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研究成果の概要（和文）：当該研究では、唾液腺の老化である実質細胞の萎縮・消失の原因として、幹細胞シス
テムの破綻（幹細胞老化）の関与に関して検討した。すなわち、唾液腺幹細胞の表面マーカーとしてCD133を用
いて、6週齢（若齢）と80から90週齢（老齢）マウス、それぞれから幹細胞を単離しその性状を解析した。その
結果、老齢マウスでは、CD133陽性細胞の割合が2.1％と若齢マウスの4.1％と比べて減少し、さらに、
salisphere形成能についても低下が認められた。このことから、老齢マウスの唾液腺では幹細胞数のみならず機
能の低下もみられることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Dry mouth is one of causes to promote various diseases including dental 
caries, eating and swallowing disorders, and aspiration pneumonia, which, in severe cases, results 
in remarkable decrease of quality of life (QOL). Dry mouth is known to be caused by Sjogren’s 
syndrome, irradiation, medication, and ageing. The aim of this research is to clarify whether ageing
 of salivary gland stem cells is involved in salivary gland atrophy found in old people. The 
salivary gland stem cells of young mice (six weeks old) and old mice (80~90 weeks old) were 
identified as CD133-positive cells using flow cytometry and characterized. Consequently, the 
frequency of salivary gland stem cells was lower in submandibular glands of old mice than that in 
the young mice. In addition, salisphere-forming capacity was also decreased in submandibular glands 
of old mice compared with that in young mice. These results suggested that stem cell ageing was 
possibly involved in ageing-induced salivary gland atrophy.
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１．研究開始当初の背景 
高齢者に認められる口腔乾燥症の原因と
しては、基礎疾患に対する服薬が原因の多く
を占めることが知られているが、加齢による
唾液腺実質組織の損傷もその一因の 1つとし
て知られている。実際、我々が日常診断で遭
遇する口唇生検では、シェーグレン症候群な
どの基礎疾患に罹患していない患者におい
ても唾液腺の腺房細胞に顕著な萎縮が認め
られる。このような背景のもと、当該研究で
は唾液腺老化、その中でも近年注目されてい
る幹細胞老化に焦点をあて当該研究を実施
した。 
 唾液腺組織幹細胞については、これまで
CD24,c-Kit,Sca1 陽性細胞に加えて CD133 陽
性細胞も高い幹細胞活性を有する可能性が
示唆されている。しかしながら、これまで唾
液腺幹細胞老化に関する解析は行われてい
ない。 
 
２．研究の目的 
若齢、老齢マウス顎下腺の CD133 陽性細胞
の解析により、幹細胞老化を制御する標的因
子を特定する。 

 
３．研究の方法 
（１）顎下腺組織の単細胞化 
１）6週齢雌マウス、80～90 週齢雌マウスを
それぞれ頸椎脱臼にて屠殺し心尖部を切開
し脱血を行う。唾液腺を摘出し、DMEM+10% FBS
で顎下腺を氷上にて保存する。 
２）摘出した唾液腺から余分な水分を除き、
ディッシュ上でハサミを用いて機械的に細
切する。 
３）細切した顎下腺組織を 750U/ml コラゲナ
ーゼタイプⅠ、ヒアルロニダーゼタイプⅣ
500U/ml、100g/ml DNase を DMEM にて 37℃
のオービタルシェイカー上で 45 分インキュ
ベートする。 
４）5ml の DMEM+10% FBS を加え、100g 20 秒
4℃にて遠心する。 
５）上清を吸引し PBS 10ml にて懸濁しピペ
ッティングを行う。 
６）100m のセルストレイナーを用いて細胞
塊を除去する。 
７）細胞懸濁液を 300g 5 分 4℃にて遠心する。 
８）遠心後の細胞懸濁液から上清を吸引し
TrypLe Express+100g/ml DNase を加え、37℃
で 10 分インキュベートする。 
９）DMEM+10% FBS を加え、300g 5 分 4℃にて
遠心する。 
10）上清吸引後 HBSS+2%FBS にて懸濁する。 
11）40m のセルストレイナーにて細胞塊を除
去する。 
12）細胞数をカウントする。 
（２）顎下腺 CD133 陽性細胞の検出 
１）分散化したマウス顎下腺細胞の免疫染色
を行う。 
２）免疫染色は anti-CD133-APC、
anti-hematopoietic lineage cocktail、コ

ントロールには Isotype control を用いた。 
３）細胞懸濁液に抗体を加え、4℃、30分遮
光状態でインキュベートする。また、10分毎
にタッピングによる混和を行う。 
４）インキュベート後、300g 5 分 4℃にて遠
心する。 
５）上清吸引後 HBSS+2%FBS にて懸濁する。 
６）300g 5 分 4℃にて遠心する。 
７）上清吸引後 HBSS+2%FBS にて懸濁する。  
８）フローサイトメトリー を用いて CD133
陽性細胞の検出を行う。 
（３）Salishpere 形成能（幹細胞活性）の
評価 
１）CD133 陽性細胞をフローサイトメトリー
を用いて回収する。 
２）CD133 陽性細胞 10,000cells を 25l 
Salishpere medium (DMEM/F12, 800/ml EGF, 
800g/ml FGF-2, 0.4mg/ml insulin, 10mM 
Dexamethasone, N2, 
Penicillin-Streptomycin)にて懸濁し
Matrigel(Growth factor reduced)50 l と混
合した後、12well プレートへドロップする。 
３）15～20 分間 37℃インキュベーター内に
静置しゲルを硬化させる。 
４）ゲル硬化後、Salishpere medium を 1ml
加え 37℃インキュベーターにてインキュベ
ートする。 
（４） H2B-GFP マウスを用いた
Label-retaining cells（LRCs：幹細胞とさ
れる）の検出 
１）TetO-H2B－GFP マウスに 1mg/ml の
doxycycline を出生時から 6週間飲水投与す
る。 
２）6週間後 4%パラホルムアルデヒドにて灌
流固定の後、顎下腺を摘出する。 
３）4%パラホルムアルデヒドにて再度固定す
る。 
４）10%,20%,30%スクロース溶液にてスクロ
ース置換を行う。 
５）OTC コンパウンドに包埋し、液体窒素で
急速凍結する。 
６）クリオスタットにて薄切し蛍光顕微鏡を
用いて解析する。 
 
