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Ⅰ.略記 

 

AQP5：Aquaporin5 

BSA：Bovine Serum Albumin（ウシ血清由来アルブミン） 

cDNA：complementary DNA（相補的 DNA） 

DMEM：Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

Eda：Ectodysplasin 

FGF：Fibroblast Growth Factor（線維芽細胞増殖因子） 

GSK3：Glycogen Synthase Kinase 3（グリコーゲンシンターゼキナーゼ３） 

KRT：cytokeratin 

mRNA：messenger RNA（伝令 RNA） 

MUC10：Mucin 10（遺伝子名 Prol1; proline rich, lacrimal 1 ） 

PBS：Phosphate Buffered Saline（リン酸緩衝生理食塩水） 

PCP：Planar Cell Polarity（平面内細胞極性） 

PCR：Polymerase Chain Reaction（ポリメラーゼ連鎖反応） 

PSP：Parotid Secretory Protein 

(遺伝子名 Bpifa2; BPI fold containing family A, member 2) 

QOL：Quality of Life  
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Ⅱ.要旨 

 

代表的な外分泌腺の一つである唾液腺は胎生期において、上皮組織が活発に

分岐と伸長を繰り返すことで分岐管腔構造を形成するとともに、腺房および導

管上皮へと機能的に分化することで唾液の分泌能を獲得する。このような形態

形成と機能的分化は、発生過程において時空間的に協調して進行するが、その

制御機構の詳細は不明である。一方で、Wntは分子量約 4万の分泌性糖タンパク

質で、細胞膜上の受容体に結合することで細胞内シグナル伝達経路を活性化し、

初期発生や器官形成、出生後の細胞の増殖・分化・運動など多彩な細胞機能を

制御する。しかし、唾液腺上皮の発生における Wnt シグナルの生理的意義は明

らかにされていない。そこで本研究では、マウス胎仔唾液腺原基を用いて、唾

液腺上皮の分岐をともなう形態形成と腺房および導管への機能的分化における

Wntシグナルの役割について明らかにすることを目的に研究を行った。 

Wnt シグナル阻害剤である IWP2 存在下で原基培養を行った結果、唾液腺上皮

のサイズと end bud数が減少した。Wnt/β-カテニンシグナルの特異的標的遺伝

子である Axin2 の唾液腺原基における発現部位をリアルタイム PCR 法で検討し

た結果、間質と導管部上皮において強く発現していた。IWP2もしくはβ-カテニ

ン経路を活性化する CHIR存在下で上皮単独培養を行った結果、IWP2で導管部上
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皮の長さと太さが減少し、CHIR で長さと太さが有意に増加した。また、導管部

上皮前駆細胞マーカーである Krt5および Krt14の発現をリアルタイム PCR法で

検討した結果、IWP2で発現が抑制され、CHIRで発現が上昇した。 

さらに、IWP2 もしくは CHIR 存在下で原基培養を行った結果より、β-カテニ

ン経路は導管上皮に加えて腺房上皮にも作用しており、IWP2 で腺房上皮の分

化・成熟が早期に亢進し、CHIRで腺房上皮の分化・成熟が抑制された。FGF1に

加えて腺房上皮の分化を誘導する FGF7 を添加し上皮単独培養を行った結果、

FGF1単独が培養 3日目まで終末部導管分岐形成が維持されるのに対し、FGF7添

加群は腺房分化が起こる培養 2日目以降、終末部導管の分岐は増加しなかった。 

以上の結果から、唾液腺の発生において Wnt/β-カテニンシグナルは、導管部

で強く活性化することで唾液腺上皮前駆細胞の増殖を介して導管形成・伸長を

促進している一方、終末 end bud 部では腺房上皮の分化・成熟の時期を抑制的

に調節することで分岐形成を制御していると考えられた。本研究により Wnt シ

グナルが形態形成と機能的分化の両過程を協調的に制御する新規の機構が明ら

かになった。 
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Ⅲ.緒論 

 

