
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 ２５年 ４月 ２７日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：本研究の最終的な目標は、細胞移植による唾液腺機能障害の新たな治

療法の開発である。初めに、マウス唾液腺への放射線照射により、唾液腺萎縮モデルを作成し

た。単核球細胞は、唾液量の回復に作用することが示された。次に、細胞移植による唾液腺機

能回復のメカニズムを明らかにするために、in vitro における唾液腺萎縮モデルを作製した。

本モデルから、骨髄単核球の培養上清中に含まれる液性の因子が直接腺房細胞へ働きかけ、機

能回復に作用するメカニズムが推測された。 

 
研究成果の概要（英文）：The final goal of this study is to develop a novel treatment for 

salivary gland dysfunction by cell transplantation. First, we established a mouse salivary 

gland atrophy model by irradiation. The administration of MNCs significantly increased 

saliva secretion as similar to the experiments with cultured salivary epithelial cells or 

mesenchymal stem cells. To understand the mechanism of salivary gland recovery by cell 

transplantation, in vitro salivary gland atrophy model was established. The results from 

this study have shown that the transplanted cells may affect the function of salary gland 

acinar cells via factors secreted from MNCs. 
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１． 研究開始当初の背景 

成人幹細胞移植は、白血病や多発性骨髄
腫患者への造血幹細胞移植などにおい
て既に確立された医療である。近年、造
血幹細胞以外のさまざまな臓器におい
ても、幹細胞移植の可能性が検討されて
いる。たとえば、糖尿病患者に対する膵

島移植では、高い成功率が報告されてい
る。しかしながら（幹）細胞移植治療に
おける大きな問題はドナー不足であり、
他家移植の場合には免疫拒絶も問題と
なる。もし、自己組織由来の培養細胞を
治療に用いることができれば、このよう
な制約を受けることなく治療ができる
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ものと期待される。唾液腺は、３つの大
唾液腺と数百の小唾液腺からなる特徴
的な口腔‐顔面領域の臓器である。それ
ゆえ、比較的低侵襲な手技で、自家移植
を予定する患者に対しても細胞の採取
が可能である。もし、唾液腺の幹細胞/

前駆細胞の分離、増殖と放射線治療終了
時までの保存が可能となれば、萎縮唾液
腺の治療も可能になるものと考えられ
る。 

 現在、唾液腺の生理的な再生の正確な
メカニズムは明らかではない。唾液腺組
織は、主として腺房と導管の２つの構造
からなる。唾液腺実質には、腺房、介在
部導管、線条部導管、筋上皮細胞、そし
て基底細胞の５種類の細胞が存在する。
それぞれの細胞は、局在が異なるのみで
なく、固有の機能を持ち、特異的なマー
カーを発現する。これまでの報告では、
幹/前駆細胞は主に介在部導管に存在す
ることが示唆されており、そこから介在
部導管、および反対の腺房の方向へ移動
すると考えられている。Ihrler らは、正
常な基底細胞（介在部導管中）は腺房細
胞と比較して１６倍の増殖能を持つこ
とを報告した。多くの導管細胞は円柱状
であるにもかかわらず、わずかな細胞が
基底側に位置している。これらの基底細
胞は水平方向、あるいは管腔側に移動し、
分化する。傷害などのストレスを受けた
際には、腺房細胞は消失し導管上皮が盛
んに分裂する。 

最近の研究では、唾液腺中に存在する幹
細胞を分離する方法として導管結紮な
どのストレスを利用することが報告さ
れており、この方法により得られた細胞
から、肝や膵様の細胞が得られることが
報告されている。この細胞分画は、Sca-1

や c-kit などの幹細胞マーカー陽性であ
る。同様の細胞分画は、成体のマウスか
らも報告されているが、その分化能は限
定的である。近年、マウスの唾液腺中に
スフィアを形成する c-kit 陽性の細胞の
存在が報告されており、この細胞は唾液
腺組織へと分化可能なばかりでなく、移
植することで、放射線照射による唾液腺
機能の低下を回復させることが可能で
あった。しかしながら、in vitro におけ
る増殖能は限定的であり（３日間程度）、
分化させない状態で継代することは現
時点では困難である。通常の放射線治療
では少なくとも８週程度の照射期間が
必要であることを考慮すると、現時点で
の臨床応用は困難と考えられる。申請者
らは、培養唾液腺上皮細胞を再生唾液腺
中に移植し、この移植細胞が腺組織中に
生着することを示した（Sugito et al., 

Cell Transplantation, 2004）。一方、研
究協力者のグループでは、唾液腺中のイ
ンテグリン  (CD49f) 1(CD29) 陽
性細胞（SGIE 細胞）が動物の正常唾液
腺から分離可能であり、マグネットを用
いたソーティング（MACSTM ）により、
高純度の幹細胞/前駆細胞分画を分離す
る技術を確立した。これらの細胞はクロ
ーンとして増殖させることや、凍結保存
することが可能であった。したがって、
放射線治療の期間、保存することができ
る。マウスおよびラットを用いた放射線
性の唾液腺障害モデルにおいて、SGIE

細胞や体性幹細胞移植による唾液分泌
の回復が示された。  

本研究の長期的および最終的な目標は、
放射線治療による唾液腺機能障害と口
腔乾燥症状に苦しむ患者に対して、培養
唾液腺幹細胞の自家移植による新たな
治療法を確立することである。 

 

２． 研究の目的 

長期目標：放射線性唾液腺機能障害に対
する自家幹細胞移植による治療法の確
立。 

 

本研究の目標：唾液腺幹/前駆細胞の分離、
培養、機能評価法を確立することである。
また、この培養法を用いて、唾液腺に対
する細胞移植の効果とそのメカニズム
を検証する。 

 

