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研究成果の概要（和文）：頭頸部癌に対する放射線治療により唾液腺は萎縮し、口腔乾燥が引き起こされる。口腔乾燥
によって咀嚼、嚥下などさまざまな障害が引き起こされるが、根治できる治療法はない。本研究では、細胞を用いた再
生医療により、萎縮唾液腺の再生の可能性とそのメカニズムについて検討を行った。骨髄間質細胞（間葉系幹細胞）の
みならず、骨髄単核球細胞およびヒト臍帯由来間葉系幹細胞の移植により、放射線照射による唾液腺機能の回復が得ら
れることが明らかとなった。また、in vitroモデルを用いた検討により、この効果は液性因子によって引き起こされ、
特に腺房細胞の機能回復によることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Radiation for head and neck cancer induces salivary gland atrophy, which leads to 
xerostomia. Xerostomia affects various oral functions and causes masticatory dysfunction and swallowing 
problem. However, there is no treatment to regenerate damaged glands. In this study, we focused on 
cell-based regenerative medicine to explore the possibility to regenerate atrophic salivary gland and 
also its potent mechanisms. Not only bone marrow stromal cells but also monocytes from bone marrow 
aspirate and human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells can induce recovery of saliva flow after 
radiation damage. From in vitro model study, it has been suggested that the molecules from transplanted 
cells induce the functional recovery of acinar cells, which may lead to the recovery of saliva flow from 
the damaged gland.

研究分野：再生医療

キーワード： 唾液腺　放射線障害　骨髄単核球細胞　骨髄間質細胞　臍帯由来間葉系幹細胞
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１．研究開始当初の背景 
 唾液腺萎縮症と再生研究：唾液腺の萎縮は、
口腔腫瘍の放射線治療やシェーグレン症候
群などによって引き起こされる。腺組織の萎
縮によって唾液量が減少するため、う蝕や歯
周疾患の悪化のみでなく、義歯の不適合、咀
嚼、嚥下困難、そして味覚異常などのさまざ
まな障害が起こる。しかしながら、現在の治
療は副交感神経刺激薬による分泌増加や人
工唾液など一時的な治療であり、萎縮した腺
組織そのものを再生させる方法はない。これ
まで再生医療が実用化されている皮膚、粘膜、
軟骨、骨などと比べて、唾液腺は導管系を持
ち、血管や神経が高度に組織化された複雑な
臓器である。現在のところ臓器再生のハード
ルは高く、いまだ基礎研究段階にある。 
臓器再生法の一つとして、臓器全体の再生
ではなく、疾患によって失われた細胞のみを
ドナー臓器から単離し、移植する治療方法が
行われている。最も広く行われているのは白
血病患者に対する骨髄移植である。また、近
年糖尿病患者への膵島移植が研究され、細胞
調製法や移植法の改良により、80%以上の患
者が糖尿病から離脱可能であることが報告
されている。しかしながら細胞移植治療にお
ける大きな問題はドナー不足であり、他人か
らの移植（他家移植）であるため免疫拒絶も
問題となる。もし、患者本人に残されたわず
かな幹細胞を培養によって増幅し、治療に用
いることができれば、免疫拒絶がなく、ドナ
ーも不要な新たな治療が可能となる。したが
って、現在の臓器再生研究の一つの方向性は、
本人の幹細胞を培養して移植し、失われた機
能を再生する治療法の開発である。 
唾液腺に関しても、機能回復のために幹細
胞移植が試みられている。唾液腺より培養さ
れた組織幹細胞を放射線により障害を受け
た唾液腺に移植することで唾液量は増加し、
唾液腺機能は回復する。さらに、唾液腺以外
から採取された体性幹細胞である間葉系幹
細胞を移植しても、治療効果が得られること
が明らかとなってきた。しかしながら、移植
細胞の多くは腺組織の再生には関与せず、機
能回復のメカニズムはわかっていない。さら
に細胞移植による唾液量の増加は最大 1.5倍
程度であり、膵島移植のように重度の唾液腺
萎縮の患者に対する効果は不十分である。そ
こで、細胞移植による再生メカニズムの解明
により、さらに高い機能回復を達成するため
の研究が必要とされている。 
細胞移植による萎縮唾液腺治療の有用性
が示されているが、組織幹細胞の大半が失わ
れるような重度の唾液腺萎縮では、治療が困
難であることも予測される。このような重症
例に対する根本的な治療は、唾液腺そのもの
を再生させることである。これまで、生体吸
収性のポリマーで作製した足場上で細胞を
培養するティッシュエンジニアリングの手
法で、人工唾液腺の作製が試みられてきた。
しかしながら、複雑な臓器の構造を再生する

