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研究成果の概要（和文）：唾液腺再生時にp63遺伝子の発現が上昇し、FGF7によって誘導されることを明らかに
した。p53 ファミリーの構成要素であるp63 は、上皮組織の発生、恒常性、および再生において重要な役割を果
たしている。唾液腺の導管結紮および放射線照射によって誘導されるp63の唾液腺再生における発現とその分子
機構を解析した。p63アイソフォームであるΔNp63の発現が増加すると、筋上皮細胞においてケラチン5陽性細胞
にp63が共局在した。 ΔNp63 発現は、FGF7 刺激によってp38 MAPK リン酸化を介して誘導され、唾液腺形成に
影響を与えた。ΔNp63は唾液腺再生の新しい候補分子になる可能が示唆された。 

研究成果の概要（英文）：We found that the p63 gene is expressed during salivary gland regeneration 
and is regulated by FGF7. The transcription factor p63, a component of the p53 family, has important
 functions in the development, homeostasis, and regeneration of epithelial tissues. However, the 
role of p63 in the regeneration of exocrine glands, including the salivary glands (SGs), has not 
been fully investigated. We investigated p63 expression in SG regeneration induced by duct ligation 
and irradiation. The expression of ΔNp63, a p63 isoform, increased and was colocalized with keratin
 5 positive cells were myoepithelial cells. Furthermore, ΔNp63 expression was regulated by FGF7 
stimulation via p38 MAPK phosphorylation and affected SG morphogenesis. These results suggest that 
ΔNp63 is essential for SG regeneration and may be a new target for regenerative treatment.

研究分野： 外科系歯学

キーワード： 唾液腺

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
唾液腺再生時にp63遺伝子が発現すること、p63アイソフォームであるΔNp63がFGF7によって制御されることを見
出した。さらに、p38 MAPK リン酸化を介した FGF7 刺激によってΔNp63が調節され、唾液腺の形態形成に影響
を与えることを明らかにした。すなわち、p38 MAPKのリン酸やFGF7 刺激が誘導するΔNp63を制御できる薬剤を
見出せば、唾液腺の再生を誘導できるかもしれない。薬剤を用いた臓器再生を誘導できる候補薬剤を見出す突破
口になればと考えて、研究を継続している。

※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 
 
頭頸部がんの放射線治療後やシェーグレン症候群のドライマウスに対する治療法は確立され

ておらず、唾液分泌刺激薬や人工唾液を投与する対症療法に留まっているのが現状である。応募
者は、大阪大学歯学部附属病院に口腔乾燥症（ドライマウス）専門外来を設立し、積極的に治療
に取り組んできたが、画期的な治療法の構築が期待されている。損傷した唾液腺を再生する画期
的な治療法の開発が期待されているが、複雑な組織構造を有する臓器を発生過程と同じように
作製し、機能的に回復させるにはいくつもの障壁が存在する。 
多くの臓器（唾液腺・肺・腎臓・乳腺・涙腺など）は、胎生期において上皮の塊が生じ立体的

な分枝（枝分かれ）を繰り返し形成される。唾液腺の発生では、間葉組織に包まれた上皮細胞が
増殖を繰り返し電球状になり分枝を開始する。腺房に cleft（切れ目）が生じて分枝が始まり、腺
房 bud（先端部）の伸張（増殖）と cleft の形成を繰り返し、ブドウの房状の構造を形成する。 
なぜ特定部位に cleft を形成し、bud を伸張し、臓器形成を進めるのかは不明であり、臓器の形
成機構を再生に応用できるのではないかと考えている。臓器形成を誘導する遺伝子を見出し、薬
剤等で遺伝子発現を高めることができれば、臨床現場において直ちに臓器再生に貢献できるか
もしれない。本課題の核心となる学術的な背景である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、唾液腺の発生機構に注目して唾液腺形成や再生に重要な遺伝子を発見し、臓

器再生に役立つ薬剤を見出すことである。研究方法として、唾液腺の形成に関する重要な遺伝子
を発見し、その遺伝子発現を誘導できるような薬剤を探索する。唾液腺障害モデルを用いてその
薬剤を再生医療に応用する。将来的には、唾液腺で得られた知見を活用し、肺・腎臓・乳腺・涙
腺などの臓器の再生医療に発展させることを目標としている。応募者が開発した T7-SAGE
（Serial Analysis of Gene Expression）法を用いて、2015 年度：基盤研究(A)「唾液腺をモデル
とした３次元的臓器再生技術の開発」において、cleft（切れ目）と bud（先端部）の唾液腺上皮
に発現する遺伝子群を同定した（NCBI Gene Expression Omnibus (GEO)に GSM555989 と
GSM555990 として登録）。本計画はそのデータベースを応用した発展研究として遺伝子情報を
元に再生医療への実現を目指している。 
 
