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研究成果の概要（和文）：  唾液腺の発生過程におけるCdc42の役割を明らかにするため、Cdc42ノックアウトマ
ウスの腺房細胞の発生過程を蛍光顕微鏡を用いて解析した。その結果、腺房細胞の成長過程においてCdc42は、
エンドサイトーシスを抑制的に制御することにより腺腔側膜の形成を調節することが示唆された。
  さらに我々はCdc42をノックアウト細胞の微細構造を解析するため、透過電子顕微鏡による解析を行った。そ
の結果Cdc42のノックアウトにより、分泌顆粒が小型化し、数が２倍程度増加することが明らかになった。この
ことからCdc42は分泌顆粒の生合成または成熟にも分泌顆粒の生合成や成熟にも関与することが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：  To define the role of Cdc42 during development of salivary acinar cell, we
 analyzed the morphological change of acinar cell in Cdc42-depleted mouse. Depletion of Cdc42 at 
late embryonic stages resulted in a complete inhibition of apical membrane their post-natal 
formation. In addition, intravital subcellular microscopy revealed that reduced levels of Cdc42 
affected membrane trafficking from and towards the plasma membrane, highlighting a novel role for 
Cdc42 in membrane remodeling through the negative regulation of selected endocytic pathways. 
  We further showed that Cdc42 depletion alters the ultrastructure of large secretory granules 
analyzed by transmission electron microscopy. We found that lack of Cdc42 increases the number of 
granules per cell and alters their structure. Specifically, granules are smaller, less circular and 
exhibit heterogenous electron densities in their lumen. Our findings suggest a novel role for Cdc42 
in controlling granule biogenesis and/or maturation.

研究分野： 歯科薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では唾液腺発生の後期に始まる腺房細胞発生機構に着目し、低分子量Gタンパク質であるCdc42が細胞内輸
送の制御を介して腺房細胞の腺腔側膜の形成に重要な役割を果たすことを示した。これまで障害を受けた唾液腺
を再生する技術を開発するために、唾液腺の発生機構の解析が行われてきた。本研究成果は発生前期の分枝形態
形成期の唾液腺を用いた従来の多くの研究と、成熟した唾液腺組織の間のギャップを埋めるものであり、この研
究から唾液腺の再生療法の確立に大きく前進する「Cdc42依存性の腺房細胞の発生機構」という新規の重要なト
ピックが提供された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
唾液腺は唾液を産生・分泌する腺房と、それを口腔内まで輸送する導管からなる。腺房細胞

は導管細胞より外来ストレスに対する感受性が高く、口腔癌治療時の放射線照射、シェーグレ
ン症候群に伴う炎症などにより容易に障害を受け唾液分泌量低下による口腔乾燥症を惹起し、
QOL の低下を招く。近年、障害を受けた唾液腺を再生する技術を開発するために唾液腺の発生
機構を調べる研究が活発に行われている。これまで多くの研究グループが唾液腺の器官培養法
を用いて、発生初期の唾液腺上皮組織の分枝形態形成を解析しており、詳細なシグナル経路が
明らかにされつつある (Dev Biol.412,278,2016; Curr Top Dev Biol.115:111, 2015)。その一
方で発生後期の唾液腺を器官培養する手法は確立されておらず、唾液分泌の主となる腺房細胞
が形成される仕組みは未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究で私は、Rho GTPase の一種であり上皮細胞極性形成の中心として働く Cdc42

のコンディショナルノックアウトマウスを用いて、Cdc42 が唾液腺において、発生段階では腺
房細胞の形態形成を制御し、Adult では腺房細胞の形態維持に重要な役割を果たすことを明ら
かにした。そこで本研究では、Cdc42 依存性の腺房細胞の発生機構の理解を通して、腺房細胞
自身が持つ再生のメカニズムが明らかにするという最終目標を掲げ、以下の３つの目的のもと
研究を行う。まず、野生型マウスと Cdc42 ノックアウトマウスの発生過程における腺房細胞の
形態変化を蛍光顕微鏡・電子顕微鏡を用いて解析し、どの時期に Cdc42 依存性の著明な形態変
化がみられるかを明らかにする（目的１）。次に野生型のマウスを用いて、Cdc42 依存性の形
態変化が著明な時期に発現量が変化するシグナル分子を明らかにする（目的２）。最後にこれ
までの実験により明らかになった Cdc42 依存性のシグナル経路の阻害剤・活性化剤で処理する
ことにより、腺房細胞の形態形成時に Cdc42 の下流で働くシグナル経路を薬理学的アプローチ
により確認する（目的３）。 
 
３．研究の方法 
本研究ではまず、野生型マウスと Cdc42 ノックアウトマウスの腺房細胞の発生過程における

形態変化を蛍光顕微鏡・電子顕微鏡を用いて解析し、どの時期に Cdc42 依存性の著明な形態変
化がみられるかを明らかにする。次に野生型マウスを用いて、Cdc42 依存性の形態変化が著明
な時期に発現量が変化するシグナル分子をリアルタイム PCR 法、または免疫組織化学的解析に
より明らかにする。さらに明らかになったシグナル分子の腺房細胞の形態形成に伴う発現量の
変化を、野生型マウスと Cdc42 ノックアウトマウスで比較し、Cdc42 の下流で腺房細胞の形態
形成を制御するシグナル経路を明らかにする。最後に器官培養下の唾液腺を、上記の実験によ
り明らかになった Cdc42 依存性のシグナル経路の阻害剤・活性化剤で処理することにより、腺
房細胞の形態形成時に Cdc42 の下流で働くシグナル経路を薬理学的アプローチにより確認す
る。 
 
