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研究成果の概要（和文）：マウス胎仔顎下腺を転写因子Grhl2 siRNAおよび、その標的遺伝子であるプロテアー
ゼ阻害因子SPINT1タンパク質の存在下で培養し、顎下腺形成への影響を解析した。培養顎下腺でのGrhl2、
SPINT1、E-cadherin、claudin、ZO-1の発現を解析した。Grhl2 siRNA存在下では上皮組織の発育が抑制され、
E-cadherin、claudin、ZO-1、SPINT1の発現も抑制された。一方、siRNAによる発育抑制効果は、SPINT1タンパク
質を添加することで救済された。本研究は、Grhl2によるSPINT1の発現調節が器官形成に関わっていることを初
めて示した。

研究成果の概要（英文）：Various molecules including signaling molecules and cell adhesion molecules 
have been implicated in salivary gland development, transcription factors regulating the expression 
of those molecules and SMG development are largely unknown.
In the present study we show that the Grhl2 transcription factor, which is involved in development 
of several epithelial tissues, is expressed in the epithelial tissue of embryonic mouse 
submandibular gland (SMG). Grhl2 knockdown in cultured SMG results in retardation of epithelial 
growth and branching morphogenesis of the gland. Grhl2 binds to SPINT1 gene, which encodes a 
protease inhibitor functioning in the extracellular space, and positive regulates SPINT1 protein 
expression in the epithelial tissue. Furthermore, the addition of SPINT1 protein rescues defects in 
SMG development upon Grhl2 knockdown.　Grhl2 and SPINT1 may be utilized for therapy and regeneration
 of damaged salivary glands. 

研究分野： 口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
 
唾液腺は，様々な酵素を口腔内へ供給する

ことによって口腔機能に重要な役割を果た
している． 
唾液分泌量の低下はシェーグレン症候群

や頭頸部癌の放射線治療によって起こるだ
けでなく，加齢（生理的な老化）による現象
でもある． 
重篤な唾液分泌障害は口腔内細菌の増加

をもたらし，とくに高齢者では誤嚥性肺炎を
誘発することが多い． 
我が国では肺炎は悪性新生物，心疾患につ

いで死因の３番目であり，超高齢化社会の到
来により今後も増えることが予想される（平
成 24 年度厚生労働省報告）． 
また，若年・青年においても，唾液分泌障

害は生活の質（QOL）の著しい低下を招くだ
けでなく，全身疾患のリスク要因となる． 
このような状況を踏まえると，唾液分泌障

害は，世界で最も早く超長寿・超高齢化社会
を迎えつつある我が国が諸外国に先駆けて
取り組むべき疾病と言える． 
唾液分泌障害の主な原因は唾液腺の線維

化や腺房細胞の萎縮などの不可逆的な変性
であり，現状では唾液分泌障害の根本的な治
療法は無く，対症療法にとどまっている． 
このため，根本的な治療法として唾液腺再

生医療の確立が期待されている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
２．研究の目的 

 
本研究では，唾液腺再生のアプローチのひ

とつとして，転写因子を用いた唾液腺細胞再
生の可能性を探る．マウス唾液腺をモデル系
として唾液腺細胞の再生に必要な転写因子
を同定し，ヒトへの応用を検討する． 
具体的には，転写因子 Grhl2 が，その標的

遺伝子であるプロテアーゼ阻害因子 SPINT1
の発現を調節することでマウス顎下腺形成
に関与していることを調べることを研究目
的とする． 
 
 
３．研究の方法 
 
唾液腺再生の方法には唾液腺幹細胞の分

化誘導や転写因子による唾液腺細胞への分

化転換などが考えられ，これらの方法を確立
するための重要なステップは唾液腺の幹細
胞や各構成細胞を分離して解析することで
ある． 
そのため，成体マウスから顎下腺を摘出し

組織切片と単一上皮細胞標本を作製した．
CD117，CD66a，E-cadherin，AQP5，CLDN4，
NKCC1 および CK5 に対する抗体と蛍光標識２
次抗体を用いて染色し，共焦点レーザー顕微
鏡で観察した．動物実験は大阪歯科大学動物
実験規定に従った． 
次の研究では，唾液腺形成過程で発現して

