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研究成果の概要（和文）：　本研究では、口腔組織に由来する発生器官である唾液腺の発生過程におけるコネキシン43
の発生制御メカニズムの解明を目的として研究を行った。その結果、唾液腺の発生過程においてコネキシン43は、発生
の初期段階から腺房の上皮細胞特異的に発現し、その遺伝子欠損マウスでは唾液腺の形成が阻害されることを見いだし
た。さらに、唾液腺器官培養におけるコネキシン43の機能阻害ペプチドを用いた解析からも同様の結果が得られた。
　以上の結果から、細胞間結合分子（コネキシン４３）が唾液腺の腺房発生において重要な分子であり、細胞同士がギ
ャップ結合を介して緊密に接していることが、唾液腺組織の分化に必須であることが解った。

研究成果の概要（英文）：Connexin 43 is one of the gap junction protein. To understand the role of 
connexin 43 (Cx43) in salivary gland development, first we examined the expression of Cx43 by 
immunostaining using their specific antibody. Cx43 expressed terminal bud epithelum of salivary gland, 
but not in mesenchymal tisuue. In Cx43 knockout mice, branching morphogenesis of submandibular gland was 
dramatically inhibited. In presence of inhibitory peptide for Cx43 function, branching morphogenesis of 
salivary gland organ culture was also inhibited as similar to Cx43 knockout mice. From our results, Cx43 
is necessary for salivary gland development and terminal bud branching. Further, gap junctional 
communication is important for the determination of cell fate. These information is useful for 
understanding the molecular mechanism of salivary gland development and regeneration.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 現在においても、歯科の２大疾患である齲
蝕と歯周病の撲滅を目指す中、歯科保健活動
の充実や、フッ化物の応用などにより、小児
の齲蝕は年々減少傾向にある。しかしながら、
既に齲蝕を有している、あるいは歯周病に罹
患しているものは未だに多く、今後も歯の喪
失に対する対応が重要であることは否めな
い。また、口腔乾燥やドライアイなどの腺組
織に起因する疾患も、近年その対象者が増加
傾向にあり、早急な対応が必要と言える。 
 近年の再生医学的なアプローチにより、胎
児期の歯胚由来細胞を用いることで、人工的
な歯の再生に成功したとの報告もあり、また
永久歯との交換で脱落した乳歯の内部に残
る歯髄細胞から、歯髄幹細胞を取り出し、神
経や骨芽細胞などへ分化させることが可能
となってきた。この中で、日本小児歯科学会
では、「乳歯を用いた再生医療技術開発」を
メインテーマとし、国民に新たな歯科医療の
提供を目指して活動を進めている。つまり、
ほとんどすべての大学において、乳歯由来幹
細胞の培養技術を確立し、今後の再生歯科医
学的な治療法への応用に備えようというも
のである。また、歯髄細胞から iPS細胞など
の万能細胞の作成など、様々な応用が期待さ
れている。このようなプロジェクトが進行し
ているなかで、次の段階として必要なのは、
如何にこれら組織幹細胞を、再生医療に効率
的に利用できるかという、技術開発が急務で
あると考えた。 
 そこで我々は、未分化な細胞を人為的に分
化誘導する手段として細胞間結合、特にギャ
ップ結合(ジャンクション)に着目した。ギャ
ップ結合は、コネキシン蛋白がコネクソンと
いう６量体を形成し、細胞間をチャンネルで
結合した構造を有し、分子量 1000 以下の小
さな分子や電気的な刺激を、隣接する細胞へ
伝達するシステムである。これまで細胞分化
誘導は、増殖因子や細胞外マトリックスなど
を応用した研究が主体であり、我々も歯の上
皮細胞分化における神経成長因子 NT-4の作
用（J Biol Chem 2008）、エナメル基質の作
用（J Cell Biol 2004, J Biol Chem 2005, J 
Biol Chem 2009）、唾液腺形成に関わる
PDGF の役割を明らかにしてきた（J Biol 
Chem 2008）。これら増殖因子シグナルは、
細胞間結合の有無により、その効率が大きく
変化し、ギャップ結合が存在しない状況下で
は、如何に分化誘導を行なっても、細胞は全
く分化しないことを見いだしていた。 
 またこれらシグナル伝達に伴う器官形成
異常が、眼歯指異形成症に代表されるギャッ
プジャンクション病の発症原因の１つであ
ることを発見していた。 
 そこで我々は、ギャップ結合の口腔器官発
生における役割を明らかにすることで、これ
らの異常により生じるギャップジャンクシ
ョン病の発症メカニズムを明らかにすると
ともに、人為的なギャップ結合の発現や機能