ことは困難であり、十分な成果を上げていな
い（Kagami et al., 2010）。一方、臓器再生
のために、発生過程を再現する方法が研究さ
れている。臓器の発生は上皮―間葉相互作用
によって行われるが、この過程を人為的に再
現することで、小さな胚から複雑な形態を持
つ臓器を作ることが出来る。さらに、歯など
の比較的単純な臓器では、単離された胚の細
胞や、培養細胞を用いても、上皮―間葉相互
作用を人工的に再現可能であることが報告
された(Duailibi et al., 2004)。本来唾液腺も
含めた臓器の発生は類似のメカニズムであ
ることが知られているが、唾液腺についても
同様の方法が可能かについては検討されて
いない。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終的な目標は、幹細胞による萎
縮唾液腺の新たな治療法の開発である。その
ために、幹細胞移植による萎縮唾液腺組織の
再生と、幹細胞を用いた臓器再生の２つのプ
ロジェクトを実施する。これまでに確立した
in vitro 放射線性唾液腺萎縮モデルを用いて、
細胞移植による機能回復メカニズムの解明
を行い、さらに効果的な治療法開発へつなげ
る。また、新規培養法により得られた唾液腺
幹細胞と器官培養を用いることで、臓器再生
の基盤技術を開発する。 
1. これまでに確立した in vitro における唾
液腺の放射線障害モデルを用いて、体性幹細
胞との共培養による唾液腺細胞の機能回復
を検証する。 
2. 唾液腺の放射線障害モデルを用いた体性
幹細胞との共培養において、培地中のタンパ
クと遺伝子発現の解析を行い、唾液腺組織の
再生に関与する因子とターゲット細胞を明
らかにする。 
3. 唾液腺上皮幹細胞を器官培養へと移行し、
上皮―間葉相互作用の再現による唾液腺原
基再生のための手技を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 唾液腺の in vitro 放射線障害モデルを用
いた体性幹細胞による唾液腺細胞の機能回
復 
①終末分化した唾液腺上皮細胞の培養 
細胞移植による機能回復のメカニズムを
解析するためには、より単純な系、特に in 
vitro における放射線障害モデルが必要であ
る。そこで、唾液腺上皮幹細胞の培養法を用
いた。単離した唾液腺細胞をスフィア培養す
ることで幹細胞分画を抽出した。さらに接着
培養を継続することで、上皮細胞は導管、お
よび腺房へと分化させた。 
②in vitro 放射線障害モデル 
この唾液腺上皮細胞の培養系に対して放
射線照射を行うことで、唾液腺細胞の増殖能
の抑制と機能低下が起こることを確認した。
③共培養による解析 
本研究では、放射線照射後に細胞移植に用



