
Title ヒト唾液腺細胞のin vitroにおける増殖及び分化に関
する研究

Author(s) 大倉, 正也

Citation 大阪大学, 1991, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.11501/3086267

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKAThe University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



ヒト唾液腺細胞の i n v i t r 0 における

増殖及び分化に関する研究

対反大学歯学部口腔外科学第一講座

大倉正也



mv 原著

論文表題

ヒト唾液腺細胞の in vitro における増殖及び分化

に関する研究

所属

大阪大学歯学部口腔外科学第一講座(主任:松矢

篤三教授)

著者名

大倉 正也

大阪大学歯学部口腔外科学第一講座

〒 565 大阪府吹田市山田丘 1 番 8 号

o 6 -8 7 6 -5 7 1 1 内線 2 2 5 7 

, ・守、

二三二二二二二二二 亡で一一1



,..!", 

緒 三三r
Eゴ

唾液線は発生学的には，原始口腔を形成する上

皮組織の一部が間葉成分の中に突出状に増生し次

第 iこ枝分れし，終末部でそれぞれの機能を持つ細

胞に分化することによって形成される.すなわち，

口腔に開口部を持つ導管は枝分れし，小葉間導管

(以下主導管と略す)から小葉を形成する終末部

に移行する.唾液腺終末部は線条部導管，介在部

導管と分泌能を有する腺房細胞とで構成され，介

在部導管と腺房細胞の基底側 iこは筋上皮細胞が存

在する.この唾液腺の起源をなす細胞は原始口腔

上皮由来の細胞で小型の特徴のない未分化な上皮

細胞である.この未分化な上皮細胞からやがて分

化した各種細胞へと形態変化しながら機能を獲得

していくのであるが，それらの分化過程について

の詳細は不明である.他の組織同様唾液腺の細胞

分化や増殖は発育後も絶え間なく営まれており，

これらの分化のある段階で腫痕化することによっ

て種々の唾液腺腫痕が発生すると推察される.以
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上のことから唾液腺細胞の分化過程を解明するこ

とは発生学的に大きな意義を持つとともに唾液腺

腫痕の発生母地を理解するためにも重要である.

細胞の増殖や分化機構を観察する 1 つの手段と

して，細胞培養法が広く用いられている. S h i r aｭ

suna ら 1) によって樹立されたヒト顎下腺由来の造

腫痕性株 HSG は介在部導管上皮細胞の性状を有す

る細胞であり 細胞分化の研究に広く用いられて

いる :1 - り.この腫痕細胞で見られた現象が正常細

胞の動態を表しているとは限らず，唾液腺の分化

過程を解明するためには正常の唾液腺細胞の培養

が不可欠である. しかし腫痕細胞と異なり正常の

唾液腺細胞を長期間培養することは非常に困難と

され，現在まで極めて短期間の培養報告があるの

みである 11 -川.

本研究はヒト顎下腺細胞を in vitro で培養する

ための培地条件を確立することと，その細胞培養

系を用いて細胞増殖と分化過程の解析を行なうこ

とを目的として行った.
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実験材料及び実験方法

1 .実験材料

実験材料として，外科的手術前に放射線や化学

療法を受けていない頭頭部癌患者から頭部郭清術

時に切除されたヒト顎下腺組織を用いた.摘出し

た組織から，正常顎下腺組織を周囲の結合組織を

可及的 iこ除去した状態で無菌的に採得し，培養及

び組織学的研究に用いた.患者は年齢 4 6 歳から 76

歳の成人で男性 3 名，女性 5 名であった.

2 .唾液腺細胞の分離及び培養法

採得した顎下腺実質組織を合成ペニシリンとカ

ナマイシンをそれぞれ 100μg/ m 1 添加した PBS( 一)

で洗浄した後細切し， 60mm 径プラスチックシャ

ーレ (Corning ， NY. , U. S. A.) 上に 1 0 分間静置した

後，種々の培養液を加えて 37 oC , 5 %炭酸ガス

培養器中で培養した.

3 .培養液

培地条件を検討するため血清添加あるいは無血

清の種々の培養液を用いた.血清として F B S ( J. R. 
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Scientific INC. , CA. , U. S. A.) を使用し，培地

として DMEM (ニッスイ製.薬，東京) , RPMI 1640 

(ニッスイ製薬) , MCDB 153 (極東製薬，東京)

を使用した.無血清培地として MCDB 153 と DMEM を

9 : 1 に配合し， 25 mM HEPES (和光純薬，大阪)

1. 2 g/l NaHCOs (和光純薬)を加え， p H 7. 4 に調

整したものを基礎培地とし， この基礎培地に 1

μg/ml INS (Sigma Chemical Co. , St. Louis , 

MO. , U. S. A.) , 10-11 M DEX (Sigma) , 10 ng/ml 

human EGF( アース製薬，兵庫)を添加した培地

(以下無血清 9 : 1 培地と略す)あるいは MCDB 153 

と DMEM を 1 : 1 に配合し，上記のホルモン， EGF を添

加した培地(無血清 1 : 1 培地)を研究に用いた.

4 .細胞増殖

1 )増殖細胞数の算定

細胞増殖能の算定のために， 5 x 10. 個の細胞

を 11. 3 m m 径の 48 穴 multi-well plate (Coster , 

Cambridge , Mass. , U. S. A.) に分注し，培養した.

生細胞数の算定は最終濃度 0.08 % トリプシン

(阪大微生物病研究会製，大阪)と1. 4l % EDTA( 和

- 5 
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光純薬，大阪)を含む P B S (ー)で細胞を分散し，ニ

グロシン排除テストを行なった後， Burker-Turk 

型血球計算板を用いて生細胞数を算定した.

2)DNA 合成能

DNA 合成能は， [メチル- 1 H] チミジンの TCA 不溶

画分への取り込みを指標として測定した.すなわ

ち 5 x 10 4 個の細胞を 11. 3 m m 径ウエルに分注し，

4 日間培養を行なった後， O. 5μCi/well の[メ

チルー 1 H ]チミジン (ICN Biomedicals. specific 

activity 2.0 Ci/mmol) を添加し， 3 時間のパル

スラベルを行なった.ラベル終了後， 4 oc の PBS

(ー)にて 3 回， 5 % TCA (和光純薬)にて 3 回，

各々洗浄した. さらにエタノールとエーテルを

3 : 1 に配合した溶液で 1 回洗浄して， T CA を除去後，

200μl の 0.1 N NaOH に溶解し，液体シンチレーシ

ョンカウンター (LKB-1215 RACK-BETA. Wallac. 

Finland) にて放射活性を測定した.

5 .培養細胞の形態観察

培養細胞の観察には日本光学社製位相差顕微鏡

ダイアフォト M D を用い，写真撮影を行なった.

- 6 -
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6 .免疫組織化学及び免疫細胞化学的検索

顎下腺組織及び顎下腺培養細胞におけるケラチ

ン (Ker) ， IV 型コラーゲン (IV -Col) ，アミラーゼ

(Amy) , ピメンチン (Vim) ， single iso-formα-

smooth muscle actin(SMA) , human epithelial 

membrane antigen(EMA) , EGF , EGF 受容体 (E G Fｭ

R) の局在を Hsu ら I 0 )の ABC 法( V e c t 0 r L a b 0 r a t 0-

ries. INC.. CA.. U.S.A.) を用いて検索した.こ

れらの抗原の局在を検索するため，抗 Ker 家兎血

清(分子量 56.64 KD の Ker に対する抗血清， D a ko 

Corporation. CA.. U. S. A . ) ， 抗 IV-Col 家兎血清

(アドパンス社製，東京) ，抗 Amy 家兎血清 (Nordic

1 m m u n 0 1 0 g i c a 1 L a b 0 r a t 0 r i e s , T i 1 b e r g • T h e N e-

therlands) ，抗 V i m モノクローナル抗体( Dakoｭ

patts. Glostrup. Denmark) ，抗 SMA モノクロー

ナル抗体 (Sigma) , 抗 EMA モノクローナル抗体

(Dakopatts) ，抗 EGF モノクローナル抗体( 0 n c 0-

gene Science. INC.. NY.. U. S. A.) ， 抗 EGF-R モ

ノクローナル抗体 (Oncogene Science. INC.) 

