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概 要 

 外分泌腺の一つである唾液腺は，消化酵素の分泌，口腔内環境の維持など多様な機能

を担っている。自己免疫疾患や癌の放射線治療，また唾石や加齢などによる唾液腺の消

失や機能低下は唾液分泌量を減少させ，口腔の感染防御や生理機能の維持に重大な障害

を引き起こす。したがって唾液腺の再生は QOL向上のためにも重要である。これまでの

唾液腺の再生研究で，ラットの唾液腺排泄主導管を実験的に結紮すると，唾液の排泄障

害により唾液腺実質の萎縮が引き起こされることが確認されている。さらに結紮を解除

することによって，唾液腺組織が正常唾液腺と同様の組織像を呈するまで回復すること

が報告されている。この唾液腺主導管結紮と解除のモデルは，唾液腺の組織再生の過程

を解明するために有用であると考えられるが，腺房細胞の再生メカニズムの詳細は未だ

明らかにされていない。 

 そこで，著者らの研究室で新たに開発した，マウス顎下腺主導管をクリップで結紮し、

その後クリップを除去し結紮を解除するモデルを用いて腺房細胞再生を観察し，再生に

関わる直接的な機能的分子を追求することとした。 

 実験には，C57BL マウス雌 65 匹を本学動物飼育室にて２週間予備飼育後に実験に供

した。Pentobarbital sodium 腹腔内麻酔下に左顎下部に切開を加え，顎下腺主導管の

基部にクリップを装着した。１週間後にマウスを再び麻酔し，クリップの撤去を行った。

マウスは 0，1，3，7および 14日後にそれぞれ顎下腺を摘出 (n=8) して epidermal growth 

factor (EGF) family および EGFReceptor (EGFR) の発現動態を経時的に，免疫組織化

学，Western blot および real-time PCR で観察した。 

 また，唾液腺から導管上皮細胞を分離培養し，EGF family の一つである epiregulin

添加による細胞増殖能，および EGF family の autocrine および juxtacrine 作用につい

ても検索した。さらに再生唾液腺の機能を検討する為に，細胞の水分泌機能に関与する

aquaporin5の発現についても検索した。 

 マウス顎下腺の主導管を 1週間結紮することで，これまでのラットでの報告と同様に

顎下腺の萎縮が起こりその重量が 40%程度減少することを確認した。また，結紮解除に

よって顎下腺の重量は処置前の約 80%まで回復することを明らかにした。この変化を組

織学的に観察すると，小葉内の腺房細胞はほぼ消失しており，小葉内導管は立方型細胞

からなる tubular structure に置き換わっていた。結紮解除で重量の回復した唾液腺で

は、腺房細胞の再生が起こり正常唾液腺の小葉構造に回復していた。分裂期の細胞を幅

広く検出する PCNA の免疫染色で，tubular structure を構成する細胞が数多く標識さ

れることから，この細胞がその後再生する腺房細胞の前駆細胞であると考えた。事実、

PCNA で標識される分裂期の細胞数は結紮解除後 3 日まで有意に増加し，その後大きく
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減少していた。また，同時期に tubular structure で EGFR の発現が上昇することを確