いる転写因子の同定と機能解析を進め，上皮
の 分 化 を 制 御 し て い る 転 写 因 子
Grainyhead-like 2(Grhl2)についてマウス顎
下腺における発現と機能を解析した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
本研究では，マウス胎仔顎下腺における

Grhl2 の発現は，E-cadherin との二重免疫染
色法により共焦点レーザー顕微鏡で解析し
た． 
顎下腺形成における Grhl2 の関与を調べ

るために Grhl2 遺伝子に対する siRNA および
ネガティブコントロールsiRNAの存在下で胎
仔顎下腺を培養して，腺房数を計測した． 
また，Grhl2 および上皮細胞接着関連因子

E-cadherin, Cldn3，ZO-1 の mRNA とタンパク
質の発現をリアルタイム PCR，ウェスタンブ
ロット法で解析した． 
さらにに，マウス胎仔顎下腺をGrhl2 siRNA

および SPINT1タンパク質の存在下で培養し、
顎下腺形成への影響を解析した． 
培養顎下腺での Grhl2、SPINT1、E-cadherin、

claudin、ZO-1 の発現を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
結果として，組織切片観察から，CD66a と

CD117 は主に上皮組織で発現するが，両者の
発現パターンは異なることがわかった．   
CD66a は腺房で強く，また導管では介在部

で強く，線条部と排出部では弱かった． 
CD117 は介在部導管で強く，線条部と排出

部の一部の細胞で弱く発現し，腺房では発現
していなかった． 
CD66a と CD117 は基底細胞や筋上皮細胞で

は発現していなかった．CD117 と NKCC1 は介
在部，線条部，排出部の導管で発現していた．



CD66a と CD117 のこのような発現パターンは
単一上皮細胞標本でも確認できた． 
以上の結果から，唾液腺を構成する腺房，

介在部，線条部および排出部導管の各細胞，
基底・筋上皮細胞は CD66a と CD117 の発現量
の違いによって区別できることを示してい
る．これらによって，FACS を用いて各細胞に
特異的な遺伝子の同定や幹細胞の濃縮が可
能となり，唾液腺再生医療の確立に貢献する
ことが証明された． 
本研究成果は，第 59 回日本口腔外科学会

総会にて“CD117 と CD66a における唾液腺上
皮 細 胞 の 分 類 ” と 2014th American 
Association of Oral and Maxillofacial 
surgery にて，“Expression patterns of 
CD66a and CD117in the mouth submandibular 
gland”のタイトルで発表し，ゴールドリボ
ン賞，優秀ポスター発表賞を受賞した．さら
に第 26 回日本口腔科学会近畿地方会でも発
表を行った． 
顎 下 腺 に お け る  Grhl2 の 発 現 は

E-cadherin 陽性細胞だけで認められた．
Grhl2 siRNA 存在下の顎下腺では，コントロ
ールに比べて成長が著しく抑制され，また腺
房数および Grhl2 mRNA 量が有意に減少して
いた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
E-cadherin，Cldn3，ZO-1 の mRNA およびタ

ンパク質の発現も有意に減少していた．以上
のことから，マウス顎下腺では Grhl2 は上皮
で発現し，上皮組織の形態形成と分化に関わ
っていることが示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
これらの研究成果は，第 60 回日本口腔外

科学会総会と，さらに第 70 回日本口腔科学
会総会で発表を行った． 
最後に，Grhl2 は上皮組織特異的に発現し

ており，Grhl2 siRNA 存在下では上皮組織の

成長および分枝形態形成が抑制され，
E-cadherin，claudin，ZO-1，SPINT1 の発現
も抑制された．一方，siRNA による顎下腺形
成抑制効果は，SPINT1 タンパク質を添加する
ことで救済された． 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
本研究は，Grhl2 による SPINT1 の発現調節

が器官形成に関わっていることを示す世界
初の報告である． 
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