 唾液腺は唾液の分泌を主な機能とする主要な外分泌腺の一つであり、唾液の

分泌を介して潤滑作用や消化作用、抗菌作用など口腔内の恒常性を保つための

重要な機能を担っている（1-3）。しかし、加齢による唾液腺の萎縮によって、

あるいは頭頸部腫瘍に対する放射線照射やシェーグレン症候群などによって唾

液腺が障害を受けると唾液分泌量が低下し、口腔乾燥症を引き起こす(4,5,6)。

口腔乾燥症は齲蝕リスクを高め、口臭を引き起こすだけでなく、摂食・嚥下機

能の低下や誤嚥性肺炎のリスクを高め、全身的な Quality of Life（QOL）の低

下を引き起こす(7,8)。しかしながら、現状では萎縮または組織傷害が進行した

唾液腺の再生や機能回復は困難であり、これまで口腔乾燥症患者に対しては人

工唾液のスプレー噴霧や保湿ジェルの使用、含嗽などの対症療法が広く行われ

てきた(9)。また、近年では塩酸セビメリンやピロカルピン塩酸塩などのムスカ

リン受容体作動薬による薬物治療も行われるようになっている(10)が、高度に

障害を受けた唾液腺に対する治療効果は十分ではない(11)。 

唾液腺は、涙腺や乳腺などの他の外分泌腺と同様、その発生過程において原

基中の上皮が分岐と伸長を繰り返して房状の構造を形成（分岐形態形成）する

(12-14)。また分岐形態形成と並行して、唾液腺上皮は分泌を主な機能とする腺
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房細胞と分泌物輸送を行う導管細胞へと機能的に分化する(13,15,16)。しかし

分岐と伸長を繰り返して器官の表面積を拡大しながら、同時に機能分化によっ

て臓器特異的な組織構造を協調的に形成していくメカニズムの詳細は明らかに

なっていない。また、皮膚や軟骨などと同様に、唾液腺においても遺伝子治療

や細胞治療、組織移植の応用といった再生医療が期待されているが、その組織

構造の複雑さから、実用されるには至っていない。 

 一方、Wntは種を越えて保存されている分子量約4万の分泌型糖タンパク質で、

初期発生における体軸の決定や原腸陥入、器官形成を制御する(17,18)。Wntが

その受容体に結合すると、β-カテニン経路とβ-カテニン非依存性経路（PCP 経

路と Ca2+経路）と呼ばれる細胞内シグナル伝達経路が活性化される(17)。β-カ

テニン経路はβ-カテニンの細胞内レベルを調節することで遺伝子発現を介し

た細胞増殖や分化を制御し、β-カテニン非依存性経路は Racや Rhoの活性化を

介して細胞骨格や極性決定に関与する。β-カテニン経路はアフリカツメガエル

胚の発生過程における体軸決定に重要であることが知られているほか、ヒト大

腸がんでの異常活性化と発がんとの関与が知られている(19,20)。一方、ノック

アウトマウスを用いた解析から、β-カテニン非依存性経路は胎生期の顔面・四

肢形成に重要であることが知られている(21)。 

 唾液腺の発生における Wntシグナルの関与については、これまでに以下の報
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告がある。胎生期唾液腺間質において強く活性化している Wnt/β-カテニン経路

は ectodysplasin (Eda)の発現を介して分岐形成とサイズを制御する（22）。一

方、通常は end bud部で FGFシグナル依存的に抑制されているβ-カテニン経路

を強制的に活性化させると、分岐形成が抑制されることが明らかになっている

（23）。すなわち唾液腺の分岐形態形成においてはβ-カテニン経路の活性が適

切に調節されることが重要であると考えられる。また成体の唾液腺組織におい

ては導管結紮による唾液腺の傷害によりβ-カテニン経路が導管部で活性化さ

れ、上皮幹細胞や前駆細胞の維持・増殖に影響を与える可能性が示唆されてい

るが、胎生期の発生過程における Wntシグナルの役割との関係は不明である（24）。 

以上より、唾液腺の発生において Wntシグナルが分岐形態形成を制御する可

能性が示唆されているが、その制御機構については未だ判然としない。また唾

液腺の腺房および導管への機能的な組織分化の過程に Wntシグナルが関与する

か否かについては全く明らかになっていない。 

そこで唾液腺の発生・組織構築過程での分岐形態形成と機能的な組織分化に

おける Wntシグナルの役割を明らかにすることを目的として研究を行った。 
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Ⅳ.実験材料および方法 