いられて治療効果が確認されている骨髄単
核球分画(MNC)と共培養を行い、唾液腺の in 
vitro 放射線障害モデルにおいても、(MNC)
による唾液腺の機能回復が認められるかを
検証した。 
次に、同様の共培養がヒト臍帯由来間葉系
幹細胞で可能かどうかを検討した。研究協力
者より臍帯由来間葉系幹細胞を入手し、解凍
後洗浄を行った。得られた細胞を唾液腺上皮
細胞とともに共培養を行い、生存可能である
ことを確認した。さらに、放射線照射後に腺
房細胞マーカーおよび導管マーカー遺伝子
の発現を Real time PCRにて解析し、機能回
復の程度について検討を行った。 
(2) 共培養系における細胞動態の解明と培地
中のタンパク、および唾液腺細胞における遺
伝子発現の網羅的解析 
①細胞動態の解明 
共培養における機能回復のメカニズムを明
らかにするために、アポトーシス細胞と増殖
する細胞分画を明らかにすることで、機能回
復を担っているターゲット細胞の分画の解
明を試みた。 
②遺伝子発現の網羅的解析 
実際に唾液腺細胞に対する作用について
は、共培養後の唾液腺上皮細胞における網羅
的遺伝子解析が必要である。特に間葉系幹細
胞由来の因子を特定するために、遺伝子発現
の網羅的解析を行った。臍帯由来間葉系幹細
胞および骨髄間質細胞を対照として total 
RNA を抽出し、発現遺伝子の網羅的解析を
行った。 
(3) 培養唾液腺上皮幹細胞と器官培養系を用
いた上皮―間葉相互作用の再現と唾液腺原
基再生 
培養唾液腺上皮幹細胞については、①の培
養法により得られる細胞を、分化させない条
件（50-60%コンフルエントの状態における継
代）により得る。培養によって得られた間葉
系幹細胞と共培養を行うことにより、形態変
化により解析をおこなった。 
 
４．研究成果 
①in vitro 唾液腺機能障害モデル 
下の図に示すように、唾液腺上皮細胞の培養
系に対して放射線を６０Gy 照射することで、
唾液腺上皮細胞の増殖は抑制された。 

 
 
②in vitro唾液腺萎縮モデルにおける遺伝子

発現 
 ６０Gy 放射線照射後の遺伝子発現を解析
したところ、腺房細胞マーカーである AQP-5
と導管マーカーである ZO-1 の遺伝子発現の
低下を認めたが、筋上皮細胞マーカーである
αSMA の発現には有意な低下を認めなかった。 
 

 
③骨髄単核球（MNC）による腺房マーカーの
発現回復 
骨髄単核球による機能回復を検討するた
め、in vitro 唾液腺萎縮モデルを用いて、腺
房マーカーであるAQP-5の遺伝子発現への影
響を検討した。 

MNC との共培養では、AQP-5 遺伝子発現の
有意な増加が認められた。コントロールをし
て使用したNIH-3T3およびマウス線維芽細胞
でも同様の効果が認められた。その効果は
NIH-3T3 と比較して MNC および線維芽細胞で
有意に高かった。 
④臍帯由来間葉系幹細胞による機能回復 
次に、将来的に有望な治療用細胞源として、
ヒト臍帯由来間葉系幹細胞が考えられる。こ
れは治療用細胞として安全性を検証された
細胞が凍結保管されており、必要に応じて移
植することが可能である。今回製剤化されて
いるヒト臍帯由来間葉系幹細胞を用いて、同
様の効果が得られるかどうかを検証した。ま
た、コントロールとしては、すでに唾液腺機
能回復効果が知られている骨髄間質細胞（骨
髄由来間葉系幹細胞）を用いた。 
唾液腺腺房マーカーであるAQP-5の発現は、
臍帯由来間葉系幹細胞と共培養を行う事で
回復した。また、その程度は骨髄間質細胞と
同程度であった。 
 
 



次に、同様の検討を導管マーカーである
ZO-1 について行った。ZO-1 への放射線照射
の影響は腺房マーカーと比較して少なく、ま
た共培養によって明らかな改善は認められ
なかった。 

 
 
⑤腺房機能回復のメカニズムに関する検討 
腺房機能の回復が共培養によって再現可
能なことが明らかとなった。この共培養は非
接触で行われるため、幹細胞由来の増殖因子、
あるいは microRNA などによる影響が考えら
れた。その一方で、細胞間の接触による直接
の影響があるかについては明かではない。し
たがって、本研究では細胞間の接触が及ぼす
影響についても検証を行った。 