また増殖期の細胞に特異的に反応するモノクロー

一一』 I
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ナル抗体 Ki - 67 (Dakopatts) を 一 次抗体として用

いた(表 1 )8. 11-211'. 

免疫組織化学的検索のために，未固定凍結顎下

腺組織から 4 μm の組織切片を作成し ， ゼラチン

スライドガラス 上 に貼布し，室温で 2 I時間風乾し

た後， - 20 oc のアセトンにて組織を固定した.

免疫細胞化学的検 索 のために，カバーガラス上で

増殖させた培養細胞を P B S (一)で洗浄後， 2 %パ

ラホルムアルデヒド溶液 (pH 7.3) にて 30 分間固定

した

まず上記の組織切片ならびに培養細胞の内因性

のペルオキシダーゼ活性の阻止のため， 0.3 %過

酸化水素水添加メタノール溶液にて 30 分間処理後，

P B S (ー)で洗浄した.まず非特異的反応を防止する

ため 一 次抗体が家兎血清の場合は1. 5 %正常ヤギ

血清，あるいはマウスモノクローナル抗体の場合

は1. 5 %正常馬血清と 20 分間反応させた.その後，

希釈した各々の 一 次抗体(表 2 )と 30 分間反応さ

せた.次に PBS( 一)で洗浄を行ない， 二 次抗体とし

てそれぞれ 100 倍に希釈したピオチン化抗家兎 I gG 

- 8 -
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あるいはピオチン化抗マウス IgG と 30 分間反応さ

せた. PBS(-) で洗浄した後，アピジン・ピオチン

ペルオキシダーゼ複合体と 30 分間反応させた.

さらに PBS( ー)で洗浄後， 0.05 % DAB( 同仁化学研

究所，熊本)と O . 01 %過酸化水素水を含む O. 1 M 

T r i s 緩衝液 (pH 7.2) で 3 分間発色させた.一次抗

体として K i -6 7 抗体使用の場合，発色基質溶液と

してアルカリホスファターゼ基質溶液( Vector) 

を使用した.全ての反応は室温で行なった.抗体

の希釈には 0 . 1 % BSA(Sigma) 添加 PBS( ー)を用い

た.対比染色には 1 %メチルグリーンを使用した.

またそれぞれの対照試験として，正常家兎血清あ

るいは PBS( ー)を一次抗体をとして使用した.

観察には日本光学社製生物顕微鏡オプチフォト

X F を用い，写真撮影を行なった.

7 .電子顕微鏡による観察

60mm 径プラスチックシャーレ上に増殖した細胞

を， ラパーポリスマンを用いて細胞を採取し遠沈

した.遠沈した細胞を 0 . 005 M塩化カルシウム(和

光純薬)を加えた O. 1 M リン酸緩衝液 (pH 7.3) で

- 9 -



最終濃度 2. 5 %に調整したグルタールアルデヒド

(石津製薬，大阪)溶液を用いて 2 時間固定した.

固定液を除去した後， 2 %四酸化オスミウム

(Merck. Darmstadt. Germany) でさらに 1 時間固

定を行った.冷エタノール系で脱水を行い，エポ

キシ樹脂 (Schell Chemica l, U. S. A.) に包埋した.

ウルトラトーム( L K B 製)を用いて 500-- 700 A の

超薄切片を作製し， 4 %酢酸ウラニール(半井化

学，京都〉と水酸化鉛を用いて二重染色し，透過

型電子顕微鏡 JEM2000EX( 日本電子，東京)により

観察し，写真撮影を行った.

8. EGF-R の検索

Heldin ら 2 1 )らの方法に準じて EGF-R の検索を行

なった.すなわち， 5 X 10 4 個の細胞を 11. 3 mm 

径ウエルに分注し， 4 日間培養した後，培地を

EGF無添加の無血清 9 : 1 培地に交換した. 48 時間培

養後，氷冷下にて 0.25 %BSA添加 P B S (ー)で 2 回洗

浄した .0.25 % BSA添加無血清 9 : 1 基礎培地に異

なる濃度の[ 1 2 5 1 ] E G F ( 1 C N R a d i 0 c h e m i c a 1 s • s p eｭ

c i f i c a c t i v i t y 115μCi/μg) と 1μg/ml の EGF の

- 10 -
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存在下(非特異的結合) ，または非存在下(全結

合)で 4 oc でインキュベートした.その後，氷冷

下にて 0.25% BSA 添加 PBS( 一)で 3 回洗浄し，上清

を除き，細胞を 400μl の 0.1 N NaOH に溶解し，ガ

ンマカウンター (LKB-Wallac 1282 CompuGamma , 

Wallac , Finland) で放射活性を測定した. [1 2 6 リ

EGF との結合の経時的変化を検討したところ 4 時

間で最も特異的結合(全結合 一 非特異的結合)が

最大となったため，実験の培養時間は 4 時間とし

た.測定結果を Scatchard 28 ) 解析した.

9. EGF-R 合成能の検索

EGF-R 合成能をみるために， Stoscheck ら 2 9 )の

方法に準じた免疫沈降法を用いた. 60 m m 径プラ

スチックシャーレ上に 2.5 X 10 6 個の培養細胞を

入れ 4 日間培養後 ， 50μCi/ml の[ 8 6 S] メチオニ

ン( ICN Radiochemicals , specific activity 

1138 Ci/mmole) で 1 8 時間ラベルし， 1m 1 の R 1 P A 

(1 % T r i t 0 n X -1 0 0 , O. 5 % s 0 d i u m d e 0 X Y c h 0-

late , 0.1% SDS , 150 mM NaCl , 0.02% sodium 

azide を含む 50 mM Tris 緩衝液， pH 7.0) を加え，

- 11 -
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ホモジナイズした. 次いでホモジネートを 1. 500 

x g で 1 5 分間遠心し， さらにその上清を 12.000 x 

g で 1 0 分間遠心し，その上清を細胞膜分画として

分離した.本試料と 1μg の抗 EGF-R マウスモノク

ローナル抗体を 4 oc で 20 時間反応させた後， R 1 PA 

で膨潤させたプロテイン A Sepharose(Sigma) を 20

μl 加えさらに 3 0 分間反応させた.その後， R I P A 

で 4 回洗浄し，さらに p H 8. 4 に調整した RIPA で 1

回洗浄した.プロテイン A Sepharose に結合した

蛋白質を Laemmli 80 ) の方法に従い sample buffer 

で溶出した後， SDS-PAGE に展開し， コダック x

Omat XAR-5 フィルム上にてフルオログラフィを

行なった.

結果

1 .顎下腺組織における特異抗原の局在

顎下腺各種構成細胞の指標となる抗原(表 1 ) 

を検索するため，それぞれの抗原の局在を ABC 法

にて免疫組織学的に検討し，その結果を表 2 にま

- 12 -



とめた.

中間繊維の 1 つである Ker は主導管，腺条部，

介在部の各種導管細胞と筋上皮細胞に局在してい

た(図 1 -a). Vim の局在は筋上皮細胞と間質細胞，

また主導管基底細胞にも認められた(図 1 -b) .細

線維の SMA は平滑筋細胞や筋線維芽細胞に存在す

る 6 つの actin iso-form の 1 つで 1 Ii) 筋上皮細胞

に加えて主導管基底細胞にも本抗原が局在するこ

とが確認された(図 1 -c ) .上皮細胞のマーカー

である EMA は顎下腺組織においては，各種導管の

管腔側と粘液細胞の腺腔側に局在を認めた(図 1

-d) . IV -Col は基底膜に局在していたく図 1 -e). 

Amy 陽性細胞は媛液細胞のみに認められた(図 1 -

f ) . 抗 EGF抗体によって各種導管細胞，特に主導

管細胞が強く染色され，腺房細胞にも弱い染色性

を認めた(図 1 -g). EGF-R については導管細胞の

特に主導管の基底側細胞と介在部導管細胞が強い

陽性反応を示したが，筋上皮細胞は陰性であった

〈図 1 -h). G 。期以外の G1 後期及び S ， G 2, M 期の

cell cycle ，すなわち増殖細胞に特異性のあるモ

- 13 -



ノクローナル抗体 Ki-67 14 ・ 2 6 )で染色すると，主

導管が強く染色された(図 1 -i ) . 