 

１． 唾液腺原基器官培養 

 本研究で使用するマウス胎仔の唾液腺原基は妊娠 13日目の ICRマウスより摘

出した。ICR妊娠マウスは日本 SLC社（Shizuoka, Japan）、および日本クレア社

（Tokyo, Japan）から購入した。本研究の動物実験に使用した全てのプロトコ

ールは大阪大学動物実験委員会により承認されている（No.21-048-1）。妊娠マ

ウスを炭酸ガス法により安楽死させたうえで速やかに子宮を摘出し、氷冷した

Hank’s 平衡塩溶液（Life technologies, New York, NY, USA）中で十分に洗

浄して血液を洗い流した。子宮から胎仔を摘出し、マイクロピンセットで羊膜

を除去し頸部で切離した。実体顕微鏡 SZX10（OLYMPUS, Tokyo, JAPAN）下でマ

イクロピンセットを使用し、口裂部で水平断して舌根部と下顎骨間にある唾液

腺原基を摘出した。摘出した唾液腺原基を Tissue Culture Inserts, 12 well 

Poresize 1.0 µm（Greiner bio-one, Berlin, Germany）ポアフィルター上に置

き、12 穴プレート（BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA）の各ウェルにセッ

トした。各ウェルには培地 1 mlを入れた。培地はペニシリン、ストレプトマイ

シン含有 DMEM/F12 培地に L(+)アスコルビン酸（Nacalai Tesque INC, Kyoto, 

Japan）150 µg/ml、トランスフェリン（Life Technologies）50 µg/mlを添加し、
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37℃、湿度 100%、二酸化炭素 5%気相下で培養した。培地は１日おきに全量交換

した。 

２． 唾液腺上皮単独器官培養 

上皮単独培養法では原基培養と同様に胎生 13日目のマウス胎仔より摘出した

唾液腺原基を、10 U/ml Dispase®Ⅱ（Roche, Mannheim, Germany）50 µlと Hank’s 

平衡塩溶液 300 µlを混和したもので 37℃、20分間処理し、100 mg/ml BSA添加

DMEM/F12 培地上で鋭利なタングステン針を使用して、間質および舌下腺原基を

除去し、顎下腺上皮を分離した。氷冷した Matrigel® Matrix Growth Factor 

Reduced（BD Biosciences, San Jose, CA, USA）30 µlを 24穴プレート（Corning, 

New York, NY, USA）の各ウェルに滴状に置き、その中に分離した顎下腺上皮を

埋入し 37℃で 20分間静置し、マトリゲルを硬化させたのち、各ウェルに培地を

500 µl 入れて三次元培養を行った。培地はペニシリン、ストレプトマイシン含

有 DMEM/F12培地に 1 mg/ml BSA（fatty acid free）および 1×Insulin Transferrin 

Selenium（Life technologies）を添加し、実験目的に応じた Fibroblast Growth 

Factor（FGF）1、または FGF7 を添加し、37℃、湿度 100%、二酸化炭素 5%気相

下で培養した。培地は１日おきに全量交換した。 

 唾液腺の上皮単独培養法についてはこれまでにいくつかの報告があるが、以

下に本研究で新たに確立した上皮単独培養系について示す。 
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・導管誘導培地：100 ng/ml FGF1（Peprotech, Rocky hill, NJ, USA） 

