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研究成果の概要（和文）：唾液腺障害は頭頸部癌に対する放射線療法等により生じ、口腔機能障害の原因となっている
。今回我々はRock作用薬を用いた新規の唾液腺培養法を考案し、その有用性の検索を行った。結果としてRock作用薬の
下流に位置する細胞形態因子に作用することで、唾液腺細胞が形態を変えずに培養が可能であった。さらにヌードマウ
スに移植して作成した腫瘤においても、唾液腺マーカーを発現していることを確認した。一方、Rock作用薬の生体への
応用の安全性を確認する目的で遺伝子学的および病理学的な毒性試験を行ったところ、有害性は認められなかった。以
上より、獲得したデータは、唾液腺細胞治療確立を目指すうえで非常に有用と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Salivary gland (SG) dysfunction occurs as a result of radiation therapy for head c
ancer, and can cause a variety of critical oral health issues. In the present study, we demonstrated here 
a new culture system using rock-related agent (RRA) for SG cells. In addition to protein expression data t
hat downstream molecules of RRA treatment associated with morphological changes were inhibited, we found t
hat the RRA-treated cells showed SG like cell shape without fibroblastic differentiation, and their zenogr
afts as well as the RRA-treated cells highly expressed the SG markers (amylase, aquaporin-5, and mucin). F
urthermore, we assessed cytotoxicity of RRA to see whether we can use those reagents for clinical study. K
aryotype and toxicity tests showed that RRA does not affect any genetic changes and pathological damages i
n vitro and in vivo models. These data suggest that our method would be important information for cell the
rapy of damaged SG in the near future.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 唾液は口腔・食道の粘膜免疫に重要な
役割を果たすだけでなく、摂食・嚥下な
どの機能にも大きく関与している。この
ため、加齢、自己免疫疾患、放射線治療
等による唾液腺萎縮が引き起す唾液分泌
量の低下は様々な障害の原因となり、患
者の QOL を左右する重要な因子の一つ
とされている。これまで、我々は唾液の
主要成分であるアミラーゼによる口腔内
消化が、腸管内消化や血糖値調節におい
て重要な役割があることが明らかにして
いる(若手スタートアップ・平成 21 年〜
平成 22 年・代表/本申請者; J Diabetes 
Invest, Vol 3, 156-163, 2012)。 
 唾液腺の機能回復を狙った様々な研究
が盛んに行われているものの、治療法に
発展するデータの獲得には至っていない
のが現状である。その最大の理由は、唾
液分泌能を維持したまま唾液腺細胞の培
養が不可能である事、また、世界中の研
究室で使用されている唾液腺細胞株
(HSG)が HeLa 細胞(子宮頸部癌細胞)の汚
染株であったということが挙げられる。
そこで我々は、独自に開発した唾液腺細
胞の機能を有したまま初代培養を行う唾
液腺長期培養法の詳細について、本申請
研究にて検証を行った。 
 
２．研究の目的 
 唾液腺細胞をRock作用薬を用いて培養
することで、唾液腺細胞の初代培養が確実
で且つ簡単に可能となった。その細胞は細
胞増殖、細胞形態、唾液腺マーカー等の発
現は正常唾液腺とほぼ同等の特徴を有し
ており、唾液腺再生療法の糸口になること
が大いに期待できる。我々の確立したこの
培養方法は技術移転することで飛躍的に
研究が進み、最終的に再生医療の現場まで
応用が可能となれば、唾液分泌障害を持つ
患者にとって朗報となる事は間違いない。
最終ゴールは正常唾液腺培養細胞を用い
た唾液腺再生療法の確立である事から、出
来るだけ早い段階で唾液腺細胞が培養可
能となったメカニズムを解明し、さらには
臨床応用も見据え安全性の確認をする事
が重要と考える。 
 
 
３．研究の方法 

本申請研究は、唾液腺（口唇腺）を採取し、
実験室で細胞増殖後に再度患者に戻すこと
で唾液腺機能の回復を狙ったものである。
この最終目標を達成するため、本申請では
以下の点を中心に実験を遂行した。 
 
(1)Rock 作用薬含有培地にて培養した唾液
腺細胞において引き起こされるイベント
を解析する。 

① Rock パスウェイを中心にタンパク発
現量やリン酸化の状況をウエスタン
ブロット法にて解析した。 

② 唾液腺特異的マーカーの発現を細胞
免疫蛍光染色法にて解析した。 

③ Rock 作用薬の有無によって引き起こ
される細胞形態学的変化を細胞骨格
の細胞免疫蛍光染色法を用いて解析
した。 
 

(2)ヌードマウスに形成した腫瘤について
遺伝子及びタンパク質の発現解析を行う。 
① 唾液腺特異的マーカーの発現解析を

リアルタイム RT-PCR、ウエスタンブ
ロット法、免疫組織化学染色法を用い
て解析した。 

② 腫瘤における細胞増殖能を免疫組織
化学染色法を用いて解析した。 
 

(3)臨床応用を考え細胞障害性(安全性)の確
認を行う。 
① 初代培養した口唇腺細胞を Rock 作用

薬の含まれる培地で培養し、遺伝子障
害の有無を核型解析法を用いて解析
した。 

② 初代培養した口唇腺細胞を Rock 作用
薬を含む培地で培養を行い、不死化や
アポトーシスについてリアルタイム
RT-PCR 法及びウエスタンブロット法
にて解析を行った。 

③ Rock 作用薬をヌードマウスの腹腔内
投与した際に引き起すマウス臓器に
対する障害性を病理組織学的に改正
した。 
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において異常所見は認めず、Rock 作用薬
の安全性が確認された。 
 
 
 
 
[まとめ] 
 本申請研究では Rock 作用薬を用いる
ことで、唾液腺細胞が形態を保持したま
ま可能となったメカニズムを検索した。
具体的には、Rock 作用薬を用いることで
細胞増殖、アポトーシス、細胞不死化は
認めなかったが、Rock 作用薬の下流に位
置する因子のうち細胞形態に関与する分
子のリン酸化が抑制されていることが明
らかになった。したがって、Rock 作用薬
によって細胞形態を維持することで、唾
液腺細胞の特徴を有したまま長期培養が
可能になったのではないかと考えられた。 
一方、臨床応用も視野に入れ Rock 作用
薬の毒性試験を施行したところ、遺伝子
学的だけでなく、生体（マウス）の各臓
器に対しても障害性を認めなかったこと
から、今後の動物実験が安全に遂行でき
ると考えられた。 
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