2 . ヒト顎下腺細胞の分離及び培養

顎下腺初代培養細胞の増殖形態を位相差顕微鏡

にて観察した. 10 % FBS 添加 DMEM で顎下腺組織

を初代培養すると，組織片より初めは類円形の上

皮様細胞が増殖してきたが，その細胞は次第 iこ紡

錘形に形態変化した(図 2 -a) .継代を重ねると全

ての細胞は紡錘形へと形態変化し，類円形の上皮

様形態を維持しなかった(図 2 -b). RPMI 1640 や

MCDB 153 に FBS を添加した培地を用いた場合でも

FBS 添加 DMEM と同様の形態変化を示した.またこ

れらの血清添加培地では一部に線維芽細胞の増殖

も見られた.

MCDB 153 と DMEM を 9 : 1 に配合した基礎培地に 1 NS 

1μg/ml ， DEX 10-6 M と EGF 10 ng/ml;を添加した

無血清 9 : 1 培地で顎下腺組織を培養すると均一な

立方形細胞のみの増殖がみられた(図 2 -c) .こ

の均 一 な立方形細胞は confluent になるまで形態

を維持しており，敷石状の単層を形成した(図 2

- 14 -
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-d ) • この無血清 9 : 1 培地では線維芽細胞の増殖

は認められなかった.また血清添加培地で増殖し

てきた線維芽細胞の培地を無血清 9 : 1 培地に交換

すると細胞はシャーレより浮遊し，この培地では

線維芽細胞を培養できないことがわかった.無血

清 9 : 1 培地での均 一 な立方形細胞の増殖は再現性

があり，培養を行なった 8 個体全ての顎下腺で同

様の所見がみられた(図 2 -e , f). なおこの増殖

してきた立方形細胞は形態を維持した状態で 3 -., 

8 代の継代が可能であった.

3 .顎下腺由来立方形細胞の増殖に対するホルモ

ン，成長因子の影響

無血清 9 : 1 基礎培地 iこ添加したホルモン及び成

長因子の 3 つの成分の細胞増殖に対する影響を検

索するため，それぞれの成分を単独あるいは種々

の濃度にして組合せた培地で 6 日間培養した後，

生細胞数を算定した.無血清 9 : 1 基礎培地に 1 N S 

1μg/ml ， DEX 10-11 M と EGF 10 ng/ml をそれぞれ

単独添加したところ， EGF に強い増殖促進効果が

認められ，また 1 NS , DEX の順に増殖促進の傾向が
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認められた. 3 つの成分の内 2 つを組合せて添加

したところ， 1 N S と EGF の組合せで相加作用が認め

られ，さらに 3 つの成分の添加によって顎下腺由

来立方形細胞の増殖が最もよく促進されることが

わかった(図 3 -A) .また各成分の至適濃度を検

索するため，各成分の内一つの成分を種々の濃度

にして組合せて添加したところ， 1 N S の至適濃度

は 1μg/ml であり， DEX の至適濃度は 10- 11 M であ

った(図 3 -B , C). EGF は顎下腺由来立方形細胞の

増殖に最も影響があり，その増殖は EGF 濃度依存

性で， 10 ng/ml で最も高い増殖能を示した(図 3

-D ) . 

4 .顎下腺由来立方形細胞の特異抗原の発現と超

微形態

立方形細胞における特異抗原の発現を ABC 法で

検討した.立方形細胞は細胞質に Ker の抗原性を

保持しており(図 4 -a) , Vim の線維を保有してい

た(図 4 -b). SMA抗原も細胞質に認めた(図 4 -c). 

さらに抗 IV-Col 抗体によって立方形細胞は染色さ

れ，本細胞が IV-Col 産生能を持つことが示唆され
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た(図 4 -d) . 一 方 EMA や Amy抗原については陰性

を示した(図 4 -e , f) 

無血清 9 : 1 培地で増殖させた立方形細胞が均ー

な細胞分布を示すことが上記の染色結果から示唆

されたが，さらに電子顕微鏡観察によっても個々

の細胞が同一の超微構造をもつことが確認された.

すなわち立方形細胞の超微構造は細胞内小器官の

発達が乏しく，少量の tonofilament を持つ未分化

な導管系細胞の形態を示した(図 5 ) .なおこれ

らの細胞は筋上皮細胞に特有な微細線維を保持し

ていなかった.以上の超微形態や抗原発現所見か

ら立方形細胞は主導管基底細胞と一致した抗原を

発現する未分化な細胞であると考えられた.

5 .未分化立方形細胞から扇平上皮機導管細胞へ

の分化

未分化立方形細胞が無血清 9 : 1 培地で con f 1 uent 

になるまで均 一 な細胞分布を示すことを先に述べ

た〈図 2 -d) .この状態でさらに培養を続けると，

やがて多層構造をとる大きな扇平な細胞が散在性

に出現した(図 6 -a'"'" c). この細胞は Ker と EMA 抗

1 7 
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原を強く発現していた(図 6 -b. c). 超微構造は細

胞質に多量の t 0 n 0 f i 1 a m e n t をもっ扇平上皮様形態

を示した. シャーレ面に対して垂直方向の切片を

作製しその形態を観察すると，細胞は重層扇平上

皮と問機の構造をとっていることがわかった.す

なわち上層に移行するに従い，細胞はより扇平な

形態をとり，核のぬけ出した細胞も散見された

(図 6 -d) .これらの扇平上皮様細胞を継代培養

によって維持することはできず，未分化立方形細

胞が扇平上皮綴導管細胞に最終分化したことが示

唆された.

6 .未分化立方形細胞の増殖に与える培地の C a ++ 

濃度の影響

培地の Ca++ 濃度がヒト角化上皮細胞( k e r a t i n 0-

cyte) などの上皮細胞の増殖や分化に影響を与え

ることがよく知られているい- I .. )そこでまず低

Ca培地の無血清 9 : 1 培地( C a + +濃度 0.227 mM) に

塩化カルシウムを添加して，立方形細胞の増殖に

対する Ca++ 濃度の影響について検討した.その結

果，未分化立方形細胞は Ca++ 濃度依存性に細胞増
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殖傾向を示し，生理的濃度である 1.015 mM で最も

高い増殖を示した(図 7 ) .また同じ Ca++ 濃度で

ある無血清 1 : 1 培地( C a + +濃度 1.015 mM) で培養

するとより高い増殖を示した.この無血清 1 : 1 培

地での培養と Ca++濃度を上昇させた無血清 9 : 1 培

地での培養と細胞の形態変化に同一所見が得られ

たので高 Ca培地として無血清 1 : 1 培地を使用した.

7. Ca++ 濃度上昇に伴う立方形細胞の分化

無血清 9 : 1 培地を無血清 1 : 1 培地に換えると散在

性に増殖していた立方形細胞は全て特異な増殖形

態をとった.すなわち 培地交換後 1 時間頃より

細胞はまず互いに接触し，その後極性を持って一

列に増殖し その後樹枝状あるいは乳頭状構造を

とった(図 8 -a) . 

この一列に増殖する細胞を電子顕微鏡で観察し

たところ，細胞は介在部導管上皮細胞に類似した

超微構造を示した.すなわち，一列に増殖する細

胞は比較的発達した細胞内小器官や m i c r 0 V i 1 1 i を

有し，細胞間には desmosome や細胞間飯合がみら

れた(図 8 -b) .マーカー抗原の発現では， この細
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胞は Ker の強い抗原性と(図 9 -a) , Vim の線維を

持ち(図 9 -b) ，細胞膜に近接した部位に SMA 抗原

を有していた(図 9 -c). IV -Col も細胞質に認め

られた(図 9 -d) .未分化立方形細胞が保有して

いた上記の各種抗原に加えて，新たに EMA抗原の

発現が認められた(図 9 -e) .なお Amy 抗原は認め

られなかった(図 9 -f) .培地の Ca++ 濃度の上昇

に伴って ー 列に増殖した立方形細胞は，介在部導

管上皮細胞と類似した超微形態を有し，基底側細

胞の抗原 (SMA ， IV-Col 陽性)を保有していると同

時に，管腔側細胞の特性 (EMA 陽性)も獲得してい

ることがわかった.この様な細胞は介在部導管前

駆細胞に相当する細胞と考えられた.また，この

介在部導管前駆細胞は培地を低 Ca培地の無血清

9 : 1 培地に交換すると，細胞は散在性 lこ増殖し未

分化立方形細胞の形態をとった.

