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研究成果の概要（和文）：歯は上皮－間葉相互作用により形成される器官として知られており、歯の表面を覆う
エナメル質は我々の体の中で最も硬い硬組織である。エナメル質は、エナメル芽細胞と呼ばれる上皮細胞がエナ
メルマトリックスを分泌し、エナメルマトリックスが高度に石灰化されることで形成される。エナメル芽細胞は
その分化過程においてエナメルマトリックスを一方向へ分泌するために高度に極性化されていると考えられる
が、その分子メカニズムは不明である。本研究により、細胞接着に関わるPKP1が細胞極性マーカーであるZO-1の
細胞内局在を制御することで、エナメル芽細胞の極性化に重要な役割を果たしている可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Teeth are known as organs formed by epithelial-mesenchymal interaction. 
Enamel, the surface coating of teeth, is the hardest tissue in our body. It is generated by the 
secretion of enamel matrix by ameloblasts, followed by its extensive mineralization. Ameloblasts are
 thought to undergo a highly polarized process during differentiation to secrete enamel matrix, 
however the molecular mechanisms underlying this process remain unclear. This study demonstrates 
that PKP1, involved in cell adhesion, plays a crucial role in ameloblast polarization by regulating 
the intracellular localization of ZO-1.

研究分野： 歯科矯正学

キーワード： 歯　エナメル芽細胞　細胞極性　分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エナメル質の再生は未だ成し遂げられておらず、現在の歯科治療は欠損したエナメル質を人工物へと置き換える
ことで行われている。エナメル質再生のためには、細胞の３次元的配置をコントロールする技術が必要と考えら
れる。本研究によりエナメル芽細胞の極性化機構の一端を解明できたことにより、将来のエナメル質再生技術の
一助となる可能性が考えられる。

※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 
歯は上皮−間葉相互作用により形成される器官として知られており、発生期の形態形成機構を
解析するうえで、有用なツールであると考えられる。特に歯の上皮細胞は、丸みを帯びた幹細胞
からエナメルマトリックスを分泌するエナメル芽細胞へ分化する過程で、立方状から円柱状へ
とその形態を大きく変化させる細胞であり、細胞形態と分化の間に何らかの調節機構が働いて
いる可能性が考えられる。皮膚などの一般的な組織では、上皮と間葉を隔てる基底膜側に基底側
が形成され、反対側に頂端側が形成される。頂端側に局在するマーカー分子として ZO-1が知ら
れている。 
エナメル芽細胞は、間葉細胞である象牙芽細胞との間に基底膜が介在しており、基底膜に沿っ
て１列に配列される。分化が進むと、基底膜は吸収され、基底側へとエナメルマトリックスを分
泌するようになる。このように、１方向へのマトリックス分泌が必要であることから、エナメル
芽細胞はその分化過程において、高度な極性化機構が備わっていることが予測されるが、その分
子メカニズムは不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
これまでの研究で、歯の発生において細胞間接着に関わる PKP1が ZO-1の局在に影響を与え
ている可能性を示唆してきた。ZO-1は極性化上皮において頂端側に局在することが知られてお
り、PKP1がエナメル芽細胞の極性化に重要な役割を果たしている可能性が考えられる。そこで、
PKP1および ZO-1による極性制御メカニズムの解析を通して、細胞極性化および細胞分化メカ
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遺伝子欠損細胞株の作製 
CRISPR/Cas9システムを用いた遺伝子改変を行い、Pkp1遺伝子欠損細胞株を作製した。Pkp1遺
伝子の exon1を標的として、guide RNAを作製し、Cas9タンパクとともに electroporation法にて
導入を行った。遺伝子配列のシーケンシングを行い、exon1領域への１塩基の挿入を確認し、フ
レームシフトによる PKP1タンパク質の翻訳の阻害を確認した。導入した細胞をセルソーターに
て１細胞ごとに分離培養することで、Pkp1遺伝子欠損細胞株を作製した。 
 
