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研究成果の概要（和文）：細胞間接着は上皮細胞の分化および増殖の制御に関わっている。これまでにデスモゾ
ーム構成因子であるPlakophilin 1 (PKP1)が歯原性上皮細胞の密着結合に局在している可能性を示してきたが、
その詳細は不明であった。本研究では、歯原性上皮幹細胞株においてPKP1遺伝子欠損細胞株を作製し、細胞間接
着が脆弱化すること、密着結合構成因子ZO-1の細胞膜局在が阻害されること、さらにその阻害が外因性PKP1によ
って回復することを示した。PKP1は密着結合においてPKP1-ZO-1複合体を形成し、ZO-1の局在を調節して細胞間
接着に重要な役割を果たしている可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In previous study, we identified a desmosomal protein PKP1 localized at the 
tight junction in dental epithelial cells. In this study, we analyzed the mechanism of PKP1 in 
cell-cell junctions in dental epithelial cells. To investigate the mechanisms of PKP1, we 
constructed PKP1 knock out  cells (KO) by CRISPR/Cas9 system. PKP1 KO cells showed that the 
localization of ZO-1 to plasma membrane was disturbed. Transfected PKP1-EmGFP rescued ZO-1 
distribution in plasma membrane. These data suggest that PKP1 localizes at tight junction and forms 
complex with ZO-1. PKP1 may play an important role for cell-cell adhesion regulating ZO-1 
localization in plasma membrane. 

研究分野： 歯科矯正学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
歯科医学の最終目的は、歯を含む口腔諸器官の再生メカニズムの解明とその臨床応用である。本研究により、外
胚葉異形成症原因遺伝子の一つであるPKP1が細胞膜において密着結合構成因子ZO-1の局在制御を通してエナメル
芽細胞分化制御を担っている可能性を発見した。これにより新たなエナメル芽細胞分化制御機構の解明の進展が
期待される。こうした歯の分化メカニズムを厳密に制御していくことが歯の再生やエナメル質の形成を可能にす
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
歯の形態形成は上皮−間葉相互作用によって始まる。歯は肺、腎臓、唾液腺および毛などと同様

に、上皮−間葉相互作用により形成され、歯の表面を覆うエナメル質は歯原性上皮細胞がエナメ
ル芽細胞へ分化することでエナメルマトリックスが分泌され、高度に石灰化して形成される。近
年、歯は歯の上皮および間葉細胞を用いて歯胚の再構築が可能であることが示された。しかしな
がら、歯の再生は、そのかたちの複雑さから未だに困難であり、歯がかたちづくられる過程を解
明し、制御することができれば歯の再生に一歩近づくと考えられる。 
 
２．研究の目的 
歯科医学の最終目的は、歯を含む口腔の器官再生メカニズムの解明とその臨床応用である。申

請者はこれまでの研究で、外胚葉異形成症原因遺伝子である PKP1 が①歯原性上皮細胞増殖期に
核内移行し Wnt シグナル調節因子として細胞増殖に働くこと、②エナメル芽細胞分化期では細
胞膜において ZO-1 と協調しながら細胞形態を制御し、エナメル芽細胞分化に重要な役割を果た
していることを発見し、PKP1 が歯原性上皮細胞の分化および細胞増殖を制御している可能性を
示した。しかしながら、PKP1 の形態形成に与える詳細な機能は未だ不明である。そこで、本研
究では PKP1 を用いた新たなエナメル芽細胞分化制御機構の解明を目的とし解析を行った。 
 
３．研究の方法 
申請者は PKP1 が細胞膜において密着結合関連因子である ZO-1 と結合し、その局在を制御し

エナメル芽細胞分化を調節している可能性を示した。しかしながら、ZO-1 遺伝子欠損マウスは
胎生致死であるため、エナメル芽細胞分化に与える影響の詳細は不明である。そこで PKP1-ZO-
1 複合体によるエナメル芽細胞分化制御の可能性を検証した。 
(１) 胎生 11 日齢 (Embryonic day 11) - 生後 7 日齢 (Postnatal day 7) マウス 歯胚を実体顕微鏡
下にて摘出し、total RNA を抽出、qRT-PCR 法にて発現パターンを解析した。また E13, E14, E16 
および P1 マウス歯胚を用いて、免疫染色法にて PKP1 および ZO-1 の局在を確認した。 
 
