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研究成果の概要（和文）： 分化、発育能が高い胎齢12.5日のマウス胎子の顎下腺原基を用いて器官培養を行
い、放射線を単照射してその顎下腺に傷害を加え、その回復についての研究を行った。
EGFとFGF7/10をはじめとする増殖因子は、正常顎下腺の発育や機能を促進させると共に、障害を受けた顎下腺に
おいて、低下した発育と機能を回復させる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the involvement of some growth factors, such as EGF, FGF, 
KGF and HGF, in growth and regeneration in irradiated salivary gland. These growth factors promote 
branching morphogenesis and amylase expression in salivary gland of embryonic day 12.5 mouse. We 
suggested EGF and FGF7/10 could recover decreased ability of growth and functions of irradiated 
salivary gland.

研究分野：外科系歯学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　放射線療法は口腔癌の標準治療の1つで、その有効性は高く必要不可欠なものである。しかし効果とは反面、
晩期障害として口腔乾燥が高頻度で出現し、治療の遂行や治療後のQOLに大きな影響を及ぼす。唾液腺の機能低
下は重要な問題であるが、修復・再生の確立は得られていない。その障害された唾液腺の修復・再生のメカニズ
ムを解明することは、口腔乾燥という合併症を軽減し、QOLの向上が期待される点で学術的・社会的意義は大き
い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高齢化とともに癌の罹患率は上昇し、日本における大きな社会問題となっている。高齢のた
め手術を回避し、放射線治療を選択する機会が増加することが予想される。しかし、放射線に
より照射野にある唾液腺が傷害されることによって生じる口腔乾燥により、治療後の QOL の低
下が懸念される。唾液腺の残存機能を標的とした塩酸セベメリンやピロカルピン塩酸塩などの
唾液分泌促進薬が臨床応用されているものの対症療法が中心で、その効果には限界があるのが
現状である。 
近年、iPS 細胞による臓器再生の研究が進み、肝臓や腎臓などの立体臓器の再生が確立され
つつある（cell stem cell 2013, Nature Communications 2013）。唾液腺においては器官原基
法によって再生し、マウスの体内で機能したとの報告（Nature Communications 2013）はある
ものの、それ以降大きな進展はない。唾液腺は多彩な細胞より構成されている組織学的特異性
や唾液腺幹細胞が同定されていないことなどが原因と考えられる。しかし、これらの細胞の起
源とされる幹細胞を同定、分離、培養することによって、唾液腺再生への道が開けると考えら
れた。 
申請者は以前より、低カルシウム無血清培地を作成し、ヒトやマウスの唾液腺組織から未分
化で均一な唾液腺幹細胞様細胞を分離・培養できることを確認していた。その細胞は高カルシ
ウム濃度環境下や EGF 刺激によって 2次元的に腺管様配列を誘導でき、機能的には分化マーカ
ーであるアミラーゼのタンパクおよび遺伝子レベルでの発現増加が認められた。形態学的には
電子顕微鏡による超微構造の成熟変化を確認された。つまりその唾液腺細胞は形態的、機能的
に分化誘導が示唆され、唾液腺幹細胞の性質を持つ可能性を示唆した（J.Cell.Physiol 2002）。 
また、マウス胎児顎下腺原基の器官培養を行い、その分子形成に関与する増殖因子について
報告した（Developmental Dynamics.2003）。 
これらの唾液腺培養の技術を用いて、唾液腺機能の分化と修復・再生法の開発についての研
究を予定した。 

 
２．研究の目的 
分離培養した唾液腺幹細胞様細胞や器官培養法を用いて、放射線照射による唾液腺の生物学
的変化や修復、再生機構を明らかにする。 
本研究の目的 
① 放射線が唾液腺の分化・増殖に及ぼす生物学的変化の解明  
② 唾液腺器官培養と唾液腺幹細胞様細胞を用いた放射線障害唾液腺の修復・再生法の確立 
 
３．研究の方法 
i) 顎下腺器官培養 
胎齢 12.5 日のマウス（CL57BL/6）胎子の顎下腺原基を摘出して器官培養を行う。2種類の外
植片（①顎下腺原基と舌下腺原基を含んだもの②それらに舌筋の一部を含んだもの）を作製し
て、DMEM/F12 培地にて器官培養を行う。 
ii) 放射線照射量を決定 
0, 1, 5, 10Gy の 4 段階に分けて顎下腺器官培養組織に単照射し、使用する照射量を決定す
る。 
iii) 顎下腺器官培養と発育 
外植片①および②に関し、放射線照射の発育に関する検討を行う。 
iv)顎下腺器官培養組織の機能的変化 
アミラーゼタンパク、AQP5 を唾液腺の機能マーカーとして用いて検討を行う。 
v)障害唾液腺の機能低下に関連するタンパクの同定 
網羅的タンパク解析・定量を行うか、もしくは再生、修復に関連する増殖因子を検索する。 
vi)顎下腺器官培養組織を用いた唾液腺機能低下関連タンパクの作用 
同定した唾液腺機能低下関連タンパクを障害唾液腺に刺激し、その反応を検索する。 
 
