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研究成果の概要（和文）：　本研究では、骨髄由来の血管内皮前駆細胞群（CD34陽性細胞群）と導管部幹細胞の増殖や
腺房細胞分化に関わるmiRNAを生体内にデリバリーすることで、放射線性萎縮唾液腺に対する効果的な細胞治療法を開
発することを企図した。実験は、まずCD34陽性細胞群のマウス唾液腺萎縮モデルへの投与効果の検討から開始したが、
投与群において移植後4, 8, 12週のいずれの時期においても唾液分泌量の回復を認め、組織学的に血管新生の亢進と導
管部幹細胞の活性化が認められた。現在、唾液腺上皮細胞の増殖分化に関わるmiRNAの併用投与の効果について、検討
を行っているところである。

研究成果の概要（英文）：The specific hypothesis of this study is that bone marrow-derived endothelial 
progenitor cells (CD34-positive cells) can rescue the radiogenic salivary-gland atrophy. Furthermore, we 
assumed that the delivery of functional miRNA that contributes the proliferation or differentiation of 
salivary-gland epithelial cells may be able to enhance the effect of CD34-positive cell therapy. As a 
result, local administration of CD34-positive cells to submandibular glands could increase the salivary 
output of mice after 12Gy of head and neck irradiation. Currently, we are analyzing in vivo behavior of 
exogenous CD34-positive cells in detail, and administrating miRNAs with CD34-positive cells to irradiated 
mice.

研究分野：口腔外科学・再生医学
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１．研究開始当初の背景 
頭頸部癌の化学放射線療法(CRT)による唾
液腺萎縮症に対する細胞治療の開発；頭頸部
癌の CRT に併発する骨髄抑制や重度口内炎、
唾液腺萎縮、晩期顎骨壊死の障害は、治療遂
行の障害となると同時に、術後 QOL を著し
く低下させる。特に不可逆性の疾患である唾
液腺萎縮症は、口腔乾燥のみでなく、唾液量
の減少に伴う口腔粘膜炎の憎悪や多発重度
齲蝕を惹起し、疼痛による摂食障害や構音障
害など著しい口腔機能低下をもたらす。その
ため、頭頸部癌の CRT には、それに併発す
る疾患の根治的治療を含めた低侵襲治療体
系の確立が強く望まれる。 
このような CRT に併発する疾患に対して、
われわれは、放射線性唾液腺萎縮症に対する
細胞治療法の開発に取り組んできた。一方近
年、骨髄に由来する EPCs が末梢血中の単核
球成分の一部として存在することが示され
て以降(Asahara T et al.1997)、骨髄由来細胞
（BMDCs）を用いた細胞治療の有効性が、血
管、心筋、肝臓、骨組織等の再生や脳梗塞治
療などで示唆されている。 
その中で、われわれは、唾液腺萎縮モデル
マウスへの BMDCs の静脈内投与が、腺房細
胞の再生と唾液分泌量の回復を誘導しうる
こと(Sumita Y et al. 2011)を見出している。 
さらに、BMDCs 投与による効果発現のメカ
ニズムの一端として、投与された細胞群の障
害組織における血管新生への寄与を明らか
にしている。そして、最近では BMDCs に含
まれる間葉系幹細胞群(MSCs)による唾液腺
萎縮症の治療効果も報告されており、BMDCs 
を構成する細胞群に一定の投与効果が期待
されるようになっている。しかしながら、
BMDCs や MSCs による細胞治療について
は、①移植に必要十分なMSCs の確保に長期
培養が必要であり、時間や費用を含めて多大
な労力が必要となること、②これらの細胞の
投与により一定の治療効果は期待できるも
のの、現在のところ、その効果は未だ十分と
は言えない等の解決すべき問題点が存在す
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、濃縮骨髄幹細胞と
micro(mi)RNA を生体内にデリバリーするこ
とで、放射線性萎縮唾液腺に対する効果的な
細胞治療法を開発することにある。具体的に
は、萎縮腺組織に残存する導管部幹細胞の増
殖や、その腺房細胞分化に関わる miRNA を
全身、あるいは局所へ補助的にデリバリーす
ることで、濃縮骨髄幹細胞のパラクリン効果
による腺組織の再生効果を増幅させること
を企図する。われわれは、静脈内投与した骨
髄細胞（BMDC）の局所への遊走・生着能や
分化能に注目し、それを用いた萎縮唾液腺に
対する細胞治療法の開発に取り組んでおり、
現在までに動物実験レベルで、その有効性を
確認している。本研究は新たに、この基盤技