 
 
コントロールとしては非接触培養における
細胞数を用いた。接触培養では単離した細胞
数を直接計測することは困難であったため、
上皮細胞コロニーを撮影し、その大きさの変
化を計測した。その結果、接触培養では細胞
増殖の回復が認められた。一方、非接触培養
では細胞増殖の回復は認められなかった。 
⑥in vivo モデルによる機能回復 
次に、実際の in vivo 唾液腺萎縮モデルを
作製し、臍帯由来間葉系幹細胞における唾液
腺機能回復効果について検討を行った。マウ
ス頸部にエリアを限局して８Gy 照射を行う
ことで、唾液腺機能低下を認めることを確認
した。それ以上の照射量では放射線障害によ
り死亡するマウスが多くなったため、この照
射量とした。 
尾静脈より X 線照射時と１週後に１x106個
の臍帯由来間葉系幹細胞を注入した。コント
ロールとしては、同数のヒト骨髄間質細胞を
用いた。 
 

その結果、細胞移植により有意に唾液量の回
復が認められた。 

 
 
その一方で唾液腺重量の変化は認められな
かったことから、唾液量の回復は唾液腺細胞
数の回復より、機能の回復によるものと推測
された。 
⑦遺伝子の網羅的解析 
間葉系幹細胞由来の液性因子が唾液腺機
能回復には影響していることが明らかとな



った。その因子について解析を進めるため、
臍帯由来間葉系幹細胞の発現遺伝子につい
て網羅的解析を行うこととした。その方法は
RNAseq を用いた解析とし、骨髄間質細胞と比
較することで、間葉系幹細胞に共通する因子
を抽出した。さらに、それらの中で細胞の機
能回復に影響すると考えられる候補遺伝子
を抽出した。約３００の候補遺伝子の中から、
機能に着目してさらに絞り込みを行ったが、
現時点では候補遺伝子の特定にはいたって
いない。 
⑧上皮―間葉相互作用による器官形成につ
いて 
 これまで胚由来の上皮細胞あるいは間葉
系幹細胞を用いた共培養にて、器官形成が起
こることが示されている。しかしながら、こ
れらの培養では、再生のために胚を破壊する
必要があり、また細胞源を治療のために確保
することは困難である。本研究では、これま
でに開発した成体唾液腺由来の培養された
唾液腺上皮幹細胞と間葉系幹細胞との共培
養による器官形成の可能性について検討を
行った。 
 

 
 
接触により唾液腺上皮細胞は腺房マーカ
ーの発現は増加し、導管マーカーの発現には
変化は見られなかった。このことから、間葉
系幹細胞との接触による機能分化を確認す
ることはできたが、試みた条件下では胚の再
生は認められなかった。 
⑨まとめと考察 
放射線照射による唾液腺萎縮の治療法の
開発のため、in vitro および in vivo におけ
る唾液腺萎縮モデルを作製し、検討を行った。
in vitro モデルにおいては、骨髄液中の単核
球細胞、骨髄間質細胞（間葉系幹細胞）、 
およびヒト臍帯由来間葉系幹細胞とヒト骨
髄間質細胞との比較検討を行った。その結果、
培養を行わない骨髄単核球細胞でも、一定の
唾液腺機能の回復が認められたが、その効果

はわずかに培養された骨髄間質細胞より少
なかった。また、ヒト臍帯由来間葉系幹細胞
では、骨髄由来の間葉系幹細胞と同等の機能
回復が見られたことから、今後の臨床応用に
向けて有用な細胞源と考えられた。 
細胞による唾液腺機能の回復は、接触と非
接触とで異なる可能性が示唆された。接触で
は細胞増殖の促進、非接触では腺房細胞の機
能回復が主な作用と考えられた。ただし、具
体的な候補となる液性因子については今後
さらに検討する必要がある。 
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