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研究成果の概要（和文）：マトリゲルなど、複数のマトリックスを用いて３次元培養をしたが、

導管構造を作り出すことが困難であったため、涙腺上皮細胞を air-lift培養したところ数週間

で角膜・結膜および皮膚様の構造物が生じた。次に、涙腺上皮細胞から分泌されている、上皮

成長因子(EGF)と肝細胞成長因子(HGF)を、それぞれの阻害剤と組み合わせて投与したところ、

EGF または HGF の一方を阻害した場合には、他方の増殖因子を投与しても増殖促進作用は弱く

細胞死抑制効果も低下した。更に両者を阻害すると、全ての細胞が死滅した。以上の結果より、

涙腺上皮細胞は培養環境で近縁の異なる組織に分化しうることが示唆され、分化・増殖には複

数の因子が関与していることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Mouse lacrimal gland epithelial cells were cultured in several 

three-dimensional conditions, but it was difficult to induce ductal structure. Then we cultured them in 

air-lift conditions. The epithelial cells differentiated to form epithelial tissues similar to cornea, 

conjunctiva and skin. We then analyzed the effects of EGF and HGF, these are paracrine factors secreted 

by lacrimal gland epithelial cells, in combination with their specific inhibitors and proved that EGF and 

HGF worked synergistically for cell proliferation and suppression of cell death in the development of 

lacrimal glands. These results of our experiments would provide clues for in vitro reorganization of 

functional glands from cultured cells for therapeutic purposes. 
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イは眼表面の乾燥により、眼の不快感、痛み
などの症状だけでなく視力障害も起こし、患
者の QOLを低下させる疾患である。しかしな
がら、現在のところ、治療は対症療法が主で、
根治的な再生医学的アプローチが求められ
ている。 
 我々はこれまでにマウス生体から純粋な
涙腺上皮細胞を取り出し培養することに成
功している。そこで、本研究では、培養皿上
で培養した涙腺上皮細胞を 3次元培養に移し
て、実際に活動している機能的涙腺により類
似した構造を培養環境中で作製することを
目指し、培養涙腺上皮細胞から、分泌機能を
もった機能的涙腺腺房を 3次元培養下で作製
することを試みた。本研究の成果は、外分泌
腺機能の再建を 目的とした再生医学領域の
技術開発、特に、ES・iPS 細胞等の幹細胞か
ら腺上皮細胞が作製された際に、それを in 
vivo へ適用させる場合にも応用しうるもの
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
マウス涙腺上皮細胞を 3次元的に培養して、

培養環境で機能的涙腺により類似した構造
を作製するために、分化調節のための培養条
件を検討した。さらに、涙腺発生にかかわる
因子の検索の一環として上皮細胞成長因子
（EGF）、肝細胞成長因子（HGF）の作用を検
討した。 
 

３．研究の方法 

(1) 涙腺上皮細胞を培地や器材を変えて培養
し、形成された組織の形態や発現蛋白を既知
の組織と比較し分化能を検討した。 

以下の培地と培養条件で涙腺上皮細胞を
培養した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

○3D マトリゲル培養：培養皿上で表皮ケラ
チノサイト用前駆細胞標的（PCT)培地を用い
て 1 週間培養後、マトリゲル上に植え継ぎ、
同培地(A)、乳腺分化培地(B)で 2-3週間培養。 

○ air-lift 培養：インサート膜上に 2 種類の
表皮ケラチノサイト用 PCT 培地(C, D)、ある
いは角膜用 PCT 培地(E)中で 1 週間培養後、
表皮ケラチノサイト分化培地(C, D)、または
角膜上皮分化培地(E)で 2-3週間 air-lift 培養。 

①それぞれの培養条件で形成された組織、お
よび生体から採取した皮膚、角結膜のパラフ
ィン切片を作製し、HE 染色、分化マーカー
の免疫組織化学染色を行なった。 

②培養下で形成された組織の透過電子顕微
鏡観察を行なった。 

(2) 涙腺上皮細胞の増殖に必要な成長因子を
検討するため、線維芽細胞成長因子（FGF）
10、EGF、HGF の作用を検討した。 

①マウスの胎生後期の胎仔、および新生仔か
ら採取した涙腺上皮細胞の培養液に EGF、
HGF、FGF10 とそれぞれの受容体チロシンキ
ナーゼ（RTK）の阻害剤である AG1478 (AG)、
PHA665752 (PHA)、SU5402（SU）を添加し、
細胞生存度、DNA合成、細胞死を評価した。 