認した。このことから，結紮解除 0 日から 3 日目までが腺房再生に重要な期間であり、

この時期に発現・作用する因子が再生に関わる直接的な機能的分子と考えられた。著者

らはすでに，この唾液腺腺房細胞再生モデルを用いて、再生過程で発現する遺伝子変化

を microarray 解析により網羅的に捉えており、萎縮顎下腺で上昇を示した遺伝子を

1894個，減少を示した遺伝子を 977個検出した。その中で再生期に EGFR 発現増加がお

こることを確認し、本実験においては免疫組織化学によって発現増加を検出した。さら

に，この EGFR にリガンドが結合して活性化が起きていることを確認するため、EGFRの

リン酸化の状態を免疫組織化学および Western blot で確認したところ、結紮解除後 0

日および 1 日で高度なリン酸化が起こり、その後は急速に減少することを見いだした。

これらの結果、腺房細胞再生のシグナル伝達が結紮解除後の極めて短期間にかつ限定的

に起こることを明らかにした。次に EGFR のリガンドとなる EGF familyについて遺伝子

レベルの発現を検討した。その結果、興味あることに EGFは結紮解除後 0日および 1日

では発現が見られず、発現の増加は結紮解除 3日以降であり，腺房細胞の再生開始に直

接関与する増殖因子とは考えにくい結果であった。一方、EGFR のリン酸化に対応して

発現増加するリガンドは，EGF familyのうち epiregulinであることを見いだした。ま

た，epiregulinの発現増加と EGF の発現動態は、Western blotでも確認された。 

 ついで，epiregulin の唾液腺上皮細胞への増殖効果を検討する為に，主導管を結紮

して萎縮した顎下腺から酵素処理によって上皮細胞を分離した。この細胞の EGFR 発現

を確認したのち epiregulin を作用させたところ、epiregulinの濃度依存的に増殖を示

した。この結果は，顎下腺再生モデルにおける腺房細胞の再生が in vitro で再現が出

来たもの考えられた。さらに，epiregulinを作用させた顎下腺上皮細胞は、betacellulin

以外の EGF family 遺伝子の発現を増加させたことから，epiregulin は autocrineおよ

び juxtacrine作用を持つと考えられた。 

 唾液腺腺房再生モデルにおいて，結紮解除で唾液腺の形態が回復することは示したが，

唾液腺機能の回復がみられるか明らかでなかった。そこで，唾液腺機能の一つとして腺

房細胞の水分泌に関わる aquaporin5 の発現を観察したところ，結紮による萎縮唾液腺

では aquaporin5 の発現の著しい低下を認めたが，腺房細胞の再生と共に発現が増加し

たことから，唾液腺の分泌機能も回復するものと考えられた。 

 以上，本研究の結果，顎下腺腺房細胞再生メカニズムおける，EGF familyの epiregulin

の機能は EGFRを介したもので，epiregulinが唾液腺再生に関与する直接的な作用分子

の一つであることを初めて明らかにした。 
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結 論 

マウス顎下腺主導管結紮解除による唾液腺再生モデルを用いて，腺房細胞の再生過程を

観察し以下の結論を得た。 

１. 唾液腺再生は顎下腺主導管の結紮解除直後から始まることを示した。 

２. 腺房細胞の再生は導管上皮由来の tubular structure が前駆細胞であることを明ら 

かにした。 

３. 腺房細胞の再生には EGFR とそのリガンドである増殖因子の関与が必要である事を  

示した。 

４. 腺房細胞再生の初期に有意に増加する増殖因子として epiregulinを検出した。 

５. 再生腺房細胞が機能的にも回復していることを，aquaporin5の発現により確認し 

た。 

 

本研究により著者は唾液腺再生過程で作用する増殖因子として epiregulin が重要で

あることを初めて明らかにし， 続いて起こる EGFR の活性化が腺房細胞の再生を誘導す

ることを示した。 

 

 

 

なお，本論文は原著論文 Nagai K et al.， Epiregulin is critical for the acinar 

cell regeneration of the submandibular gland in a mouse duct ligation model， J 

Oral Pathol Med.2014 May;43(5):378-387.を基幹論文とし，これに aquaporin5の成績

を新たな実験データとして加えることによって総括したものである。 
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緒 言 

外分泌腺の一つである唾液腺は，消化酵素の分泌，口腔内環境の維持など多様な機能

を担っている。自己免疫疾患や癌の放射線治療，また唾石や加齢などによる唾液腺の消

失や機能低下は唾液分泌量を減少させ，口腔の感染防御や生理機能の維持に重大な障害

を引き起こす。したがって唾液腺の再生は QOL向上のためにも重要である。これまでの、

唾液腺の再生研究でラットの唾液腺排泄主導管を実験的に結紮すると，唾液の排泄障害

により唾液腺実質の萎縮が引き起こされることが確認されている 1-6) 。さらに結紮を解

除することにより，唾液腺組織が正常唾液腺と同様の組織像を呈するまで回復すること

が報告されている 3-5，7) 。この唾液腺主導管結紮と解除のモデルは，唾液腺の組織再生

の過程を解明するために有用であると考えられるが，腺房細胞の再生メカニズムの詳細

は未だ明らかにされていない。近年，唾液腺主導管結紮後の萎縮唾液腺から分離された

前駆細胞は，膵臓細胞や肝細胞に分化する能力を有することが報告された 8) 。このこ

とから，主導管の結紮により唾液腺萎縮の過程で生じた前駆細胞は，導管結紮解除後に

おこる唾液腺の再生に中心的に関与することが示唆される。 

Epithelial growth factor (EGF) は，Cohen9) が 1962 年にはじめて唾液腺から発見

し， 53個のアミノ酸からなる１本鎖の分子で，唾液腺導管上皮の convoluted duct cell

から産生されることが免疫組織学的に確認されている 10) 。その後に発見された同様な 

働きをする分子と共に EGF ファミリーを形成している。EGF ファミリーは生体組織の器

官発生，形態形成組織再生と修復などには種々の増殖因子として働いていることが知ら

れている。EGF ファミリーには EGF のほか，transforming growth factor-α (TGF-α)， 

heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF)，amphiregulin，betacellulin， 

epiregulin，epigen および neuregulinなどの分子がある。これらの増殖因子は，チロ

シンキナーゼ型の EGF受容体にリガンドとして結合し細胞を活性化する。EGF ファミリ

ー分子は，はじめから分泌タンパクとして合成されるのではなく，膜に結合した前駆体

タンパクとして発現し，細胞膜表面でプロテアーゼによって切断され分泌型の増殖因子

となる特徴を有している。EGFはオスのマウス唾液腺で大量に産生されており，唾液腺

を摘出すると血清に含まれる EGF量は著しく低下する。このことから唾液腺は EGFの主

要な産生臓器であると考えられている 10) 。 

これらの増殖因子が結合する受容体は，膜貫通型受容体である epidermal growth 

factor receptor (EGFR/erbB1)，erbB2，erbB3，erbB4 の４種が存在しており，それぞ

れホモダイマーあるいはヘテロダイマーを形成している 11) 。生体内の様々な臓器にお

いて発現し，器官の発生，創傷治癒，上皮の再生に重要な役割を果たしている。EGFフ
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ァミリー分子がレセプターに結合すると，細胞内ドメインのチロシンリン酸化が開始さ

