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研究成果の概要（和文）：我々はPlag1遺伝子の腫瘍形成能を利用し、基底細胞、筋上皮細胞や管腔側上皮細胞のみにP
LAG1を過剰発現させ、唾液腺腫瘍を生じうるモデルマウスの確立を目的として本研究課題を遂行した。2系統のPlag1過
剰発現floxマウスが確立され、現在、管腔側上皮細胞のみにPlag1を過剰発現するマウスと筋上皮のみにそれが生じる
マウスが完成した状態にある。また、Plag1遺伝子を過剰発現する腺房、導管と筋上皮の形質を有するヒト正常唾液腺
由来培養細胞3系統を樹立し、それらを用いた解析からPLAG1が唾液腺組織の各構成細胞特異的な様式で腫瘍形成の促進
と抑制の両者の機能的役割を有している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Details of histogenesis of salivary gland tumors are still not entirely clear. We 
performed challenge for establishment of a Cre-conditional Plag1-driven salivary gland tumor mouse model 
which causes PLAG1 overexpression only in basal, myoepithelial or luminal cells of salivary gland. Two 
independent lines of Plag1 overexpressed (CAG-loxp-lacZ-pA-loxp-Plag1-EGFP) flox mouse were established. 
Two kinds of conditional mouse which overexpressed PLAG1 only in luminal cells (Sox9-CreERT2-loxP mouse) 
or myoepithelial cells (Myh11-Cre-loxP mouse) of salivary glands are available at the present time. 
Moreover, we established three stable PLAG1 overexpressed cell lines of acinar-, duct- and myoepithelial 
phenotype of human normal salivary glands. Our results by use of these stable cell lines indicated that 
PLAG1 may play a dual role in salivary gland tumorigenesis in cell specific manner.

研究分野：口腔病理学

キーワード： 唾液腺腫瘍　モデルマウス　腫瘍組織発生　コンディショナルマウス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 唾液腺腫瘍は頭頚部腫瘍の約 5～6%を占め
る腫瘍であるがその約 40%は悪性腫瘍である。
唾液腺腫瘍においても他の臓器同様に病理
診断は治療方針の決定、予後の判定に重要で
あることに変わりはない。しかしながら唾液
腺腫瘍は他の臓器の腫瘍と比較して組織像
が極めて多彩な上、30 種類を超える多くの腫
瘍型や種々の亜型が存在しており、その診断
に難渋することが希ではない。さらに異なる
組織型においても部分的に共通した組織像
を有することから、病理医間での診断の食い
違いが往々にしてみられ、これが治療に多大
な影響を及ぼすことが少なくないのが現状
である。この分類組織型が多い最大の原因は、
唾液腺腫瘍の組織発生が仮説としては唱え
られているものの、未だその詳細が明らかに
なっていないことにある。現時点においても
介在部導管上皮の基底細胞が腫瘍組織発生
の予備細胞であると考えられてはいるが、こ
の予備細胞が介在部と導出部の2ヶ所にある
とする説やいずれの部位にもあるとする説
もあり、いずれかとは明らかにはなっていな
い。近年、いくつかの遺伝子が唾液腺腫瘍の
組織発生に関わることが報告されているが、
現在においても未だ in vivo における過剰発
現により腫瘍組織発生に関わることが直接
的に示されている遺伝子は Pleomorphic 
adenoma gene 1 (Plag1)のみである(Cancer 
Res 65:4554-53, 2005)。本研究では、この
Plag1 の確実性のある腫瘍形成能を利用し、
現在までに仮説として考えられている唾液
腺腫瘍組織発生の概念に従い、基底細胞、筋
上皮細胞や管腔側上皮細胞のみにPLAG1を過
剰発現させ、唾液腺腫瘍を生じうるモデルマ
ウスの確立を目的とした。さらに、腫瘍組織
発生解析モデルとするためには、実際のヒト
唾液腺腫瘍のあり方と同様に「正常な唾液腺
組織内に腫瘍が生じる」そのあり方を忠実に
再現することが必須であると考えられる。個
体発生や組織発生の段階で、正常な唾液腺組
織完成以前にPLAG1の過剰発現により腫瘍が
生じてしまう可能性や、正常な唾液腺組織の
構築そのものにPLAG1の過剰発現が悪影響を
与える可能性を排除しなくてはならない。そ
のために、実験開始時点までは PLAG1 の過剰
発現を抑えた野生型が維持されるコンディ
ショナルトランスジェニックマウスを設計
理念とした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、①唾液腺導管基底細胞に時期
特異的にPLGA1の過剰発現を引き起こすコン
ディショナルトランスジェニックマウスの
確立と、同様に②筋上皮細胞にそれを引き起
こすもの、③管腔側上皮細胞にそれを引き起
こすもの、さらに④唾液腺組織幹細胞にそれ
を引き起こすトランスジェニックマウスを
作成すること、さらにこのトランスジェニッ
クマウスを用いることにより、これまで誰も

