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研究成果の概要（和文）：エピプロフィン/Sp6（Epiprofin, Epfn）は、Sp/KLFファミリーに属する転写因子で
歯原上皮細胞の分化と増殖を制御する。本研究の成果により、Epfnの多彩の生物活性には、Epfn蛋白のリン酸化
が関与していることが明らかとなった。また、Epfnの発現を誘導する小分子化合物の同定に成功し、マウス臼歯
歯胚を用いた器官培養系においてエナメル芽細胞分化の誘導活性が確認された。しかしながら、K5-Epfnトラン
スジェニックマウスで認められた異所性のエナメル形成などは確認されなかった。本研究成果は、歯やエナメル
の再生医療の実現化に寄与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We previously identified Epiprofin(Epfn) as a novel member of Sp 
transcription factor family that is expressed in certain ectodermal organs, such as teeth, hair 
follicles, nails and skin. During tooth development, Epfn regulates cell proliferation as well as 
cell migration at the early stages and cell differentiation in the later mature stage by controlling
 the phosphorylation of Epfn. We also identified a small molecule that strongly induced the 
expression of Epfn in dental epithelial cells. We are applying the Epfn -inducible small molecule in
 enamel biosynthesis of regenerative dentistry. 
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１．研究開始当初の背景 
 
上皮系器官に発現するエピプロフィン/Sp6
（ Epiprofin, Epfn ）は、 Sp/Krüppel-like 
factor (KLF)ファミリーに属する Zn フィン
ガー転写因子である。Epfn は発生初期の歯
原上皮全体に発現し、その後、内エナメル上
皮に限局して発現する。また、上皮において
Epfn は、幹細胞と増殖能の高い前駆細胞で
構成されている基底細胞層および分化が進
み細胞分裂が停止した細胞で構成される上
基底細胞層のケラチノサイトに発現してい
る。毛根においては細胞増殖の活発な毛根最
下部のマトリックスおよびキューティクル
を行う細胞層に発現している。我々は Epfn
の生体での機能を解析するため、エピプロフ
ィン遺伝子欠損マウス(Epfn KO)およびトラ
ンスジェニックマウス（K5-Epfn）を作成し
解析を進めてきた。その結果、歯の発生にお
ける Epfn の機能は、１，歯原性上皮細胞の
一過性増殖促進と分化誘導作用、２，エナメ
ル基質遺伝子の発現誘導、３，歯数の制御、
４，歯冠歯根の形態形成、５，歯原性上皮の
枝分かれ、６，歯原性上皮細胞のアポトーシ
ス阻害、など歯胚発生に重要な機能を発揮し
ている事を明らかにしてきた。また上皮や毛
根では、Epfn KO マウスの歯胚形成異常と共
通の機構破綻による表現系が認められた。
Epfn KO の歯ではエナメルの欠損、上皮では
ケラチノサイトの後期マーカー発現の減弱、
毛ではキューティクルの欠損である。つまり
各組織の特徴的な細胞の最終分化が阻害さ
れていたのである。さらに解析すると組織を
構成する上皮細胞層の肥厚と細胞増殖活性
の低下、分化阻害による未分化な前駆細胞の
蓄積、アポトーシス阻害という 3 つの組織で
共通した表現系を呈していた。そこで上皮細
胞の増殖とアポトーシス制御に注目し関連
した分子をスクリーニングした結果、Epfn 
KO の 歯 胚 発 生 時 で も 認 め ら れ た
Retinoblastoma（Rb）蛋白のリン酸化が著
しく減少していた現象が、同様に上皮と毛根
でも認められた。これらの結果から、Epfn
は、上皮細胞の運命決定に重要な役割を演じ
ているだけでなく、細胞周期調節因子に作用
し、細胞増殖活性能を発揮し、さらには、細
胞周期離脱（cell cycle exit）に関与し細胞の
最終分化やアポトーシス反応の制御機構も
統括して調整している可能性が明らかとな
っている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、エピプロフィン (Epiprofin, 
Epfn)よる細胞周期制御と転写制御を介した
上皮系器官構成細胞の運命決定機構の解明
を目指す。具体的には、Epfn 遺伝子欠損マ
ウス（Epfn KO）、上皮特異的 Epfn トランス
ジェニックマウス（K5-Epfn）の発生歯胚と
上皮・毛根、および初代培養細胞ならびに歯
原性上皮細胞とケラチノサイト細胞株を用

