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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は申請者の所属研究室で開発したマウスES細胞由来の唾液腺オルガノイ
ド（唾液腺同様の形態・機能を有するミニ臓器）に唾液腺腫瘍関連遺伝子（唾液腺腫瘍で発現している特徴的な
遺伝子変異）を導入し、当該遺伝子の機能を解析することにある。
2018年度は唾液腺オルガノイド分化誘導方法の技術を習得し、効率よく唾液腺オルガノイドを分化誘導すること
を可能とした。2019年度は遺伝子操作可能な多能性幹細胞株を樹立し、更に唾液腺オルガノイドを成熟させる培
養法の開発を試みた。現時点で成熟に関与するタンパクは同定出来ていないが、今後遺伝子発現調整可能な唾液
腺オルガノイドを用いて腫瘍関連遺伝子の機能を解析する。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify the functions of salivary gland 
tumor-related genes using 3D organoid system that our lab has developed. The 3D organoids were 
genetically modified. 
In the first year of this research, it has become possible to stably induce differentiation of the 
organoids. In the second year, I established a gene-modified pluripotent stem cell line with 
drug-inducible system. Moreover, I have tried to develop the culture method which can induce 
maturation of salivary gland organoid. I am still investigating the role of tumor-related genes 
using these organoids.

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
近年、唾液腺腫瘍において腫瘍関連遺伝子が複数報告されているが、当該遺伝子の腫瘍発生における役割を直接
的に示した報告は未だない。その理由として、これまでの唾液腺腫瘍関連遺伝子に関する報告は、患者から採取
した腫瘍検体を用いた解析が主流であることが挙げられる。本研究は、申請者の所属研究室が近年開発した唾液
腺オルガノイドを用いる。標的とする遺伝子を改変したマウスES細胞から作出した唾液腺オルガノイドの形態的
変化を比較することで、腫瘍発生における遺伝子の役割を直接的に示すことが可能となる。本研究の結果は、新
規診断マーカーや治療標的因子開発の一助となると考えられ、今後も研究を継続する。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、一部の唾液腺腫瘍において特徴的な遺伝子変異（以下、腫瘍関連遺伝子）の存在が報

告されている。しかしながら、当該遺伝子の腫瘍発生における役割を直接的に示した報告は未

だない。その理由として、これまでの腫瘍関連遺伝子に関する報告は、ヒト検体を用いた解析

が主流であることが挙げられる。このことから、申請者の所属研究室で報告した唾液腺オルガ

ノイド（Nat Commun., 2018、図１）を用いて、唾液腺腫瘍関連遺伝子の腫瘍発生における機能

の解明を目的とする研究の着想に至っ

た。 
オルガノイドは臓器様の構造体とさ

れ、生体内における発生・再生過程を

in vitro で再現することで形成される。

ES 細胞や iPS 細胞といった多能性幹細

胞から作製されるオルガノイドは、

2008 年に笹井らによる大脳皮質オルガ

ノイドをはじめ、下垂体、内耳、甲状

腺、膵臓、腎臓、肝臓、腸管など多岐

にわたる。また、組織幹細胞から作製

された腸管オルガノイド（Clevers H, et 
al., Nature, 2009）は、大腸癌の発癌解

析に応用がなされている（Matano M et al., Nat Med., 2015）。このことから、唾液腺オルガノイ

ドは唾液腺腫瘍の解析に強力なツールと成り得ることが考えられる。申請者の所属研究室にお

いて開発された唾液腺オルガノイドは、理化学研究所の笹井らの SFEBq 法（Suga H et al. 
Nature, 2011）を応用し、唾液腺の発生段階を in vitro で再現することで作製された。作製され

た唾液腺オルガノイドは構造的かつ機能的な３次元オルガノイドであり、遺伝子発現プロファ

イルからも、極めてマウス唾液腺原基に類似したものであることが確認されている。以上よ

り、この唾液腺オルガノイドは他臓器で作製されたオルガノイド同様、唾液腺腫瘍発生の解析

など多くの当該領域の研究に対して強力な技術基盤に成り得ると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、マウス ES 細胞より誘導した唾液腺オルガノイド培養システムを応用することに

