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研究成果の概要（和文）：  
	 シェーグレン症候群モデルマウスにおける破壊された唾液腺の再生を目標とし、

種々の臓器において自己複製能と多分化能を持つ side population cells (SP 細胞 ) を
移入して唾液腺再生をめざしたが再生はできなかった。そのため胎仔マウスからの顎下

腺器官培養条件を検討し、顎下腺器官培養や単一細胞化を行った顎下腺および周囲間葉

組織から調整した細胞集合塊の培養系を確立した。さらにマウス腎被膜下に移植して、

唾液腺組織の増殖も確認できた。これらの培養条件下で SP	 細胞と供培養での	 SP	 細胞

の変化を観察している。  
 
研究成果の概要（英文）：  
	 We tried to reproduce salivary glands of Sjögren’s syndrome model mice 
transferring side population cells (SP cells), but we could not do.  We 
established the method to culture embryo salivary glands and confirmed the 
growth of these cells under the capsule of the kidney.  We now observe the 
change of SP cells co-culturing with embryo tissue. 
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１．研究開始当初の背景  
	 シェーグレン症候群  (SS) は初期
症状として唾液腺や涙腺などの外分

泌腺が特異的に障害される自己免疫

疾患である。遺伝的要因、ウイルスや

細菌感染が発症に関与しているとい

う報告もあるが、その病因はいまだ解

明されていない。病因の解明を行い根

治的でかつ選択的な治療法を確立す

ることは必須であるが、乾燥症状など

に対する対症療法の確立も患者の  
QOL の改善のためには必要である。  
	 本研究代表者の大山は新しい  SS 
モデルマウスを確立した。この SS モ
デ ル は SLE 自 然 発 症 マ ウ ス  
NZM2328 にマウスサイトメガロウ
イルスを感染させることにより SS 
に極めて類似した病態を発症すると

いう、もので、実際の自己免疫疾患に

非常に近い状態のモデルマウスと考

えている（Ohyama et al. J Immunol 
2006）。  
	 また、近年再生医療が注目されてい

るが、種々の臓器において自己複製能

と多分化能を持つ組織幹細胞が DNA 
結合蛍光色素の  Hoechst3334 の流
出 能 を 持 つ  side population cells 
(SP 細胞 )と呼ばれる細胞分画として
単離可能となった。唾液腺に関して	 	 	 	 	 	 

も  SP 細胞の同定ができるようにな
り、われわれの研究室でもこの細胞の

分離同定を行ってきた。  
	 美島らはマウス唾液腺由来の  SP 
細胞を放射線障により唾液の分泌が

減少した唾液分泌障害マウスに移入

することより有意の分泌量の改善が

認めえられると報告しており、SP 細
胞の唾液分泌能の改善に対する効果

が期待された。  
 

２．研究の目的  
	 上記の背景から、SS 患者の治療を
最終目的とし、SS モデルマウスにお
いて唾液分泌能を再獲得するため、同

モデルにおける SP 細胞の自己複製
能と多分化能の効果を確認すること

を目的とした。  
 
３．研究の方法  
1)	 SP	 細胞の分離	 

	 ６週齢、オスの	 C57BL/6	 マウスか

ら唾液腺（顎下腺）を摘出しコラゲナ

ーゼ、ヒアルロニダーゼにて分散化後、

トリプシン処理を行い、Hoechst33342	 

存在下で培養し、その後	 FACS	 で	 SP	 

細胞分画を分離採取した。	 

	 

2)	 胎仔マウスからの顎下腺器官培養	 

	 妊娠 13.5 日マウスから胎仔マウス

を摘出し、①この胎仔顎下腺の小葉

10 個を含む組織片に細切し、ポアサ

イズ 0.4μl のフィルター上に静置

（顎下腺器官培養）、②周囲間葉組織

を含んだ顎下腺組織をコラゲナーゼ	 

I	 、トリプシン EDTA、DNaseI	 で処理

して単一細胞化を行い、この細胞浮遊

液を上述のフィルター上のコラーゲ

ンゲル内に滴下して細胞集合塊を形

成（細胞集合塊器官培養）を作成した。

下層に培地（10%	 胎仔ウシ血清添加	 

DMEM）を入れた６穴プレートにこれら

①、②のフィルターを静置して器官培

養を行った。	 

	 

3)	 胎仔マウス顎下腺と SP	 細胞の共

培養	 

	 1)で分離した	 SP	 細胞を上記胎仔

マウスの細胞集合塊の器官培養系と

同様の培養系を用いて培養した。ただ

し、SP	 細胞単独と妊娠	 13.5	 日胎仔



マウスの顎下腺周囲間葉組織と共培

養する系の２種類の細胞集合塊を作

成して培養を行った。	 

	 

	 

４．研究成果	 

1)	 SP	 細胞の分離	 

	 上記方法を用いて	 SP	 細胞の分離

する手技を確立した（図１）。なお、

レセルビン処理でこの分画が消失す

ることも確認した。	 

（図１）	 

	 

2)胎仔マウスからの顎下腺器官培養	 

	 妊娠 13.5 日マウスから胎仔マウス

を摘出し、この胎仔顎下腺の組織片の

器官培養を行った。この条件下におい

ては培養開始	 12	 時間(Day0)から次

第に顎下腺組織の分化が進み、分枝形

成、細胞増殖が培養７日目まで継続し、

in	 vitro	 での顎下腺形成が確認され

た。（図２、図３）。	 	 

	 	 	 	 	 	 	 （図２：強拡大）	 

	 

（図３：弱拡大）	 

	 

	 次に単一細胞化を行った顎下腺お

よび周囲間葉組織から調整した細胞

集合塊の培養では、マトリゲルに比べ

てコラーゲンゲル内に細胞集合塊を

作成した方が細胞集合塊の分化•発育

は促進され、さらにコラーゲンゲル内

にフィブロネクチンを添加すると空

胞化が減少し、小葉数が増加し、小葉

は腺腔を形成するなどより腺組織の

形態を示すようになっていた。図４に

コラーゲンゲル（単独）内に細胞集合

塊を作成した器官培養の経時的変化

および HE	 染色像を示す。	 

	 

（図４）	 

	 

	 さらに興味深いことに、この培養系

では顎下腺周囲間葉組織を含んだ単

一細胞塊の方が周囲間葉組織を含ま

ないほぼ顎下腺細胞のみの単一細胞

塊に比べて腺組織の発育、形態形成な

どが優れており、を共培養しないと顎

下腺は十分発育せず、周囲組織との共

存が顎下腺の分化発育には必要であ

ると考えられた。	 



	 また、これら顎下腺器官培養、細胞

集合塊器官培養両系で１日培養した

後にマウス腎被膜下に移植すると培

養系に比べて大きく移植した顎下腺

や細胞集合塊が増殖した。	 

	 

3)	 胎仔マウス顎下腺と SP	 細胞の共

培養	 

	 このように唾液腺への分化能を持

つ胎仔マウス顎下腺やその単一細胞

塊からの器官培養系が確立できた。も

し唾液腺から分離した	 SP	 細胞が多

分化能を有しているとすると、この系

での分化も可能と考えた。また、唾液

腺周囲組織の唾液腺の分化発育の場

の提供という環境を利用することを

考え、胎仔顎下腺および周囲組織また

は胎仔顎下腺周囲組織と SP	 細胞をコ

ラーゲンゲル内で共培養して SP	 細胞

の変化を観察している。	 
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