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研究成果の概要（和文）：本研究では、マルチカラー細胞追跡マウスを用いて胎生期顎下腺組織における幹細胞
ヒエラルキーの有無について検証した。結果として、胎生13.5日には２系統への分化を示すbipotent stem cell
の存在が、また、生後を含めて胎生16日以降のマウスの顎下腺においては、1系統のみへの限られた分化を示す
unipotent stem cellが主体をなすことが明らかとなった。したがって、3系統の唾液腺実質細胞全てを作出する
multipotent stem cellは胎生13.5日以前に存在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined whether salivary gland stem cells were located at
 the top of the hierarchy of salivary gland cell lineages. We labeled submandibular gland cells with
 random color using Rosa26-CreERT2/rainbow mice and pursued cell differentiation. Consequently, 
bipotent stem cells existed on embryonic day 13.5, while only unipotent stem cells existed after 
embryonic day 16. Therefore, these results suggest that tripotent stem cells possibly exist in 
submandibular glands before embryonic day 13.5. 

研究分野： 口腔病理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
唾液腺は、導管上皮細胞、腺房細胞および筋上皮細胞の3系統の細胞よりなり、これまで介在部導管に存在する
多分化能を有する幹細胞により３系統すべての細胞供給がなされていると考えられてきた。しかしながら、成獣
マウス唾液腺においては、分化した細胞が個別に細胞を供給していることが明らかとなり多分化能を有する幹細
胞は存在しないことが報告された。一方、本研究では、マウス胎生期唾液腺において幹細胞が段階的に多分化能
を消失することが示された。本研究により得られた結果は、唾液腺障害に対する細胞治療の移入ソースの開発に
極めて有用な情報となると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
マウスの顎下腺組織は胎生 11.5 日に口腔粘膜上皮の肥厚として発生し、その後上皮・間葉相

互作用により胎生 13.5 日に分枝を開始し、胎生 15.5 日に管腔形成、胎生 17.5 日に終末部（腺
房）の形成に至る。出生後、既に分泌能を有する事が確認されているが、生後 90 日まで重量が
増加し、定常状態に至る事が知られている。マウス唾液腺の基本的構築は、導管上皮細胞、腺房
細胞および筋上皮細胞の 3系統の細胞よりなり、成獣マウスにおける細胞供給は、介在部導管に
存在する唾液腺幹・前駆細胞により行われているとの報告がなされてきた。しかしながら、Ovitt
らが、Cre/loxP システムと Rainbow mouse を応用した細胞系譜解析で、成獣マウスにおける腺
房細胞は自己複製により恒常性維持がなされているとの報告がなされた（Developmental cell, 
2015;33:231-237）。その後も唾液腺組織の恒常性維持における組織幹細胞の関与を積極的に示
唆する報告はなされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、確実に幹細胞が存在する胎生期のマウス顎下腺組織に焦点をあて、細胞系譜解析

技術を駆使し、胎生期唾液腺幹細胞の動態を明らかとするとともに成獣唾液腺における多分化
能を有する組織幹細胞の有無に関する検証を行うことにある。 
 
３．研究の方法 
①全身性に CreERT2 を発現している Rosa26-CreERT2 マウスと Cre リコンビナーゼの存在下で 3
色の細胞標識がランダムに起こる Rosa26-rainbow マウスを交配した。 
②交配 16日後の妊娠マウスの腹腔内に 0.2mg/g のタモキシフェン投与により細胞を 4色の蛍光
でランダムに標識した。出生後の遺伝子組換えマウスの唾液腺を経時的に摘出し、蛍光観察した。 
③Rosa26-CreERT2 マウスと Rosa26-rainbow マウスの交配により作出した遺伝子改変マウス
（Rosa26-CreERT2/rainbow）6 週齢の腹腔内に 0.1mg/g のタモキシフェンを投与し、細胞を標識
した後、経時的に唾液腺を摘出し蛍光観察した。 
④胎生 16 日齢よりも早期の組換えマウス唾液腺における細胞系譜追跡を行う目的で、Rosa26-
CreERT2 マウスと Rosa26-rainbow マウスを交配後 13 日に妊娠マウスの腹腔内にタモキシフェ
ン投与を行った。しかしながら、当該妊娠マウスでは子宮内胎仔死亡が観察されたため唾液腺組
織の経時的な観察を行うことができなかった。このことから、胎生 13.5 日の組換えマウスの唾
液腺解析は、当該胎仔マウス唾液腺の器管培養下で実施した。 
 
４．研究成果 
①4 週齢の Rosa26-CreERT2/rainbow マウスをタモキシフェン腹腔投与 3 日後に唾液腺を摘出し
蛍光観察した。その結果、唾液腺細胞が 4色の蛍光（赤、緑、青、黄）でランダムに標識されて
いることが明らかとなった（図 1）。一方、当該マウスをタモキシフェン投与後 4週（図 2）、8週
（図 3）24 週（図 4）と蛍光観察した結果、経時的に同色細胞集団の領域拡大が確認されたが、
いずれの蛍光も導管ないし腺房に限局したもので異なる細胞系譜間の移行像は認められなかっ
た。 
②胎生 16 日齢 Rosa26-CreERT2/rainbow マウスをタモキシフェン処理した 4 週後に唾液腺を蛍
光観察した結果においても同色蛍光の細胞系譜間における移行像は観察されなかった（図 5）。 
③一方、胎生 13.5 日齢の Rosa26-CreERT2/rainbow マウスより唾液腺を採取し、器官培養下にお
いて 24時間タモキシフェン刺激をした唾液腺においては、タモキシフェン刺激 6日後の唾液腺
において、一部の同色細胞において導管と腺房との移行像が確認できた（図 6）。 
 
 

 



 

 
④以上の結果より、胎生 13.5 日マウス唾液腺においては、bipotent の多分化能を有する幹細胞
が存在し、胎生 16 日以降の唾液腺組織では、unipotent な分化能を有する細胞集団より構成さ
れていることが明らかとなった（図 7）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤今後、さらに早期の胎生期唾液腺についても同様な検討を進めるとともに、scRNAseq 解析も
継続的に進めていく予定である。これまでの研究結果から、epithelial mesenchymal 
transition(EMT)関連因子や Notch シグナル関連因子が細胞系譜の方向性を制御する因子である
こともわかりつつある。加えて、細胞系譜を制御する可能性のある転写因子に関しても複数の候
補が明らかとなってきた。これらの候補遺伝子を改変した唾液腺オルガノイドを用いて、当該遺
伝子の機能の詳細について検討し、唾液腺再生医療への応用や唾液腺腫瘍発生メカニズムの解
明に役立てたいと考える。 
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