目的： 

(1) 唾液腺中の幹細胞/前駆細胞を安定
して分離し、増殖可能な分離、培養技術
を確立する。 

(2) in vivo放射線照射モデルにおいて、
幹細胞移植による機能回復効果を確認
する。特に培養を介しない単核球分画
（MNCｓ）による治療効果を検討する。 

(3) 細胞移植による唾液腺機能回復の
メカニズムを詳細に検討するため、in 

vitro における唾液腺萎縮モデルを作製
し、MNCｓとの共培養が与える影響に
ついて検討を行う。 

 

３． 研究の方法 

(1) In vitro におけるマウス唾液腺由来
幹細胞およびその分画に対する2次元お
よび 3 次元的形態、機能解析 とより再
生能の高い幹細胞分画の純化 

唾液腺由来幹（前駆）細胞が、これまで
確立した無血清培養下で機能を失うこ
となく必要な細胞数まで増殖可能かど
うかを検討した。これまでのマウスを用
いたわれわれの研究から、唾液腺上皮幹
細胞/前駆細胞を含む分画は、3 次元培養



 

 

により唾液腺幹/前駆細胞は発生過程に
見られるような腺房形成能を示すこと
が示されている。さらに、無血清下で比
較的長期間維持することにより、ドーム
構造（イオン等の交換が可能な導管様構
造と考えられている）と 、結節状の腺
房様構造を形成し、腺房マーカーである
ＡＱＰ５やアミラーゼの発現、およびＡ
ＱＰ５に対する免疫蛍光法にて確認さ
れている. 本研究では、増殖の限界につ
いて検討するとともに、安定して増殖が
可能な培養条件について最適化を行っ
た。 

唾液腺上皮細胞：C57BL/6 マウスをペン
トバルビタール過剰投与で屠殺し、顎下
腺を摘出し細切後コラゲナーゼ処理に
て細胞を単離した。  DMEM-F12(1:1)

を 基 礎 培 地 と し て 、 1% 

Penicillin-Streptomycin, 1% 

Fungizone,  B27 supplement, 

10ng/ml EGF, 20ng/ml bFGF を含む培
地で培養を行った。さらに、安定した培
養と増殖を得るためにマトリゲルによ
るコーティングが細胞増殖と分化に与
える影響について検討を行った。 

(2) MNCｓによる in vivo 放射線唾液腺
萎縮モデルにおける機能回復 

MNCｓ： C57BL/6 マウスの大腿骨およ
び脛骨から骨髄細胞をフラッシュアウ
トで採取し、Lymphoprep を用いた比重
遠心法で単核球分画(MNC)を分離した。
放射線照射による唾液腺萎縮マウスへ
MNCｓを注入し、安静時全唾液量およ
び唾液腺重量の変化を検討した。 

(3) In vitro X 線照射モデルの作製と共
培養実験 

plate に播種した唾液腺細胞(P1)に対し
て 10Gy, 20Gy, 40Gy, 60Gy の X 線照射
を行い、細胞増殖および唾液腺マーカー
の発現解析を行った。(X 線照射装置：
MBR-1520R-3(HITACHI))  

唾液腺細胞を 24well plate 上に、MNC

をインサート(ポアサイズ 0.4μm)上に
播種し、唾液腺細胞用の培地で indirect 

co-culture を行った。 

 
４． 研究成果 

(1)マトリゲルゴーティングを施す事に
より、初代培養での細胞接着、増殖能が
増し、継代までの培養日数が短縮された。
また、継代後も同様で、継続的な培養が
可能となった。また、マトリゲルコーテ
ィングディッシュを使い、無血清培地で
培養した場合の唾液腺細胞のマーカー
発現を免疫蛍光法で確認した。腺房細胞
のマーカーである AQP-5(green)。導管細
胞 マ ー カ ー で あ る Collagen 

typeⅡ(green)。筋上皮細胞マーカーで
ある α-SMA(green)の発現が認められた。 
(2)マウス唾液腺への放射線照射により、
唾液腺萎縮モデルを作成した。細胞治療
の臨床応用には、細胞の培養が大きなハ
ードルとなる。今回細胞培養を行うこと
なく使用可能な骨髄単核球細胞に着目
した。骨髄単核球細胞を密度勾配遠心法
にて分取し、萎縮唾液腺への細胞移植を
行った。単核球細胞は、これまで報告さ
れている培養唾液腺上皮細胞、および骨
髄間葉系幹細胞同様に唾液量の回復に
作用することが示された。 
(3) 次に、細胞移植による唾液腺機能回
復のメカニズムを明らかにするために、
in vitro における唾液腺萎縮モデルを
作製した。平面培養された唾液腺上皮細
胞に対して、20-60Gy の照射を行った。
ぞれぞれにおいて細胞増殖は抑制され
たが、60Gyでは細胞増殖が完全に停止し
た。また、60Gy照射後に腺房マーカーと
して AQP-5、導管マーカーとして Zo-1
の遺伝子発現を検討した。20Gy以上の照
射にて有意に遺伝子発現は減少したが、
特に ZO-1と比較して、AQP-5の遺伝子発
現の減少が著明であった。さらに、セル
カルチャーインサートを用いてこの培
養唾液腺上皮細胞と骨髄単核球分画と
を共培養し、それぞれの細胞が生存可能
であることが明らかとなった。以上から、
in vitro における萎縮唾液腺モデルと
して本モデルが使用可能と考えられた。
この系を用いて骨髄単核球分画と非接
触で共培養することで、腺房マーカーの
回復が認められた。しかしながら、細胞
の増殖能の回復は認められなかった。以
上から、骨髄単核球の培養上清中に含ま
れる液性の因子が直接腺房細胞へ働き
かけ、機能回復に作用するメカニズムの
存在が明らかとなった。 
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