４．研究成果 
（１）老齢マウス解剖時の所見 
 顎下腺組織周囲には脂肪組織の付着が認
められたが、顎下腺実質には顕著な変化は認
められなかった。(図.1) 

図 1. 老齢(87w)マウス解剖時の顎下腺組織 
頸部皮膚剥離時の顎下腺組織（左）、摘出後
の顎下腺組織（右） 
（２）若齢マウス(6w)と老齢マウス(84w)で



 

の顎下腺における CD133 陽性細胞の割合 
 若齢マウスにおいては顎下腺細胞中、
CD133 陽性細胞は 4.1%の割合で存在するが、
老齢マウス顎下腺では 2.1%と集団の減少を
認めた。(図 2,3,4) 
 1 回目 2回目 3回目 平均 

若齢マウス（6ｗ） 4.1% 4.8% 3.4% 4.1% 

老齢マウス（84ｗ） 2.1% 2.5% 2.1% 2.2% 

図 2．フローサイトメトリーの結果 
平均して若齢マウス(6w)と老齢マウス(84w)
では約 2倍の差を認めた。 
 

 
 
図 3．CD133 陽性細胞の分布 
若齢マウス(左)と老齢マウス(右)の CD133陽
性細胞の分布 
 

 
図 4．CD133 陽性細胞の割合 
若齢マウス(6w)と老齢マウス(84w)の CD133
陽性細胞の割合をグラフで示す。 
（３）Sphere 形成能の評価 
 若齢マウスのCD133陽性細胞は陰性細胞に
比較して高い Sphere 形成能を示したが、老
齢マウス(84w)の CD133 陽性細胞は若齢マウ
ス(6w)CD133陽性細胞と比較してSphere形成
能が低下している傾向を示した。(図.5) 

 
図 5.若齢マウス(6w)と老齢マウス(84w)の
Sphere では若齢マウス(6w)で明らかに認め
られた。 
 
（４）若齢(6w)マウスと老齢(84w)マウスの

CD133 陽性細胞の局在

 
 若齢マウス唾液腺において CD33 陽性細胞
は CK18 陽性の導管に位置することが分かっ
た。(図.6)。この局在は老齢マウスにおいて
も変化はなかった。 

 
図 6．顎下腺 CD133 陽性細胞の局在 
 若齢マウス顎下腺（左）および老齢マウス
顎下腺（右）ではいずれも CK18（緑）陽性の
導管細胞に CD133（赤）陽性細胞を認めた。 
（５）若齢(6w)マウスと老齢(84w)マウスの
腺房構造の比較 
 上皮細胞マーカーである pan-cytokeratin
と唾液腺腺房細胞マーカーである AQP5 によ
る蛍光免疫染色において、腺房構造に明らか
な違いは認められなかった。(図.7) 

 
図 7.顎下腺の腺房細胞 
 若齢マウス（左）、老齢マウス（右）いず
れも AQP5 陽性細胞は維持されていた。 
（６）若齢(6w)マウスと老齢(84w)マウスの
顎下腺細胞増殖能の比較 
 上皮細胞マーカーである pan-cytokeratin
と増殖期細胞マーカーであるKi-67の蛍光免
疫染色により唾液腺上皮細胞における Ki-67
陽性率を測定した。老齢マウス唾液腺では若
齢(6w)マウスと比較し有意にKi-67陽性率が 
低下していた。（図.8,9） 



 

 
図 8.Ki-67 による蛍光免疫染色 
Pankeratin(緑)陽性の唾液腺上皮細胞にお
ける Ki-67(赤)陽性率は若齢(6w) マウスと
比較し老齢マウス唾液腺では有意に減少し
ていた。 

 
図 9.Ki-67 陽性率 
若齢マウス(6w)では Ki-67 陽性率:約
8.1%(左) 老齢マウスでは Ki-67 陽性率:1%
未満(右)という結果であった。 
 本研究結果より、老齢マウス唾液腺におい
ては若齢マウスと比較しCD133陽性細胞の数
の減少が起こっていることが明らかとなっ
た。また、老齢マウス唾液腺 CD133 陽性細胞
は幹細胞活性についても低下している可能
性も示された。今後の研究では CD133 陽性細
胞の数の減少、機能低下が起こるメカニズム
について解析を進める必要がある。 
（７）H2B-GFP マウスにおける唾液腺幹細胞
の同定は困難であった 
 顎下腺では小腸と比較し、GFP 陽性細胞数
が少なく初期のラベル効率が低い結果とな
り、長期観察による LRCs の検出が困難であ
ることが予測された。 
(図 10.) 

 
図 10.顎下腺(SMG 左)と小腸(Int 右)での
GFP 陽性細胞 
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