れ，シグナルカスケードのmitogen-activated protein kinase (MAPK)，c-Jun N-terminal 

kinase (JNK)，phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3K)，signal transducers and 

activators of transcription (STAT) pathwaysなどのシグナル経路が活性化する 12-16) 。

その結果，細胞増殖，走化性，形態形成，細胞分化および抗アポトーシスなどの細胞内

シグナル伝達物質を介して誘導することが知られている 11，17) 。さらに，多くの癌細胞

において，EGFR の過剰発現が認められ，EGFR の恒常的な自己リン酸化により癌細胞が

自律性の増殖を引き起こし，癌の増殖・進展に関わっているとの報告がされている 18) 。 

EGFRはさまざまな臓器および組織において発現がみられ，臓器や組織の発生，炎症，

再生や修復に関与している。唾液腺において EGFR の存在は発生初期から確認されてお

り，導管細胞および小葉間の間葉細胞に発現し，唾液腺の形態形成に関与するとの報告

があり 16，19) ，また，萎縮顎下腺の再生過程に EGFR の活性化がおこるとの報告 12) もあ

るが，EGFR に結合する各リガンド間での顎下腺萎縮および再生時の役割，またその作

用機序は不明な点が多い。著者は，実験的にマウス顎下腺排泄導管を結紮し顎下腺萎縮

を起こし、萎縮顎下腺に発現する遺伝子を網羅的に検討するため microarray 解析を行

った。萎縮顎下腺において上昇を示した遺伝子を 1894 個，減少を示した遺伝子を 977

個検出し，その結果，発現上昇をみとめた EGF 関連遺伝子の epiregulin を萎縮顎下腺

で起こる導管細胞の増殖を誘導する因子の一つと考えた。 

EGF ligand family の一つである epiregulin は NIH3T3/clone T7 の conditioned 

medium 中から同定された分子で，正常の線維芽細胞では発現がほとんどみられない。

精製されたマウス epiregulin は 46のアミノ酸残基を持ち，他の EGF ligand family 分

子とは 20-50%のアミノ酸配列の相同性がある。扁平上皮癌 A431 細胞株の EGFR への結

合能は，EGF や TGF-αと比べて弱い。しかし，細胞増殖活性は EGF や TGF-αよりも高

いことが報告されている 20) 。Epiregulin は成人生体内の各組織おいて正常ではほとん

どその発現はみられないが，胎盤と末梢血中の白血球では高発現が検出されている 21) 。

さらに epiregulin は Hela 細胞を始め大腸癌，腎臓癌，肺癌，扁平上皮癌など多くの腫

瘍細胞株において高発現が報告されている 22) 。EGF の産生臓器として知られる唾液腺

における epiregulin の検討はなく，わずかに唾液腺腫瘍の adenoid cystic carcinoma

において発現がみられたとする報告があるのみである 23) 。本研究では、マウス顎下腺

の主導管結紮と解除による唾液腺再生モデルを用い，再生過程での EGFR および EGF 

ligand familyの動態について観察し、その作用について検討を行った。 
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材料と方法 

C57BLマウス雌 (６週齢，日本クレア) を本学動物飼育室にて２週間予備飼育させた

後に実験に供した。本研究にはマウス 65 匹を使用し、その平均体重は 19.8±0.9 g で

あった。 なおすべての実験は日本大学動物実験規定にしたがい，日本大学歯学部動物

実験委員会の承認 (許可番号 AP09D038) を受けておこなった。 (AP09D038)  

 

マウス顎下腺の結紮および組織標本の作製 

実験は Pentobarbital sodium (ソムノペンチル, 共立製薬株式会社) 30 ml/kg をマ

ウス腹腔内に投与し，麻酔下に左顎下部に切開を加え，顎下腺主導管の基部にクリップ 

(Titanium Aneurysm Clip， 瑞穂医科工業株式会社) を装着した (第 1 図)。１週間後

に，マウスを再び麻酔し、クリップの解除を行った。マウスは 0，1，3，7および 14日

後にそれぞれ顎下腺を切除摘出 (n=8) し，以降の実験に供した。摘出した顎下腺は 10%

中性緩衝ホルマリン固定液で 1 晩浸漬固定後，通法に従いパラフィン包埋を行い，厚さ

４μmの薄切標本を作製した。標本は hematoxylin-eosin染色後の組織学的観察，およ

び EGFR発現の免疫組織化学に用いた。 

 

免疫染色 

 免疫染色は、薄切標本のパラフィンを除去後に 0.3%過酸化水素ーメタノール溶液で

内因性のペルオキシダーゼをブロックした。ついで抗原賦活化は，10 mMクエン酸緩衝

液 (pH6.0) に浸漬し 98℃で 20 分間加熱後，室温まで除冷した。各至適濃度に調整さ

れた 1 次抗体を 4℃で 1 晩反応をおこなった。その後，2 次抗体の反応および発色を，

Histofine simple stain kit (Nichirei Bioscience) および Histofine stain kit 

(Nichirei Bioscience) を用いて，それぞれ用法に従って行った。ついで，各組織標本

を hematoxylin液にて核染色を施した後、顕微鏡下に観察した。免疫染色のコントロー

ルには各染色において 1次抗体を除いたものを使用した。本研究で使用した 1次抗体お

よび免疫染色キットを表 1に示す。 

 