観察することができなかった完成された正
常な唾液腺組織内からの唾液腺腫瘍初期組
織発生の一連の流れを明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）Plag1 flox マウス (CAG-Z-EGFP-Plag1 
transgenic mouse)の作成 
CreER-loxP システムを用いたトランスジェ
ニックマウスの設計概念図を下に示す。 

Plag1 flox マウスは CAGプロモーターの下流
に loxP 配列で挟んだ lacZ とストップカセッ
トを配置しその下流に Plag1 遺伝子と EGFP
を IRES 配列を介して配置したコンストラク
トを作成した。このコンストラクトの作成は、
ミシガン大学の三品裕司先生、東北大学の福
田智一先生より御供与頂いた targeting 
vector(CAG-loxp-lacZ-pA-loxp-MCS-EGFP[C
AG-Z-EGFP]プラスミド)がベースとなってい
る。完成したコンストラクトを直鎖化しマウ
ス受精卵に顕微注入を行った。完成した
Plag1 flox マウスは、基底細胞のマーカー遺
伝子である Keratin 14、導管腺房上皮細胞に
発現する Sox9 や筋上皮細胞のマーカー遺伝
子である Myh11 のプロモーターにより CreER
を発現する CreER マウスと交配させ
CreER-loxP マウスの作成を目指している。生
まれてきたマウスは p5で genotyping を行い
CreER-loxP の遺伝子型であることを確認後、
tamoxifen を体重 1g 当たり 0.1 mg の腹腔内
注射を 3日ごとに計 6回行った後、経過観察
を行った。 
 
２）ヒト正常唾液腺培養細胞株における
Plag1 遺伝子の機能解析 
a. Plag1遺伝子安定過剰発現ヒト正常唾液腺
由来培養細胞(NS-SV-AC-PL, NS-SV-DC-PL, 
NS-SV-MC-PL)3 系統の樹立 
p3XFLAG-myc-CMV-26 Expression vector 
(SIGMA)に DNAFORM 社より購入した PLAG1 の
全長配列の cDNA を挿入し PLAG1 過剰発現ベ
クターを作成した。   
ヒト正常唾液腺培養細胞株は、徳島大学口腔
内科学分野 東雅之教授より御供与頂いた 3
株、腺房細胞の形質を有する培養細胞株
NS-SV-AC、導管上皮細胞の形質を有する培養
細胞株 NS-SV-DC と筋上皮細胞の形質を有す



る培養細胞株 NS-SV-MC を用いた。Plag1 過剰
発現ベクターを 3 種類の細胞株に導入し、
Geneticin 添加培地で選択を行った。
Geneticin 耐性コロニーを単離しクローニン
グを行った。3種類の細胞とも 10～20 クロー
ン程株化し Western blot にて PLAG1 の発現
を確認した。得られた PLAG1 遺伝子安定過剰
発 現 ヒ ト 正 常 唾 液 腺 由 来 培 養 細 胞
(NS-SV-AC-PL, NS-SV-DC-PL, NS-SV-MC-PL)3
系統の増殖能、浸潤能とコロニー形成能を、
正常唾液腺由来培養細胞と比較検討した。 
 
