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研究成果の概要（和文）：FAM83Hは歯の優性遺伝性低石灰化型エナメル質形成不全症の原因遺伝子である。これ
までに我々は、FAM83Hが、大腸がん細胞において、ケラチン骨格制御に関わっていることを明らかにしてきた。
本研究課題では、エナメル上皮系細胞株においても、FAM83Hがケラチン骨格構築を制御していることを明らかに
した。FAM83H変異タンパク質の発現で、エナメル上皮系細胞のケラチン骨格が壊れることが明らかになり、それ
に付随してデスモソームの形成に異常が出る可能性が示唆された。さらに我々は、ヒトの患者と類似のFAM83H遺
伝子変異を持つマウスを作成した。現在、このマウスを用いて、in vivoでの解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：FAM83H plays an essential role in the formation of dental enamel and its 
heterozygous mutation causes autosomal-dominant hypocalcified amelogenesis imperfecta. We have 
demonstrated that FAM83H regulates the organization of the keratin cytoskeleton in human colorectal 
cancer cells. In the present study, we showed that the keratin cytoskeleton in cultured 
ameloblastoma cells is also regulated by FAM83H. Mutant proteins of FAM83H prevented proper 
organization of the keratin cytoskeleton and concomitantly dis-localized component proteins of 
desmosomes form the cell-cell interface in cultured ameloblastoma cells. We additionally generated 
mice with a mutation in the FAM83H gene. We are testing whether the FAM83H mutation causes the 
disorganization of the keratin cytoskeleton and desmosomes in dental ameloblasts in vivo. 

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

 FAM83H は、歯のエナメル質形成不全症の
原因遺伝子として、2008 年に特定された。
本研究計画の開始当初（2013 年）において、
FAM83H がエナメル質形成時にどのような
役割を担っているのか、FAM83H の遺伝子変
異でなぜ疾患が起こるのかが全く分かって
いなかった。 

我々は、2013 年に、FAM83H が大腸がん
で高発現していることを報告した。FAM83H
が高発現すると、CK1 キナーゼの機能が異常
となり、ケラチン骨格が崩壊することを明ら
かにした [Kuga et al., J Cell Sci, 2013]。 

ケラチン骨格は、正常なエナメル質形成に
必要であることが知られていた。エナメル質
形成を担うエナメル上皮細胞（エナメル芽細
胞など）では、ケラチン 5、ケラチン 14 が発
現しており、ケラチン 14 の遺伝子変異でエ
ナメル質形成異常が起こることが報告され
ていた。ケラチン骨格は、デスモソーム細胞
間接着構造体、ヘミデスモソーム細胞-細胞外
基質間接着構造体の支持体としての働きを
持つ。これら接着構造体の異常がエナメル質
形成異常に繋がることも知られていた。 

以上のことから、我々は次のような仮説を
立てていた。FAM83H の遺伝子変異は、エナ
メル芽細胞などのケラチン骨格を異常にし、
その結果、デスモソームやヘミデスモソーム
の形成が阻害され、エナメル質形成が異常に
なる。 

 
２．研究の目的 

 大腸がん細胞においてだけでなく、エナメ
ル上皮細胞においても、FAM83H がケラチン
骨格を制御しているのかどうかを検討し、
FAM83H 変異タンパク質がケラチン骨格の
異常を誘導するのかどうかを検討した。さら
に、FAM83H 遺伝子変異の影響を in vivo で
調べるために、FAM83H 遺伝子改変マウスを
作成した。 
 
３．研究の方法 

(1)エナメル上皮系細胞株を用いた FAM83Hの
機能解析（ケラチン骨格制御への関与の検
討） 

 研究に用いるエナメル上皮系細胞株とし
ては、ヒトのエナメル芽細胞株が望ましい。
しかし、これまでにヒトのエナメル芽細胞株
は樹立されていないため、代わりに、ヒトの
エナメル上皮腫から樹立された細胞株
(HAM2 および HAM3 細胞株)を用いて、
FAM83H の機能解析を行った。HAM 細胞株
は、エナメル芽細胞と同様に、ケラチン 14
やいくつかのエナメルマトリクスタンパク
質を発現する [Hatakeyama et al., J Oral 
Pathol Med, 2011]。 

 FAM83H の機能解析は、FAM83H の過剰

発現法とノックダウン法などを用いて行っ
た。FAM83H の発現量変化がケラチン骨格に
与えるの影響を、抗ケラチン 14 抗体などを
用いた免疫染色法で調べた。 

ケラチン骨格に与える FAM83 遺伝子変異
の影響は、変異型 FAM83H の発現ベクター
を用いて行った。ヒトの患者で検出される全
ての変異型 FAM83H 遺伝子では、ナンセン
ス変異などによる早期ストップコドンが生
じる。本研究では、287 番目の Ser のナンセ
ンス変異遺伝子（FAM83H-S287X)と 297 番
目 の Tyr の ナ ン セ ン ス 変 異 遺 伝 子
（FAM8H-Y297X）から発現するタンパク質
の発現ベクターを用いた。FAM83H 変異タン
パク質を発現させた細胞のケラチン骨格を、
抗ケラチン 14 抗体などを用いた免疫染色法
で調べた。 