顎下腺導管上皮細胞の分離および培養 

 摘出した顎下腺は，直ちに外科用メスにて細切したのち，以下の酵素処理を行った。

はじめに，組織細片を Dullbeco’s Modified Eagle Medium Mixture F-12 (DMEM/F12，

Gibco) に，1 mg/ml の Collagenase A (Roche Diagnostic) と 0.6 mg/ml の hyaluro- 

nidase (AbD Serotec) を加えた溶液中で，37℃で 40 分間撹拌した。次いで，200×g

で３分間遠心し，上清を除き，1 mg/ml の dispase (Gibco) を加えた DMEM/F12 培養液
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中で再び 37℃で 40 分間撹拌した。遠心により細胞を回収し，William’s E medium  

(Gibco) で 3 回洗浄を行った。回収した細胞は，10%ウシ胎児血清 (FBS， Cansera 

International) および 1%ペニシリン・ストレプトマイシン液 (Gibco)，1 μM 

dexamethasone (Sigma Aldrich)，1 ng/ml insulin like growth factor (Sigma Aldrich) 

を加えて，直径 35 mm collagen-coated culture dish (Iwakiサイテック) へ播種して，

primary cultureを 5% CO2，37℃の条件下に培養を行った。培養液は 2 日ごとに交換し，

細胞が 70-90%の confluentになった時点で継代して継代 2〜４代目の細胞を培養唾液腺

細胞として以下の実験に供した。 

 

培養唾液腺細胞の免疫染色 

細胞を collagen-coated chamber slide (Iwaki サイテック) に播種し，1 晩固着さ

せたのち，4％パラホルムアルデヒド固定液で固定後，hematoxylin-eosin 染色を施し

形態の観察を行った。さらに細胞は，CK18 抗体 (LifeSpan BioSciences) および EGFR

抗体 (Abcam) で免疫染色を行った。それぞれ至適濃度の 1 次抗体 (1:200) を 4℃で 1

晩反応させ，phosphate buffered saline (PBS) で洗浄後，二次抗体としてビオチン標

識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (BD pharmingen) を室温で１時間反応させた。次いで，スト

レプトアビジン -FITC (DAKO) を室温で１時間反応させ， 4’,6-diamidaine-2’

-phenylindole dihydrochloride (DAPI， Roche) を用いて核染色を行い，蛍光顕微鏡 

(BX60，OLYMPAS) 下に観察し，撮影を行った。 

 

培養唾液腺細胞における EGFRおよび EGF family mRNAの検出 

細胞から，total RNA を RNeasy Mini Kit (Qiagen) を用いて抽出し，NanoDrop 

ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop Technologies) により吸光度 (A260 および

A280) を測定して，RNAの濃度および純度を確認した。次いで，採取した RNA 1 μgを

templateとし，cDNA の作製を Omniscript RT kit (Qiagen) を用いて行った。PCR は得

られたcDNAをtemplateにEGF，TGF-α，HB-EGF，amphiregulin，betacellulin，epiregulin，

epigen の primer (表 2) と EmeraldAmp PCR Master Mix (Takara) を用いて，Thermal 

cycler (GeneAmp PCR system 9700 Applied Biosystems) で行った。反応は 94℃で 30

秒間の denaturation，60℃で 30秒間の annealing，72℃で 30秒間の extension を 1サ

イクルとし， 35 サイクル繰り返した。PCR 合成産物は 2％アガロースゲル電気泳動に

より分離し，エチジウムブロマイドで染色後に紫外線下で観察を行った。 

 

培養唾液腺細胞の増殖効果 
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細胞 1x104個を collagen-coated 96 well plate (Iwaki サイテック) に播種し，24

時間血清非添加で培養し固着させた。次いで培養液に recombinabnt mouse epiregulin  

(R&D System) を 0-20 ng/mlの濃度で添加して 48 時間培養した。細胞増殖効果を Cell 

counting Kit-8 (同仁化学) を用いた WST-8 haydolysis assayによって行った。また，

増殖抑制実験として，上記細胞培養液に erb-B1 特異的 tyrosine kinase inhibitor で

ある Tyrostin AG 1478 (Merk) を 200 nMの濃度で加え同様に培養を行なった後に測定

した。 

 

PCNA陽性細胞 

培養唾液腺細胞を collagen-coated chamber slide (Iwaki サイテック) に播種し，1

晩固着させたのち，2%中性緩衝ホルマリン固定液で固定した。PBS で洗浄した後，200

倍希釈の PCNA抗体 (DAKO) を用いて 4℃で 1晩反応させ，免疫染色を行った。2次抗体

として HRP標識ヤギ抗マウス IgG抗体 (DAKO) を室温で１時間反応させ，3，3'-diamino- 

benzidine (DAB) により発色後，核染色を hematoxylin で行い観察した。陽性細胞を光

学顕微鏡下で観察し，6 視野に分け合計 0.96 mm2当たりの全細胞数および PCNA 陽性細

胞数を計測した。得られた結果より全細胞数における陽性細胞の割合を％で表した。 

 