４．研究成果 
１）Plag1 flox マウス (CAG-Z-EGFP-Plag1 
transgenic mouse)の作成 
生まれてきた F0 マウスと野生型マウスを交
配させ、ジャームライントランスミッション
まで確認できた 2 系統(No.45, 46 系統)を得
ることができた。この 2系統は別個に維持を
継続している。No.46 系統は No.45 系統に比
べ PLAG1 の遺伝子発現量が 5倍程度高いこと
が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この 2系統の CAG-Z-EGFP-Plag1 flox マウス
と、Sox9-CreERT2 マウスや Myh11-Cre マウス
を 交 配 さ せ 、 現 在 ま で に Plag1-Sox9 
CreERT2-loxP マウスは No.45 系統の♀3 匹、
♂1匹、No.46 系統の♂3匹誕生し、生後 8日
目から 3 日おきに 5 回ほど 0.1 mg/gr body 
weightのtamoxifenを腹腔内投与し経過観察
を 継 続 し て い る と こ ろ で あ る 。
Plag1-Myh11-Cre-loxP マウスは、No.45 系統
の♀4匹、♂5匹、No.46 系統の♂2匹が得ら
れた状態となっている。これらの Cre-loxP
のマウスは現在最も長いもので生後 19 週ま
で経過観察を継続しているがまだ腫瘍の発
生にまでは至ってはいない。CAG-Cre マウス
と作成した両系統のマウスを交配させ
CAG-Z-EGFP-Plag1 マウスの唾液腺腫瘍組織
発生能を確定したいと考えているが、
CAG-Cre マウスがなかなか殖えずこれとの交
配が困難な状況となっている。現在、CAG-Cre
マウスを体外受精により交配させ新生仔が
得られ離乳が済んだ状態となっている。これ
と両系統の CAG-Z-EGFP-Plag1 マウスとの交
配を予定している状況である。 

２）ヒト正常唾液腺培養細胞株における
Plag1 遺伝子の機能解析 
得られたPLAG1遺伝子安定過剰発現ヒト正常
唾 液 腺 由 来 培 養 細 胞 (NS-SV-AC-PL, 
NS-SV-DC-PL, NS-SV-MC-PL)3 系統の Plag1と
Plag1に組み込んだFLAGタグに対する抗体を
用いた Western blot の結果を以下に示す。 

以下の解析には、PLAG1 の発現が最も高くみ
られたクローンを使用した。 
PLAG1 遺伝子安定過剰発現ヒト正常唾液腺由
来培養細胞 3 系統の増殖能を解析した結果、
腺房細胞の形質を有するPLAG1遺伝子安定過
剰発現細胞株(NS-SV-AC-PL)と筋上皮細胞の
形質を有するPLAG1遺伝子安定過剰発現細胞
株(NS-SV-MC-PL)でヒト正常唾液腺由来培養
細胞と比べて増殖が抑制された。その一方で
導管上皮細胞の形質を有するPlag1遺伝子安
定過剰発現細胞株(NS-SV-DC-PL)においては
増殖への影響は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Plag1 遺伝子安定過剰発現ヒト正常唾液腺由
来培養細胞 3 系統の浸潤能(transwell 
migration 能)を解析した結果、PLAG1 は
NS-SV-ACとNS-SV-MCのtranswell migration
を促進し、NS-SV-DC のそれを抑制することが

Effect of PLAG1 overexpression on transwell migration of normal 
salivary gland cells and quantification of the transwell migrated 
cells. 

PLAG1 expressions of clones of NS-SV-AC-PL-C7 (AC-PL), 
NS-SV-DC-PL-C15 (DC-PL) and NS-SV-MC-PL-C2 (MC-PL) were 
confirmed by Western blot. 
 

Comparison of cell growth beteen stable PLAG1 overexpressed cells 
and normal salivary gland cell. 



明らかとなった。さらにコロニー形成能を解
析した結果、PLAG1 は NS-SV-AC と NS-SV-DC
のコロニー形成能を促進する一方で
NS-SV-MC のそれを抑制した。近年、PLAG1 は
細胞増殖や腫瘍形成に関わる遺伝子を活性
化させるだけではなく、それらの細胞内プロ
セスを抑制することが報告されている。ヒト
唾液腺腫瘍の組織発生においては、PLAG1 は
唾液腺組織の各構成細胞特異的な様式で腫
瘍形成の促進と抑制の両者の機能的役割を
有していることが示唆された。 
 
ヒト正常唾液腺培養細胞株におけるPlag1遺
伝子の機能解析からPLAG1が唾液腺組織の各
構成細胞特異的な様式で腫瘍形成に関与す
ることが示されたことから、Plag1 flox マウ
スを用いた部位特異的なPLAG1過剰発現によ
る造腫瘍性の変化とその仕組みの解明が期
待を以て待たれる状態となっているところ
である。 
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