(2)FAM83H 遺伝子改変マウスの作成 

ヒトの患者と同様に、FAM83H 遺伝子に早
期ストップコドンを持つ遺伝子改変マウス
を、CRISPR/Cas9 システムを用いて作成し
た。マウス FAM83H の標的配列を組み込ん
だ pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9
ベクターを、2 細胞期の胚に注入し、偽妊娠
Slc:ICR マウスの卵管に移植した。ヘテロ接
合型の FAM83H 遺伝子改変マウスを樹立し
た後、そのオスとメスを掛け合わせることで、
ホモ接合型の FAM83H 遺伝子改変マウスを
作成した。 

 
４．研究成果 

(1)FAM83H はエナメル上皮系細胞株のケラチ
ン骨格構築を制御する 

 HAM2 細胞に FAM83H siRNA を導入し、
ケラチン 14 の免疫染色を行った。Control 
siRNA を導入した細胞では、細胞全体がケラ
チン線維で覆われれていたが、FAM83H 
siRNA を導入した細胞では、細胞辺縁部のケ
ラチン骨格が顕著に消失していた（図１）。 

図１．siRNA を導入した HAM2 細胞の免疫
染色像。青：DAPI による DNA 染色、緑：
抗ケラチン 14 抗体を用いた染色。 

 次にFAM83Hを過剰発現させたHAM2細
胞の免疫染色を行った。FAM83H の過剰発現
は、ケラチン線維を消失させ、代わりに細胞
内小胞様のケラチン構造体を形成させた（図
２）。以上の結果から、エナメル上皮系細胞



のケラチン骨格構造が、FAM83H の発現レベ
ルによって制御されていることが示唆され
た。 

図２．FAM83H-FLAG 発現ベクターを導入
した HAM2 細胞の免疫染色画像。赤：抗
FAM83H 抗体を用いた免疫染色像、緑：抗ケ
ラチン14抗体を用いた免疫染色像、青：DAPI
による DNA 染色像。 

(2)FAM83H 変異タンパク質はケラチン骨格を
異常にする 

 FAM83H 変 異 タ ン パ ク 質
（FAM83H-S287XまたはFAM83H-Y297X）
を過剰発現させた HAM2 細胞または HAM3
細胞の免疫染色を行った。FAM83H 変異タン
パク質を発現した細胞では、細胞辺縁部のケ
ラチン線維が消失していた（図３）。この結
果は、エナメル上皮系細胞のケラチン骨格が
FAM83H 変異タンパク質発現によって異常
になることを示唆していた。 

図３．FLAG 標識型 FAM83H 変異体発現ベ
クターを導入した HAM3 細胞の免疫染色画
像。赤：抗 FLAG 抗体を用いた免疫染色像、
緑：抗ケラチン 14抗体を用いた免疫染色像、
青：DAPI による DNA 染色像。 

 我々は、2013 年に、FAM83H が、CK1 キ
ナーゼをケラチン骨格上に係留させる働き
を 持 つ こ と を 明 ら か に し て い た 。
FAM83H-S287Xは、CK1結合領域を持つが、
ケ ラ チ ン 結 合 領 域 を 持 た な い た め 、
FAM83H-S287X の作用は CK1 の結合を介
して起こってる可能性が考えられた。この可
能性は、 CK1 結合領域に変異を持つ
FAM83H-S287X 発 現 ベ ク タ ー
（FAM83H-S287X-F251/274A）を用いた結
果から支持された。CK1 との結合能を持たな
い FAM83H-S287X-F251/274A は、ケラチン
骨格構築に影響を与えなかった（図３）。CK1
阻害剤 D4476 を HAM 細胞に添加した場合
でも、ケラチン骨格の異常が誘導されたこと

から、おそらく FAM83H 変異タンパク質は
ドミナントネガティブ効果で CK1 の機能を
阻害し、ケラチン骨格の異常を生じさせてい
るものと思われた。 

(3)FAM83H 変異タンパク質によるケラチン骨
格異常はデスモソームの形成を阻害する 

 FAM83H 変異タンパク質発現によってケ
ラチン骨格が異常になった HAM3細胞では、
デスモソーム構成タンパク質の細胞内局在
異常が観察された（図４）。この結果は、
FAM83H 変異体によって誘導されるケラチ
ン骨格異常が、デスモソーム形成・維持を妨
げた可能性を示唆した。このような、ケラチ
ン骨格異常に付随したデスモソーム形成異
常が、生体内のエナメル芽細胞で実際に起こ
っているのかどうかを、今後 in vivo で検討
する必要がある。 

図４．FLAG 標識型 FAM83H 変異体発現ベ
クターを導入した HAM3 細胞の免疫染色画
像。赤：抗ケラチン 8 抗体を用いた免疫染色
像、緑：抗デスモプラキン抗体を用いた免疫
染色像、青：DAPI による DNA 染色像。 

(4)FAM83H 遺伝子改変マウスの作成 

 培養細胞で見られた FAM83H 変異タンパ
ク質の作用が、実際に生体内のエナメル芽細
胞で見られるのかどうかを検討するために、
FAM83H 遺伝子改変マウスを作成した。ゲノ
ム シ ー ク エ ン ス 解 析 に よ っ て 、
FAM83H-S287X 変異と類似した変異が、マ
ウスに導入されたことを確認した。ヘテロ接
合型、ホモ接合型のマウスの両方を作成し、
それらが変異タンパク質を発現しているこ
とも確認した。現在、これらのマウスを用い
て、エナメル質形成不全症の疾患発症メカニ
ズムの解明に向けた解析を進めている。今後
は、この疾患モデルマウスを用いて、新規治
療法の開発も進めたいと考えている。 
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