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研究成果の概要（和文）：マウス唾液腺初期発生過程における網羅的な遺伝子解析により唾液腺原器特異的な2
種類の転写因子を同定した。これらの転写因子についてマウスES細胞由来口腔粘膜上皮にアデノウイルスを用い
て過剰発現を行った。分化誘導23日において三次元的な外分泌腺様構造が誘導されることが明らかとなった。マ
ウスES細胞から誘導された外分泌腺様組織は、胎生期マウス唾液腺と類似した構造を有していた。さらに、耳下
腺切除モデルマウスへの同所移植実験において唾液腺様組織を形成することが確認された。

研究成果の概要（英文）：The salivary gland rudiments in embryonic day 12 were separated into the 
epithelium of submandibular gland and oral epithelium far from the salivary gland by laser 
micro-dissection, and performed analysis of differential gene expression by RNA-seq. We identified 
the two transcriptional factors that regulate specification of salivary gland rudiment at the 
earliest stages of salivary gland development. To determine whether the transcriptional factors 
promote salivary gland differentiation, mouse embryonic stem cells-derived oral ectoderm was 
transduced with Ad-vector expressing transcription factors. During days 23, we observed the 
aggregates underwent a dynamic shape change and formed branching morphology. The ESCs-derived 
exocrine gland structures had three-dimensional salivary gland structures. Moreover, orthotopic 
transplantation of ESCs-derived salivary gland could replace salivary gland in a mouse model of a 
parotid gland defect.

研究分野： 口腔病理
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 唾液腺の再生医療に関する報告は、唾液
分泌障害マウスを用いた組織幹細胞による
治療実験があげられる。マウス唾液腺から単
離された c-Kit 陽性細胞や、CD24, c-Kit, 
Sca1 陽性細胞には腺組織再構築能が認めら
れ、唾液腺組織幹細胞である可能性が報告さ
れている。加えて申請者らも、マウス唾液腺
に存在する CD31 陽性血管内皮様細胞に唾液
分泌障害抑制機能があることを報告してき
た(Stem Cells 30: 1925-37. 2012)。しかし
ながら、ヒト唾液腺組織に同様な細胞が存在
するのか、あるいは単離に必要な唾液腺組織
を確保するのが困難であるなどの問題が残
る。一方、ES/iPS 細胞は安定した培養系が確
立されており移入に必要な細胞数を得るこ
とは容易だが、唾液腺細胞への分化誘導法の
確立が不可欠となる。しかし、現状では唾液
腺においてその分化誘導法についての報告
はない。 
 
(2) マウス唾液腺は胎生 11.5 日に口腔粘膜
の肥厚と、その陥入・伸長により形成が開始
する。本発生過程においては、原基形成後の
分枝形成に関わる因子に関する報告はある
が初期の口腔粘膜上皮の肥厚に関わる因子
についての報告はない。唾液腺にきわめて類
似した組織である涙腺においては Sox9 が上
皮の陥入に必須であるという報告がなされ
た。このことから、唾液腺発生過程において
も Sox9 の関与が想定されるが、Sox9 は軟骨
分化を誘導するなどその機能は多彩であり
単独で涙腺および唾液腺分化を誘導すると
は考えにくい。以上のように唾液腺の初期発
生メカニズムには不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
「3 次元自己組織化技術」と唾液腺原基特異
的に発現する転写因子を応用することによ
り、唾液腺の発生・発達段階を in vitro で
再現し、ES/iPS 細胞から 3次元唾液腺組織へ
の分化誘導法を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 申請者が既に作製した胎生 12 日マウス
①唾液腺原基②唾液腺原基直上粘膜③口腔
粘膜の3領域の遺伝子発現プロファイルから
同定された①唾液腺原基②唾液腺原基直上
粘膜特異的に発現する転写因子(10 種類)に
ついて、Fluorescence in situ hybridization 
(FISH)を用いて候補遺伝子の局在を確認し
た。 
 
