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研究成果の概要（和文）：生体マウスから2つの手法を用いて唾液腺幹細胞A、Bを分離、培養することができ
た。これらの細胞は唾液腺分化マーカーであるアミラーゼやAQ5の発現上昇や、2、3次元的に唾液腺管様配列の
誘導が可能であった。この分化誘導にはCa濃度やHGF、IV型コラーゲンが関与する可能性が示唆された。また、
唾液腺再生にはさらなる分化誘導が必須であり、新たな条件や刺激因子が必要と考えられた。
予備実験にてマウス胎仔唾液腺原基から分離した細胞は間葉組織との共培養でGalanin、 R-spondin3の強発現が
認められた。この因子は唾液腺分化誘導において重要な可能性があり、新たな刺激因子として実験を計画してい
る。

研究成果の概要（英文）：Salivary gland stem cells A and B could be isolated and cultured from living
 mice using two techniques. These cells were able to induce increased expression of salivary gland 
differentiation markers amylase and AQ5, as well as salivary gland duct-like arrangements in two and
 three dimensions. It was suggested that calcium concentration, HGF, and type IV collagen may be 
involved in this differentiation induction. Further induction of differentiation is essential for 
salivary gland regeneration, and new conditions and stimulating factors may be necessary.
In preliminary experiments, cells isolated from mouse fetal salivary gland primordia showed strong 
expression of Galanin and R-spondin3 when co-cultured with mesenchymal tissue. This factor may be 
important in the induction of salivary gland differentiation, and we are planning to test it as a 
new stimulating factor.

研究分野： 口腔外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
唾液腺の再生研究は唾液腺原基の幹細胞や多能性幹細胞（iPS細胞/ES細胞）を用いた、器官再生（オルガノイ
ド）による再生医療が盛んに行われ、その成果が報告されている。一方で、臨床応用を目指した生体への移植に
おいて、唾液腺機能の獲得や安全面、倫理面での多くの課題が残されている。
本研究は成体マウスから唾液腺幹細胞を樹立し、これを幹細胞のソースとして、器官再生や幹細胞移入による生
体の唾液腺再生法の構築と臨床応用を目指すものである。このように唾液腺再生研究の課題を解決することで、
理想的な再生医療が可能となる。

※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 
唾液腺は加齢や薬剤によって機能低下を来たしやすく、QOL を極度に低下させる。現在でも、
有効な治療法は確立されておらず、新たな治療法が期待されている。 
最近、iPS 細胞による各種臓器の再生研究が急速に進み、臨床試験が開始されている。 
唾液腺においては、多彩な細胞より構成されている組織学的特異性や幹細胞の同定が困難なた
め、大きな進展がなかった。しかし近年、唾液腺原基から幹細胞を分離し、損傷した唾液腺組織
に移入することで、腺房細胞の修復と唾液分泌量の改善を認めと報告された（Int J Biochem Cell 
Biol 2011）。また、唾液腺原基から分離した幹細胞や多能性幹細胞（iPS 細胞/ES 細胞）からオ
ルガノイドを作成し、損傷した唾液腺を丸ごと置き換える器官再生が試みられている（Nature 
commun 2018）。 
申請者は以前より、低 Ca 無血清培地を作成し、成体マウスの唾液腺組織から未分化で均一な
唾液腺幹細胞様細胞を分離・培養できることを確認した。この細胞は高 Ca 濃度環境下や EGF
などの成長因子によって 2 次元的に腺管様配列を呈し、さらに IV 型コラーゲンを主とする細胞
外器質によって促進された。機能的には分化マーカーであるアミラーゼのタンパクおよび遺伝
子の発現増加が認められ、形態学的には電顕にて超微構造の成熟変化が確認されている。 
この細胞は形態的、機能的に分化能を有し、唾液腺幹細胞の性質を持つ可能性が示唆され、これ
を用いて唾液腺の修復や再生が可能であると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
成体マウスの唾液腺から形態や機能を獲得できる分化誘導が可能な幹細胞を樹立し、これを幹
細胞のソースとして唾液腺の器官再生法を確立する。さらに、再生器官の移植や幹細胞移入によ
る、生体の唾液腺再生法の構築を目的とする 
 
 
３．研究の方法 
I. 唾液腺幹細胞の分離・培養と細胞特性の解析 
（1） 唾液腺幹細胞 Aの分離・培養 
8週齢のC57BL/6Jマウスから顎下腺を摘出した後に細切した。抗菌薬入り生理食塩水で洗浄し、
プラスチックディッシュ上に付着させた後に低 Ca（0.2mM）無血清 MCDB153/DMEM 培地を加えて
培養し、顎下腺細切片周囲に増殖した唾液腺幹細胞を分離した。 
（2）唾液腺幹細胞 Aの解析 
この細胞の起源や特性を明らかにするために 2 種類の条件下（Ca 濃度 0.2mM と 1.0mM）で以下
の唾液腺関連マーカーについて免疫染色を行った。 
上皮細胞（Pan-CK、E-cadherin）、導管細胞（CK-18, CK-19）、腺房細胞（AQ5, Amylase）、筋上
皮細胞（α-SMA）、細胞増殖（Ki-67） 
（3） 唾液腺幹細胞 Bの分離・培養 
8 週齢の C57BL/6J マウスから顎下腺を摘出し、1mm 以下に細切した後にコラゲナーゼ typeII と
ヒアルロニダーゼが入った MEM で 2 時間処理を行った。回収した細胞を MatrigelTM-growth 
factor reduced で被覆したプラスチックプレート上で DMEM/F12 に EGF や FGF10 などの因子を
加えた培養液にて培養し、オルガノイドの周囲に発生した細胞を分離した。 
（4）唾液腺幹細胞 Bの解析 
この細胞の起源や特性を明らかにするために Ca 濃度 0.2mM 下での唾液腺関連マーカーについて
免疫染色を行った。 
基底細胞（p63）、筋上皮細胞（α-SMA）、腺房細胞（AQ5, Amylase） 
 
II. 唾液腺幹細胞の２次元分化誘導 
細胞外基質（フィブロネクチン、ラミニン、IV 型コラーゲン）をコーティングしたディッシュ
上で唾液腺幹細胞 A、B の細胞培養を行い、HGF の刺激によって唾液腺関連マーカー（Amylase、
AQ5）の免疫染色を行った. 
 