制御を行うことで、より効率的な組織細胞分
化や器官形成法への応用、さらには疾患治療
に応用する為の基礎的なデータ集積を行な
うことを目的とした。 
 
２．研究の目的 
 口腔上皮に由来して発生する「歯および唾
液腺」の発生・再生研究の中で、増殖因子や
細胞外マトリックスの重要性が明らかとな
り、これら分子を用いた口腔上皮細胞の分化
誘導法の開発が試みられていた。我々は、
個々の細胞分化において、増殖因子などの外
部からの刺激が、細胞間結合（細胞間コミュ
ニケーション）の有無により、大きく変化す
ることを見いだしていた。そこで本研究では、
増殖因子や細胞外マトリックスに次ぐ、第３
の細胞分化要因として細胞間結合に着目し、
細胞間結合による口腔上皮由来細胞の分化
誘導・器官形成メカニズムを明らかにするこ
とを目的とした。    
 
３．研究の方法 
(１）マウス歯および唾液腺胚組織の発生及
び、培養細胞、器官培養分化段階における
mRNAの抽出 
 マウスの発生段階において、胎生 13.5、
14.5、16.5、出生後 1、3、7日の歯および唾
液腺胚サンプルより、mRNAを抽出。培養細
胞は、歯原性の上皮系細胞として SF2細胞、
唾液腺上皮細胞株としてHSY細胞を用いた。 
 我々の研究室では、株化したラット由来の
歯原性上皮細胞株 SF2細胞を用い、in vitro
でエナメル上皮に分化誘導するシステムを
開発した。この方法では、上皮の周辺は p75
分子陽性の増殖細胞が配列し、中央部分には
歯原性上皮細胞においては、エナメル芽細胞
の分化マーカーであるアメロブラスチンや
アメロジェニン陽性の細胞が出現する。おそ
らくこのことは、細胞間結合の豊富な中央の
細胞が、エナメル芽細胞に分化することを示
唆する結果である。そこで、エナメル芽細胞
分化に重要である神経成長因子の１つであ
る NT-4を添加し、SF2細胞をアメロブラス
チン陽性細胞に分化させる為に 48 時間培養
し、その後 mRNA を抽出した。唾液腺上皮
細胞においては、増殖因子の１つである
FGF7 あるいは FGF10 を添加し、唾液腺の
終末腺房に分化させる為に 72 時間培養後、
mRNAを抽出した。 
(２）cDNAマイクロアレーによる解析 
 歯および唾液腺胚発生段階および歯原性
細胞株、唾液腺上皮細胞株の分化段階におけ
るギャップジャンクションの発現について、
アフィメトリックス社 cDNA マイクロアレ
ーを用いて解析を行った。 
(３）ギャップジャンクション分子の歯胚組
織内の局在、また歯原性培養細胞における
発現の検討 
 各種抗体を用いた免疫染色および、分子
特異的なプローブを用いた in situ 



