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研究成果の概要（和文）：放射線照射したマウス顎下腺組織において、α-アミラーゼ、EGF、EGFR、HGF、c-Met、bFGF
、FGFRはタンパクおよび遺伝子発現が減少し、顎下腺の機能低下と成長因子・成長因子レセプターの減少が確認できた
。マウス顎下腺幹細胞に放射線照射（2.0Gy）を行ったところ、顎下腺組織と同様の傾向を示した。
放射線照射した顎下腺幹細胞をIV型コラーゲンと高Ca培地で分化誘導を行うと、腺様配列の構築とα-アミラーゼの発
現の上昇が認められ、放射線障害顎下腺細胞の機能修復の可能性が示唆された。本研究ではEGF、KGFおよびIV型コラー
ゲンが放射線障害による機能低下・修復に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We observed submandibular gland of irradiated mouse decreased α-amylase, EGF, 
EGFR, HGF, c-Met, bFGF and FGFR. The stem-like cell of mouse submandibular gland showed similar findings 
to them with exposure to radiation. From the results of these experiments, we induced regeneration of the 
stem-like cell suffered from radiation damage and demonstrated EGF, KGF and type IV collagen play an 
important role in function recovery.
To clear its mechanism, we require further research.

研究分野：外科系歯学
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１．研究開始当初の背景 
加齢による唾液腺の機能低下や口腔癌の放
射線治療によって、著明な唾液分泌の減少に
より QOL の低下を来した症例に遭遇する機
会は多い。残存機能を標的とした塩酸セベメ
リンやピロカルピン塩酸塩などの唾液分泌
促進薬が臨床応用されているものの、その効
果には限界が多いのが現状であった。 
近年、皮膚、心筋、角膜など種々の臓器で再
生組織の臨床応用の報告が数多くなされて
いるが、確立した唾液腺再生医療の報告はい
まだなされていなかった。その理由は、唾液
腺の組織学的特異性、すなわち腺房細胞、導
管系細胞（線条部導管、介在部導管、主導管）、
筋上皮細胞、周囲の間葉系細胞といった多彩
な細胞により構成されていること、また、未
だその幹細胞が同定されていないことが原
因と考えられた。しかし、これらの細胞の起
源とされる幹細胞を同定、分離、培養するこ
とによって、唾液腺再生医療への道が開ける
ことが期待されていた。 
申請者は以前より、低カルシウム無血清培養
液を用いることで、ヒトおよびマウスの唾液
腺組織から均一な唾液腺導管細胞を分離・培
養できることを確認した。その細胞は高カル
シウム濃度への変化と EGF 刺激、さらに I
型コラーゲンを主とする細胞外器質によっ
て二次元的に腺管様配列を誘導できた。機能
的にはアミラーゼのタンパクおよび遺伝子
レベルでの発現増加や、形態学的には電子顕
微鏡による超微構造の成熟変化を確認した。
さらに HGF 等の細胞増殖因子やフィブロネ
クチンを主とする細胞外器質による影響を
確認していた。つまりその導管細胞は形態的、
機能的に分化誘導が示唆され、唾液腺幹細胞
の 性 質 を 持 つ 可 能 性 が 示 唆 さ れ た
（J.Cell.Physiol.2002）。また、マウス胎児の
顎下腺を器官培養し、その分子形成に HGF
が大きく関与していることを報告していた
（Developmental Dynamics.2003）。 
２．研究の目的 
加齢による退行変化や放射線障害で機能低
下をきたした唾液腺組織の腺房細胞は減少
し、導管細胞が残存するという細胞脱分化様
の変化を呈している（Am J Physiol. 2008）。
その生物学的変化を明らかにするとともに、
申請者らが分化誘導を行ってきた分離唾液
腺幹細胞や器官培養法を用いることにより、
唾液腺修復の解析が可能と考えられ、以下の
項目を本研究の目的とした。 
本研究の目的 
➀加齢および放射線障害により機能低下を
きたしたマウス唾液腺の解析 
➁マウス唾液腺幹細胞を用いた放射線照射
による細胞障害の解析 
③マウス唾液腺幹細胞を用いた分化誘導に
よる細胞機能修復の解析 
３．研究の方法 
I. 加齢および放射線障害により機能低下を
きたしたマウス唾液腺の解析 