術に核酸医薬デリバリー技術を応用するこ
とで、より効果の高い放射線性唾液腺萎縮症
の細胞治療法の開発を目指す。具体的には、
BMDCs の細胞治療において、われわれは移
植細胞のパラクリン効果、そして血管新生の
効果を報告している。そのため、今回われわ
れは組織再生の起点となる血管形成の効果
を持つ骨髄由来の血管内皮前駆細胞群(CD34
陽性細胞群)に着目し、それと miRNAを用い
た生体内デリバリー技術による萎縮唾液腺
の治療法の開発を試みた。 
 
３．研究の方法 
唾液腺萎縮モデルとして、C57BL/6マウス
を使用した。放射線照射（12Gy γ-ray）によ
り唾液腺萎縮症を惹起させ、照射直後に顎下
腺に細胞移植（CD34 陽性細胞）の局所投与
を行った。その後、照射 4、8、12 週目に唾
液量の測定、顎下腺の採取を行い、組織学
的・免疫組織化学的に解析を行った。実験モ
デル群として、放射線照射されておらず、細
胞移植もされていない control群、放射線照射
のみの IR群、放射線照射直後に CD34陽性細
胞群を唾液腺に局所投与された CD34群を設
定した。 

 
４．研究成果 
１）放射線性唾液腺萎縮モデルマウスの作製 

C57BL/6マウスに対して、ケタミンを用い
て鎮静化させた上で、マウスの顎下腺を含ん
だ頭頸部のみに照射域が設定されるような
鉛製の遮蔽装置と γ線照射装置を用いて唾液
腺萎縮を惹起させた。照射量は 12Gy で設定
した。 
 
２）CD34陽性細胞の分離 

C57BL/6マウスの大腿骨、腓骨よりフラッ
シュアウトにより骨髄細胞を抽出し、遠心操
作と塩化カルシウムにより溶血させた単核
球成分を抽出した。抽出したマウス単核球成
分には約 10%
程度の CD34
陽性細胞が含
まれているこ
とを確認した。
移植には、マ
ウスの大腿骨、腓骨より抽出し、遠心操作、
溶血させて抽出した単核球成分より、CD34
陽性細胞群を磁気細胞分離法(MACS)で分離
したものを使用した。 
 
３）唾液流出率の測定 
放射線照射より 4、8、12 週で唾液流出量
を測定し、その流出率を比較した。いずれの
時期においても CD34陽性細胞（5x105個）を
投与した群では、control群と比較して唾液流
出率の低下が認められるものの、障害モデル
群と比較して有意な唾液流出量の増加が認
められた。 
 



 
 
 
 
 

 
４）ヘマトキシリン・エオジン(HE染色)に 
よる組織の比較評価 

IR 群では唾液腺組織内に細胞の空胞変性
(緑矢印)や溶解、線維化(黄色矢印)が顕著であ
った。CD34群では IR群と比較して、それら
の障害は軽度であった。 
 
 
 
 
 

 
５）免疫組織学的評価 
唾液腺組織における幹細胞マーカーであ
る c-Kit、Sca-1や、血管新生の指標となる vWF
の陽性細胞数は、IR群と比較して CD34群の
方が多く認められた。特に vWF 陽性細胞の
比較においては 、control群より CD34群の
方が多く、傾向が顕著であった。 
 
 
 
 

 
 
現在、CD34 陽性細胞群と MSC や BMDC
との細胞治療効果を比較検討し、より効果が
期待でき、現実的な臨床応用を想定した治療
細胞群の評価を行っている。また、miRNAの
投与については、唾液腺の形態形成、あるい
は上皮幹細胞の遊走に関連のある既知の
miRNA である miR200c や miR21、miR126、
miR205 などを候補因子として扱い、マウス
モデルへの CD34陽性細胞群投与時における
併用投与の効果について評価を行なってい
るところである。 
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