies showed that suppression of the desmosomal protein 
Plakophilin 1 (PKP1) induces smaller tooth size in ex vivo culture method, and PKP1 localizes into 
the nucleus during the early tooth development stage. However, it remains unclear about the function
 in the nucleus. In this study, we showed that PKP1 translocates to the nucleus via its own 
N-terminal nuclear localization sequence. We also identified that PKP1 regulates c-Myc transcription
 via TCF/LEF, which regulating cell proliferation and tooth size. 

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： 歯　細胞間接着因子　細胞増殖
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯を含む口腔の器官再生は歯科医学の最終目的と言えるが、歯はその形状の複雑さから発生メカニズムの解明や
その再生が未だ困難である。本研究によって外胚葉異形成症の原因遺伝子の1つであるPkp1が歯原性上皮細胞の
分化の初期段階において核内で転写共役因子として細胞増殖に関与し、歯のサイズに関与している可能性を発見
した。この成果は、歯の発生における歯原性上皮幹細胞の新たな機能解明の進展が期待される。歯の分化メカニ
ズムの厳密な制御が可能となれば、将来的に歯の再生やエナメル質形成を可能にすると考えられる。

※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 
歯原性上皮細胞はエナメル芽細胞へと分化する過程で、その形態を球状から立方体、そして円柱
状へと変化させる。我々はこれまでの研究で、接着関連タンパク質 Plakophilin 1 が、歯原性上
皮細胞において ZO-1 と共局在し、細胞の形態に影響を与えることを明らかにしてきた。一方で、
歯原性上皮細胞の分化過程で核内から細胞膜へその局在を変化させることを発見し、その局在
変化は Wnt 刺激によって惹起される可能性を示してきた。しかしながら、核内に移行した PKP1 
が歯の上皮細胞の分化課程においてどのような役割を果たしているかの詳細は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
PKP1 が核内移行するメカニズムおよび核内移行後の転写制御メカニズムを明らかにすること
を目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)PKP1 が核内移行するメカニズム、(2)核内での転写制御メカニズム、の解明を目的として解
析を行った。以前の研究で、申請者は PKP1 の発現ベクターを用いて様々なコンストラクトを
作成し解析をしたところ、核内移行には PKP1 の N 末端側が重要であることを解明したため、
PKP1 のアミノ酸配列と結合タンパク質に着目し、以下の解析を行った。 
 
(1)PKP1 の N 末端側 (アミノ酸配列 161-270)が核移行シグナルに関与する 
①内因性の PKP1 の影響を排除するため、歯原性上皮細胞株 M3H1 細胞において

CRISPR/Cas9 システムを用いて Pkp1 遺伝子欠損細胞株 (PKP1-KO)を作製した。M3H1 細胞
は恒常的に幹細胞マーカーを発現し、カルシウム添加によって幹細胞が減少し、長期培養によっ
てエナメル芽細胞へと分化する (Han et al., JBC, 2018, Tian et al., Scientific reports, 2022)。 
 
②PKP1 の N 末端速のアミノ酸配列 161-270 が核移行シグナル（nuclear localization 

signal/sequence; NLS）に関与する可能性があるためアミノ酸配列を変異させたコンストラクト
を作製し、細胞内局在の変化およびその配列について解析を行った。 
 
③PKP1 と核移行シグナルに必要な輸送タンパクとの結合を液体クロマトグラフ質量分析法

（Liquid Chromatograph-Mass Spectrometry: LC-MS/MS）および免疫沈降法にて同定した。 
 
(2)PKP1 が転写共役因子として転写制御へ関与する 
④PKP1 はその構造に armadillo repeat domain を有しており、TCF/LEF を介した転写調節

に関与する可能性が考えられる。そのため、PKP1 と TCF/LEF が結合することを TOP 
Flash/FOP Flash 活性を用いて解析した。 
 
 ⑤PKP1 が TCF/LEF を介して細胞増殖を行っている標的遺伝子を ChIP 解析にて同定すると
共に、プロモーターアッセイにて検証を行った。 
 
４．研究成果 
（１）PKP1 は N 末端側に NLS を有し、核内移行を行う 
 PKP1-KO M3H1 細胞株を樹立し、シーケンスおよび免疫染色法および western blotting 法
にて確認を行い、PKP1 が欠失していることを確認した。また、cNLS Mapper (Kosugi et al., 
PNAS, 2009) といったアルゴリズムを利用し、PKP1 の N 末端側に NLS に関与すると考えら
れる塩基性アミノ酸クラスターを予測した。PKP1 の N 末端側および C 末端側を欠損させたコ
ンストラクトや、さらに予測されるアミノ酸クラスターを置換した変異コンストラクトに GFP
融合させた発現ベクターを作製し、PKP1-KO M3H1 細胞にて核内移行について検証した。その
結果、アミノ酸を置換したコンストラクトでは核内移行を生じず、予測したアミノ酸クラスター
が核内移行に関与することが示された。さらに LC-MS/MS および免疫沈降法を用いて核輸送タ
ンパク質である importin と PKP1 が結合することを確認した。 
 



（２）核内に移行した PKP1 は TCF/LEF を介して c-Myc の転写制御を行う 
 Wnt シグナル経路は ß-catenin 依存性である canonical pathway と非依存性の non canonical 
pathway に大別される。PKP1 は、ß-catenin 分解酵素である GSK3ßの阻害剤 lithium chloride 
(LiCl)によって核内移行するため、TOP Flash/ FOP Flash レポーターアッセイシステムを用い
て TCF/LEF のプロモーター活性の有無について検証した。その結果、M3H1 細胞株に LiCl を
添加し上昇したレポーター活性は、PKP1-KO M3H1 細胞では減少することを確認した。さらに
TCF/LEF の下流の標的遺伝子として、細胞増殖に関与する c-Myc の可能性が示唆されたため、
c-Myc のプロモーター領域に PKP1 が結合することをクロマチン免疫沈降法にて検証した。そ
の結果、PKP1 と c-Myc のプロモーター領域の結合が確認された。このことから、PKP1 は
TCF/LEF を介して c-Myc のプロモーター領域に転写共役因子として結合し、細胞増殖を制御し
ている可能性が示唆された 
 
以上より、PKP1 は歯の発生初期では、NLS を介して importin と結合して核内移行を行うこと
が判明した。さらに、転写共役因子として TCF/LEF を介して c-Myc の転写制御に関与し細胞
増殖を調節することで、歯のサイズに影響を及ぼしている可能性が示された (図)。 
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