３．研究の方法 
 
マウス胎仔の唾液腺 cleft と bud に強く発現する遺伝子・分子に着目し、その発現を誘導する

薬剤を見出す。放射線照射と導管結紮モデルにて、障害抑制効果・回復効果を検証する。 
 
（１）データベースの中から cleft 形成と bud 伸張に関与する遺伝子の探索 
応募者が自ら確立し NCBI に登録したデータベース（NCBI GEO: GSM555989, GSM555990）を元

に研究を進める。cleft や bud に発現する遺伝子や分子を in situ hybridization や免疫染色
（抗体が存在する場合）で局在を明らかにする。 
 
（２）候補遺伝子・分子の発現を誘導する薬剤の探索 
特許切れ既存薬だけの化合物ライブラリー Prestwick Chemical Library (PCL)（Drug Discov 

Today 11:160-4, 2006）を活用する。これらの化合物は米国 FDA や欧州など世界で認可された既
存薬で、常に最新情報がアップデートされており、特許が切れているために制約なく使用できる。
総数は 1280 種類であり、日本への輸入が困難な麻薬類を除いた 1269 種類の化合物ライブラリ
ーを用いる。既存薬ライブラリーPCL を添加した 96穴プレート 14 枚を用いて、マウス唾液腺上
皮細胞（SCA‐9）とイヌ腎臓上皮細胞（MDCK）、胎生 13 日目の唾液腺を培養する。培養後、細胞
や組織を採取し、total RNA を抽出後、定量的 real-time PCR を用いて、候補の遺伝子発現を上
昇させる薬剤を選択する。 
 
（３）選択薬剤の増殖・アポトーシスに対する活性の確認 
前のステップと同様に細胞や組織を採取し、細胞周期に関係する CyclinD1 の活性化、細胞増

殖（EdU）、アポトーシス（TUNEL）を解析する。分化に関する ERK1/2、AKT のリン酸化、阻害剤
を用いてシグナル伝達機構を解析し、薬剤の作用メカニズムを明らかにし、候補薬剤を絞り込む。 
 
（４）放射線照射に対する薬剤の障害抑制効果の判定～胎仔唾液腺～ 
 放射線照射装置（MX-80 Labo, MediXtech 社)を用いて、器官培養中の胎仔唾液腺に放射線 4Gy
を照射する。照射 2日後に腺房が強い障害を受け、細胞増殖が抑制され、腺房上皮細胞間の空隙
が大きくなる。器官培養前に選択薬剤を添加し、障害抑制効果を形態学的に検証する。 



 
（５）放射線照射に対する薬剤の障害抑制効果の判定～成体唾液腺～ 
 6 週齢成体マウス顎下腺に放射線 9Gy を照射する。照射 2週間後、6週間後に腺房が強い障害
を受けて細胞増殖が抑制され、腺房上皮細胞間の空隙が大きくなる。前段階で候補となった選択
薬剤をマウス腹腔内に前投与し、障害抑制効果を組織学的に判定する。 
 
（６）導管結紮による損傷モデルを用いた薬剤の障害抑制効果の判定 
 6 週齢成体マウス耳下腺主導管を絹糸で結紮すると、7日目に耳下腺の重量が低下し、組織学
的にも腺房萎縮と細胞間隙の増加を認める。絹糸を解放すると、約 14 日目には耳下腺の組織学
的な修復を観察できる。導管結紮・解放実験は、放射線照射とは異なり、短期間での可逆反応を
観察するのに有効であり、予備実験は成功している。前段階で候補となった選択薬剤を局所投与
し、器械的な障害に対する短期間での回復効果を組織学的に検証する。 
 
４．研究成果 
 
研究方法１）の遺伝子探索に時間を費やしたが、Bud 上皮に、既知の遺伝子である p63 を見出

した。P63 は。P53 ファミリーの構成要素の転写因子の 1つであり、上皮組織の発生、恒常性、
および再生において重要な機能を有している。そのため計画を円滑に遂行するために、まず p63
の唾液腺再生における機能解析を先行した。 
p63 遺伝子が唾液腺再生時に発現すること、FGF7 によって発現が誘導されることを見出した。

p63 が唾液腺の導管結紮および放射線照射によって誘導されることから、唾液腺再生における
P63 発現分布と分子機構を解析した。p63 アイソフォームであるΔNp63 の発現が増加し、筋上皮
細胞に存在するケラチン 5 陽性細胞と共局在化したΔNp63 発現は、FGF7 刺激によって発現が
誘導され、p38 MAPK リン酸化を介して、唾液腺の形態形成に関与していることが明らかになっ
た。 以上の結果から、ΔNp63 は唾液腺の再生にとって不可欠であり、再生治療の新しい候補分
子になること、薬剤探索時の重要な指標となることが示唆された。 
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