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研究成果の概要（和文）：当該研究により以下の成果を得た。1)マウス胎児顎下腺細胞が無血清培地で１ヶ月以
上の継代培養が可能となった。2)同様に、マウス成体耳下腺細胞が無血清培地で4ヶ月以上の継代培養が可能と
なった。3)長期培養耳下腺の細胞マーカーをリアルタイムPCR法により観察したところ、分化マーカーのアミラ
ーゼ発現が減少し、未分化マーカーが上昇していた。4)マウスの放射線暴露モデル作製のためマウスのX線照射
実験系を構築した。

研究成果の概要（英文）：　We obtained following results in this study. 1) The culture that was more 
than one month in the serum-free medium of the mouse embryonic submandibular gland (ME-SMG) cells 
were enabled. 2) The culture that was more than four months in the serum-free medium of the adult 
mouse parotid gland cells were enabled, as well. 3) In the long-term culture cells, the expression 
of AMY1, a differentiated marker, decreased and the expression of KRT5, a undifferentiated markers, 
increased by real-time PCR. 4) The experimental system for mouse X-ray irradiation model was set up.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 唾液腺　放射線障害　唾液分泌低下　無血清培養　放射線照射

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　唾液分泌障害は、口腔機能低下、口腔粘膜炎や肺炎を招き、患者の栄養状態低下のため治療効果の減弱や完遂
率にも影響するため、がん治療において重大な有害事象である。現在は対症療法が主だが、放射線による唾液腺
傷害は不可逆的で、一度傷害されると唾液分泌量は生涯治療前の状態には戻らない。患者の身体や費用の負担、
安全性と効果を考慮すると、移植などの治療よりもまず予防が第一であり、唾液腺防護剤をがん治療時に同時に
使用する支持療法が効果的である。当該研究は、こうした予防的な支持療法の開発を可能にするものである。

※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 
 
 唾液分泌障害は、口腔機能低下、口腔粘膜炎や肺炎を招き、患者の栄養状態低下のため治療効
果の減弱や完遂率にも影響するため、がん治療において重大な有害事象である。現在は対症療法
が主だが、放射線による唾液腺傷害は不可逆的で、一度傷害されると唾液分泌量は生涯治療前の
状態には戻らない。ピロカルピン塩酸塩は唾液分泌促進のため処方される薬剤だが、細胞表面の
ムスカリン性アセチルコリン受容体に作用して分泌を促進するため、唾液腺細胞が不可逆的に
傷害された場合は反応しない。患者の身体や費用の負担、安全性と効果を考慮すると、移植など
の治療よりもまず予防が第一であり、唾液腺防護剤をがん治療時に同時に使用する支持療法が
効果的である。 
 唾液腺防護剤の探索に当たって必要な唾液腺培養細胞に求められる条件は、1) 均質で大量の
細胞を長期間培養可能で、2)“必要時に”腺細胞に分化させ、唾液分泌能を自動化により測定で
きることである。この条件は、唾液腺防護剤の探索において数千の化合物のスクリーニングに必
須である。唾液腺細胞の培養は他の研究グループによっても試みられているが、求める２つの条
件を同時に満たしているものは未だ無い。 
 
 
２．研究の目的 

 
 我々は、がん治療でその機能低下が問題となる耳下腺とその分泌成分、アミラーゼに注目して、
分化した耳下腺細胞を Venus 蛍光として可視化でき、アミラーゼ分泌を NanoLucTM 発光とし
て数値化できる“蛍光耳下腺マウス”を作製した。当該研究では、この蛍光耳下腺マウスから単
離する耳下腺培養細胞を用いてアミラーゼ分泌能獲得に関わる遺伝子群やシグナル伝達経路を
同定し、培地への添加因子を改良することで、耳下腺細胞の分化程度やアミラーゼ分泌能が測定
可能な“光る耳下腺培養系”の完成を目指す。また、同時に、蛍光耳下腺マウス個体を放射線や
化学療法剤の暴露モデルとして確立する。 
 