III. 唾液腺幹細胞を用いた 3次元誘導 
105 個の唾液腺幹細胞 Aと Bをそれぞれ 3種類の細胞外基質（フィブロネクチン、ラミニン、IV
型コラーゲン）を含んだゲルに埋入して培養し、HGF 刺激を行って形態的変化を観察した。 
 
 
４．研究成果 
I. 唾液腺幹細胞の分離・培養と細胞特性の解析 
（1） 唾液腺幹細胞 A 



唾液腺関連マーカーの発現（免疫染色）：すべての細胞において Pan-CK と E-cadherin が陽性を
示し、上皮細胞であることが確認できた。また、導管細胞のマーカーである CK-18、CK-19 は陽
性で、腺房細胞のマーカーである AQ5 と Amylase はほとんど染色性を示さなかった。筋上皮細胞
のマーカーであるα-SMA は陰性であった。また、ほぼすべての細胞において Ki-67 の弱い染色
性を示した。次に、培地の Ca 濃度を 0.2mM から 1mM に上昇させると、個々の細胞は大きくなり、
やや長細くなった後に直線上に配列し、腺管様配列を形成した。その細胞は CK-18、 CK-19、α
-SMA の発現に変化はなかったが、AQ5 と Amylase の発現が上昇した。また、すべての細胞におい
て Ki-67 は発現しなかった。 
このことより、マウス顎下腺から分離培養した細胞は唾液腺の導管上皮細胞の性格を持ち、未分
化なものであることが示唆された。Ca 濃度を上昇させることにより、形態的に唾液腺用の配列
を示し、AQ5 と Amylase の発現が見られるなど唾液腺固有の機能が確認され、唾液腺幹細胞の性
質を持ち得る可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2） 唾液腺幹細胞 B 
この細胞の多くが p63 に陽性を示し、αSMA 陽性細胞が散見され、AQ5 はほとんどが陰性を示し
た。このことより、この分離細胞群には多くの幹細胞や一部は筋上皮細胞に分化した細胞が含ま
れている可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II. 唾液腺幹細胞の２次元分化誘導 
分離細胞 A、B の分化誘導に際し、細胞外基質（フィブロネクチン、ラミニン、IV 型コラーゲン）
と HGF がどのような影響を及ぼすかを検討した。分離細胞 Aは IV 型コラーゲン及び HGF の刺激
によって Amylase の増加が確認された。AQ5 は明らかな増加は確認できなかった。分離細胞 Bで
は HGF 刺激で Amylase の増加が確認され、細胞外基質の影響は明確ではなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III. 唾液腺幹細胞を用いた 3次元誘導 
分離細胞AはIV型コラーゲンで培養し、HGF刺激を加えることで細胞配列が導管様に変化した。
また、分離細胞 B は HGF 刺激を行うと細胞間距離がやや開いたが、導管様の配列は認めなかっ
た。細胞外基質間の差はなかった。 
これらは 2次元的な実験結果と概ね一致する結果であった。 
 
 
 

  抗体 0.2ｍM 1.0ｍM 

上皮細胞 Pan-CK + + 

 E-cadherin + + 

導管細胞 CK-18 + + 

 CK-19 + + 

腺房細胞 AQ5 - + 

 Amylase - + 

筋上皮細胞 α-SMA - - 

細胞増殖 Ki-67 +/- - 

 抗体 0.2ｍM 

基底細胞 p63 + 

腺房細胞 AQ5 +/- 

 Amylase +/- 

筋上皮細胞 αSMA - 

 

 唾液腺幹細胞 A 唾液腺幹細胞 B 

刺激因子 Amylase AQ5 Amylase AQ5 

FN 変化なし 変化なし 変化なし 変化なし 

LN 変化なし 変化なし 変化なし 変化なし 

IV コラーゲン 上昇 変化なし 変化なし 変化なし 

HGF 上昇 変化なし 上昇 変化なし 

 



 
IV. 研究結果のまとめと今後の展望 
唾液腺幹細胞 A、B を用いてアミラーゼや AQ5 の発現上昇に加え、2、3次元的に唾液腺管様配列
の誘導を示唆する結果を得ることができた。しかしながら、唾液腺再生のためにはさらなる分化
誘導が必要である。 
予備実験にてマウス胎仔唾液腺原基から分離した細胞と共培養した周囲間葉組織、共培養して
いない周囲間葉組織をそれぞれ DNA マイクロアレイ解析にて比較したところ、Galanin（共培養
により 18 倍に増加）、 R-spondin3（共培養により 2.4 倍に増加）の発現に差異が認められた。
その再現性の確認実験を行う予定である。また、それらの実験で抽出された因子は唾液腺分化誘
導において重要な役割をなす可能性があり、新たな刺激因子として分化誘導の実験を計画して
いる。 
 
 
 
 
 
 
 

刺激因子 分離細胞 A 分離細胞 B 

FN 変化なし 変化なし 

LN 変化なし 変化なし 

IV コラーゲン 導管様配列 変化なし 

HGF 導管様配列 細胞間距離が開大 
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