Western blot  

培養唾液腺細胞を protease inhibitor (Sigma) を加えた RIPA buffer (Thermo 

Scientific Inc) 内で 1 ml のシリンジを用いてホモジェナイズし，14，000 rpm，4℃

で 30分間遠心した後，上清を回収した。溶液のタンパク濃度を Bio-Rad Protein Assay 

(Bio-Rad Laboratories) で測定した。次にサンプルを 14-6%の polyacrylamide gelで

SDS-PAGE を行った後，polyvinylidene difluoride membrane (Millipore Corp) に転

写した。メンブレンを 5%skim milk 溶液で 1時間ブロックキングした後，400 倍希釈の

抗EGFR抗体 (Abcam) または1000倍希釈の抗phosphorylated EGFR抗体 (Abcam) と4℃，

overnightで反応を行った。次にメンブレン TBS-Tween 20で充分に洗浄後，10000倍希

釈のペルオキシダーゼ標識抗ウサギ IgG 抗体 (GE Healthcare) を 2 次抗体として室温

で 1 時間反応させた。充分に洗浄後，免疫複合体を ECL detection system (GE 

Healthcare) を用いて X 線フィルム (Kodak) で検出した。 

 

Real-time PCR 

顎下腺細胞の培養液に epiregulin 10 ng/ml を添加して前述の方法で６時間培養後，

total RNA の回収および cDNA の作製を行った。EGFR および EGF ligand family の遺伝
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子の増幅に用いた primer は前述と同様なものを使用した(表 2)。遺伝子発現の定量を

SYBER Premix Ex Taq (Perfect Real Time，TAKARA) 用いて，Smart Cycler II System 

(TAKARA)で行った。反応はサンプルに SYBER ExTaq を加え 95℃ 10 秒間で直鎖化した

後，denaturation を 95度 15秒間，annealing／extension を 60℃ 30秒間の 2 step PCR

を 45サイクル行った。各遺伝子発現量は，内因性コントロールである peptidylprolyl 

isomerase A (PPIA) のデータで標準化した。なお，それぞれの培養条件で PPIA の遺伝

子発現量は常に一定であった。 

 

統計処理 

得られたデータを平均±標準偏差で表し，Mann-Whitney U test を用い有意性の検定

を行った。なお，有意水準は p < 0.05 とした。 

 

 

結果 

顎下腺重量の変化 

 顎下腺はクリップによる結紮後１週間で腺体が萎縮し，重量が 38%程度まで減少した

が，結紮解除後は徐々に増加して 14 日後には元の重量の約 77％まで回復した (第 2 図

A)。 

 

顎下腺の組織学的変化 

 唾液腺主導管の結紮 7 日後では、萎縮が起こり小葉内の腺房細胞はすべて消失した。

小葉間導管は残存していたが、小葉内導管は消失し腺房の前駆細胞と思われる立方型細

胞からなる tubular structureに置き換わっていた。小葉内には線維性結合組織が増生

し tubular structure の間を埋めていた。結紮解除 3 日後には、tubular structure 周

囲に未熟な腺房細胞が出現しはじめ，結紮解除 7日後には成熟した腺房細胞が出現した。

結紮解除 14日後では，tubular structureは消失し，成熟した腺房細胞が多くを占めた。

このとき腺房周囲の結合組織は減少していた(第 2図 B)。 

 免疫組織化学では、正常唾液腺の排泄導管および介在部導管は CK18 タンパク強陽性

を示すが、顆粒細胞は弱陽性を示した。結紮 7 日後および解除 3 日後では CK18 タンパ

クは弱陽性であったが，解除 14日後では正常唾液腺とほぼ同様な染色強度を示した(第

2C)。 

 

PCNA標識細胞の検出 



11 

 

 細胞分裂期の核を標識する PCNA 染色は，正常唾液腺では陽性細胞が極めて少数で，

導管上皮細胞にみられたのみであった。解除後の陽性細胞は主として tubular structure

を構成する立方型上皮細胞である。解除 14 日後では，正常唾液腺と同様，導管上皮細

胞に陽性細胞をみた(第 2図 D)。PCNA陽性細胞数は結紮解除 0日から増加し，解除３日

で最も高い値を示したが、解除７日後では有意に減少していた(第 3図)。 

 

EGFRのリン酸化 

 EGFR発現の動態を免疫組織化学で検索したところ，正常唾液腺では導管細胞に恒常的

に発現していた。導管結紮後では，EGFRは残存導管細胞のほか導管周囲の結合織内にも

EGFRを発現する細胞を認めた (第 4図 A)。 

EGFR のリン酸化を Western bolt で検討したところ、結紮解除後 0 日から 3 日後で認

められ、解除 1 日後に最も高いリン酸化を示した (第 4 図 B)。さらに EGFR のリン酸化

を免疫組織化学で観察したところ，同様に解除 0 から 3 日後では高い染色強度を示し、

解除 7日および 14日後においても EGFRのリン酸化陽性細胞を検出した。しかし，正常

唾液腺では EGFRのリン酸化は検出されなかった (第 4図 A)。 

 