 
３．研究の方法 
① 蛍光耳下腺マウスについて 
本研究の強みは、申請者らがこれまでにゲノム編集によって作製した“蛍光耳下腺マウス (図.1)”
を用いることである。唾液腺防護剤のスクリーニングや効果の検証はヒトを用いて行うことが
できないうえ、数千という化合物を網羅的に自動化して検索する必要がある。我々が作製したこ
の蛍光耳下腺マウスと、蛍光耳下腺マウスから耳下腺を単離することで本研究において完成を
目指している（分化能を維持しているため刺激によって）“光る耳下腺培養細胞”を用いれば、
将来は唾液成分の培地への分泌を NanoLuc 発光として数値化でき、腺細胞への分化が Venus 蛍
光として可視化できるようになるため、唾液腺の防護効果の判定が客観的に自動化定量可能と
なる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図.1 蛍光耳下腺マウス：作製したゲノム編集マウスの概要 (A)。耳下腺細胞が凍結組織切片、
ウエスタンブロッティングでそれぞれ Venus 蛍光、バンドとして観察された。作製した蛍光唾液
腺マウスの血清中の NanoLuc™活性を測定したところ、遺伝子型に応じた発光が観察された (B)。 
  genotype,  +/+：野生型, NLV/+ : ヘテロ型, NLV/NLV : ホモ型 
 

Venus蛍光を発する
耳下腺

蛍光耳下腺マウス 光る耳下腺培養細胞

NanoLucTM発光

Venus蛍光
（唾液分泌細胞への分化）

A.

NanoLucTM + Venus遺伝子

発現

遺伝子改変用
プラスミドDNA

アミラーゼのプロモーター

マウスに改変遺伝子をゲノム編集技術を用いて導入

アミラーゼ発現と同時に蛍光・発光遺伝子が発現する。
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② 唾液腺の長期培養に必要な培地成分の検索 
低分子化合物を培地に系統的に添加して長期に増殖維持させ、必要時に分化させることができ
る培養条件を探索した。マウス胎児顎下腺原基とマウス成体耳下腺細胞を分散培養して、低分子
化合物を系統的に添加して、唾液腺細胞の増殖性を観察した。また、幹細胞/分化マーカーの遺
伝子発現を定量的 PCR 法により確認した。①の蛍光耳下腺マウスより分離した耳下腺細胞の長
期培養を行い、継代培養して凍結保存を試みた。 
 
③ 放射線照射マウスの実験モデル作製 
既知の抗酸化剤の防護効果を観察するためにマウスの放射線照射実験を行った。当研究では、照
射する放射線の強度と飼育日数、傷害の程度を判定するための指標の選定を実施した。 
 
 
４．研究成果 
① 唾液腺の長期培養に必要な培地成分の検索結果 
マウス胎児顎下腺原基を分散培養した細胞に、低分子化合物を系統的に添加して、その増殖率を
観察して、数種類の低分子化合物に候補を絞った。うち、ROCK 阻害剤、Y27632 は細胞の継代培
養に必須であった。これらの結果、1)マウス胎児顎下腺細胞が無血清培地で１ヶ月以上の継代培
養が可能となった。2)同様に、マウス成体耳下腺細胞が無血清培地で 4ヶ月以上の継代培養が可
能となった。3)長期培養耳下腺の細胞マーカーをリアルタイム PCR 法により観察したところ、分
化マーカーのアミラーゼ発現が減少し、未分化マーカーが上昇していた。継代培養が可能となっ
たため、細胞を増殖させて凍結保存を試みた。凍結融解後の分化能の維持などの観察が今後の課
題である。 

 
② 放射線照射マウスの実験モデル作製 
マウスの唾液腺のみに放射線を照射するため、鉛の防護板の設計と作製を行い、唾液腺付近のみ
に X 線が照射されることを確認した。マウスの性別や週齢により反応が異なることが予想され
たため、まず初めに 10 週齢の雄を用いて、X 線照射装置による放射線の照射強度を決定する実
験を行った。7 Gy から 17 Gy の照射を実施し、体重や唾液の分泌量を測定したところ、個体差
が大きいことがわかった。これは、雄マウスの喧嘩による影響が大きいものと考えられた。また、
照射強度をあげても可視化できる唾液腺組織の変化は観察されず、炎症メーカーの上昇もみら
れなかった。今後は、マウスの性別や週齢を変更し、照射強度と飼育日数の検討、唾液腺傷害の
指標の探索を引き続き実施する予定である。 
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