これらの介在部導管前駆細胞は最初樹校状ある

いは乳頭状に増殖するが(図 8 -a) ，培養皿上で

細胞が密になった部位では，細胞が重層し c e 1 1 

c 1 u s t e r を形成するようになった(図 10-a). この
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時期の細胞を電子顕微鏡で観察すると，細胞は拡

大した粗面小胞体や分泌頼粒等の著明に発達した

細胞内小器官をもっ腺房細胞様形態を示した(図

10-b). さらに 1 ヵ月以上培養を続けるとこの

c e 1 1 c 1 u s t e r は大きな半球状のドームを形成した

(図 10-c). このドームを垂直方向の切片でみると，

数層の細胞からなり， ドームの内側に位置する細

胞が Amy陽性を示した(図 10-d). 以上のように未

分化立方形細胞は培地の Ca++ 濃度を上昇させるこ

とによってー列に配列する介在部導管前駆細胞に

分化し，さらに腺房細胞に分化することがわかっ

た.そこでこの一連の形態変化の再現性の有無を

検討するために，未分化立方形細胞をあらかじめ

カバーガラスを入れた培養皿上にいれ，培地を無

血清 1 : 1 培地に交換した.その結果，すべてのカ

パーガラス上でー列に増殖する細胞集団の形成が

みられた.次に，カバーガラス上に形成されたー

列に増殖する細胞集団を別の培養皿に移し，さら

に培養を続けた.その結果，分離された細胞は上

記と同様の形態変化を示した.この介在部導管前
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駆細胞は継代培養が可能であったが， J腺房細胞へ

分化した細胞は継代培養不可能であった.以上の

所見は介在部導管前駆細胞が腺房細胞に最終分化

した事を示唆している.

継代培養を続けている介在部導管前駆細胞は継

代 5 ， 6 代目より徐々に紡錘形に形態変化した

〈図 11-a). この紡銭形細胞の出現の割合は継代

を重ねるにつれて有意となり，さらに一部の細胞

は大きさを増して(図 11-b) ， Ker と V i m と SMA に染

色される線維を細胞質に豊富に持つようになった

(図 11-c ， d , e). すなわち介在部導管前駆細胞が

筋上皮細胞に分化したことが示唆された.

8 .主導管基底細胞の EGF分泌の検索

顎下腺組織における免疫組織学的所見で主導管

基底細胞に EGF の局在を認めた(図 1 -g) .そこで

無血清 9 : 1 培地で分離培養できた未分化立方形細

胞の EGF 分泌について検討した.

無血清 9 : 1 培地 (10 ng/ml EGF を含んでいる)

に O. 1μg/ml 抗 EGF 抗体を添加後 4 日目の生細胞数

を算定したところ，抗 EGF抗体は未分化立方形細
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胞の増殖を抑制する傾向を示し(図 12-A-b) ，その

増殖は EGF 無添加時の増殖(図 12-A-c) と同程度で

あった.このことより外因性の EGF 10 ng/ml によ

る細胞増殖能を O. 1μg/ml 抗 EGF 抗体で中和できる

ことが示唆された.次に EGF無添加培地に同量の

抗 EGF抗体を加えると未分化立方形細胞はほとん

ど増殖が認められなかった(図 12-A-d) .さらに

抗 EGF 抗体による細胞の DNA合成能の抑制効果は濃

度依存性であったこと(図 1 2 -B) から，未分化立方

形細胞の増殖における内因性 EGF の関与が示唆さ

れた.

9 .顎下腺由来立方形細胞の EGF-R の検索

顎下腺由来立方形細胞の増殖促進に強く影響し

た因子は EGF であった(図 3 -A. D) .そこでこの

立方形細胞の EGF-R について[ 125 1] EGF を用いた

EGF binding assay を行なった.その結果を s c a tｭ

chard plot 解析すると立方形細胞は高親和性と低

親和性の 2 種の受容体を持っていることがわかっ

た(図 1 3) .解離定数 Kd は高親和性 5.6 X 10-1 0  

M. 低親和性 2.9 x 10 - v M で受容体数は細胞当りそ
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れぞれ 2. 3 x 10& 個と 8. 4 x 10& 個であった.この

細胞の受容体数は EGF-R高発現株である扇平上皮

癌細胞 A 431 8 &) よりは少ないが， ヒト正常角化細

胞 8 11 )やヒト乳腺上皮細胞 8 T )よりは多かった.

1 0 .顎下腺由来培養細胞の分化と EGF-R 合成能

EGF-R の合成能について免疫沈降法を用いて検

討した(図 1 4 ) .未分化立方形細胞は EGF-R高発現

株の A 431 細胞と同様分子量 170 k D の EGF-R の合成

を認めた.さらに 10 ng/ml の EGF添加によって両

細胞とも合成蛋白の down regulation を示したこ

とより，この EGF-R は EGF と結合し細胞内部に取込

まれ反応、を示している事が示唆された.紡錘形に

分化した筋上皮様細胞は未分化立方形細胞と比較

して EGF-R の合成が著明に低下し， EGF 無添加時

にわずかに合成を認める程度であった.この結果

は顎下腺組織において EGF-R は主導管の基底側細

胞に強い陽性所見を示したが，筋上皮細胞には認

められなかった事実(図 1 -h )と一致するもので

あった.

- 24 一



， . ，、

考察

唾 j夜腺は胎生期に口腔上皮が下層の間質に出芽

することによって作られる.この出芽は胎生 6 週

ごろから始るが，その形態は ThomaS')1 や Evesole

S 11 )によって報告されている.それによると，原

始口腔を形成する上皮組織の一部より未分化な立

方形の上皮細胞が 2 列になって下層の間質に陥入

し，先端が樹枝状に枝分れし，分化して終末部を

形成する.発育後も唾液腺細胞の増殖や分化が営

まれていることは放射線照射などによって障害さ

れた成人の唾液腺が修復される事実からも明らか

である.すなわち唾液腺の多分化能を有する細胞

(stem cell) が増殖し，各種唾液腺構成細胞に

分化することによって唾液腺が再生されると推察

される.唾 j夜腺腫痕の発生母地を考えると，腫療

は比較的分化した各種細胞で構成されていること

から，多分化能を有する stem cell が臆蕩発生に

深く関与していると思われる. Shirasuna ら 1 )は

放射線照射を受けたヒト顎下腺より腫場原性を有
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する介在部導管上皮細胞株 (HSG) を in vitro に分

離することに成功した.この HSG細胞は多分化能

を有する細胞で，培養条件の変化や分化誘導剤に

よ っ て筋 上 皮様細胞や腺房様細胞など種々の細胞

に分化することが示されている 2 - .. ) しかし，唾

液腺の分化過程を解析するためには，当然のこと

ながら正常唾液腺細胞を用いる必要がある.

唾液腺の培養は古くから行なわれてきた.最初

唾液腺原基全体の培養が試みられたがけ ~48\ 腺

自体の成長に限界があり，この方法での唾液腺の

機能や分化の研究は不可能であった.そこで，あ

る程度分化した唾液腺組織片の培養が試みられた

い- .. 1 ) しかし，組織である以上，そこに含まれ

る細胞は均 一 でなく， in vitro で唾液腺の維持で

きる期間も極めて短かった. Y a n g 11 】や米田ら 11 )は

コラーゲンゲル内の包埋培養を用いて，マウス唾

液腺上皮細胞の培養を試み，ゲル内で管腔形成を

する上皮細胞を分離できることを報告した. しか

しながら，上皮細胞を in vitro で維持できる期間

は 2 -- 3 週間程度であり，培養細胞の機能や分化
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を解析することはできなかった.そこで，本研究