EGFリガンドファミリーの遺伝子発現 

 6 種類の EGF リガンドの遺伝子発現を RT-PCR 法で観察し、HB-EGF が結紮解除 1 日で

コントロールに比べ高発現を示した。Epiregulinは解除後 3日まで高発現を示し、その

後減少した。一方、EGF は解除 0 日では発現が減少しており，解除 5 日後になりコント

ロールとほぼ同様な発現レベルとなった (第 5図 A)。 

  他の EGF ligand family 分子では、TGF-αが解除 1 日後にわずかに上昇したが、

betacellulin と amphiregulin の発現はコントロールと比べ変化がなかった (データ未

掲載) 。 

 

EGF，Epiregulinおよび HB-EGFのタンパク発現 

 遺伝子発現で変化の見られた 3 種類のリガンドについて Western blot でタンパク発

現の変化を観察した。EGF は導管結紮により発現が消失し，結紮解除後０および１日で

は発現せず，3日後でわずかに発現がみられ，7日あるいは 14日後には正常唾液腺と同

程度の発現が得られた。Eiregulin の発現は結紮により消失はみられず，逆に解除後１

日から３日後までは発現量が有意に増加し，その後は徐々に低下した。HB−EGFは本実験

期間を通して発現量の変化は見られなかった (第 5図 B)。 
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Epiregulinの増殖効果 

 結紮後萎縮した唾液腺から分離した上皮細胞の形態を hematoxylin-eosin染色で，ま

た唾液腺上皮細胞由来である事をCK18およびEGFRの免疫染色で確認した。 (第6図A)。

分離上皮細胞は epiregulin 添加により濃度依存的に増殖した (第 6 図 B)。この分離上

皮細胞の EGF family の遺伝子発現を検索したところ，epiregulin， HB-EGF，

betacellulin，TGF-α，amphiregulinの弱い発現を認めたが，EGFの発現はみられなか

った (第 7 図 A)。次に分離上皮細胞に epiregulin (10 ng/ml) を添加して EGF ligand 

familyの遺伝子発現を検索したところ，betacellulinを除く４つの EGFR ligand family

の有意な発現増加を認めた (第 7図 B)。 

 

再生過程における唾液腺小葉内間質の変化 

 Azan‐Mallory 染色により間質の変化を観察したところ，正常顎下腺では小葉間に薄

い被膜状の濃青色に染色された膠原線維を認めた。腺房細胞の細胞質内に貯留する粘液

は薄青色に染色された。導管は赤色に染色され，その導管上皮内の分泌顆粒は濃赤色に

染色されていることから導管内の分泌顆粒は好酸性であると考えられた。しかし，腺房

内の分泌顆粒は識別できなかった。好酸性の導管および腺房周囲に基底膜様の青色を示

す部を認めた。基底膜は膠原線維より薄い青色に染色されるが，その判別は本実験では

難しかった。 

 結紮解除 0 日後で，小葉間に膠原線維の顕著な増生を認め，導管上皮の周囲に青色に

染まる線維の出現が認められた。3 日後には未熟な腺房細胞の出現により小葉内の膠原

線維は減少しており，7 日後には，成熟した腺房細胞の出現と小葉間の膠原線維量は正

常組織とほぼ同様であった (第 8 図)。 

 

再生腺房細胞における aquaporin5の発現  

 正常顎下腺の aquaporin5 は免疫組織化学で，腺房の細胞質に弱陽性を示し，腺房細

胞頂端部の細胞膜に強い陽性反応を示した。また介在部導管管腔側の細胞膜に中等度の

陽性反応を示した。線条部導管および顆粒管にその存在は観察できなかった。 

 Aquaporin5 は結紮解除 0 日後で，腺房細胞の消失に伴い，aquaporin5 の陽性反応は

減弱し，tubular structure に陽性反応をわずかに認めた。3 日後で，aquaporin5 の陽

性反応は増加し，幼若な腺房細胞の増加に伴う aquaporin5の出現を確認した。7日後お

よび 14 日後では成熟した腺房に aquaporin5 の陽性反応を認めた (第 9 図)。つぎに

aquaporin5の遺伝子発現を real-time PCRで検索したところ、結紮により有意に減少を

示すが、解除後は徐々に発現が増加して解除 14 日では正常唾液腺とほぼ同程度の発現
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が見られた (第 10図)。 
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考 察 