より、唾液腺腫瘍の発症メカニズムの詳細や、唾液腺腫瘍発生における唾液腺腫瘍関連遺伝子

の役割について解明することを目的に実施された。 
 

３．研究の方法 
（１）ES 細胞の維持培養と唾液腺オルガノイド分化誘導法の習得 
マウス ES 細胞から効率よく唾液腺オルガノイドを誘導できることを確認した。分化誘導方

法として SFEBq 法を用い、マウス ES 細胞を 96 well U bottom プレートに 3000 cells/well で播

種し、凝集塊を形成させた。誘導１日後には培地にマトリゲルを添加し、３日後に BMP4 と

SB を添加し、５日後に FGF2 と LDN を添加した。８日後に凝集塊外周に分化誘導された非神

経系外胚葉に対してアデノウイルスを用いて、Sox9 と Foxc1 を過剰発現させた。２種の転写因

子を過剰発現した外周の組織を単離後に FGF7 と FGF10 を添加した培地で浮遊培養を継続し

た。 
分化誘導 20〜28 日目に ES 細胞の凝集塊から唾液腺様の分枝構造を持つ組織が発生すること

が確認され、各種免疫染色にて胎生期唾液腺様の組織が分化誘導されていることを確認した。 
 

（２）唾液腺オルガノイドへの唾液腺腫瘍関連遺伝子の導入 
唾液腺オルガノイドの遺伝子発現操作を行うため、dCas9-KRAB を用いた薬剤誘導性の発現

調節細胞株の樹立に取り組んだ。多能性幹細胞にドキシサイクリン誘導性に dCas9-KRAB を発

現するコンストラクトを、TALEN を用いてエレクトロポレーションで挿入した。挿入された細

胞に対して G418 を用いて薬剤セレクションを行い、コロニーをピックアップし dCas9 挿入細

胞株を樹立した。樹立された dCas9-KRAB 挿入株に gRNA 発現コンストラクトをエレクトロポ



レーションにて遺伝子導入した。その後、ブラストサイジンを用いて薬剤セレクションを行

い、gRNA 発現細胞株を樹立した。 
 

（３）唾液腺オルガノイドを成熟させる培養法の開発 
唾液腺オルガノイドは胎生期唾液腺に類似しており、腫瘍形成の有無の解析にはオルガノイ

ドの成熟が必要であると考え、唾液腺オルガノイドの成熟方法の開発にも取り組んだ。ES 細胞

から分化誘導した唾液腺オルガノイドに、唾液腺成熟に関与すると報告のある各種成長因子を

培地に添加し、唾液腺オルガノイドにおける唾液貯留の有無について解析した。 
 

４．研究成果 
（１）ES 細胞の維持培養と唾液腺オルガノイド分化誘導法の習得 

ES 細胞から分化誘導 28 日目に胎生期唾液

腺様の分枝構造を持つ組織が分化誘導されて

いることを確認した（図２）。唾液腺オルガノ

イドには AQP5 陽性細胞、K18 陽性細胞が極

性を持って配列していることを確認した。 
 

（２）唾液腺オルガノイドへの唾液腺腫瘍関連
遺伝子の導入 

TALEN を用いて、dCAS9 を挿入した細胞株

を３株樹立することができた。PCR の結果、

樹立細胞株中２株は hetero での挿入が確認さ

れ、１株は homo での挿入が確認された。その後、gRNA 挿入細胞株については多能性幹細胞

で発現している Sox2 をポジティブコントロールとしてドキシサイクリンによる遺伝子発現抑

制が起こるかを qPCR で確認し、Sox2 遺伝子の発現抑制が確認された。 
 

（３）唾液腺オルガノイドを成熟させる培養法の開発 
唾液腺オルガノイドを成熟させる培養

法の開発として、まず胎生期の唾液腺間

葉組織との共培養を行った（図３）。その

結果、唾液腺オルガノイドと胎生期唾液

腺間葉組織の共培養においてオルガノイ

ドの成熟とともに唾液様液状物の貯留が

確認された（図４）。 
加えて、各種成長因子の添加により唾

液腺オルガノイドへ液状物の貯留が起こ

るか否かについて解析を行った。唾液腺

の成熟に関する VIP などの

因子の添加を行ったが、現

在のところ成熟因子の同定

には至っていない。今後も

成熟に関与する因子の検索

を継続する。 
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