ではまずヒト顎下腺細胞を長期間 in vitro で維持

できる培養条件の確立を目的として実験を行なっ

た.血清添加培地を用いてヒト顎下腺組織を培養

したところ，細胞は紡錘形に形態変化した(図 2

- a , b) .また，線維芽細胞の増殖能が高く，この

紡錘形細胞では線維芽細胞と形態的に見分けるこ

とが困難であった.近年，無血清培地を用いたヒ

ト正常角化細胞( keratinocyte) やヒト乳腺上皮

細胞の培養が行われている. keratinocyte の無血

清培養は Boyce と H a m a 1 )によって試みられ，さら

に W i 1 1 e ら a 2 )は MCDB 153 を基礎培地とした k e r aｭ

tinocyte growth medium (KGM) を開発した. P eｭ

terson ら I <4 )はヒト乳腺上皮細胞の培養に DMEM と

F 1 2 を 1 : 1 に配合した無血清培地を用いた.どちら

もこれらの基礎培地に EGF.INS ハイドロコーチゾ

ン等を添加した増殖培地が用いられている.また，

正常上皮細胞の培養において培地の Cド+濃度が重

要な要素となり， keratinocyte の場合，至適 C a ++ 

濃度は O. 1 m M であり，細胞は Ca++ 濃度の上昇に伴
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い分化し増殖能が低下するい~い\乳腺細胞も問

機の報告がある.. 11) さらに線維芽細胞は Ca ++ 濃

度 O . 5 m M 以下では増殖し得ないことも知られてい

る 11 .. ) これ ら の報告 事実 をもとに MCDB 153 と

DMEM を組合せた基礎培地を用いて，顎下腺細胞の

培養を試みた.その結果，低 Ca培地の無血清 9 : 1 

培地を用いることにより顎下腺組織から均 一 な立

方形細胞が分離培養できることがわかった.

唾液腺は各種細胞により構成されているにもか

かわらず，この培地で組織片から増殖する細胞は

主導管基底細胞と 一 致した抗原を発現する立方形

細胞のみの 一 種類であった.この理由の 1 つに，

無血清 9 : 1 培地が選択培地であったことが挙げら

れる.すなわち，この培地に適する細胞のみが選

択的に組織片から増殖したと考えられる.このこ

とは立方形細胞が EGF-R を強く発現し(図 1 3 ) ，こ

の細胞の増殖が EGF濃度依存性であり(図 3 -D) , 

分化した細胞では EGF-R の発現低下に伴って増殖

も低下した(図 1 4 )結果からも支持される.また

増殖期細胞に特異性のある抗体 K i -6 7 を用いて組
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織を染色したところ， 主 導管細胞のみに反応を示

したことより(図 1 -i ) ，この細胞が in vitro で

も高い増殖能を保持していたと考えられる.

この均 一 な立方形細胞が唾液腺のどの細胞の性

状を有するかを検討するため唾液腺の各種構成細

胞の抗原の特異性を検討した(表 2 ).この結果，

唾液腺構成細胞はこれらの特異抗体を用いること

により個々の細胞に同定できることがわかった.

しかし，実験に用いた抗体は腺条部導管上皮細胞

と主導管細胞の管腔側細胞に対して同 ー の染色結

果を示した.この 二 者はその超微構造で鑑別する

ことができるが，抗原面からも 二 者を区別するた

めの検討も必要と恩われる.

無血清 9 : 1 培地で分離培養できた均 一 な立方形

細胞は細胞質に Ker と V i m と SMA 及び IV-Col を持ち

(図 4 -a--d) ，基底側に位置する細胞の抗原性を

示した.また，立方形細胞は高親和性と低親和性

の 2 種の EGF-R を持っていた(図 1 3) .乳腺や唾液

腺の筋上皮細胞は上皮細胞の特性( K e r 陽性)と

平滑筋細胞の特性( S M A 陽性〉の両者を持つ特異
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な細胞であると報告されている 111- 111) 最近唾液

腺の主導管基底細胞にも両者の抗原を有する細胞

があると報告されている I i )本研究においても

筋上皮細胞と主導管基底細胞に両者の抗原の局在

を認めた(図 1 -a.c). 未分化立方形細胞に発現

を認めた抗原は唾液腺組織において筋上皮細胞と

主導管基底細胞にその局在がみられたが〈図 4 , 

表 2 ) , EGF-R は筋上皮細胞に認められず，主導

管基底細胞に強く発現していた(図 1 -h ) .以上

の所見から，分離された立方形細胞は主導管基底

細胞に相当する細胞であると考えられた.また立

方形細胞は少量の tonofilament と発達に乏しい細

胞内小器官を保有する未分化な形態を示し(図 5 ), 

筋上皮細胞に特有の微細線維を持っていなかった.

Dardick 4i ) は正常耳下腺の主導管基底側に細胞内

小器官の発達に乏しい未分化細胞を電子顕微鏡に

よって認めたと報告している.また腫痕において

も Chaudhry ら 11 0 ・ 15 1) は腺様嚢胞癌や粘表皮腫に

おける未分化細胞の存在を報告している.これら

の細胞の超微形態は本研究で得た未分化立方形細
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胞とよく類似している.以上の様に無血清 9 : 1 培

地で顎下腺組織から増殖した細胞は主導管基底細

胞に相当する未分化細胞であることが示唆された.

i n v i t r 0 における細胞分化機構の研究は広く行

われている.上皮細胞の中でもよく報告されてい

るのが keratinocyte の分化であるい- 3 4 ).  k e r aｭ

tinocyte の場合，培地の Ca++ 濃度を生理的な濃度

に上昇させることにより高分子のケラチンの割合

が増え，角化したエンベロプが産生される.顎下

線細胞の場合，未分化立方形細胞から重層扇平上

皮様細胞への分化細胞が密に増殖した点で認めら

れた(図 6 -a--d). また，培地の Ca++ 濃度を上昇

させることにより未分化立方形細胞は特異な増殖

形態をとった.すなわち，散在性に増殖している

細胞は数時間で互に接触し，極性をもってー列に

増殖する形態をとった〈図 8 -a) . Cal++ 濃度上昇

に伴うこの変化は短時間でみられ再現性が高いこ

とから，未分化立方形細胞は同一方向の分化能を

持った均一な細胞集団であることが示唆された.

この変化した細胞は介在部導管細胞に類似した超
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微形態をもち，基底側 (SMA ， IV-Col 陽性)と管腔

側 (EMA 陽性)と両方のマ ー カ - 抗原を保有してい

た(図 9-d ， e). 基底，管腔側両者の抗原を有する

この細胞は介在部導管前駆細胞に相当すると考え

られる.この細胞をさらに培養すると，細胞は腺

房細胞に分化し，細胞が密に接する部位から細胞

は多層となり，やがて細胞聞に外分泌が起こるこ

とによりドームを形成した(図 10-c). この所見

は Hazen-Martin ら 11 2 )のよって報告されたヒト皮

膚汗腺から得た細胞で認められたドームと閉じ所

見で， in vitro における分泌細胞の機能発現を示

唆している.

また介在部導管前駆細胞から筋上皮細胞に最終

分化する所見も得られた(図 11 ) .紡錘形に分化

した筋上皮様細胞は介在部導管前駆細胞と比べて

明らかに増殖能の低下と EGF-R 合成能の低下を示

した(図 1 4 ) .この所見は組織において介在部導

管細胞に強い EGF-R の発現を認め，筋上皮細胞に

は EGF-R の発現が認められなかったことと一致す

る〈図 1 -h ) . 

- 32 -



，、，、

唾液腺の発生については現在まで数々の仮説が

提唱されている. 1 9 7 1 年 Evesole sDl は 2 つの仮説

を提唱した . 1 つは p 1 e u r i p 0 t e n t i a 1 u n i c e 1 1 uｭ

lar theory であり，主導管前駆細胞が|唾液腺の全

ての構成細胞である主導管細胞，腺条部導管細胞，

介在部導管細胞，腺房細胞，筋上皮細胞それぞれ

に分化するという説である. もう 1 つは s e m i -

pleuripotential bicellular theory で，これは

粘表皮腫や唾液腺由来扇平上皮癌が小葉外に発生

し，腺様嚢胞癌，腺房細胞腫，オンコサイトーマ

そして Wartin腫痕が小葉内に発生することより，

主導管前駆細胞が扇平上皮導管細胞に最終分化す

る以外に，介在部導管前駆細胞になり，その後こ

の介在部導管前駆細胞が腺条部導管細胞，腺房細

胞，筋上皮細胞に分化するという説である.この

第 2 の仮説は 1 977 年， Regezi と Batsakis 5Sl によ

っても支持されたが，この仮説を示唆する事実は

未だ報告されていない.本研究で得られた立方形

細胞は主導管基底細胞の性状を有する未分化な細

胞で，仮説上の pleuripotential stem cell'こ相
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当する細胞であると思われる.この細胞は扇平上

皮様導管細胞に最終分化するのに加えて，培地の

Ca+ + 濃度を上昇させることによって介在部導管前

駆細胞になり，この介在部導管前駆細胞が腺房細

胞や筋上皮細胞へ最終分化するという 2 つの分化

過程をとることが示された.すなわち"本研究所

見は s e m i p 1 e u r i p 0 t e n t i a 1 b i c e 1 1 u 1 a r t h e 0 r y を

in vitro で支持する結果となった.

