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研究成果の概要（和文）：マウス顎下腺を構成する複数の細胞タイプを分離し、それらの細胞タイプで発現している転
写因子遺伝子を同定することを試みた。顎下腺構成細胞は２種類の細胞表面分子CD66aとCD117の発現パターンによって
４種類の細胞タイプ、すなわち、腺房細胞CD66a(+)CD117(-)、介在部導管細胞CD66a(+)CD117(+)、一部の導管細胞CD66
a(-)CD117(+)、他の導管細胞および筋上皮細胞CD66a(-)CD117(-)にFACS分離できることを明らかにした。これらの細胞
で発現している転写因子の同定を試みたが、確定するには至っていない。

研究成果の概要（英文）：We tried to isolate several cell types of the mouse submandibular gland and to ide
ntify transcription factor genes expressed by the cell types. FACS analysis demonstrated the classificatio
n of salivary gland cells into four types, namely, CD66a(+)CD117(-) cells of acini, CD66a(+)CD117(+) inter
calated duct cells, and CD66a(-)CD117(+) and CD66a(-)CD117(-) cells including ductal cells and myoepitheli
al cells. We have not yet identify transcription factors expressed in these FACS-isolated cells.
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１．研究開始当初の背景 
器官再生のアプローチの１つは器官形成や
細胞分化を制御している転写因子を用いて
特定の細胞タイプへと分化誘導することで
ある。申請者らは，特定の細胞タイプへの分
化誘導に必要な転写因子は器官形成初期で
発現する転写因子と成体器官で細胞タイプ
特異的に発現する転写因子との組み合わせ
であるという仮説を立て、マウス顎下腺をモ
デルケースとして、この仮説を検証すること
を計画した。 
 顎下腺形成初期については、申請者らのこ
れまでの研究から、不完全ではあるが数十の
転写因子の発現が上昇することを見いだし
ている。一方、成体顎下腺においては、数種
類の転写因子の発現が報告されているのみ
であり、顎下腺を構成する主要な細胞タイプ
（腺房細胞や導管細胞、筋上皮細胞など）で
発現している転写因子の全体像の解明には
ほど遠いのが現状である。そのような転写因
子を同定するための有力な方法の１つは、成
体顎下腺の主要な細胞タイプを分離するこ
とである。 
 本研究の計画当初は、顎下腺の主要な細胞
タイプを分離するために、Ｓｏｘ９−ＥＧＦ
Ｐマウスと細胞表面分子ＣＤ１１７を用い
ることを予定していた。しかし、研究の過程
で、２種類の細胞表面分子ＣＤ６６ａとＣＤ
１１７がマウス顎下腺上皮組織において、部
位特異的な発現パターンを示すデータが得
られた。すなわち、これら２つの細胞表面分
子を指標にすれば、Ｓｏｘ９−ＥＧＦＰマウ
スのような遺伝子改変マウスを使わずに、野
生型マウスを用いて顎下腺の主要な細胞タ
イプを分離できる可能性が示唆された。この
ことは、本研究成果を将来的にヒトへ応用す
る上できわめて重要である。そこで、本研究
では、２つの細胞表面分子ＣＤ６６ａとＣＤ
１１７を指標に用いて、野生型マウス顎下腺
から各細胞タイプを分離することとした。 
 
２．研究の目的 
(１) 我々はこれまでに、２つの細胞表面分
子ＣＤ６６ａとＣＤ１１７の遺伝子発現が
顎下腺形成過程で増加すること、そして、こ
れらの遺伝子産物が上皮組織特異的に発現
することを見いだしている。本研究では、成
体マウス顎下腺におけるＣＤ６６ａおよび
ＣＤ１１７の発現部位を免疫染色によって
解析する。 
(２) ＣＤ６６ａとＣＤ１１７を指標にした
ＦＡＣＳ（Fluorescence activated cell 
sorting）解析によって、顎下腺の構成細胞
タイプを分離する。 
(３) ＦＡＣＳ分離した各細胞タイプでの遺
伝子発現をマイクロアレイによって解析し、
転写因子を同定する。 
(４）胎児期で発現する転写因子のうち形態
形成に関わっている転写因子を、器官培養系