唾液腺再生研究は未だ緒に就いたばかりで、再生に関わる直接的な機能的分子は未だ

明らかにされていない。近年、tissue engineeringで唾液腺の胚芽を移植する方法が試

みられているが 24) ，実用までに臓器と周囲環境の相互作用など不明な点が未だ多く残さ

れている。これまでの唾液腺再生研究の報告では，ラットの顎下腺導管結紮解除モデル

では唾液腺局所で EGFR の発現が亢進することが報告され 12) ，わずかに HB−EGF や FGF

の発現が検索されたのみである 12) 。著者らの研究室では、マウス顎下腺主導管をクリッ

プで結紮し、その後結紮解除することで、腺房細胞再生を観察できるモデルを開発し検

討をおこなってきた。マウス顎下腺の主導管の結紮により，これまでの報告と同様に顎

下腺の萎縮が起こりその重量が減少することを確認した 4– 7) 。また，結紮解除により顎

下腺の重量は処置前の約 80%まで回復することを明らかにした。この変化を組織学的に

観察すると、小葉内の腺房細胞はほぼ消失しており，小葉内導管は立方型細胞からなる

tubular structure に置き換わっていた。結紮解除により重量の回復した唾液腺では、

腺房細胞の再生が起こり正常唾液腺とほぼ同じ小葉構造に回復していた。分裂期の細胞

を幅広く検出する PCNA免疫染色で、tubular structureを構成する細胞が数多く標識さ

れることから，この細胞がその後再生する腺房細胞の前駆細胞であると考えた。事実、

PCNAで標識される分裂期の細胞数は結紮解除後 3日まで有意に増加し，その後大きく減

少していた。さらに、同時期に tubular structure で EGFR の発現が上昇することを確

認した。これらのことから、結紮解除 0日から 3日目までが腺房再生に重要な期間であ

り、この時期に発現・作用する因子が再生に関わる直接的な機能的分子と考えられた。 

著者らはすでに，この唾液腺腺房細胞再生モデルを用いて、再生過程で発現する遺伝

子変化を microarray 解析により網羅的に捉えており、萎縮顎下腺で上昇を示した遺伝

子 1894種を，減少を示した遺伝子 977種を検出した。その中で腺房再生期に EGFR発現

増加がおこることを確認し、本実験においても免疫組織化学で発現増加を検出した。

EGFR はリガンドが結合すると細胞内ドメインのリン酸化がおこりシグナル伝達が開始

される。そこで著者は，本実験で EGFR にリガンドが結合して活性化が起きていること

を確認するため、EGFRのリン酸化の状態を免疫組織化学および Western blotで確認し

たところ、結紮解除後 0日および 1日で高度なリン酸化が起こり、その後は急速に減少

することを見いだした。これらの結果、腺房細胞再生のシグナル伝達が結紮解除後の極

めて短期間にかつ限定的に起こることを明らかにした。次に EGFRのリガンドとなる EGF 

familyについて遺伝子レベルの発現を検討した。その結果、興味あることに EGFは結紮

解除後 0日および 1日では発現が見られず、発現の増加は結紮解除 3日以降であり、腺

房細胞の再生開始に直接関与する増殖因子とは考えにくい結果であった。一方、EGFR の
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リン酸化に対応して発現増加するリガンドは EGF family のうち epiregulin であるこ