上皮系細胞の増殖や分化に周囲の間葉系細胞と

の相互作用が重要な役割を持つことがよく知られ

ているけ. 4 I )例えば Evesole 'll ) は介在部導管

前駆細胞から腺房細胞や筋上皮細胞に分化する過

程に間葉系細胞の関与の必要性を述べている.ま

た Shirasuna ら& 4 )はヒト線維芽細胞培養上清中に

唾液腺癌細胞の分化を誘導する液性因子が存在す

ることを報告した. 一 方，上皮細胞単層培養系に

おいて線維芽細胞の混在は著しく上皮細胞の増殖

を抑制することが知られている.事実，上皮細胞

を in vitro で維持するためには線維芽細胞の過増

殖を抑制することが重要な要素となる.そこで培
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地条件を工夫することによって均 一 な上皮細胞を

i n v i t r 0 に分離し，それらの細胞についての機能

や分化誘導の研究が行われている.最近， P e t e r-

son ら I 4 )は無血清培地で分離した乳腺上皮細胞の

筋上皮細胞への分化がホルモンや成長因子によっ

て影響されると報告した. i n v i v 0 における上皮

細胞の分化に間葉系細胞が関与しているとすれば，

間葉系細胞によって産生される細胞外基質成分や

液性因子がその一役を担っていると考えられるが，

それらの調節機構についての詳細は今後の研究が

必要である.本研究において唾液腺細胞の分化は

線維芽細胞の関与やホルモン，成長因子を変化さ

せることなしに観察された.主導管基底細胞から

扇平上皮様細胞への分化は低 Ca培地において細胞

が互いに密に接触する部位に見られた.また C a ++ 

濃度上昇に伴って介在部導管前駆細胞への分化が

起こり，それに引き続き，腺房細胞や筋上皮細胞

への分化も見られた. Hennings ら S りは Ca++ 濃度

の変化に伴う keratinocyte の DNA 合成能， RNA 合成

能，蛋白合成能および細胞の形態変化について継

- J5 -



時的に観察した結果， Ca ++ 濃度を O. 1 m M から 1 . 2 

mM にかえてから 2 時間で細胞と細胞の接触や細胞

聞に desmosome が認められるようになり， 5--10

時間後に DNA合成の低下が認められ， R N A と蛋白合

成は 1 2 時間後より始ると報告した. C a + + 濃度の変

化がいかなる機序で細胞分化を誘導するかについ

ては不明ではあるが， keratinocyte の場合も唾液

腺細胞の培養においても細胞と細胞との接触が分

化誘導の開始因子として重要な役割を担っている

と考えられる.

低 Ca培地の無血清 9 : 1 培地を用い，細胞が約 80

%の confluent の状態で継代すれば，主導管基底

細胞を未分化な状態で 3 -- 8 代の継代培養が可能

であった.この条件下で細胞は未分化な状態で維

持できるので，本培養系は各種ホルモン，成長因

子やその他の細胞分化に対する影響など唾液腺細

胞の分化の調節機構を今後解析するために有用な

系になると思われる.
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結論

本研究はヒト顎下腺細胞を i n v i t r 0 で培養する

ための培地条件を確立すること，そしてその細胞

培養系を用いて，細胞増殖と分化過程の解析を行

なうことを目的として行った.その結果，以下の

所見を得た.

1. MCDB 153 と DMEM を 9 : 1 に配合した基礎培地に

INS , DEX , EGF を加えた無血清 9 : 1 培地でヒト唾液

腺組織から均一な上皮細胞を分離しえること，ま

たその機能を維持させながら培養できることが分

かった.

2 .無血清 9 : 1 培地で得られた細胞は細胞内小器

官の発達に乏しい未分化な形態を示し， K e r , V i m, 

SMA と N -Co 1 を持つ主導管基底細胞と 一 致した抗

原を発現する細胞であった.

3 .未分化立方形細胞は EGF-R を強く発現してお

り，その増殖は EGF に依存していた.

4 .この主導管基底細胞は扇平上皮様導管細胞に

最終分化するのと，また培地の Ca++ 濃度を上昇さ
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せると介在部導管前駆細胞になり，この介在部導

管前駆細胞が腺房細胞や筋上皮細胞へ最終分化す

るという 2 つの分化過程をとることが分か っ た.

稿を終えるにあたり，本研究の機会を与えて頂

き，御指導と御校関を賜わった口腔外科学第 一 講

座松矢篤 三 教授，本研究の実施に際し，終始変わ

らぬ御指導をいただいた口腔外科学第 一 講座白砂

兼光助教授に心から謝意を表します.また，研究

の円滑な進展のために特別の御配慮をいただいた

口腔外科学第 一 講座の教室員の方々に深謝致しま

す.
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Growth and Differentiation of lIuman Sa1i vary G1and Epi the1ial 

Cel1s in vitro 
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University Facu1ty of Dentistry 1-8 , Yarnadaoka , Suita , Osaka 565 , 

Ja p a n 

Key words: hurnan sa1ivary g1and ce11 , Ce11 differentiation , 

Imrnunochemical examination 

Parenchyma1 tissues of hurnan submandlbu1ar g1ands were 

cultured ln a medlurn conslstlng of 1:9 rnixture of Du1becco's 

mod1fied Eag1e's medlum (D 問 E阿) and 阿 CDB 15~l (fina1 ca1cium conｭ

centration , 0.227 rnM) supp1emented wlth 10 ng/rn1 EGF , 10-6 M 

dexarnethasone and 1 ug/rn1 insu11n. The cultivation of the tisｭ

sues in this rnedium resu1ted in propagation of hornogeneous popu-

1ation of cuboida1 ce11s with imrnunohistochemica1 rnakers of basal 

ce11s of 1nter10bu1ar duct and myoepithe1ial ce11s , which inc1udｭ

ed vimentin , 56- and 64-KD keratin ， α-smooth musc1e actin (SMA) 

and type IV c011agen. The propagated ce11s represented u1trasｭ

tructually only one type of cells having an undifferentiated 

morph010gy which was different from that of myoepithe1ial ce11s. 

The cuboida1 ce11s expressed EGF receptor and showed stringent 

requirernent for EGF. Their homogeneous cell population was 

maintained at 1east until 90 % confluency , while several multiｭ

layered foci were deve10ped on. confluent rnon01ayer. The mu1tiｭ

layered ce11s were strongly positive for !56- and 64-kD keratin 

and human eplthelia1 rnembrane antigen (E 問 A) ， which was a possib1e 

marker of 1urnlna1 ce11s. Electron mlcrophotographs of vertical 

sectlons ' 叩through the focl showed stratifled ce11 1ayers with a 

gradua1 transltion from basa1 ce11s to squamous epithe1ial ce11s. 

When the cuboida1 ce11s were 'cu1tured in a medium consistlng of 

1:1 mixture of D 阿 EM and 阿 CDB 153 containing wlth same supp1ernents 



(fina1 ca1cium concentration , 1.015 m 問)， the a11 ce11s showed a 

characteristic feature of pro1iferating pattern; the ce11s 1ined 

up in a sing1e row. Immunocytochem1ca11y , the ce11s that formed 

a 11ne , reta1ned the or1g1na1 ant1gens such as cytokerat1n , 

v1mentin S 阿 A and type IV co11agen , and new1y expressed EMA. 

These ce11s had f1ne structure sim11ar to 1nterca1ated duct 

ce11s. The morpho1ogy and express10n of both basa1 and 1um1na1 

markers may suggest that a1tered cells by change of medium is 

interca1ated duct progenitor. The sing1e rows mu1tip11ed with 

pap111ary ep1the11a1 pro11ferat1on , 1ay 1n c10se proxlmlty to 

each other , and eventua11y aggregated. The aggregated ce11s had 

an u1trastucture simi1ar to acinar ce11s of sa1ivary glands. 