(2) 胎生 13 日マウス顎下腺を外科的に切除
し器官培養する。器官培養の際、siRNA を用
いて候補遺伝子を抑制した。 
 
(3) ES細胞由来口腔外胚葉へのアデノウイル
スベクターを用いた候補遺伝子の過剰発現
を行い形態変化を解析した。 

４．研究成果 
(1) 候補遺伝子の胎生期唾液腺における候
補遺伝子の局在解析 
胎生 12 日マウス唾液腺において候補遺伝子
のうち2種類の遺伝子がマウス唾液腺原器お
よび直上の口腔粘膜特異的な発現を示すこ
とが明らかとなった。蛍光抗体法の結果から
も2種類の候補遺伝子は唾液腺原器のみなら
ず、唾液腺原器直上の口腔粘膜にも発現する
ことが明らかとなった。 
 
(2) 候補遺伝子の機能解析 
胎生 13 日マウス顎下腺を外科的に切除し器
官培養する。器官培養の際、siRNA を用いて
候補遺伝子を抑制した結果、唾液腺の分枝形
態形成が有意に抑制された。（図 1） 

図１．胎生 13 日唾液腺器官培養 
コントロール siRNA(左)に比べて候補遺伝子
siRNA による遺伝子抑制を行った唾液腺(右)
では分子形態形成に異常がみられた。 
 
(3) マウス ES 細胞の口腔粘膜上皮への分化
誘導 
マウス ES 細胞から無血清凝集浮遊培養法
(SFEBq 法)を用いて口腔外胚葉の分化誘導方
法を検討した。SFEBq 法に BMP4 を添加するこ
とで原法より高効率に外胚葉組織を誘導で
き、分化誘導 7 日で EB の最外層に位置する
ことが明らかとなった。(図 2,3,4) 

図 2.分化誘導 7日における EB の遺伝子発現 
BMP4添加群でPitx1等の口腔粘膜マーカー遺
伝子の発現がみられた。 

図 3．分化誘導 7日目 H—E 像 
 



図 4．分化誘導 7日の蛍光抗体法 
口腔粘膜マーカーが最表層に認められる。 
 
(4) マウス ES 細胞由来口腔粘膜上皮へのア
デノウイルスによる 
マウス ES細胞由来口腔粘膜上皮は EBの最外
層に位置し、アデノウイルスによる感染によ
り ES 由来由来口腔粘膜に候補遺伝子を過剰
発現できることが明らかとなった。(図 5) 

図 5．候補遺伝子アデノウイルス感染後の蛍
光抗体法 
Pan-cytokeratin(Alexa488、左)、候補遺伝
子(Alexa594、右)。Pan-cytokeratin 陽性の
上皮細胞に候補遺伝子の発現が認められる。 
 
(5) 候補遺伝子過剰発現マウス ES 細胞由来
口腔粘膜上皮の単離 
アデノウイルスによる感染後にマウス ES 細
胞由来口腔粘膜上皮の培養を継続した。EB の
内部は非上皮性成分を含み、培養継続により
非上皮性成分の増殖が進み、上皮成分の割合
が低下することが、長期培養によって明らか
になった。（図 6）そのため、感染後の口腔粘
膜上皮の単離を試みた。ES細胞由来口腔粘膜
上皮部分を実体顕微鏡化で２７G シリンジを
用いて外科的に切除することで上皮組織を
単離できることが明らかとなった。単離した
上皮組織を長期培養した。 
図６．分化誘導２０日 

Pan-cytokeratin(Alexa488) 、候補遺伝子
(Alexa594、右)。 

 
(6) 候補遺伝子過剰発現マウス ES 細胞由来
口腔粘膜上皮の長期培養 
分化誘導８日で外科的に単離した ES 細胞由
来口腔粘膜を長期浮遊培養して形態観察を
行った。分化誘導 23 日目において口腔粘膜
の部分的な肥厚、外方への伸長が観察され、
その後分子形態形成が継続した。 
この構造は胎生期唾液腺の上皮部分と形態
が類似し、ES細胞より唾液腺様の組織が誘導
されたことが予想された。（図 7） 

図 7．上皮単離後、分化誘導 27 日 
外方への分子形態形成が認められた。 
 
(7)マウス ES細胞由来唾液腺様組織の移植 
耳下腺全切除マウスの排泄導管部分に誘導
した唾液腺組織を移植することで移植後1ヶ
月で誘導唾液腺の生着が確認された。 
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