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研究成果の概要（和文）：近年、乳腺や汗腺由来の筋上皮細胞に幹細胞としての性質が報告されたが、単離が困
難であるため詳細な機能解析は未だ行われていなかった。本研究結果から、マウス顎下腺より筋上皮細胞の単離
が可能となり、遺伝子発現プロファイルの作成ができた。また、in vitro において唾液腺由来筋上皮細胞が幹
細胞様の性質を有することが確認され、さらに筋上皮細胞が幹細胞の機能を制御する主要なシグナル伝達経路を
介して唾液腺再生や唾液腺腫瘍の発生に関与している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We attempted to identify stem/progenitor cells in salivary gland. 
Localization of BrdU label-retaining cells were found specifically in myoepthelial cells located 
between luminal and stroma cells after 30 weeks, suggesting that myoepithelial cells were expected 
to be one of putative stem cells. The data from RNA-seq showed CD49fhigh subset contained positive 
cells for both of αSMA and Myh11, a marker of myoepithelial cells, demonstrating that CD49fhigh 
subset consisted of myoepithelial cell-enriched population. The selection of a CD49fhigh subset 
showed high ability of sphere formation and was differentiated into ductal lineage in vitro. These 
data suggest that the enriched myoepithelial cell compartment may contain stem/progenitor cells in 
salivary glands since the cells enriched in CD49fhigh subset showed multipotent properties by sphere
 formation.

研究分野： 口腔病理
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
１）唾液腺組織恒常性の維持に唾液腺組織由
来幹細胞が関与する 
 シェーグレン症候群や頭頚部腫瘍の放射
線治療に伴う唾液腺障害や唾液量の減少は
様々な口腔疾患や誤嚥性肺炎などの疾患の
誘因となる。唾液腺の修復や再生など、組織
恒常性の維持に唾液腺組織由来幹細胞の関
与が示唆されている。間質に存在する血管内
皮細胞や Lin-CD24+c-kit+Sca1+細胞が放射線
照射による唾液分泌障害に奏功し、組織保護
に働くこと、また、CD133+唾液腺上皮細胞に
腺組織再構築が認められたことから、いずれ
も組織幹細胞である可能性が示唆されてい
るが、詳細な解析には至らず、唾液腺の組織
幹細胞の由来や性質については未だ不明な
点が多い。 
２）筋上皮細胞に幹細胞性が示唆されている 
 筋上皮細胞は唾液腺以外にも乳腺、涙腺、
汗腺などの外分泌腺に存在する。筋上皮細胞
の役割は、その収縮による分泌促進機能であ
ると考えられてきたが、Laminin-1 などの接
着分子を介して導管細胞の極性制御や bFGF
などの成長因子を介して導管形成にも関与
することが報告された。さらに、最近、乳腺
や汗腺由来の筋上皮細胞に多分化能を有す
る幹細胞としての性質が報告された。これら
の知見より唾液線由来筋上皮細胞に乳腺同
様の幹細胞性を有する分画である可能性が
考えられる。また、唾液腺腫瘍の多くに筋上
皮細胞の増殖がみられる事から、以前より腫
瘍原性が想定されてきたが、筋上皮細胞は細
胞表面マーカーが乏しく、単離が困難である
ため詳細な機能解析は未だ行われていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、唾液腺組織由来の筋上皮細胞
に着目し、その単離方法を確立すると共に幹
細胞性を含めた性質解析を行うことを目的
とした。また、筋上皮幹細胞が腫瘍原性に関
わっている可能性を検証する 。  
 
３．研究の方法 
１）筋上皮細胞の単離・解析 
① マウス顎下腺をコラゲナーゼ、ヒアルロ
ニダーゼ処理し分散化した唾液腺細胞の細
胞表面をEpCAMおよびCD49f で染色後フロー
サイトメーター(FACS)にて解析した。 
② FACS により得られた各細胞分画の発現遺
伝子を次世代シークエンサーにより網羅的
に解析した。 
③ EpCAMおよびCD49fで分画した細胞を培養
し、３次元的な sphere 形成能を比較した。 
④ 培養細胞を透過型電子顕微鏡にて細胞構
造の解析を行った。 
⑤ 唾液腺障害モデルマウスを作製し、EpCAM
および CD49fで分画した細胞をマトリゲルに
懸濁移入し、再生への影響を解析した。 
２）BrdU を用いた唾液腺内の幹細胞の検出 
 組織幹細胞を同定する為に、その性質の１

