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研究成果の概要（和文）：　本研究では、口腔乾燥症等の唾液腺の機能障害・喪失等に対する再生医療等を考える上で
も重要となる、唾液腺腺房細胞の分化・成熟と機能発現の分子機構について解析した。
　唾液腺腺房細胞分化誘導系やin vivo RNAi実験系、更には唾液腺再生モデル等による解析から、サチライシン様前駆
体蛋白質変換酵素PACE4が、唾液腺腺房細胞の分化・成熟・再生に極めて重要な役割を果たすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：   In this study, we investigated the molecular mechanism on the differentiation, 
maturation and functional expression of salivary acinar cell, that is important to consider regenerative m
edicine (tissue engineering) toward the salivary dysfunction/lost function including xerostomia.  
   It is suggested that the subtilisin-like proprotein convertase PACE4 plays an important roles in differ
entiation, maturation, and regeneration of salivary acinar cell based on the analyses by salivary acinar d
ifferentiation induction system, in vivo RNAi experience, and salivary regeneration model.  
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１．研究開始当初の背景 
 
 申請者らはこれまでに口腔組織発生におい

て，増殖・分化因子等の不活性型前駆体蛋白

質を特異的に活性化するサチライシン様プロ

蛋白質変換酵素（SPC）の一つであるPACE4

（SPC4）が細胞の分化・成熟と密接に関わる

可能性があることを報告した（Akamatsu T. et 

al., Dev. Dyn. 216, 481-488, 1999; Akamatsu 

T. et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 

272, 410-415, 2000）。ラット唾液腺発生過

程においても，本酵素は時期・空間特異的に

発現し，唾液腺腺房細胞や導管細胞の分化・

成熟に重要な役割を果たすことが示唆されて

おり，その発現は腺房細胞，導管細胞各々の

分化・成熟過程で異なる転写制御を受けるこ

とが示唆されている（Akamatsu T. et al., Dev. 

Dyn. 236, 314-320, 2007）。 

 一方，唾液腺の重要な生理機能である唾液

分泌については，唾液腺に非常に多く発現す

る水チャネル，アクアポリン５（AQP5）のノ

ックアウトマウスが解析され，唾液の分泌量

の低下と粘性が高くなることが報告された

（Ma T. et al., J. Biol. Chem. 274, 20071- 

20074, 1999）。更に，口腔乾燥症を呈する自

己免疫疾患であるシェーグレン症候群の患者

の一部においてAQP5の局在異常が報告され

（Steinfeld S. et al., Lab. Invest. 81, 143 

-148, 2001），正常な唾液分泌においてAQP5

が重要な役割を果たしていると考えられる。

申請者らは唾液腺の分化・成熟と唾液分泌能

の発現との関係を明らかにするため，ラット

唾液腺発生過程におけるAQPsの発現と局在の

詳細を解析し，胎生期の唾液腺未分化腺房細

胞の分化過程でAQP5の発現レベルが著増する

ことを明らかにした（Akamatsu T. et al., 

Pflugers Arch.-Eur. J. Physiol. 446, 641- 

651, 2003）。 

 また，ラット胎仔顎下腺器官培養系を用い

て，前述のPACE4（SPC4）の機能や発現を阻害

剤，特異抗体，siRNA等で抑制した場合に，唾

液腺の分枝形成が抑制されるのみではなく，

AQP5の発現レベルも顕著に低下することを明

らかにしている（Akamatsu T. et al., Dev. 

Biol. 325, 434-443, 2009）。従って，唾液

腺腺房細胞の分化・成熟過程において，PACE4

（SPC4）が重要な役割を担い，分化に伴いAQP5

の発現が誘導され，機能し得る腺房細胞へ成

熟することが考えられる。 

 唾液腺発生過程において，腺房細胞は介在

部導管細胞より分化し，成熟すると考えられ

ているが，その分子メカニズムは依然明らか

ではない．関連して，古くから唾液腺主導管

結紮・再解放実験により，唾液腺腺房細胞が

アポトーシスにより消失した後，腺房部（腺

房細胞）が再生することも知られているが，

その分子メカニズムも未だ明らかではない。

我々は，マウス唾液腺の主導管結紮により，

大部分の導管細胞で幹細胞マーカーとして知

られるSca-1の発現が著しく誘導されること

を報告した（Purwanti N. et.al., J. Oral 

Pathol. Med. 40, 651-658, 2011; Am. J. 