・腺房誘導培地：80 ng/ml FGF7（Sigma Aldrich, St.Louis, MO, USA） 

・導管＋腺房誘導培地：100 ng/ml FGF1＋20 ng/ml FGF7 

３． 試薬および抗体 

 Wnt 分泌阻害剤 IWP2（Wako, Osaka, Japan）、および GSK3 阻害剤 CHIR99021

（以下 CHIR）（Tocris, Bristol, UK）はそれぞれ販売品を購入した。 

以下に示す特異的一次抗体を使用し、免疫組織化学染色を行った。 

Mouse Anti-Cytokeratin7(KRT7)（Abcam, Cambridge, UK） IF 1:100 

Rat Anti-Cytokeratin19(KRT19)（DSHB, Iowa city, Iowa, USA）  IF 1:100 

Rabbit Anti-Cytokeratin5(KRT5)（covance, Emeryville, CA, USA）  IF 1:100 

Rabbit Anti-Aquaporin5(AQP5)（Alomone Labs,Jerusalem, Israel）  IF 1:100 

Goat Anti-PSP（Everest Biotech, Oxfordshire, UK）  IF 1:100 

Mouse Anti-Ki67（CST, Danvers, MA, USA）  IF 1:200 

をそれぞれ使用した。 

核染色には DRAQ5TM（Biostatus, Shepshed, UK）を使用した。 

また、二次抗体には一次抗体の動物種に対応したものを以下より選択して使用

した。 

Alexa Fluor®488/546 Goat Anti-mouse/rabbit/rat IgG(H+L)Antibody（ Life 
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technologies） IF 1:500 

Alexa Fluor®488 Donkey Anti-goat IgG(H+L)Antibody（Life technologies） IF 

1:500 

Alexa Fluor®546 Donkey Anti-mouse/rabbit IgG(H+L)Antibody （ Life 

technologies） IF 1:500 

Alexa Fluor®647 Donkey Anti-mouse/rat IgG(H+L)Antibody（Life technologies） 

IF 1:500 

４． 免疫組織化学染色 

 原基培養後の器官を PBS で洗浄し、氷冷した 100%メタノール液で-20℃で 10

分間固定した。固定後、PBSで洗浄し、浸透化・ブロッキング液（4% BSA, 0.5% 

Triton X, 0.04% NaN3 in PBS）に 30分間浸漬し、浸透化およびブロッキングし

た。上皮単独培養後の器官については、氷冷した Cell recovery solution（BD 

Biosciences）1 ml で 30 分間氷上振とうしてマトリゲルを融解させ、上皮をマ

トリゲルより取り出し、PBSで洗浄した後、氷冷した 100%メタノール液で-20℃

で 10分間固定した。固定後、PBSで洗浄し、浸透化・ブロッキング液に 30分間

浸漬し、浸透化およびブロッキングした。浸透化・ブロッキング液で希釈した

一次抗体を室温で 2時間反応させた。PBSで洗浄後、浸透化・ブロッキング液で

希釈した二次抗体を室温で 1時間、暗所で反応させた。必要に応じて DRAQ5TMを
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PBSで 1000倍に希釈し、室温、暗所で 10分間反応させ核染色を行った。染色後、

PBSで 50%に希釈したグリセロール溶液を使用して封入した。 

免疫組織化学染色後の標本観察にはレーザー共焦点顕微鏡 LSM510（Carl Zeiss, 

Jena, Germany）および、蛍光顕微鏡 BZ-9000（Keyence, Osaka, Japan）を使用

した。 

５． リアルタイム PCR法による mRNA の発現解析 

 mRNA の回収は NucleoSpin® RNAⅡ（MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren, 

