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研究成果の概要（和文）：　マウスES細胞由来唾液腺オルガノイドの誘導方法を改変し、ヒトiPS細胞より唾液
腺オルガノイド誘導することに成功した。誘導した唾液腺オルガノイドは組織学的に胎生期唾液腺に類似した組
織形態を持っていることが明らかとなった。またscRNA-seqの結果より唾液腺オルガノイドには、唾液腺構成細
胞である、導管細胞、腺房細胞、筋上皮細胞が含まれていることが示された。
　この唾液腺オルガノイドは耳下腺を切除した免疫不全マウスに同所的に移植することで周囲組織との関係を保
って生着することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in inducing salivary gland organoids from human iPS cells 
by modifying the induction method of salivary gland organoids derived from mouse ES cells. The 
induced salivary gland organoids were found to have histologically similar morphology to embryonic 
salivary glands. The scRNA-seq results showed that the salivary gland organoids contained ductal 
cells, acinar cells, and myoepithelial cells, which are the constituent cells of the salivary gland.
　Orthotopic transplantation of these salivary gland organoids into immunodeficient mice with 
excised parotid glands showed that they functioned in relation to the surrounding tissues.

研究分野：唾液腺再生

キーワード： 唾液腺　オルガノイド　移植　iPS細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、移植可能なヒトiPS細胞由来の唾液腺オルガノイドの誘導方法を開発したことでこれまで主に
マウスで行ってきた唾液腺発生研究や疾患メカニズムの解析をヒト細胞で行うことが可能となる。また本研究で
唾液腺オルガノイドの同所移植によって機能的な唾液腺を再生できる可能性が示され、将来的には唾液腺移植治
療への応用が期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
近年、ES・iPS細胞などの多能性幹細胞から「ミニ臓器」とも呼ばれる 3次元的な組織構築を
持ったオルガノイドの分化誘導が報告され、再生医療、疾患メカニズム解析のツールとして大き
な注目を集めている。多能性幹細胞から誘導した臓器を用いた再生医療は臓器移植に変わる究
極の再生医療として切望されているが、いまだ臓器全体をオルガノイドで代替した報告はなか
った。申請者らは世界に先駆けて、マウス ES細胞より唾液腺オルガノイドの分化誘導方法を確
立し、さらに同所移植により唾液腺全体を代替可能であることを報告した (Tanaka J., et al., 
Nature Communm, 2018)。 
 
２．研究の目的 
上記の学術的背景と我々の先行研究の中で、マウス ES 細胞由来の唾液腺オルガノイドの分化
誘導技術を改変し、ヒト iPS 細胞からヒト唾液腺オルガノイドを作出し、それを同所移植する
ことで、マウス唾液腺をヒト iPS 細胞由来唾液腺に代替することを研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト唾液腺オルガノイドの分化誘導 
ヒト iPS 細胞を浮遊培養を用いて非神経系外胚葉に誘導し、外層に原始口腔粘膜を誘導した。
原始口腔粘膜への分化誘導はヒト内耳や下垂体オルガノイドの分化誘導方法を改変し行った。
具体的には、ヒト iPS 細胞に凝集塊を形成させ TGF-β-inhibitor を添加後、浮遊培養を継続し
た。誘導された口腔粘膜に対して FGF7 および FGF10 添加培地で長期浮遊内容を行うことで唾液
腺オルガノイドを作製した。 
（２）ヒト唾液腺オルガノイドの解析 
 作製したオルガノイドを免疫蛍光染色、scRNA-seq を用いて解析した。さらに機能解析として
カルバコールによる刺激後に細胞内カルシウム濃度の測定を行った。 
（３）ヒト唾液腺オルガノイドの同所移植 
同所移植実験では耳下腺を排泄部導管で完全に切除したマウスに対して分化誘導した唾液腺
オルガノイドをガイド糸を挿入後に同所移植した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト iPS 細胞から唾液腺オルガノイドの分化誘導 
我々が過去に報告したマウス唾液腺の誘導方法を改変してヒト iPS 細胞から唾液腺オルガノ
イドが誘導可能であるか否かについて検討を行った。 
SFEBq 法を用いて TGFb の阻害剤である SB431542 を添加することで、ヒト iPS 細胞から効率よ
く非神経系の上皮組織が誘導できることが明らかとなった。qPCR の結果より、この時点の上皮
組織は口腔粘膜上皮のマーカーである PITX2 の高い発現を示した。 
その後 FGF7 および FGF10 存在下で浮遊培養を継続すると iPS 細胞の凝集塊より分枝構造を持
った組織が発生することが明らかとなった。 
（２）ヒト唾液腺オルガノイドの解析 
この組織には AQP5 陽性の腺房様細胞、
K18 陽性の導管様細胞、aSMA 陽性の筋上皮
細胞が極性を持って配列し、そのパターン
は胎生期唾液腺に類似した組織構築パタ
ーンであった。 
また、bulk RNAseq の結果より唾液腺オ
ルガノイドには唾液腺特異的遺伝子群の
高い発現が見られ過去の報告と比較した
結果、胎生期唾液腺に類似した遺伝子発現
プロファイルを示した（図１）。さらに唾液
腺の機能解析としてムスカリン受容体を
介した細胞内カルシウム濃度上昇の機能
解析を行った。カルバコールによる刺激に
より唾液腺オルガノイドの細胞内カルシ
ウム濃度は濃度依存的な上昇をみせ、され
にこの反応は拮抗薬によるアトロピンの
添加により完全にブロックされた。 
これらの結果よりヒト唾液腺オルガノ
イドは組織構築、遺伝子発現プロファイ
ル、および機能解析の結果より、未成熟で  図１．唾液腺オルガノイド(hiSG)の RNA-seq 
はあるが唾液腺を高度に模倣していると考えられた。 



（３）ヒト唾液腺オルガノイドの同所移植 
 ヒト唾液腺オルガノイドが移植により機能的なオルガノイドを再生可能か否かについて同所
移植による解析を行った。移植後 30 日の結果より唾液腺オルガノイドは移植部位に生着し腺組
織構造を保っていた。これらの構造はヒト特異的ミトコンドリア抗体による染色により全てヒ
ト細胞であることが示された。また移植したヒト唾液腺オルガノイドと宿主のマウス排泄部導
管は完全に接続していることも組織学的に明らかとなった。 
（４）scRNAseq による細胞系譜解析 
さらに詳細な唾液腺オルガノイドの解析として scRNAseq による解析を行った。scRNAseq デー
タより唾液腺オルガノイドには少量の間葉細胞と、導管細胞、腺房細胞、基底細胞、筋上皮細胞、
および増殖期細胞から構成されていることが明らかとなった(図２)。また疑似時間軸解析によ
り導管細胞と腺房細胞の系譜、および基底細胞、筋上皮細胞の系譜の２つの細胞系譜が存在し、
これら２つの細胞系譜は増殖期細胞より供給されている可能性が示された。 
 

図２．唾液腺オルガノイドの scRNA-seq 

 
（５）結論 
 本研究成果より、ヒト iPS 細胞より唾液腺オルガノイドが誘導可能であることが示された。こ
の唾液腺オルガノイドは組織学的にも遺伝子発現プロファイルからも胎生期唾液腺に類似して
いた。さらにこの唾液腺オルガノイドは同所移植により唾液腺部分に生着し成熟することが明
らかとなった。 
 加えて scRNAseq による解析より、これまでは解析が困難であったヒト唾液腺発生過程の細胞
系譜についても解析が可能である可能性が示された。 
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