Physiol.-Gastrointest. Liver Physiol. 301, 

G814-G824, 2011）。Sca-1は正常唾液腺では

介在部導管細胞でのみ発現しており，唾液腺

腺房細胞の分化誘導時に重要な役割を果たし

ていることが予想される。 

 
２．研究の目的 
 
 口腔乾燥症は唾液分泌の低下に起因し，自

己免疫疾患や薬物副作用，老化等により発症

するが，近年は若い女性での発症が増加して

いる。しかし，その発症メカニズムは依然不

明であり，治療法も人工唾液等の対症療法の

みである。唾液分泌の低下は虫歯の増加のみ

ならず，口腔内環境を悪化させ，誤嚥性肺炎

等の各種感染症との関連からも，特に現在の

高齢化社会において克服すべき課題の一つで

ある。 

 唾液は唾液腺腺房細胞から分泌されるが，

腺房細胞の分化・成熟と唾液分泌能等の唾液



腺機能の発現との関係は明らかではない。本

研究では，唾液腺機能の障害や喪失等に対す

る再生医療等を考える上でも重要となる，唾

液腺腺房細胞の分化・成熟と機能発現の分子

機構について解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) 腺房細胞分化誘導系 

 本研究では 3 次元培養マトリックスとして

メビオールジェル（株式会社池田理化）を、

培養用培地は DMEM/Ham’s F12 (1:1) 培地

を用い、培養時には 5-10%ウシ胎仔血清を添

加した。メビオールジェル（入手時、凍結乾

燥状態）は事前にプロトコールに従い、クリ

ーンベンチ内で無菌的に培地を加えて低温下

(4℃)で数時間静置する。時々、泡立てないよ

うに緩やかに振盪して完全に溶解する。メビ

オールジェルは転移点が約 20℃とされてお

り、溶解後の取扱は全て冷却したピペット、

チップ等を用いる。また、細胞の懸濁等の操

作はクリーンベンチ内で氷上等、十分低温条

件下で行う。完全に溶解したメビオールジェ

ルで HSG 細胞を懸濁する。このため HSG 細

胞は事前に回収または十分に濃縮しておく

（メビオールジェルを希釈しすぎない）。メビ

オールジェルは粘性が強いため、気泡を生じ

ないようにゆっくりと、細胞ができるだけ均

一になるようにピペッティング等で懸濁する。

気泡が入らないように注意し、適量をシャー

レまたはプレート内に入れ、CO2 インキュベ

ーター（37℃, 5% CO2）内でゲル化させる。

ゲル化後、直ちに予め 37℃に保温した培地を

加え、通常通りに培養する。必要に応じ、培

養期間中のスフェロイド形成（形態変化）を

経時的に記録する。 

 培養終了後、前述の通り氷上等で冷却する

か、よく冷やした生理食塩水等を十分量加え

て、メビオールジェルを液化（流動化）・希釈

し、遠沈管等に移して遠心分離により細胞（ス

フェロイド）を回収する。回収した細胞（ス

フェロイド）は常法により生化学・分子生物

学・組織化学的解析に用いる。 

 

(2) in vivo RNAi 実験系 

 本研究ではアテロコラーゲンを主成分とし

た AteloGene（株式会社高研）を用いて新生

仔ラット顎下腺近傍に PACE4 に特異的な

siRNA を局所投与した。マニュアルに従い、

siRNA は専用のバッファーで溶解、または希

釈する。siRNA の終濃度が 5-10μM となる

よう、AteloGene と siRNA 溶液を等量混和す

る。直ちに、4℃で 20 分間、ゆっくり回転混

和し混合液を調製する。混合液は 10,000 rpm

で 1 分間の遠心分離により気泡を除去後、デ

ィスポーザブルシリンジに気泡が入らないよ

う注意して吸引し、使用時まで保冷する。 

 ラット新生仔の顎下部皮下の顎下腺近傍に、

AteloGene-siRNA 混合液を注意深く注入す

る。投与後、1-15 日の間、経時的に顎下腺を

摘出し、常法により生化学・分子生物学・組

織化学的解析に用いる。 

 

