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論文内容の要旨

唾液腺は腺房細胞，導管細胞筋上皮細胞など各種細胞により構成されている。これらの細胞の分

化過程は現在不明であり これを明らかにすることは発生学的に，また唾液腺腫蕩の発生母地を理解

するために重要である。一方，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O しかし正常唾液腺細胞を長期間培養することは困難とされ，現在まで極めて短期間

の培養報告があるのみであるO そこで本研究はヒト顎下腺細胞を長期間 in vitro で培養し，その細胞

増殖や分化過程を解析することを目的として行なった。

顎下腺初代培養細胞の上皮様形態の維持及び増殖能を指標に至適培養液の検討を行ったところ， M

C D B153 と DMEMを 9 : 1 に配合した基礎培地 (C a ++濃度， Û.227mM) にインシュリン 1μg

/ml，デキサメサゾン 1 ﾛ -6M と EG Fl甁 g/mlを添加した無血清 9 : 1 培地が顎下腺の培養に適

した培地であることがわかった。この培地でヒト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，この細胞はEGF受容体を強く発現しており，その増殖は EGF に強く依存性を示した。

なお，この立方形細胞は上皮様形態を維持した状態で 3 ，...... 8 代の継代が可能であった。

上記の分離された立方形細胞は顎下腺組織において小葉間導管(以下主導管と略す)，腺条部，介在

部の各種導管細胞と筋上皮細胞に局在する中間繊維のケラチンを発現しており，また筋上皮細胞と主

導管基底細胞に局在するビメンチンと細線維の α- srnooth rnuscle actin( S MA) も発現していた。

さらに，基底膜に局在する IV型コラゲンに対する抗体で立方形細胞が染色されたことより，本細胞が

W型コラゲン産生能を持つ基底側に位置する細胞であることが示唆された。なお，本細胞は各種導管

の管腔側と粘液細胞の腺腔側に局在する hurnan epithelial rnernbrane antigen( E M A) や衆液細胞の

指標であるアミラーゼを発現していなかった。さらに立方形細胞の超徴構造は細胞内小器官の発達が
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乏しく，少量の tonofilament を持つ未分化な細胞形態を示し，筋上皮細胞に特有な微細線維を保持し

ていなかった。以上の超徴形態や抗原発現所見より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ことが示唆された。

この未分化立方形細胞は無血清 9 : 1 培地で、confluent になるまで均一な細胞分布を示すが，さらに

培養を続けると細胞が散在性に重層した。これらの重層細胞はケラチンと EMA抗原を強く発現し，

tonofilament の豊富な肩平上皮様細胞の形態をとった。このことより，未分化立方形細胞が肩平上皮

様導管細胞への分化能を有することが示唆された。

一方，低Ca培地の無血清 9 : 1 培地の Ca イオン濃度を1.0mM~こ上昇すると，細胞は極性を持っ

て一列に増殖する特異な増殖形態をとった。このー列に増殖する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 (S MA , IV型コラゲン陽性)を保有していると同時に，管腔

側細胞の抗原 (EMA陽性)も獲得していることがわかった。以上の結果より 一列に増殖する細胞

は介在部導管前駆細胞に相当する細胞であると思われた。さらに，この介在部導管前駆細胞は細胞が

密になった部位で細胞が重層し， cell cluster を形成し，拡大した組面小胞体や分泌頼粒などの著明に

発達した細胞内小器官をもっ腺房細胞様の超微形態を示した。一方，介在部導管前駆細胞を継代培養

を続けると継代 5 ， 6 代目より徐々に紡錘形に形態変化した細胞が出現し それらはケラチンとビメ

ンチンと SMAの線維を細胞質に豊富に持ち，筋上皮細胞に類似した形態を示した。以上の結果をま

とめると，ヒト顎下腺組織をMCDB153 と DMEMを配合した低Ca培地にインシュリン，デキサメ

サゾンと EGFを加えた無血清培地で培養すると均一な細胞分布を示す未分化な立方形細胞が得ら

れることがわかった。この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低Ca 培

地でconfluent になると肩平上皮様導管細胞に分化する一方，培地の Ca イオン濃度上昇に伴って，介

在部導管前駆細胞に分化することが示された。さらに介在部導管前駆細胞は腺房細胞や筋上皮細胞に

分化することが示唆された。以上の所見から，主導管基底細胞は唾液腺を構成する各種細胞に分化す

る能力をもっ stem cell であることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

唾液腺細胞の増殖や分化調節機構は未だ不明な点が多い。細胞培養法はこれらの研究の有用な手段

の一つで、あるが，唾液腺細胞に適した培養条件は未だ確立されていないのが現況である。本研究はヒ

ト顎下腺細胞の培養に適した培地条件を確立し，その細胞培養系を用いて細胞の増殖動態と分化過程

の解析を行ったものである。その結果， MCDB153 と DMEMを 9 : 1 に配合した低Ca培地にイン

シュリン，デキサメサゾン， EGFを加えた無血清培地を用いることにより ヒト唾液腺組織から均

一な上皮細胞を長期間培養することに成功した。この分離された細胞は主導管(小葉間導管)基底細

胞の性状を有する未分化な細胞で， EGF受容体を強く発現しておりその増殖は EGF に依存してい

ることが示された。さらに，本細胞は低Ca培地で密に増殖すると扇平上皮様導管細胞に最終分化す
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る一方，培地の C a ++濃度上昇に伴って介在部導管前駆細胞に分化し，この介在部導管前駆細胞から

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。すなわち主導管

基底細胞が唾液腺のstem cell であることが示唆された。

本研究は唾液腺の分化過程を理解する上で大きな意義を持っとともにさらに本培養系は今後，唾液

腺細胞の分化調節機構の更なる解明や唾液腺腫蕩の発生母地の理解に有用な実験系になると考えら

れるO

よって，本研究者は博士(歯学)の学位を得る資格があるものと認めるO
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