(2) Zo-1 (Tjp1)遺伝子欠損細胞株の作製 
CRISPR/Cas9 システムを用いた遺伝子改変を行い、Tjp1 遺伝子欠損細胞株を作製した。Tjp1 遺
伝子の exon5を標的として、guide RNAを作製し、Cas9タンパクとともに electroporation法にて
導入を行った。遺伝子配列のシーケンシングを行い、exon5領域への 5塩基の欠失と 3塩基の挿
入を確認し、フレームシフトによるタンパク質の翻訳阻害を確認した。導入した細胞をセルソー
ターにて１細胞ごとに分離培養することで、Tjp1遺伝子欠損細胞株を作製した。 
 
(3) PKP１発現ベクターの作製 
PKP1遺伝子クローニングを行い、全長 PKP1遺伝子を発現ベクターに挿入した。N末端に GST
タグを C 末端に V5 タグを挿入した。また、C 末端に GFP を挿入した PKP1 発現ベクターを作
製し、PKP1の細胞内局在の検討を行った。 
 
細胞培養 
歯原性上皮細胞株M3H1細胞を用いて実験を行った。Ca2+添加により分化誘導を行い、上皮細胞
の敷石状の細胞形態変化を誘導した。上記にて作製した遺伝子欠損細胞株を同様に培養し、共焦
点レーザー顕微鏡にて機能分子の細胞内局在を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 これまでの研究で、Pkp1遺伝子の抑制が、ZO-1の細胞膜局在の破綻を誘導することを示して
きた。一方で、ZO-1による PKP1の局在制御機構は不明である。そこで、歯原性上皮細胞株M3H1
を用いて、Tjp1 遺伝子欠損細胞株の作製を行った。免疫染色法および western blotting 法により
Tjp1遺伝子欠損細胞株における ZO-1タンパクの消失を確認した。さらに、PKP1の局在を検討
したところ、細胞接着部の局在が阻害され、核内へと移行していることを確認した。同様に Pkp1
遺伝子欠損細胞株を作成し、検討したところ、ZO-1 の細胞膜局在が乱れ、破線状の局在を示し
ていた。そこで、より詳細に検討するため、共焦点レーザー顕微鏡を用いて、Z 軸撮影を行い、
Z 軸上における ZO-1 の局在を観察した。その結果、野生型株において ZO-1 は頂端側に１列に
配置しているのに対し、Pkp1 遺伝子欠損細胞株においては、ZO-1 の配列が上下方向へと乱れ、