い、（１）Epfn の細胞周期制御の分子機構の
解明、（２）細胞増殖・分化時における Epfn
の蛋白間相互作用ドメインの決定と共役因
子の同定（３）Epfn 発現調節を応用した上
皮器官組織幹細胞の効率的誘導法の確立、を
目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）Epfn KO マウス歯胚における細胞周期
制御の分子 Rb1 蛋白のリン酸化の検討 
 Epfn KO マウスは、歯胚形成異常の表現型
を呈するがその原因と考えられる一つに細
胞増殖能の低下が考えられる。野生型、ヘテ
ロおよび Epfn KO マウスの胎生 16.5 日齢発
生歯胚を用い、Rb 蛋白のリン酸化のウェス
タンブロット解析を行った。 
 
（２）Epfn 蛋白のリン酸化部位の推測と同
定 
 Epfn 蛋白のリン酸化部位を予測し、予測
されたセリン、スレオニン、チロシン残基を
をアラニンに発現ベクターを作成し、歯原性
上皮細胞に導入後、V5 タグ標識を用いて免
疫沈降し、リン酸化抗体（Phos-tag）を用い
て検討した。 
 
（３）歯原性上皮細胞における Epfn 蛋白の
リン酸化による生物活性評価 
 歯原性上皮細胞株に、Epfn 蛋白および
Epfn リン酸化部位をアラニンあるいはアス
パラギン酸に変異を加えた Epfn 変異体蛋白
発現ベクターを作成し、歯原性上皮細胞の細
胞増殖、細胞遊走能、エナメル芽細胞への分
化能を検討した。 
 
（４）歯原性上皮細胞においてエナメル芽細
胞への分化調節因子である BMP4 や
Follistatin（FST）の作用に Epfn がどのよ
うに関わっているかを歯原性上皮細胞の培
養系を用いて検討した。 
 
（５）歯原性上皮細胞で Epfn の発現を誘導
させる小分子化合物のスクリーニングを行
い、Epfn 誘導因子の同定を試みた。 
 
（６）Epfn 遺伝子誘導能を有する小分子化
合物による歯原性上皮細胞のエナメル芽細
胞への分化能ならびに歯胚器官培養系にお
いて異所性のエナメル芽細胞分化、エナメル
形成能を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）これまでの結果から Epfn 遺伝子欠損
マウスの発生歯胚において、Rb リン酸化歯
原性上皮細胞の異常局在が明らかとなって
いる。野生型、ヘテロ型および Epfn KO マ
ウスの胎生 16.5 日齢発生歯胚における Rb1
蛋白のリン酸化をウエスタンブロット法に
より検討した。その結果、非リン酸化および
リン酸化 Rb1 蛋白の両者を認識する抗体で



は、野生型、ヘテロおよび Epfn KO マウス
のサンプルでの差は認めなかった。一方、Rb1
のリン酸化蛋白を認識する抗体を用いたウ
ェスタンブロット解析では、野生型とヘテロ
型に有意は発現変動は認められなかったが、
Epfn KO 歯胚での Rb1 のリン酸化蛋白発現
が減弱していた。 
 
（２）Epfn 蛋白のリン酸化部位の推測と同
定 

 
図１はヒト Epfn 蛋白のアミノ酸配列とリン
酸化部位の候補となるセリン、スレオニン、
チロシン残基の部位を示す。これらの配列を
リン酸化部位の予測プログラムおよび他の
種の Epfn 蛋白の相同性から複数のリン酸化
部位に絞り、候補部残基をアラニンに置換し
た変異体 Epfn 蛋白発現ベクターをそれぞれ
作成し、歯原性上皮細胞株に導入した。細胞
に遺伝子導入４８時間後、サンプルに発現し
た変異体 Epfn 蛋白を V5タグを用いて回収し、
リン酸化残基を検出できる Phos-tag 抗体を
用いて検討した。その結果、Epfn 蛋白 N端に
リン酸化部位があることが明らかとなった。 
 
（３）歯原性上皮細胞における Epfn 蛋白の
リン酸化による生物活性評価 
Epfn 蛋白 N 端リン酸化部位をアラニンおよ
びアスパラギン酸に変異させた発現ベクタ
ーを歯原性上皮細胞株に導入後、細胞増殖、
細胞遊走能ならびにエナメル芽細胞への分
化能について検討した。野生型 Epfn と比較
しアラニンに変異させた Epfn 蛋白は、細胞
増殖、細胞遊走能が低下する一方、エナメル
芽細胞への分化誘導の増強が観察された。対
照的にアスパラギン酸変異をさせたEpfnは、
エナメル芽細胞への分化能は有意な差は認
められなかったが、細胞増殖、細胞遊走能を
強力に増強させた。 
 