４．研究成果 
（１）Cdc42 による腺腔側膜の形成機構                           
唾液腺の発生過程における Cdc42 の役割を

明らかにするため、我々はまず Cdc42 ノッ
クアウトマウスの腺房細胞の発生過程を蛍
光顕微鏡を用いて解析した。その結果 Cdc42
のノックアウトにより、顎下腺腺房細胞の
腺腔側膜の形成が抑制されること、その抑
制は出生後５日より著名になることが明ら
かになった(Shitara et al., Mol Biol 
Cell, 2019; 図１、左）。また予想外のこ
とに、Cre のマーカータンパク質として組み
込まれている、細胞膜局在化シグナルを持
つ GFP(membrane GFP: mGFP)が、細胞膜上だ
けでなく細胞内の小胞上においても認めら
れた（図１。右）。このことから、Cdc42 の
ノックアウトにより細胞内輸送が変化する
ことが示唆された。そこで次に、どの輸送
経路が変化しているのかを、細胞内輸送に
関わるオルガネラに対する抗体を用いた免疫組織学的解析により調べた。その結果、GFP の一
部は初期エンドソームのマーカータンパク質(EEA1)と共局在することが明らかになった。その
一方で初期エンドソーム自体の大きさや数には変化がなかった。このことから Cdc42 のノック
アウトにより、細胞膜に局在する GFP のエンドサイトーシスが促進することが示唆された。こ
れらの結果から、腺房細胞の成長過程において Cdc42 は、エンドサイトーシスを抑制的に制御
することにより、腺腔側膜の形成を調節している可能性が示唆された。 

図１ Cdc42 のノックアウト(KO)は腺腔形成を抑制する 

出生５日後（上段）、大人（下段）の野生型、Cdc42 KO マウス腺

房の腺腔（Phalloidin）、細胞膜局在化 GFP 



従来の培養細胞を用いた研究では、Cdc42 はエンドサイトーシスを促進的に制御することが
示されている。本研究で我々は、動物の外分泌腺組織において Cdc42 は促進的に腺腔側膜にお
ける輸送を制御するだけでなく、脂質やタンパク質の一部などの輸送シグナルを持たない分子
の内在化抑制的に制御することを初めて示した。 
 

（２）Cdc42 による唾液腺分泌顆粒形成の制御                       
共焦点顕微鏡の解像度は細胞内小器官の

詳細な構造を観察するには不十分であり、
その見え方も蛍光プローブの発現量に依存
して変わる。そこで我々は透過電子顕微鏡
を用いて、Cdc42 をノックアウト腺房細胞
の内部構造のより詳細な解析を行った。 
Cdc42 ノックアウトマウスと野生型マウ

スの顎下腺腺房細胞の微細構造を比較した
結果、Cdc42 のノックアウトにより分泌顆
粒の数が２倍程度増加し、かつ個々の分泌
顆粒の大きさが減少することがわかった
（Shitara et al., Commun. Integr. 
Biol., 2020;図２、グラフ左・中）。さら
に円形度が優位に減少したことから、分泌
顆粒の形態が不規則になることが示された
（図２、グラフ右）。また Cdc42 のノック
アウト腺房細胞の分泌顆粒にのみ、内腔に
電子密度の高い領域が観察された（図２、
透過電子顕微鏡像下段・矢印）。さらに
我々は分泌顆粒の細胞質における貯留は開口分泌の抑制により起こるのではないかと考え、in 
vivo イメージングを行い開口分泌機能を解析した。その結果、Cdc42 をノックアウトしても分
泌機能は維持されることが明らかになり、分泌顆粒数増加は開口分泌以前の過程で惹起される
ことが示された。 
これまでの研究で、神経系内分泌細胞において Cdc42 をノックアウトすると、分泌顆粒の数

は減少することが示されている（Sato et al., Biochem Biophys Res Commun. 2012）。このこ
とは本研究結果とは逆であり、Cdc42 による分泌顆粒の制御は組織によって異なると考えられ
る。腺房細胞での Cdc42 による分泌顆粒の制御の仕組みとしては２つの可能性が考えられる。
第一の可能性はトランスゴルジネットワークにおける分泌顆粒の生合成の制御である。Cdc42
の消失によりトランスゴルジネットワークにおいて分泌顆粒の出芽が促進され、積荷タンパク
質の分配過程に影響を与えた結果、小型で細胞膜の成分などが誤輸送された分泌顆粒が作られ
たのかもしれない。第二の可能性は分泌顆粒の成熟過程における制御である。分泌顆粒はトラ
ンスゴルジネットワークで作られた後、小型の未成熟顆粒同士の融合、顆粒内部の酸性化、積
荷タンパク質の濃縮、余剰膜・タンパク質の除去などの様々なステップを経て成熟する。Cdc42
の消失により小型の未成熟顆粒同士の融合が抑制される、もしくは余剰膜の除去が抑制される
ことにより、分泌顆粒が小型化し、数が増加する可能性が考えられる。 
 
（３）まとめ                                      
本研究で我々は唾液腺腺房細胞の発生過程において Cdc42 がエンドサイトーシスを抑制する

という未知の機能を持つことを明らかにし、腺腔側膜の形成、分泌顆粒の合成または成熟を制
御することを示した。今回明らかになった Cdc42 の新しい働きがこれ以外にどのような生理機
能の制御に関与するのか、Cdc42 による腺腔側膜の形成、分泌顆粒の合成または成熟過程の分
子メカニズムはなんなのか、今後更なる研究が必要だと考えられる。 
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図２ Cdc42+(上)と Cdc42−(下)マウスの顎下腺腺房細胞の透

過電子顕微鏡像。グラフは定量化した分泌顆粒の数（左）、大き

さ（中）、円形度（右）を示す。 
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