細胞極性の阻害が起きている可能性が示された。そこで、Pkp1遺伝子欠損細胞株に Pkp1-Gfp遺
伝子を導入し、Pkp1の発現を外因性に回復させたところ、ZO-1の頂端側への局在の回復が認め
られ、ZO-1と GFPシグナルとの共局在を認めた。これらの結果から、PKP1が ZO-1の細胞内局
在を直接制御することで、細胞極性に影響を与えている可能性が考えられた。 
 PKP1 は ZO-1 の発現が抑制されると、細胞膜から核内へとその局在を移行させることから、
PKP1 には核内への局在を可能とする核内移行シグナルが存在する可能性が考えられる。PKP1
は armadillo repeat domain (arm domain)を
有しており、これは ß-cateninと相同性を
持つ (図１)。歯の発生初期におけるWnt
シグナル経路は、調節因子である ß-
catenin を介して歯のサイズや形態の決
定に関与していることが示唆されてお
り、PKP1の核内移行が、歯の形態形成に
重要な役割を果たしている可能性が考え
られる。そこで、タンパク質分画抽出を
行い、細胞膜、細胞質および核のフラク
ションに分け、western blotting法にて PKP1の細胞内局在を確認したところ、核内フラクション
において、全長 PKP1より 15kDa ほど短いと予測される、truncated formの存在を認めた。この
結果は、細胞膜に存在する PKP1が核内に移行する際に切断が起こり、truncated PKP1が核内へ
と移行している可能性が考えられた。そこで、PKP1の C末端と N末端にそれぞれ異なったタグ
を付与した発現ベクターを作製し、遺伝子導入を行い、PKP1 の局在を検討した。その結果、C
末端側は核内への移行効率が高いが N 末端側は主に細胞膜や細胞質への局在を認めた。以上の
結果から、PKP1は核内への移行シグナルが活性化されると、PKP1の切断が起こり、C末端側が
核内へ移行し遺伝子発現の調節を担っている可能性が示唆された。PKP1 の C 末端側には arm 
domainが存在しており、ß-cateninと同様に TCF/LEF 転写因子を介した遺伝子調節が行われてい
る可能性が考えられた。 
 以上の結果より、PKP1 は ZO-1 の局在を直接コントロールすることで、歯原性上皮細胞の細
胞極性を制御している可能性が示された。さらに、細胞膜状に存在する PKP1は切断されること
で核内へ移行し、遺伝子発現制御を行っている可能性が示唆された。細胞極性化の制御は３次元
的な形態形成機構において重要であり、本研究により、エナメル芽細胞の分化における極性化に
おいて、PKP1が重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 
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Scientific Reports 3093
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温度依存性器官培養法を用いた組織長期保存スクリーニングモデルの検討

歯胚器官培養法を用いた温度制御による組織長期保存スクリーニングモデルの確立

基底膜分子NephronectinのRGD領域はインテグリンaVb6と結合することでエナメル芽細胞の分化を制御する

scRNA-seq解析を用いた新規前象牙芽細胞マーカー遺伝子の同定および機能解析
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エナメル芽細胞極性化におけるp130Casの機能解析

Cellular and epigenetic dynamics by which mediator 1 ablation changes cell fate of dental epithelia to that generating hair.

GPIアンカー型タンパク質Lypd1は、前象牙芽細胞特異的に発現し象牙芽細胞分化を制御する

歯特異的転写因子AmeloD結合タンパク質の酵母Two-Hybrid法によるスクリーニング
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生体外器官培養システムを用いた温度刺激による長期器官保存法の確立

A basement membrane protein Nephronectin plays important roles in tooth development.

Comprehensive analysis for the gene functions associated with epithelial-mesenchymal interaction in tooth

Kanji Mizuta, Keigo Yoshizaki, Tomomi Yuta, Kanako Miyazaki, Keita Funada, Tian Tian, Yao Fu, Yuta Chiba, Ichiro Takahashi,
Satoshi Fukumoto.

Keigo Yoshizaki

前象牙芽細胞に特異的に発現するGPIアンカー型タンパク質Lypd1の同定および分化制御機構の解明
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デスモゾーム構成因子 Plakophilin 1 は核内移行シグナルを介して細胞増殖を制御する
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低温器官培養法を用いた抗癌剤シクロホスファミドによる歯胚形成阻害回避モデルの構築

基底膜分子 Nephronectin は RGD 領域を介してエナメル芽細胞の分化制御に関与する
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上皮－間葉ネットワークにおける器官運命決定機構の解明
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GPI アンカー型タンパク質 Lypd1 は象牙芽細胞分化に重要な役割を果たす

Gタンパク質共役型受容体Gpr111/Adgrf2はエナメル質の石灰化を制御する

Comprehensive analysis for the genes associated with epithelial-mesenchymal interactions in tooth
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基底膜分子Nephronectinは歯の発生においてRGD配列を介してエナメル芽細胞分化を制御している

外胚葉異形成症原因遺伝子Plakophilin 1は転写共役因子として上皮形成を促進する

The role of basement membrane protein Nephronectin in tooth development.

GPIアンカー型タンパク質Lypd1は歯の発生において象牙芽細胞分化を制御する
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