Further cu1tivatlon of the aggregates resu1ted 1n mu1t1p1e formaｭ

t10n of dome consisting of mu1tl1ayered ce11s w1th amy1ase poslｭ

tive ce11s. At the same time a few of e10ngated ce11s were 

deve1oped. These e10ngated ce11s increased in number with inｭ

creas1ng ce11 passages and became to contain numerous fi1aments 

which were stained with ant1sera to keratin , v1mentin and S 閃 A ，

suggesting differentiatlon to myoepithe1ia1 ce11s. These obserｭ

vatlons strong1y suggest that the cuboida1 ce11s propagated from 

human submandibu1ar glands are basa1 ce11s of inter1obu1ar duct 

whlch are a possib1e stem ce11 wlth capabl1ity to differentlate 

epidermoid ce11s and interca1ated duct progen1tor , wh1ch 1s ab1e 

to dlsp1ay potent1a1 for ac1nar and myoep1the11a1 dlfferentiaｭ

tlon. 
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脚注

大阪大学歯学部口腔外科学第一講座〈主任:松

矢 篤三教授〉

本論文の要旨は，第 3 5 回口腔外科学会総会(平
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成 2 年 1 0 月，岡山) ，第 4 5 回日本口腔科学会総会

(平成 3 年 5 月，京都)において一部発表した.

本論文で用いた略号を以下に示した. P B S (ー) , 

C a 2 +と M g 2 +を含まないリン酸緩衝液; F B S ，牛胎

児血清; DMEM , Du 1 becco変法 E a g 1 e 最小必須培

地; HEPES , N 2-hydroxy-ethylpiperazine-N'-

2-ethanesulfolic acid ; INS , insulirn ; DEX , 

dexamethasone ; EGF , epidermal growth factor 

EDTA ，エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム

T CA , トリクロロ酢酸; ABC 法， a v i d i n -b i 0 t i n-

peroxidase complex method ; Ker , keratin 

IV -Co l, type IV collagen ; Amy , amylase; Vim, 

vimentin ; SMA , single iso-form α-smooth 

muscle actin ; EMA , epithelial membrane anti-

gen; EGF-R , EGF receptor; DAB , 3 , 3' -di-

aminobenzindine tetrahydeochloride BSA ，牛

血清アルブミン; S D S , s 0 d i u m d 0 d e c y 1 s u 1 f a te 
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図の説明

図 1 :ヒト顎下腺組織における免疫組織化学的所

見

顎下腺は抗 Ker(a) ， 抗 Vim(b) ， 抗 SMA(c) ，抗

EMA(d) ，抗!V - Col(e) ，抗 Amy(f) ，抗 EGF(g) ，抗

EGF - R(h) , Ki - 67(i) の各抗体によって染色された

(x 200) 

各抗原の局在分布を表 2 にまとめた.

図 2 :顎下腺組織より得られた培養細胞の位相差

像

10 % FBS 添加 DMEM で培養した 5 3 歳男性の顎下

腺組織から増殖した類円形の初代培養上皮細胞は

次第に紡錘形に形態変化し (a. xl00) ，継代 3 代

目では全ての細胞が紡錘形形態を示した ( b. x 

200) .同 一 組織を無血清 9 : 1 培地で初代培養する

と，均 一 な立方形細胞の増殖が認められ( c , x 

200) , confluent の状態まで均 一 な立方形細胞が

維持されている (d. x 200). 46 歳女性の顎下腺組
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織より得られた継代 5 代目の培養細胞( e. x 2 00) 

や 7 9 歳男性より得られた継代 3 代目の顎下腺細胞

も同 一 所見を示した (f. x 200). 

図 3 :立方形細胞の増殖に対するホルモン，成長

因子の影響

無血清 9 : 1 培地に浮遊させた 5 x 10" 個の細胞

を 11. 3 m m 径ウエルに分注し， 2 4 時間後培地を無

血清 9 : 1 基礎培地に INS. DEX. EGF を単独あるいは

組合せた培地に交換し， 6 日間培養した後，生細

胞数を算定した.

値は各群 3 ウエルによる実験の平均値士標準偏

差である.

キ:非添加群との間に有意差を認めた( p く o . 0 1 ) . 

キキ:非添加群との間に有意差を認めた (p く O. 0 0 1). 

A :基礎培地に 1μg/ m 1 I N S • 1 0 --11 M D E X . 10 

ng/ml EGF を単独あるいは組合せて 6 日間培養し

た後の生細胞数.単独添加では EGF添加により強

い増殖促進効果が認められ，また INS.DEX の"闘に

増殖促進の傾向が認められる. 2 成分の組合せ添
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加では 1 N S と EGF の相加作用が認められる.また 3

つの成分の添加によって顎下腺由来立方形細胞の

増殖が最もよく増殖促進されることがわかる.

B : 10-8 M DEX. 10 ng/ml EGF を含む基礎培地

に種々の濃度の 1 N S を添加した培地で培養した後

の生細胞数. 1 μg/ml INS で最も細胞が増殖し

ている.

C : 1μg/ml INS. 10 ng/ml EGF を含む基礎培

地に種々の濃度の DEX を添加した培地で培養した

後の生細胞数. 10-8 M DEX で最も細胞が増殖して

いる

D : 1μg/ml INS. 10-8 M DEX を含む基礎培地

に種々の濃度の EGF を添加した培地で培養した後

の生細胞数. EGF は顎下腺由来立方形細胞の増殖

に対して強く影響を与え，その増殖は濃度依存性

に促進され，細胞は 10 ng/ml EGF で最も高い増殖

を示した.

実験には継代 3 代目の培養細胞を用いたが，他

の組織より得た顎下腺細胞や異なった継代数の培

養細胞でも同様の所見が得られた.
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図 4 :顎下腺由来立方形細胞の免疫細胞化学染色

的所見

立方形細胞は Ker(a) ， Vim(b) , SMA(c) 陽性で抗

IV-Col 抗体で細胞質が染色された(d ) .一方， EMA 

( e )や Amy(f) は陰性所見を示した (a--f ， x 200). 

実験には継代 2 -- 4 代目の培養細胞を用いた.

図 5 :顎下腺由来立方形細胞の超微形態

立方形細胞は中央に核を有し，細胞質に小量の

tonofilament(矢印)と発達に乏しい細胞内小器官

を持つ未分化な形態を示す.細胞聞に desmosome

を認めない (x 4800). 継代 3 代目の細胞を実験

に用いた.

図 6 :無血清 9 : 1 培地で多層になった培養細胞の

形態所見

位相差顕微鏡で立方形細胞単層上で多層になっ

た大きな扇平細胞の存在を示している( a) .扇

平細胞は抗 Ker 抗体( b) と抗 EMA 抗体(c )によって強
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く染色された (a--c ， x 200). 多層になった細

胞をシャーレ面に対して垂直方向に切片を作成す

ると，細胞は扇平形態を示し，細胞質には多数の

tonofilament (矢印)が見られ，細胞の扇平化や

tonof i 1 amen t の量は上層へ移行するにつれて著明

となっている (d ， x 4500) .実験には継代 3 --5 

代目の培養細胞を用いた.

図 7 : 顎下腺未分化立方形細胞の増殖に対する

Ca++ 濃度の影響

5 x 10 4 個の継代 3 代目の細胞を種々の濃度の

CaC1 2 を添加した無血清 9 : 1 培地で 6 日間培養した

後の生細胞数を算定した.立方形細胞は Ca++ 濃度

の上昇に伴い増殖傾向を示し，1. 015 mM で最も高

い増殖能を示した.同じ Ca++濃度である無血清

1 : 1 培地で培養するとさらに増殖能が高いことが

わかる

値は各群 3 ウエルによる実験の平均値±標準偏

差を示す.

キ :Ca++ 濃度 0.227 mM での培地との聞に有意差を
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認めた( p く O . 0 5 ) . 

宇キ:無血清 1 : 1 培地と無血清 9 : 1 培地との聞に有

意差を認めた( p く O . 0 1 ) . 