放射線照射前後や加齢前後の顎下腺の成長
因子やそのレセプター、細胞外基質の発現を
解析し、いわゆる機能低下関連タンパクを同
定する。 
II. マウス唾液腺幹細胞を用いた放射線照
射による細胞障害の解析 
マウス顎下腺幹細胞に放射線照射を行い、α
-アミラーゼや細胞増殖、形態変化、成長因
子、レセプター、細胞外基質の発現を解析し、
細胞障害の概要を解析する。 
III. マウス唾液腺幹細胞を用いた分化誘導
による細胞機能修復の解析 
放射線照射を行ったマウス顎下腺幹細胞に
成長因子や細胞外基質、Ca濃度の変化によっ
て分化誘導し、細胞機能修復を行う 
４．研究成果 
I. 加齢および放射線障害により機能低下を
きたしたマウス唾液腺の解析 
1）放射線照射マウス顎下腺の解析 
4週齢の顎下腺と放射線照射した20週齢の顎
下腺を摘出してタンパク抽出を行い、機能マ
ーカーであるα-アミラーゼと、分化・増殖
に関わるタンパク（EGF、EGFR、HGF、c-Met、
bFGF、FGFR、フィブロネクチン、Ｉ型コラー
ゲン）の変化を免疫染色およびウェスタンブ
ロット法にて検索した。 
その結果、EGF、HGF、FGF タンパクの発現量
は減少し、そのレセプターである EGFR、c-Met、
FGFR や細胞外基質のフィブロネクチン、Ｉ型
コラーゲンも同様に減少した。それぞれの顎
下腺の免疫組織染色による検索も同様な結
果を示した。Real time RT-PCR による検索
も EGF、EGFR、HGF、c-Met、bFGF、FGFR の遺
伝子発現は減少し、同様の傾向を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2）加齢マウス顎下腺の解析 
正常マウス 24 週齢、老化推進モデルマウス
48 週齢の顎下腺を摘出し、同様の検索を行っ
た。 
その結果、α-アミラーゼ、EGF、HGF、FGF タ
ンパクの発現量は減少し、そのレセプターで
ある EGFR、c-Met、FGFR や細胞外基質のフィ
ブロネクチン、Ｉ型コラーゲンもわずかに減
少した。それぞれの顎下腺の免疫組織染色に



よる検索も同様な結果を示した。real time 
PCR による検索も EGF、EGFR、HGF、c-Met、
bFGF、FGFR の遺伝子発現は減少し、同様の傾
向を示した。 
II. マウス唾液腺幹細胞を用いた放射線照
射による細胞障害の解析 
24 週齢の正常マウスから顎下腺を摘出し、
0.2mM Ca無血清培地を用いて顎下腺幹細胞を
分離し、実験に用いた。放射線照射は 
control、0.2Gy、0.6Gy、1.0Gy、2.0Gy をそ
れぞれ単照射し、48 時間後に細胞増殖曲線を
作成、細胞形態観察を行い、細胞溶解液を採
取した。  
1）細胞増殖に与える影響 
増殖能は 0.2Gy で最も低下し、照射量の増加
と共に増加傾向を示し、2.0Gy で最も高くな
り、コントロールの 1.4 倍であった。 
2）形態的変化 
2.0Gy までの照射では形態的変化を認めなか
った（照射後 48 時間）。 
 
 
 
 
 
3）発現タンパクの変化（ウェスタンブロッ
ト法） 
2.0Gy 照射でアミラーゼ、EGF、EGFR、HGFα、
c-Met、KGF、bFGF、FGFR は減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4）発現遺伝子の変化（real time RT-PCR） 
EGF、EGFR、HGFα、bFGF はタンパク発現と相
関がみられた。 
2.0Gy で放射線照射の影響が観察され、唾液
腺細胞の増殖や修復に関係していると思わ
れる成長因子の減少が確認された。 
III. マウス唾液腺幹細胞を用いた分化誘導
による細胞機能修復の解析 
マウス顎下腺幹細胞に2.0Gyの放射線を照射
し、その後 IV 型コラーゲン基質と高カルシ
ウム培地（1.0 mM）を用いて細胞の分化誘導
を行うとともに、放射線照射によって減少し
た成長因子 EGF、KGF、bFGF にて刺激した。
細胞増殖に与える影響や形態的変化を検索
し、細胞機能修復の指標として唾液腺特異的
なタンパクであるアミラーゼの発現の解析
を行った。 
1) 細胞増殖に与える影響：放射線 2.0Gy 照
射した細胞を IV 型コラーゲンコートディッ

シュ上で培養を行うと細胞増殖は 115％に増
加した。さらに、その培地のカルシウム濃度
を上昇させると（0.2 mM→1.0 mM）、細胞増
殖は 90％に減少した。 
2) 形態的変化：IV 型コラーゲン上の培養に
よる変化は認めなかった。培地のカルシウム
濃度を上昇により、個々の細胞は立方形から
やや紡錘形に変化した。細胞の配列は敷石状
から円形を形成するような腺様構造の構築
が認められた。 
 
 
 
 
 
 
3) アミラーゼ発現の変化：EGF、KGF 刺激に
よって、細胞内と細胞上清中のアミラーゼの
上昇が確認された。bFGF においてそれらの変
化は認めなかった。ウエスタンブロットと免
疫染色で同様の結果が得られた。 
 
まとめ 
放射線照射したマウス顎下腺組織において、
α-アミラーゼ、EGF、EGFR、HGF、c-Met、bFGF、
FGFR はタンパクおよび遺伝子発現が減少し、
顎下腺の機能低下と成長因子・成長因子レセ
プターの減少が確認できた。 
マウス顎下腺から分離・培養した顎下腺幹細
胞に放射線照射（2.0Gy）を行ったところ、
顎下腺幹細胞は放射線照射に対し、顎下腺組
織と同様の傾向を示した。 
2.0Gy放射線照射した顎下腺幹細胞をIV型コ
ラーゲンと高 Ca 培地で分化誘導を行うと、
腺様配列の構築とα-アミラーゼの発現の上
昇が認められ、放射線障害顎下腺細胞の機能
修復の可能性が示唆された。本研究では EGF、
KGFおよびIV型コラーゲンが放射線障害によ
る機能低下・修復に関与している可能性が示
唆され、今後はマウス顎下腺組織の修復につ
いて検討を進めたい。 
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