つである分裂サイクルが他の細胞に比べて
極めて遅い slow-cycling cells の検出を行
う。C56BL/6 新生仔マウスに BrdU を 1日 2回
3 日間腹腔内投与し、10 週から 30 週経過後
に顎下腺組織における長期ラベル保持細胞 
(LRCs)の局在を免疫組織学的に解析する。
３）Myh11 マウスの作出 
 筋上皮細胞のマーカーであるアクチンプ
ロモーターの制御下でCreリコンビナーゼを
発現する Myh11-Cre/ERT2 マウスと Cre の存
在下で蛍光物質の Tomato を発現する。 
① ROSAtdTomato flox マウスを交配する。  
4 週齢および 8 週齢マウスにタモキシフェン
(1mg)を投与し、経時的(直後,4 週, 8, 12 週)
に Myh11 陽性細胞の細胞系譜を解析する。 
② 顎下腺被膜下の小葉を部分的に切除し作
製した欠損部にマトリゲルを注入し、 腺組
織の再生を誘導する。マトリゲルを注入後 2
週、4 週で顎下腺を摘出し、その組織切片上
で Tomato 陽性細胞 の局在を同定し、筋上皮
細胞の lineage tracing を行う。  
 
４．研究成果 
１）唾液腺筋上皮細胞が唾液腺組織における
幹/前駆細胞としての性質を有する 
① 顎下腺組織におけるBrdU長期ラベル保持
細胞 (LRCs)の局在を免疫組織学的に解析し
た。10週後のLRCsは導管上皮細胞の一部や、
導管周囲の紡錘形細胞、腺房細胞の一部に認
められたが、30 週後では導管上皮細胞の一部
や、導管周囲の紡錘形細胞に限局していた。
このことから、唾液腺における LRCs の局在
は、介在部導管、排出導管のみならず腺房や
筋上皮の一部にもみられ、LRCs の一部が筋上
皮細胞であることが確認された。 
② マウス顎下腺より分散化した細胞を上皮
マーカーであるEpCAMおよび幹細胞マーカー
とされるCD49fで染色後フローサイトメータ
ー(FACS)にて分画すると、EpCAMlowCD49fhigh, 
EpCAMmidCD49fmid, EpCAMhighCD49flow の３つの
上皮細胞の分画を認めた。 
③ EpCAMlowCD49fhighではαSMA や Myh11 が特
異的に高く、本分画が筋上皮細胞の濃縮され
ている分画であることが明らかとなった。ま
た、RNA-sequence による網羅的な遺伝子発現
解析から、本分画では一部の SOX 遺伝子ファ
ミリーの高い発現がみられた。 
④ EpCAMlowCD49fhigh 細胞は細胞培養系におい
て高い sphere 形成能を持ち、 形態学的にも
大きな sphere を形成した。 
⑤ Sphere 内部には 2 相性を示す導管様構造
の構築がみられ、免疫組織化学的にも導管へ
の分化が確認された。また、透過型電子顕微
鏡においても極性を示す腺腔構造であるこ
とが明らかとなった。このことより、筋上皮
細胞が in vitro における特殊な条件下で筋
上皮細胞が多分化能を獲得することが示唆
された(図１).  
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(図１) 

２）筋上皮細胞可視化マウスを用いた唾液腺
由来筋上皮細胞の lineage tracing 法の確立 
① 3週齢のMyh11-Cre/ERT2:tdTomatoマウス
にタモキシフェン(TM)を投与し、Myh11 発現
細胞の顎下腺内での局在と割合を検討した
ところ、Myh11 陽性細胞は血管平滑筋と一部
の導管や腺房の基底側に局在した。 
② FACS では Myh11 陽性細胞は全体の約 3%程
度で、その大部分は EpCAMlowCD49fhigh として
認められた。 
③ 8 週齢より TM を投与したマウスでも同様
の傾向が認められ、Myh11 陽性細胞はほぼ一
定の割合で維持されており、顎下腺被膜下の
小葉を部分的に切除し作製した唾液腺障害
モデルマウスを作製すると、再生結節中に
Myh11 陽性細胞が高い割合で検出され、これ
らの細胞は高い ki-67 陽性率を有していた。
④ 今後単離された筋上皮細胞を用いて、唾
液腺腫瘍形成への関与についてさらに詳細
な検討を進める予定である 
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