を用いたｓｉＲＮＡ実験によって同定する。 
(５) 上記(３)と(４)で同定した転写因子を
繊維芽細胞に発現させて、唾液腺細胞に分化
するかどうかを解析する。 
 
３．研究の方法 
(１) 顎下腺の摘出 
顎下腺は成体および胎児マウス（ｄｄＹ系
統）から摘出した。動物実験は大阪歯科大学
動物実験委員会の承認を得た上で行った。 
(２) 免疫染色 
摘出した顎下腺はＯＣＴコンパウンドに包
埋し，液体窒素で凍結して、厚さ６μm の凍
結切片を作成した。また、ＦＡＣＳ分離した
細胞はサイトスピンにてスライドガラスに
貼付けた。これらの試料を風乾したのち、
４％パラホルムアルデヒド／ＰＢＳで１０
分（室温）あるいはメタノールで１０分（-
２０℃）固定した。１％牛血清アルブミン（Ｂ
ＳＡ）／ＰＢＳで３０分処理後，１次抗体（抗
ＣＤ６６ａ抗体、抗ＣＤ１１７抗体、抗ＡＱ
Ｐ５抗体、抗ＣＬＤＮ４抗体、抗ＣＫ５抗体、
抗ａＳＭＡ抗体）で１時間反応させた。ＰＢ
Ｓで洗浄した後、蛍光色素（ＡｌｅｘａＦｌ
ｕｏｒ４８８あるいはＡｌｅｘａＦｌｕｏ
ｒ５５５）で標識した２次抗体で１時間反応
させた。ＤＮＡ染色色素（ＤＡＰＩ）と蛍光
退色防止剤を含んだ封入剤で封入したのち、
共焦点レーザー顕微鏡（ツァイスＬＳＭ７０
０）あるいは蛍光顕微鏡（オリンパスＢＸ５
１）で観察および撮影した。画像処理はＩｍ
ａｇｅＪ（アメリカＮＩＨ）およびフォトシ
ョップ（Ａｄｏｂｅ社）を用いて行った。 
(３) 単一上皮細胞の調製 
摘出した顎下腺を生理食塩水中でピンセッ
トを用いて細切した後、コラゲナーゼ／ヒア
ルロニダーゼで処理した（１時間、室温）（図
１）。緩く遠心した後、間質細胞を含む上澄
みを捨て、沈殿を再懸濁して、緩い遠心によ
って上皮組織片を得た（図２）。上皮組織片
をトリプシンで処理し（２０分、４℃）、さ
らにディスパーゼ／ＤＮａｓｅを含む液中
でピペッティングした。得られた細胞懸濁液
を注射針（２０Ｇと２３Ｇ）およびセルスト
レーナーに通して、単一上皮細胞を得た。
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(４) ＦＡＣＳ解析 
成体顎下腺から調製した単一上皮細胞懸濁
液に抗ＣＤ１６／３２抗体（Ｆｃリセプター
ブロッカー）および血球・間質細胞マーカー
（ビオチン標識抗ＣＤ３１抗体（ラットＩｇ
Ｇ２ａ）、ビオチン標識抗ＣＤ４５抗体（ラ
ットＩｇＧ２ｂ）、ビオチン標識抗ＴＥＲ１
１９抗体（ラットＩｇＧ２ｂ）、ビオチン標
識抗ＣＤ１４０ａ抗体（ラットＩｇＧ２ａ））
を加えて反応させた（３０分、４℃）。洗浄
後、ＢＶ４２１標識ストレプトアビジン、Ｐ
Ｅ標識抗ＣＤ６６ａ抗体（マウスＩｇＧ）、
ＡＰＣ標識抗ＣＤ１１７抗体（ラットＩｇＧ
２ｂ）を反応させた（３０分、４℃）。洗浄
後、７−ＡＡＤを含む液に懸濁した。ネガテ
ィブコントロールとしてビオチン標識ラッ
トＩｇＧ２ａ、ビオチン標識ラットＩｇＧ２
ｂ、ＢＶ４２１標識ストレプトアビジンを反
応させた。また、単染色コントロールとして
ＰＥ標識マウスＩｇＧおよびＡＰＣ標識ラ
ットＩｇＧ２ｂを用いた。染色した細胞をＦ
ＡＣＳ装置（ＢＤ ＦＡＣＳＡｒｉａ）で解
析した。ネガティブコントロールおよび単染
色コントロールを用いて蛍光補正を行った
後、単一細胞集団を得て、死細胞集団（７−
ＡＡＤ陽性）を除去し、さらに、血球・間質
細胞マーカー陽性集団を除去して、上皮細胞
集団を得た。この上皮細胞集団を用いてＣＤ
６６ａとＣＤ１１７の染色強度を解析した。 
(５) 顎下腺器官培養 
胎仔マウス（胎齢１２日〜１３日）から顎下
腺原基を摘出した。フィルター下部に培養液
をハンギングドロップ状態で置き、上部に顎
下腺原基を置いて液相／気相界面で培養し
た。siRNA（Ｄｈａｒｍａｃｏｎ）を培養液
に加えた。 
(６) 細胞から全ＲＮＡを抽出し，蛍光標識
したプローブをＤＮＡマイクロアレイにハ
イブリダイズさせた。読み取ったシグナル値
を正規化およびバックグラウンド補正し，解
析に用いた。 
 