hybridization法にて検討を行った。 
(４）ギャップジャンクション病モデルマウ
スの歯および唾液腺の表現系の解析 
 コネキシン 43 欠損マウスについて唾液腺
の発生について検討した。また、コネキシン
43 欠損マウス由来唾液腺器官培養にて唾液
腺の形成過程の解析を行った。 
(５）ギャップジャンクション遺伝子に対す
る siRNAおよびmicroRNAの同定 
 特定の遺伝子発現の抑制には、アンチセン
スオリゴを用いた方法、siRNAを利用する方
法、さらには mRNAの polyA tail付近に結
合し、細胞内での遺伝子発現を負に制御する
microRNA などを用いた方法が有効である
ことが知られている。 
 そこで、既に歯および唾液腺に発現するコ
ネキシン 43に対する siRNAについてデータ
ベースを応用し設計を行った。 
(６）コネクソン阻害ペプチドの設計および
合成 
 ギャップジャンクション分子は、６分子が
円形に配列し、中央に空洞をもったコネクソ
ンを形成する。この６量体形成阻害は、直接
特異的なギャップ結合の機能抑制につなが
る。我々はこれまで、コネキシン 43 および
パネキシン 3に対する機能阻害を示すペプチ
ドライブラリーを作製し、ギャップジャンク
ションの機能を抑制するペプチドスクリー
ニングを行ってきた。その中で、蛋白のN末
端領域から数えて第一番目の細胞外領域に
相同性のあるペプチドが、隣接する分子同士
の結合を阻害し、ギャップ結合を介した細胞
間の物質輸送を阻害する可能性を見いだし
た。 
 そこでより効果的で、かつ最小単位のペプ
チドの同定を行い、スモールペプチドを用い
たギャップ結合機能制御法の開発を行った。 
(７）siRNA、microRNA およびコネクソン
阻害ペプチドの細胞増殖及び分化への影響
評価 
 細胞培養系に、siRNA, microRNA, 合成ペ
プチドを添加し評価した。 
(８）唾液腺分岐形成過程における増殖因子
へのギャップジャンクション機能の解析 
  FGF や PDGF 添加による器官培養の唾液
腺分岐形成におけるギャップジャンクショ
ン機能阻害薬である Oleamideを添加し、ギ
ャップジャンクション機能が増殖因子にお
ける分岐形成促進に関与しているかどうか
を解析した。また、FGF7 や FGF10 が唾液
腺上皮細胞に発現するFGF受容体を介して、
上皮細胞の増殖促進作用を有することから、
FGF誘導性の上皮細胞における FGF受容体、
ERK などのリン酸化について、ギャップジ
ャンクション機能の有無による差異の検討
を行った。 
(９）コネキシン 43 による FGF10 や BMP
分子群のシグナル伝達機構についての解析 
 歯原性上皮細胞 SF2 および唾液腺上皮細
胞株 HSY 細胞を用いて、コネキシン 43 の

microRNA および機能阻害ペプチドを用い
た機能阻害を行ない、ギャップ結合分子が制
御していると考えられる、細胞—細胞間のカ
ルシウムや IP3の細胞間輸送、小胞体膜での
IP3 受容体を介したカルシウムの放出、さら
にはこれらの複合的な現象である細胞内カ
ルシウムの上昇において、コネキシン 43 の
有無による変化を検討した。さらに、これら
細胞内カルシウムの変化が、増殖因子シグナ
ル（ERK1/2、Smad等のリン酸化制御）や、
エナメル芽細胞、唾液腺上皮細胞の分化誘導
における役割についても検討を行なった。 
 
４．研究成果 
 唾液腺の発生段階におけるギャップジャ
ンクション分子コネキシン 43 の発現を免疫
組織学的に検討した結果、唾液腺胚発生の初
期段階から発現を認め、上皮細胞に限局した
発現を示した。分岐形成が行なわれる発生後
期においては、導管での発現は認められず、
腺房細胞での発現を認めた。この時期におい
ても唾液腺間葉組織での発現は認められな
かった。 
 次にコネキシン 43 の機能阻害ペプチドを
作製する目的で、これまで報告されているコ
ネキシン 43 の立体構造解析のデータを参考
に、６量体形成に関わる領域に対するペプチ
ドを作製した。本ペプチドは添加することで、
コネクソン形成を阻害し、コネキシン 43 の
機能阻害を起こすことを明らかにした。そこ
で、野生型マウス由来唾液腺器官培養に、コ
ネキシン 43 の機能阻害ペプチドを添加した
ところ、遺伝子欠損マウスと同様の結果が得
られた。 
 また、コネキシン 43 欠損マウスにおける
唾液腺発生について検討した結果、遺伝子欠
損マウスにおいては、唾液腺自体は形成され
るものの、野生型と比較して 40％程度唾液腺
重量が低下していた。さらに、欠損マウス由
来唾液腺器官培養においては、FGF-10 によ
る分岐形成促進も認められないことがわか
った。 
 そこで、細胞間結合阻害薬（Oleamide）を
用いて、増殖因子の発現やシグナル伝達に及
ぼす影響を検討した。その結果、阻害剤処理
によって、間葉系組織における FGFsの発現
や PDGF刺激によるERKのリン酸化には影
響を及ぼさなかったが、FGF-10 刺激による
上皮細胞内での ERK のリン酸化の阻害を認
めた。 
 以上の結果から、上皮におけるコネキシン
43が、間葉からの FGF-10シグナル伝達を直
接制御し、唾液腺の分岐形成を促進している
ことがわかり、唾液腺の分岐形成過程におい
て、唾液腺上皮の細胞間結合が、間葉からの
増殖因子刺激の受容に必須であることが明
らかとなった。 
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