図 8 :無血清 1 : 1 培地での顎下腺培養細胞の形態

変化

培地交換後、 1 週間目の培養細胞の位相差像は

細胞が ー 列に並び，樹枝状あるいは乳頭状構造を

とりながら増殖していることを示している (a ， x 

200 ) 

同細胞の超微構造は比較的発達した細胞内小器

官や m i c r 0 V i 1 1 i (矢印)と細胞聞の desmosome( 企 〉

を示している (b ， x 4800). 細胞は継代 3 代目の

培養細胞を用いた.

図 9 :無血清 1 : 1 培地で ー 列に増殖した細胞の免

疫細胞化学的所見

一 列に増殖した細胞は K e r ( a ), V i m ( b ), S M A ( c) , 

!V -Col(d) 陽性で EMA(e) をも細胞質に発現してい

る. 一 方， Amy(f) は陰性所見を示した (a--f , x 
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200) .細胞は継代 3 ......, 5 代目の培養細胞を用い

Tこ.

図 10: 無血清 1 : 1 培地で長期培養を続けた細胞

の形態所見

培養細胞の位相差像は密に増殖した部位で細胞

が重層していることを示している (a ， x 100) 

超微構造はよく発達した細胞内小器官と分泌頼粒

〈大)を持つ腺房細胞構造を示している( b , X 

4800) .さらに 1 ヵ月以上の培養によって形成さ

れたドームのマクロ像 (C ， X 6). ドームの垂直

断面切片の抗 Amy抗体による免疫染色によって内

層の細胞が染色されている (d ， x 80) .実験に

は継代 3 ......, 5 代目の培養細胞を用いた.

図 11: 無血清 1 : 1 培地で継代培養した結果，出

現した筋上皮様細胞

継代 6 代目の培養細胞の位相差像は立方形細胞

と紡錘形細胞とが混在し( a) ，同細胞の継代 7 代

目の位相差像は紡錘形細胞が有意となり，紡錘形
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細胞は大きくなり細胞質に線維を認める( b ) . 紡

錘形細胞の細胞質には Ker 線維 (C) ， Virn 線維( d) , 

SMA線維( e) を認める (a-- e , X 200) 

図 12: 未分化立方形細胞の増殖に対する抗 EGF

抗体の影響

A : 5 X 10. 個の継代 4 代目の細胞を分注し 2

日間培養後，培地を EGF無添加の無血清 9 : 1 培地

に交換し 24 時間培養した.この時点での細胞数は

8.8 X 10. 個であった.この培地を無血清 9 : 1 培地

( a) ，無血清 9 : 1 培地に O. 1μg/rnl の抗 EGF モノ

クローナル抗体を添加した培地 (b) ， EGF 無添加の

無血清 9 : 1 培地 (C) ， EGF無添加の無血清 9 : 1 培地に

抗 EGF モノクローナル抗体を O. 1μg/rnl 添、加した

培地 (d) で 4 日間培養した後の生細胞数を算定し

た.抗 EGF モノクローナル抗体( b) は細胞の増殖を

抑制する傾向を示し，その増殖は EGF 無添加時( C) 

の増殖と同程度であることより， 外因性の 1 0 

ng/rnl EGF による細胞増殖作用が O. 1μg/rnl の抗

EGF モノクローナル抗体によって中和されること
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が示唆された. EGF無添加培地に同量の抗 EGF モノ

クローナル抗体を添加すると細胞はほとんど増殖

しなかった(d ) . 

B : 抗 EGF モノクローナル抗体の DNA 合成に与

える影響.

5 x 1 0 4 個の細胞を分注し 4 日間培養後，培地

に各濃度の抗 EGF モノクローナル抗体を添加し 24

時間培養後， O. 5μCi/well の[メチル -3H] チミジ

ンで 3 時間パルスラベルを行った. [メチル- 3 H] 

チミジン取り込み量は対照培養液での取り込み量

を 100 %とした割合で示されている.抗 EGF モノク

ローナル抗体濃度依存性に培養細胞の DNA 合成は

抑制されている.

値は各群 3 ウエルによる実験の平均値 ± 標準偏

差を示す.

本: 1μg/rnl の抗 EGF モノクローナル抗体添加群

と非添加群に有意差を認めた( p く O. 0 1 ) • 

図 13: 未分化立方形細胞の EGF-R の Scatchard

解析
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未分化立方形細胞は高親和性と低親和性の 2 種

の受容体を持ち，解離定数 Kd は高親和性 5. 6 x 

10-10 M ，低親和性 2.9 X 10-9 M で，受容体数は

それぞれ細胞当り 2 . 3 X 10 5 個と 8. 4 x 10 5 個で

ある.非特異的結合は添加した [ 1 2 5 1 ] E G F の 1 % 

未満であった。

図 14: 培養細胞の EGF-R 合成能の分析

細胞を 50μCi/rnl の[ 8 5 S ]メチオニンでラベル

し，抗 EGF-R モノクローナル抗体で免疫沈降した

後， SDS-PAGE に展開し，フルオログラフィ ー を行

っアこ

A 431 細胞 (lane A.B) は 10 % FBS 添加 DMEM で，

継代 5 代目の未分化立方形細胞 (lane C.D) は無血

清 9 : 1 培地で，継代 6 代目の紡錘形の筋上皮様細

胞 (lane E.F) は無血清 1 : 1 培地でそれぞれ培養し

た. lane A.C.E は 10 ng/rnl の EGF を添加した培地，

また， lane B.D.F は EGF 無添加の培地で 2 4 時間培

養した後の EGF-R 合成能を示す.

A 431 細胞は ， 170 kD の EGF-R と 93 kD の EGF-R 前駆
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体の合成能を持ち (lane A) , EGF 無添加の培地

(1 aneB) と比較して分子量 170kD の EGF-R の合成量

が少なく，添加した EGF による EGF-R 合成の down

r e gulation を示している . 未分化立方形細胞も

A 431 細胞と同様， 170 kD の EGF-R: の合成を認め

(lane C) , EGF 添加による EGF-R 合成の d 0 W n r e g uｭ

lation を認める.紡錘形に分化した筋上皮様細胞

は EGF 無添加時 (lane E) のみわずかに EGF-R の合成

を示し，添加時 (lane F) では認めない.
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表 1 :本研究で用いた抗体

抗体 抗原の由来 希釈倍率 参考文献

抗Ker ウサギポリクローナル抗体 ヒト上皮 1:3000 3.11) 
(M.W. 56 kD and 64 kD keratins) 

抗IV-Co l ウサギポリクローナル抗体 ヒト W型コラーゲン 1:3000 

抗Amy ウサギポリクローナル抗体 ヒト唾液アミラーゼ 1:2000 

t1i:Vimマウスモノクローナル抗体 vimentin 1: 500 11.13.14) 
(M. W. 57 kD) 

抗SMAマウスモノクローナル抗体 α-smooth muscle actin 1:2000 15--19) 
(single iso-form α-actin) 

抗EMAマウスモノクローナル抗体 human milk fat glouble membrane 1: 600 20--23) 
(human epithelial membrane antigen) 

抗EGFマウスモノクローナル抗体 epidermal growth factor 1: 200 24) 
(M. W. 6045) 

抗EGF-Rマウスモノクローナル抗体 epidermal growth factor receptor 1: 300 25) 
(M. W. 170 kD) 

* 日 n 1 且11))Ki 一広 7 hllm月 n nrnlif p.r 月十 ing ('p. ll~ | ゐ百 c …...._....~...........O …一 | ム … | 一… l 

キ: Ki -67は増殖中のヒト細胞、すなわちG1後期及びS. G2. M期にあるヒト細胞に特異性のある抗体である。



表 2 :各種特異抗原の顎下腺組織における局在

主導管細胞 腺房細胞
抗体 線条部 介在部 筋上皮細胞

基底細胞 管腔側細胞 導管細胞 導管細胞 粘液細胞 衆液細胞

抗 K er + + + + + 
抗 Vim + + 
抗 SMA + + 
抗 IV -Co 1 基底膜に特異染色
抗 EMA + + + + 
抗 Amy + 
抗 EGF + + + + + + 
抗 EGF-R + + 
Ki-67 + + 

+:強陽性、=1=:弱陽性、一:陰性を示す。
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