Germany）キットを使用し、MACHEREY-NAGEL社のユーザーマニュアルに従い行っ

た。 

回収した RNAは 12 µlの RNase-Free H2Oで溶解し、そのうち 10.25 µlを鋳型

として 、逆転写 PCRにより cDNAを合成した。逆転写 PCRに使用した反応液は、

40 U/µl Ribonuclease Inhibitor（Takara Bio, Shiga, Japan）を 0.5 µl、M-MLV

（Wako）を 0.25 µl、10×PCR bufferⅡ contains MgCl2（Applied Biosystems, 

Foster city, CA, USA）を 2 µl、25 mM MgCl2 solution（Applied Biosystems）

を 4 µl、100 mM dNTP set solutions(25 mM each dATP, dCTP, dGTP, dTTP)（GE 

life science, Little Chalfont Bucks, UK）を 2 µl、80 nmol random primer

（Takara Bio）を 1 µl 混和し、鋳型 RNAと合わせて 20 µlとした。反応は 42℃

で 1 時間インキュベートし、その後 95℃で 5 分間加熱して酵素を失活させ、直
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ちに氷冷した。合成された cDNAは Tris-EDTA（TE）buffer 30 µlで希釈して mRNA

の解析に使用した。 

リアルタイム PCR の反応試薬には Fast SYBR® Green Master Mix（Applied 

Biosystems）を使用した。また、プライマーは Forward/Reverseともに 0.67 µM

にて使用し mRNA 定量を行った。使用したプライマー配列は以下の通りである。 

・Mouseβ-actin: 

5’-AGATGTGGATCAGCAAGCAG-3’/5’-GCGCAAGTTAGGTTTTGTCA-3’ 

・Mouse Axin2： 

5’-CTGGCTCCAGAAGATCACAAAG-3’/5’-CATCCTCCCAGATCTCCTCAAA-3’ 

・Mouse Cytokeratin5： 

5’-GGAGCTGGCTCTCAAAGATG-3’/5’-TGACTGGTCCAACTCCTTCC-3’ 

・Mouse Cytokeratin14： 

5’-GCCAACACTGAACTGGAGGT-3’/5’-TCAAACTTGGTCCGGAAGTC-3’ 

・Mouse Psp： 

5’-GCTGTCCCTCAGAACCTGAA-3’/5’-GCCGTTGGAAGACAGCTTAG-3’ 

・Mouse Mucin10： 

5’-GATGTGCCCTCCAGGAACTA-3’/5’-GTGCTGGTGTGATTGCATTT-3’ 

・Mouse Aquaporin5： 
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5’-GGAAGAAGACCATCGAGCTG-3’/5’-ACACCCAAGTGTCCCATCAT-3’ 

Applied Biosystems® Step OneTM（Applied Biosystems）システムを使用し、

反応条件は、熱変性は 95℃、20秒で 1サイクル、それ以降は 95℃、3秒間行っ

た。アニーリング・伸長時間は 60℃、30 秒間で、これらを 50 サイクル行い増

幅した。 

内部補正としてβ-actinを使用し、結果は controlに対する比（fold change）

で表示した。  
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Ⅴ.結果 

 

１． 唾液腺発生における Wntシグナルの機能抑制による表現型の検討  

 唾液腺の分岐形態形成に Wntシグナルが必要かどうかを調べるために、Wnt分

泌阻害剤である IWP2（25）を終濃度 10 µM で添加し、原基培養を行った。その

結果、培養 4 日目において対照群（control）に比べて IWP2 で上皮の大きさが

減少した（n=3）（図１A, B）。さらに組織構造を詳細に評価するため腺房細胞の

指標として AQP5、および導管細胞の指標として KRT7の免疫組織化学染色を行っ

た。AQP5陽性の end bud数を計測（n=3）すると、controlで 181.3個であった

のに対して IWP2 では 113.3 個と減少していた（図１C, D）。終末部を拡大して

観察したところ、controlでは導管が細かく分岐し、その各導管の先端に end bud

（腺房）が形成されているのに対し、IWP2 では終末部での導管の分岐が抑制さ

れており、腺房の数が減少していた（図１E,F）。これらの結果から、唾液腺の

分岐形態形成に Wntシグナルが必要であることが明らかとなった。 

 