４．研究成果 
(１) ＣＤ６６ａの発現を成体顎下腺の凍結
組織切片を用いて免疫染色によって解析し
た。ＣＤ６６ａは形態形成初期の唾液腺では
ほとんどすべての上皮細胞で発現していた。
成体では一部の細胞に限定して発現してい
た。腺房細胞マーカーＡＱＰ５、導管管腔細
胞マーカーＣＬＤＮ４、基底／筋上皮細胞マ
ーカーＣＫ５、筋上皮細胞マーカーａＳＭＡ
との二重染色解析により、ＣＤ６６ａはほと
んどすべての腺房細胞と介在部導管細胞お
よび一部の線状部／排出部導管細胞で発現
しており、一方、導管の基底細胞や筋上皮細
胞での発現は認められないことが明らかに
なった（図３）。ＣＤ６６ａのこのような発
現パターンは単一上皮細胞懸濁液を用いた
免疫染色によっても確認された（図４）。 
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(２) ＣＤ１１７についての同様の方法で解
析した。ＣＤ１１７は形態形成初期の唾液腺
ではほとんどすべての上皮細胞で発現して
いたが、発生が進むに釣れて発現部位が限局
されるようになり、成体では介在部導管細胞
と一部の導管管腔細胞のみで発現していた
（図５）。このような発現パターンは単一上
皮細胞懸濁液を用いた染色によっても確認
された（図６）。 
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(３) 成体顎下腺の凍結組織切片に対してＣ
Ｄ６６ａとＣＤ１１７の二重染色を行った
ところ、これらの発現パターンの組合せによ
って、顎下腺上皮細胞は４つのグループに区
別できることが明らかになった。すなわち、
ＣＤ６６ａ(+)ＣＤ１１７(-)の腺房細胞、Ｃ
Ｄ６６ａ(+)ＣＤ１１７(+)の介在部導管細
胞、ＣＤ６６ａ(-)ＣＤ１１７(+)の導管細胞、
ＣＤ６６ａ(-)ＣＤ１１７(-)の導管および
筋上皮細胞に分類できた。これは単一上皮細
胞を用いた解析によっても確認された（図
７）。 

 
図７ 
 
(４) 以上の結果をもとに、成体顎下腺の上

皮細胞をＣＤ６６ａとＣＤ１１７の発現を
指標にしてＦＡＣＳ分離することを試みた。
免疫染色の結果から予想されるように、ＣＤ
６６ａ(+)ＣＤ１１７(-)細胞、ＣＤ６６ａ
(+)ＣＤ１１７(+)細胞、ＣＤ６６ａ(-)ＣＤ
１１７(+)細胞、ＣＤ６６ａ(-)ＣＤ１１７
(-)細胞に分離することができた（図８）。 

 
図８ 
 
(５) ＦＡＣＳ分離した４種類の細胞タイプ
で発現している遺伝子をマイクロアレイで
解析した。予備的な結果は、ＣＤ６６ａ(+)
ＣＤ１１７(-)細胞が腺房由来であること、
ＣＤ６６ａ(+)ＣＤ１１７(+)細胞の介在部
導管由来であること、ＣＤ６６ａ(-)ＣＤ１
１７(+)とＣＤ６６ａ(-)ＣＤ１１７(-)がお
もに線状部／排出部導管細胞由来であるこ
とを示唆していた。しかし、ＦＡＣＳ装置の
故障や人員不足などのために、マイクロアレ
イ解析に必要な細胞数を複数回得ることが
できず、各細胞タイプの発現遺伝子および転
写因子を同定するには至っていない。 
(６) 形態形成初期の顎下腺においては、約
４６種類の転写因子遺伝子の発現が上昇す
る。それらのうち１９種類について、その発
現阻害実験を、顎下腺の器官培養系とｓｉＲ
ＮＡを用いて行った。その結果、約半数の転
写因子が顎下腺の成長や分枝形態形成に必
要であることがわかった（図９）。再現性を
確認する必要があるが、これらの転写因子は
唾液腺の分化や再生に必要である可能性が
示唆された。 
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