②胎生後期および新生仔マウスから涙腺を
摘出し、RTK阻害剤を加えて器官培養後、細
胞増殖マーカーKi67 の免疫組織化学染色に
て終末腺房中の増殖細胞の割合を求めた。 

 

４．研究成果 

(1) 涙腺上皮細胞は培養条件によって、分泌
腺様、皮膚様、角膜様、結膜様に分化した。 

①マトリゲル上培養では、ともに内腔(下図
A, B 白矢印)をもつ細胞塊が形成したが、培
養液によっては腔内に角化細胞(下図 A 黒矢
印)があらわれた。 

 ケラチノサイト用の前駆細胞用培地(1)と
分化用培地を用いた air-lift 培養では、細胞は
重層扁平化、角化し、filaggrinおよび involucrin

といった表皮（皮膚）マーカーを発現した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ケラチノサイト用の前駆細胞用培地(2)と
分化培地、角膜上皮用の前駆細胞用培地と分
化培地を用いた air-lift 培養では、ともに細胞
は非角化重層上皮を形成したが、ムチン型の
発現に差があった（下図 Muc4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②透過電子顕微鏡像では、培養条件に応じた
免疫組織化学染色の結果と一致して、皮膚様、
角結膜様の形態が観察された。培養条件 C (07

→02 lift)では、重層細胞の表層が変性（A,矢
尻）。培養条件 D (57→02)と E (20→30+Ca)に
は microplicae が存在 (B, C 矢印)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上の結果より、涙腺上皮細胞は条件によ
っては涙腺以外の外胚葉由来組織に分化し
うることが明らかになった。機能的涙腺を再
建する際には異方向の分化を制御する必要
がある。 

 

(2)①胎生後期マウス胎仔の涙腺上皮細胞で
は、新生仔由来のものと同様、培養下で EGF

と HGF が細胞生存度を増加させたが FGF10

は効果がなかった。EGFと HGF の RTK 阻害
剤添加により細胞生存度が低下したことか
ら、EGF と HGF は自己分泌的に作用してい
ることが推測された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 また免疫細胞化学的に検出した EGFとHGF

の受容体の発現パターンも新生仔由来涙腺
と同様であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 EGF と HGF による細胞生存度の増加は
DNA 合成の昂進とアポトーシスの低下によ
ることをブロモデオキシウリジンの取り込
みと TUNELにより確認した。また、通常 HGF

は発生中の上皮に発現していないと考えら
れていたが、涙腺では上皮細胞が HGF を分
泌していることを濃縮培養上清のウェスタ
ンブロットにより確認した。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 EGF と HGF、およびそれぞれの RTK 阻害剤
を組み合わせて添加する実験では、EGF と
HGF は、細胞生存度の増加と細胞死の抑制に
対して相乗的に作用した。EGFとHGFのRTK

をともに阻害すると全ての細胞が死滅した。
片方の RTK 阻害剤添加により EGF あるいは
HGF のうち一方の成長因子のみが作用して
いる条件では、その成長因子をさらに添加す
ると細胞生存度の増加に伴って細胞死も増
加した。RTK阻害剤を添加せず、両方の因子
が作用する条件では、成長因子の添加は単独
の成長因子が作用しているときに比べて細
胞生存度の大幅に増加させるとともに細胞
死を低下させた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 添加試薬は頭文字で示す。Working GF では、小フォ
ントは内在性、大フォントは内在性と添加成長因子が作
用していることを表し、斜線付き文字は RTK阻害剤添加
によりその成長因子が作用していないことを示す。 

 

 

②器官培養による成長因子の作用の解析で
は、RTK阻害剤添加により終末腺房上皮中の
増殖性細胞の比率が低下した。阻害剤は単独
添加よりも両方の添加でより大きく低下し
た。また、胎仔由来涙腺は新生仔由来涙腺よ
りもより RTK阻害剤の作用を強く受けた。全
ての上皮細胞が死滅した細胞培養とは異な
り、両方の RTK阻害剤を添加した場合でも腺
房の構造は保たれていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 以上の結果より、胎生後期以降の涙腺の発
生は EGF と HGF に依存していること、これ
らの因子は細胞の増殖と細胞死の抑制に相
乗的に作用することが明らかになった。また、
器官培養の実験から、これらの成長因子以外
の他の因子が細胞の生存や形態の維持にか
かわっていることが示唆された。 
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