(２)歯原性上皮細胞株 M3H1 細胞を用い PKP1 の局在変化の解析を行った。樹立した M3H1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り幹細胞が減少し、長期培養によってエ
ナメル芽細胞へと分化する (Yoshizaki et al., PLOS ONE 2014)。同細胞に PKP1 siRNA 遺伝子導入
を行い、PKP1 の機能解析を行うとともに、CRIPSR/Cas9 システムを用いて PKP1 遺伝子欠損株 
(PKP KO)を作成し、同様の解析を行った。 
  
(３) PKP1 の細胞内局在をリアルタイムに検出するため、PKP1-GFP 融合発現ベクターを作製し
た。同発現ベクターを M3H1 細胞および PKP1 KO 細胞に遺伝子導入し、Ca2+および Wnt 刺激
を行い、GFP の局在変化を共焦点レーザー顕微鏡にて三次元的に観察した。 
 
(４) PKP1 の抑制または欠損によって tight junction 関連接着因子 ZO-1 の細胞膜局在が阻害され
たため、免疫沈降法により細胞膜分画における PKP1 と ZO-1 の結合の有無を確認した。 
 
(５) エナメル芽細胞分化への影響を確認するため、M3H1 および PKP1 KO 細胞株を培養し、total 
RNA を抽出、qRT-PCR 法にてエナメル芽細胞分化マーカーである Ameloblastin (Ambn)を用いて
解析を行った。 
 
４．研究成果 
 (１) 歯の発生における PKP1 の発現パターン解析  
歯の発生時期における PKP1 および ZO-1 の発

現パターンを解明するため、qRT-PCR 法および
免疫染色法にて解析を行った。PKP1 は mRNA 
レベルでは歯の発生初期である E11 より発現
を開始し、歯の発生ステージが進むにつれて発
現量が増加した（図１）。ZO-1 はエナメル芽細胞
分化期から発現量が増加した。次に、免疫染色法
にて局在を確認したところ、PKP1 は形態形成期
である発生初期においては歯原性上皮細胞の細
胞質に局在していたが、エナメル芽細胞分化期
になると細胞膜に点状に局在するようになっ
た。このとき、tight junction 構成因子である ZO-
1 も同様の局在パターンを示した。 
 
(２) 歯原性上皮細胞における PKP1 の細胞内局在の解析 

PKP1 は desmosome を構成する細胞間接着分子であり、エナメル芽細胞の分化が進むにつれて
細胞膜に局在する。歯原性上皮幹細胞株である M3H1 細胞において Ca2＋存在下では細胞間接着
部位に PKP1 の局在が認められた。このとき、PKP1 siRNA を遺伝子導入すると tight junction 関



連接着因子 ZO-1 の細胞膜局在が阻害された。さら
に免疫沈降法により PKP1 とZO-1 の結合を確認し
た。詳細を確認するため、CRISPR/Cas9 システム
を用いて PKP1 遺伝子欠損細胞株 (PKP1 KO)を作
製したところ、PKP1 KO 細胞株では Ca2＋存在下で
細胞間接着部位が脆弱になり、ZO-1 の細胞膜局在
が阻害された。また、PKP1 KO 細胞株に PKP1-
EmGFP 発現ベクターを遺伝子導入したところ、
ZO-1 の細胞膜局在が回復し、外因性 PKP1 と共局
在を示した（図２）。さらに PKP1 と ZO-1 の局在
を、共焦点レーザー顕微鏡を用いて三次元的に確
認したところ、PKP1 と ZO-1 は上皮細胞の頂端側
において共局在を示した。 

 
（３）PKP1 のエナメル芽細胞分化への影響 
 M3H1 および PKP1 KO 細胞株に Ca2＋を添加して 2 週間培養し、分化に与える影響を RT-qPCR
法で確認したところ、分化マーカーである Ambn の発現の現象を認めたため、PKP1 が ZO-1 の
局在制御を介してエナメル芽細胞分化に関与している可能性が示唆された。 
 
以上より、PKP1 は歯原性上皮細胞において desmosome だけでなく tight junction にも局在し、

PKP1-ZO-1 複合体を形成することが判明した。さらに細胞膜において、ZO-1 の局在を調節する

ことで、細胞間接着に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。また、PKP-1 と ZO-1 は

複合体を形成し、エナメル芽細胞分化に関与している可能性を明らかにした。 
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