とを見いだした。epiregulin の発現増加と EGF の発現動態は、Western blot でも確認

された。 

ついで，epiregulin の唾液腺上皮細胞への増殖効果を検討する為に、酵素処理によ

って、主導管を結紮して萎縮した顎下腺から上皮細胞を分離した。この細胞の EGFR 発

現を確認したのち epiregulin を作用させたところ、epiregulin の濃度依存的に増殖を

示した。この結果は，マウスモデル顎下腺における腺房細胞の再生が in vitro で再現

できたもの考えられた。さらに，epiregulin を作用させた顎下腺上皮細胞は、

betacellulin 以外の EGF family 遺伝子の発現を増加させたことから、epiregulin は

autocrineおよび juxtacrine 作用を持つと考えられた。 

 Epiregulin は近年の研究により，末梢血液中のマクロファージ，胎盤，肺，腎臓，

膵臓，大腸で発現していることが報告されている 22，25) 。これまでに epiregulinは平滑

筋細胞 26) ，卵母細胞の成熟 27) ，小腸への障害からの保護 28) に働くほか，線維芽細胞，

角膜細胞，角化細胞，腎臓の近位尿細管上皮を増殖させることが明らかにされている 29，

30) 。しかし，唾液腺では epregulin は adenoid cystic carcinomaの cell line である

SACC-83細胞の運動能および浸潤能を推進するとする報告 23) があるのみである。 

 前述の実験で唾液腺腺房再生モデルにおいて，結紮解除で唾液腺の形態が回復する事

は示したが，唾液腺機能の回復がみられるかは明らかでなかった。そこで，唾液腺機能

における指標の一つとして，腺房細胞で aquaporin5 の発現を観察した。aquaporin は

哺乳類の細胞にみられ主に水チャネルとして機能する 6 回膜通過型の膜タンパクで，

1992 年に Peter Agre らによって赤血球膜タンパクとして単離された 31) 。現在までに

aquaporin 0〜12 の 13 種類が知られ，発現にそれぞれ臓器特異性がある。唾液腺では

aquaporin5 が腺房細胞の頂部細胞膜にあり，唾液分泌に重要な役割を果たしていて，

シェーグレン症候群患者では発現低下と分布異常が知られている 32) 。 本実験で結紮

による萎縮唾液腺では，腺房細胞の消失により aquaporin5 の発現の著しい低下を免疫

組織化学で確認した。また，aquaporin5 遺伝子の発現は結紮により有意に低下し、解

除後は経過とともにその発現が回復した。免疫組織化学においても解除後 14 日では，

正常唾液腺とほぼ変わらない aquaporin5の分布を確認できた。Aquaporin5 の発現は唾

液分泌量と相関するという報告もあり 33) ，腺房細胞の再生により唾液腺の分泌機能も

回復したと考えられた。 

 以上，本研究の結果，マウス顎下腺主導管の結紮と解除による腺房細胞再生のメカニ

ズムにおいて，EGF family の epiregulinは再生に関与する直接的な作用分子の一つで

あることを初めて明らかにした。 
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結 論 

 マウス顎下腺主導管結紮解除による唾液腺再生モデルを用いて，腺房細胞の再生過程

を観察し以下の結果を得た。 

1. 唾液腺再生は顎下腺主導管の結紮解除直後から始まることを確認した。 

2. 腺房細胞の再生は導管上皮由来の tubular structure を形成する細胞が前駆細胞で

あることを明らかにした。 

3. 腺房細胞の再生には EGFR とそのリガンドである増殖因子の関与が必要である事を

示した。 

4. 腺房細胞再生の初期に有意に増加する増殖因子として epiregulinを検出した。 

5. 再生腺房細胞が機能的にも回復していることを，aquaporin5 の発現により確認し

た。 

本研究により著者は唾液腺再生過程で作用する増殖因子として epiregulin が重要で

あることを初めて明らかにし， 続いて起こる EGFR の活性化が腺房細胞の再生を誘導す

ることを示した。 
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                第1表　免疫組織化学およびWestern blotに使用した抗体一覧

免疫組織化学
anti-CK18 x200 Lifespan Biosciences
anti proliferating cell nuclear antigen (PCNA) x50 DAKO
anti-EGFR x200 Abcam
anti-phospho-EGFR x200 Epitomics
anti-aquaporin5 x1000 Abcam

Western blot
anti-EGFR x400 Abcam
anti-phospho-EGFR x1000 Epitomics
anti-epiregulin x2000 Santa Cruz Biotechnology
anti-HB-EGF x2000 Santa Cruz Biotechnology
anti-β-actin x2000 Medical and Biological Laboratories

2次抗体および発色kit
rabbit anti-goat Simple stain MAX PO ®　　　　　　　　　　　　　　　Nichirei Bioscience
horseradish peroxidase-labeled goat anti-mouse Histofine stain kit  Nichirei Bioscience
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第 2 表 検索に使用した primer sequence および product size 

 

Gene      5primer sequence               3primer sequence                  Size (bp)  Accesion number 

EGF         5'-CATCATGGTGGTGGCTGTCTG-3'     5'-CACTTCCGCTTGGCTCATCA-3'     137    NM_010113 

TGF-       5'-TCGCAGCAGCCAGTACCATC-3'      5'-CCAACCGGACTTGTCTCAACCTA-3'      133        NM_031199 

HB-EGF        5'-AAGTGAAGTTGGGCGTGGCTA-3'       5'-CGTGTAACGAACCACTGTCTCAGAA-3'    92        NM_010415 

Amphiregulin  5'-TCCATGCACTGCCAAGTTTCA-3'     5'-TCTCCACACCGTTCACCAAAGTAA-3'  117  NM_009704 

Betacelullin    5'-TCCAAGATTTCCAACTGAACCACA-3'  5'-TGCTGACATCAGTTCTAACCAGGAC-3'  105  NM_007568 

Epiregulin      5'-CAGAGCCTTACACATGTCCAGCA-3'  5'-AAACATGTTCACCCGACACCAG-3'  116 NM_007950 

Epigen         5'-GGTTATACGGGACAACGATGTGAG-3'  5'-CCAGAGCAGATGATGTAGGGTGA-3'  182  NM_053087 

PPIA           5'-ATCTTGTCCATGGCAAATGCTG-3'   5'-AAACGCTCCATGGCTTCCAC-3'  146  NM_008907 
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第１図 マウス顎下腺主導管のクリップを用いた結紮 
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第２図 顎下腺主導管の結紮による萎縮と解除による再生所見 

 A:顎下腺重量の変化，B:萎縮と再生唾液腺の組織学的変化（H&E stain） 

 C:CK18 免疫染色所見，D:PCNA 免疫染色所見 
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第３図 顎下腺の結紮と解除による PCNA 免疫染色陽性細胞数の経時的変化  
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第４図 導管の結紮と解除による顎下腺における EGFR 発現 

    A:EGFR および EGFR リン酸化の経時的変化についての免疫組織化学 

 的観察, B: EGFR リン酸化の Western blot による経時的解析 
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第５図 導管の結紮と解除による顎下腺における EGF family の発現 

 A: EGF family の遺伝子発現の real time PCR による経時的解析 

 B: EGF および epiregulin タンパク発現の Western blot による経時的解析 

 

* : p<0.05
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第６図 萎縮唾液腺から分離培養をおこなった唾液腺上皮細胞の解析 

 A: H&E 染色による形態像，CK18 および EGFR 発現の免疫組織化学 

 B: 分離培養細胞の epiregulin 添加による細胞増殖能の検討
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第７図 分離培養上皮細胞における EGF family 遺伝子の発現の検討 

 A: epiregulin 非添加細胞，B:epiregulin 添加後の培養６時間後 

 

 

* : p<0.05  
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第８図 導管の結紮と解除をおこなった顎下腺における小葉内結合組織の経時 

 的変化，Azan‐Mallory染色 
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第９図 導管の結紮と解除をおこなった顎下腺における aquaporin5 の免疫組織 

 化学による経時的解析 
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第１０図 導管の結紮と解除をおこなった顎下腺における aquaporin5 遺伝子の 

  発現の経時的変化, real time PCR 

 

 