（４）歯原性上皮細胞に BMP4 を添加し４８
時間培養するとエナメル芽細胞へ分化誘導
が認められるが、FST を BMP4 と同時添加する
と BMP4 によるエナメル芽細胞分化誘導が消
失した。しかしながら、野生型 Epfn の発現
ベクターの導入すると、FST と BMP4 とを同時
添加した場合でもエナメル芽細胞への分化
誘導が認められた。この現象は、BMP4 が存在
しない FST 単独投与でも認められ、Epfn によ

るエナメル芽細胞分化誘導は、BMP4 シグナル
の下流で作用していることが強く示唆され
た。 
 
（５）実験（４）の結果より、歯原性上皮
細胞に Epfn を導入するとエナメル芽細胞お
誘導することが分かり、将来の歯やエナメル
の再生に Epfn が有用であることが明らかと
なった。しかしながら、遺伝子導入の系では
臨床応用に大きなハードルとなり、実現化は
難しい。そこで 30 種類の小分子化合物を歯
原性上皮細胞に作用させ Epfn の発現を
RT-PCR 法を用いて検討した。その結果、ヘッ
ジホッグシグナルのアゴニストである HH-Ag
を用いた場合、歯原性上皮細胞の Epfn 発現
を増強させることが明らかとなった。 
 
（６）HH-Ag 1.11 を胎生１４．５日齢マウ
ス第一臼歯歯胚を用いた器官培養系に１mM
の濃度で添加し２週間培養した。コントロー
ルには同量の DMSO を加えた。器官培養の臼
歯歯胚の遺伝子発現を検討したところ、Epfn
並びにエナメル芽細胞の分化マーカーであ
るアメロブラスチン、エナメリン、KLK4 の発
現が増強していた。また、培養後の歯胚から
組織切片を作成し、エナメル基質の形成を評
価した。その結果、エナメル形成においては
コントロールとHH-Ag1.11を添加して培養し
た歯胚に差は認められず、異所性のエナメル
形成も観察されなかった。 
 
これらの結果から、Epfn は細胞増殖、細胞
遊走には N端部のリン酸化が必要であり、細
胞分化に作用する転写因子としては、同部の
脱リン酸化が関与していることが示唆され
た。また、K5-Epfn のような動物モデルでは
Epfn の発現増強により、異所性の歯原性上皮
細胞のエナメル芽細胞分化を誘導し、その結
果、異所性のエナメル形成を認めた。しかし
ながら、発生歯胚の器官培養の系では、
HH-Ag1.11 は強力に Epfn 発現を誘導し、さら
にアメロブラスチンなどのエナメル基質の
遺伝子発現を誘導するものの、異所性のエナ
メル基質の添加などの活性を発揮するには
不十分であることが明らかとなった。 
歯やエナメル再生を目指す場合、Epfn の発
現誘導に加え、さらに in vitro や器官培養
系では再現されていない生物現象を特定し、
介入していく培養系が必要であることが明
らかとなった。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 14 件） 
1. Nakamura, T., Jimenez-Rojo, L., 
Koyama, E., Pacifici, M., de Vega, S., 
Iwamoto, M., Fukumoto, S., Unda and 
Yamada, Y. Epiprofin regulates enamel 

MLTAVCGSLGSQHTEAPHASPPRLDLQPLQTYQGHTSPEAGDYPSPLQPG # 50 
ELQSLPLGPEVDFSQGYELPGASSRVTCEDLESDSPLAPGPFSKLLQPDM # 100 
SHHYESWFRPTHPGAEDGSWWDLHPGTSWMDLPHTQGALTSPGHPGALQA # 150 
GLGGYVGDHQLCAPPPHPHAHHLLPAAGGQHLLGPPDGAKALEVAAPESQ # 200 
GLDSSLDGAARPKGSRRSVPRSSGQTVCRCPNCLEAERLGAPCGPDGGKK # 250 
KHLHNCHIPGCGKAYAKTSHLKAHLRWHSGDRPFVCNWLFCGKRFARSDE # 300 
LQRHLQTHTGTKKFPCAVCSRVFMRSDHLAKHMKTHEGAKEEAAGAASGE # 350 
GKAGGAVEPPGGKGKREAEGSVAPSN # 400 

.......S..S........S..........T....TS.....Y.S..... # 50 
.............S..Y.....SS..T.....S.S............... # 100 
.....S....T.......S........S......T....TS......... # 150 
................................................S. # 200 
...SS.........S..S...SS..T........................ # 250 
..................S.........S..................S.. # 300 
......T.T.T....................................S.. # 350 
.......................... # 400 

図１ ヒトエピプロフィンアミノ酸配列とセリン・スレオニン・チロシン部位
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