４．研究成果 
I. 放射線が唾液腺の分化・増殖に及ぼす生物学的変化の解析 
i) 顎下腺器官培養と発育 
胎齢 12.5 日のマウス（CL57BL/6）胎子の顎下腺原基を摘出し、2種類の外植片（①顎下腺原
基と舌下腺原基を含んだもの②それらに舌筋の一部を含んだもの）を作製して、DMEM/F12 培地
にて器官培養をおこなった。 
器官培養を行いながら、1日おきに分枝形成数（唾液腺小葉の形成数）を計測した（図 1）。
外植片①、外植片②ともに培養開始４日に最大となった。外植片①では培養開始日と比較して
約 10 倍の増加を示し（図 2）、舌筋が付着したが外植片②では培養開始日と比較して約 40倍の
発育を示した（図 3）。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ii) 放射線照射量を決定 
0，1.0，5，10 Gy の 4段階に分けて 2種類の唾液腺器官培養組織（外植片①、②）に単照射
し、4日後に分枝形成数の測定を行った。 
外植片①では 0Gy, 1.0Gy 照射では分枝形成数はほぼ同数で、培養開始時から約 10 倍の発
育を示し、放射線照射の影響は認めなかった。5.0Gy 照射では培養開始時の約 5倍、10Gy 照射
では分枝形成数はほとんど増加しなかった（約 1倍）（図 4）。 
一方、外植片②では 0Gy, 1.0Gy, 5Gy 照射では分枝形成数はほぼ同数で、培養開始時から約
40 倍の発育を示し、放射線照射の影響は認めなかった。10Gy 照射においては培養開始時の 2
倍の分枝形成数の増加を認めた（図 4）。 
このように外移植片②では放射線照射による影響が少なくなっており、舌筋から放出される
成長因子などにより、唾液腺としての機能障害を受けにくい可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
iii)顎下腺器官培養組織の機能的変化 
器官培養組織を溶解し、アミラーゼタンパクをマーカーとしてウエスタンブロット法にて解
析した。 
外植片①では 1Gy 照射で変化はなかったが、5Gy 照射でアミラーゼタンパクの減少を認めた
（図 5）。外植片②では 1Gy、5Gy 照射共にコントロールと変化はなかった（図 5）。放射線照射
5Gy で外植片①と②の差異が認められ、唾液腺周囲の舌（筋肉）や結合組織が唾液腺の分化・
増殖・修復に関与している可能性が示唆された。 

図 1 分枝形成数 

図 2 外植片① の分枝形成像 

図 3 外植片② の分枝形成像 

外植片① 外植片② 図 4 分枝形成数 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.唾液腺の機能低下に関連するタンパクの解析 
i)障害唾液腺の機能低下に関連するタンパクの同定 
唾液腺組織の増殖・分化に関連すると考えられている EGF、HGF、KGF、FGF について検討した。 
外植片①と②の組織からタンパクを抽出し、唾液腺組織の増殖・分化に関連すると考えられ
ている EGF、HGF、KGF、FGF について、ウエスタンブロットで解析した。その結果、4種の成長
因子すべてにおいて外植片①より外植片②に多く発現が認められた。唾液腺周囲の筋肉や結合
組織から産生される増殖因子や発育した外植片自体からの発現によるものと予想された。 
唾液腺障害前後で増殖因子がどのように変化するかを解析した。外植片①と外植片②は共に、
それらの増殖因子はタンパク発現が減少していた。また、唾液腺の機能マーカーであるアミラ
ーゼタンパクも同様に発現の減少を認め、障害前後で差異が認められた。しかしながら唾液腺
周囲の筋肉や結合組織が付随している外植片②はその影響が少なかった。それらの増殖因子は
唾液腺の機能低下に関連する可能性が示唆された。 
ii) 顎下腺器官培養組織を用いた唾液腺機能低下関連タンパクの作用 
前述の増殖因子の中で再現性が優れている EGF と FGF7/10 の 2種を、機能低下関連タンパク
を作用する実験に用いることとした。また、外因性の増殖因子の影響が明瞭な外植片①を用い
て、唾液腺機能低下関連タンパク作用の検討を行った。機能が低下した唾液腺に対し、2 つの
増殖因子（EGF と FGF7/10）にて刺激を行い、72 時間後に試料を採取し、その影響について検
討した。 
形態学的変化については分枝形成の数は 50％の増加を認めた。機能的変化についてはアミラ
ーゼがタンパク・メッセージレベルでの回復傾向を示し、さらにアクアポリン 5タンパク発現
の増加を示した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
まとめ 
マウス顎下腺器官培養において、隣接する舌を含めて培養を行うと、コントロールと比較し
て分枝形成（唾液腺小葉の形成）は増加し、発育が促進された。また、放射線照射によって障
害を受けた唾液腺においても、隣接する舌を含めて培養を行うと、分枝形成の低下に対して抑
制効果が認められた。さらに唾液腺機能の実験では、放射線照射によって機能マーカーである
アミラーゼタンパクの発現が減少するが、隣接する舌を含めて培養を行うと、その発現低下が
抑制された。この隣接する舌には EGF、HGF、KGF、FGF の発現が認められていることから、その
増殖因子による作用が考えられた。 
放射線照射によって障害を受けた唾液腺に 2つの増殖因子（EGF と FGF7/10）にて刺激を行う
と、分枝形成が 50％回復した。また同時に、アミラーゼタンパクと AQ5 の発現が増加し、機能
面での回復傾向が示された。 
放射線によって唾液腺は傷害され、発育や機能の低下を示すが、EGF と FGF7/10 をはじめと
する増殖因子によって、その障害を抑制する可能性が示唆された。 

図 5 アミラーゼタンパク 

 の発現 

図 6 AQP5 の発現 
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