(3) 顎下腺主導管結紮-再開放系 

 本研究では 7 週齢雄性 SD ラットを用いた。

ラットは深麻酔下、外科的に注意深く顎下腺

右側主導管を結紮する。左側は非結紮の対照

とする。結紮 1 日後と 1-2 週間後に顎下腺の

形態を記録し、摘出後に重量を測定し、常法

により生化学・分子生物学・組織化学的解析

に用いる。また、結紮 1 週間後に再開放し、

更に 1-2 週間後に同様に顎下腺を摘出し、各

種解析に用いる。 

 

４．研究成果 
 

 サチライシン様前駆体蛋白質変換酵素

PACE4 は、増殖・分化因子前駆体等の活性化

に必須のプロセシングを触媒する。顎下腺発

生過程においても分枝形成や腺房細胞の分

化・成熟の制御に様々な増殖・分化因子等が

関与するが、PACE4 が、これらの増殖・分化

因子等の活性化により唾液腺の発生に重要



な役割を果たすことを、器官培養法を用いて

明らかにしてきた。 

 ヒト唾液腺由来細胞株である HSG 細胞は、

マトリゲルでの三次元培養等により腺房細

胞様に分化することが知られ、我々も人工マ

トリゲル、メビオールゲルや低付着性培養器

材、ハイドロセルで HSG 細胞を培養すると、

経時的に球形状の腺房様の構造が形成され

ることを確認した。通常のプラスチックシャ

ーレでの培養時のHSG細胞ではPACE4とAQP5、

および、PACE4 の発現制御に関わると考えら

れる bHLH 型転写因子 Mist1 の発現は認めら

れないのに対して、メビオールゲルにて培養

したところ、培養開始 1, 3, 5 日目に PACE4、

AQP5、Mist1、いずれの発現も経時的に増加

傾向にあることが示唆された。Mist1 は膵臓

腺房細胞分化過程で重要な役割を果すこと

が報告されている。従って、唾液腺腺房細胞

の分化・成熟過程では Mist1 を介した PACE4

の発現誘導が起こり、分化の進行の結果、

AQP5 の発現が誘導される可能性が示唆され

た。 

 唾液腺腺房細胞の分化・成熟における

PACE4 のより直接的な生理機能を明らかにす

るため、新生仔ラットの顎下腺に対する in 

vivo RNAi 実験により、PACE4 の発現を抑制

した場合の影響を解析した。PACE4 発現を特

異的に抑制する siRNA を投与後、１—１５日

目に顎下腺を摘出した。Total RNAを調整し、

PACE4の発現レベルをRT-PCRで解析したとこ

ろ、経時的に抑制されることが示唆された。

また、同時に組織切片を作製し、TUNEL 染色

によるアポトーシスの検出を試みたところ、

部分的にではあるがTUNEL陽性反応が検出さ

れ、アポトーシスの誘導が示唆された。この

ことから、PACE4 による増殖・分化因子前駆

体等の活性化が唾液腺細胞の正常な分化・成

熟に極めて重要であることが考えられる。 

 また、唾液腺は主導管結紮・再開放により、

腺房細胞はアポトーシスが誘導され消失す

るが、導管細胞が増殖して腺房細胞を再生す

ることが、随分以前より報告されてはいるが、

その分子機構等は未解明である。本実験系は

腺房細胞の分化・再生誘導機構を解明する上

でも有用であることから、一部解析に着手し

た。主導管結紮により、顎下腺は唾液の貯留

を伴う腫脹の後、萎縮した。ウエスタンブロ

ット解析により、この間、水チャネル AQP5

蛋白質レベルの減少が認められ、少なくとも

腺房部がダメージを受けたと考えられた。一

方、PACE4 については発現の著しい誘導が認

められた。主導管結紮１週間後に再開放し、

更に１−２週間後に同様に解析した結果、再

開放により、完全ではないものの AQP5 蛋白

質レベルの回復が、また、PACE4 蛋白質レベ

ルについては抑制が、各々示唆された。PACE4

は唾液腺発生初期より強く発現するが、分

化・成熟の進行に伴い、その発現は減少し、

成体ラット唾液腺では殆ど検出できないこ

とから、本実験系により誘導された唾液腺再

生時にPACE4の発現が再び強力に誘導される

ことは非常に興味深く、PACE4 の未解明な生

理機能を解明する上でも有用である。 
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