２． 唾液腺の分岐形態形成に必要な Wntシグナル経路の同定 

 複数ある Wnt シグナル経路の中で、唾液腺の分岐形態形成に関与する経路を

明らかにするために、すでに研究室で所有していたβ-カテニン非依存性経路の
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代表的リガンドである Wnt5a のノックアウトマウス（図２A）から胎生 13 日目

に唾液腺原基を摘出し培養を行った。その結果、野生型マウスと Wnt5a ノック

アウトマウスとの間に形態学的な差を認めなかった（図２B,C,D）。この結果か

ら Wnt5aシグナルは in vitroでの唾液腺の分岐形態形成に関与しないことが示

唆された。 

 そこでβ-カテニン経路に着目し、唾液腺原基におけるβ-カテニン経路の活

性化部位を明らかにする目的で、その特異的標的遺伝子である Axin2の mRNA発

現をリアルタイム PCR法で検討した。胎生 13日目の唾液腺原基の間質と上皮を

分離して比較したところ、間質でより高い発現を認めた（図２E）。また上皮に

おいて終末の end bud 部と導管部を分離して比較すると、導管部でより高い発

現を認めた（図２F）。これらの結果から、唾液腺分岐形態形成には間質または

導管部上皮におけるβ-カテニン経路の活性化が関与する可能性が示唆された。 

 

３． 唾液腺導管部上皮におけるβ-カテニン経路の役割 

 間質の影響を排除した導管部上皮におけるβ-カテニン経路の役割を調べる

ため、主として導管上皮の伸長・分岐を誘導する増殖因子として FGF1を添加し

た導管誘導培地に IWP2 を終濃度 10 µM で、GSK3 阻害剤 CHIR99021（以下 CHIR）

（26）を終濃度 1 µM で添加して上皮単独培養を行った。その結果、control に
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対して IWP2で導管の長さおよび太さが有意に減少し、CHIRで導管部上皮の長さ

及び太さが有意に増加した（図３A, B）。この結果からβ-カテニン経路は唾液

腺導管部上皮の伸長を促進的に制御することが示唆された。 

唾液腺上皮導管部に存在する KRT5または KRT14（KRT5/KRT14） 陽性細胞は多

分化能を持った上皮前駆細胞であり、それらの前駆細胞は唾液腺の分岐形態形

成に必要であることが報告されている（27,28,29）。そこでリアルタイム PCR法

により Krt5 および Krt14 の mRNA 発現を比較すると、control に比べて IWP2 で

Krt5 および Krt14 の発現が抑制され、CHIR で発現が上昇した（図３C）。また、

免疫組織化学染色により導管上皮基底層に局在する KRT5陽性細胞の分布を検討

したところ、IWP2 で KRT5 陽性細胞が減少した（図３D）。CHIR では control と

比べて KRT5陽性細胞数の増加は認められなかったが、細胞増殖マーカーである

Ki67との共染色により、CHIRで KRT5および Ki67二重陽性の増殖上皮前駆細胞

が増加していた（図３E）。これらの結果から、β-カテニン経路は唾液腺上皮前

駆細胞の数と増殖を促進的に制御することにより導管部上皮の伸長を制御する

ことが示唆された。 

 

４． β-カテニン経路が腺房上皮の形成と機能的分化に与える影響について

の解析 
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 腺房上皮におけるβ-カテニン経路の役割を明らかにするために CHIR 1 µM を

添加し、原基培養を行った。培養 4 日目で AQP5 および KRT7 の発現を免疫組織

化学染色で検討した結果、CHIRで AQP5陽性の腺房上皮が終末部のみに限局して

認められ、controlに比べて腺房形成が抑制されていた（図４A）。そこでリアル

タイム PCR 法により前期腺房分化マーカーである Aqp5、後期腺房分化マーカー

である Psp、Muc10（15）の mRNA発現を調べたところ、controlと比較して CHIR

でそれらの発現が抑制された。特に Psp、Muc10の発現が著しく抑制された（図

４B）。 

  Axin2の mRNA発現から、導管部上皮と比べて腺房上皮でのβ-カテニン経路

の活性化は低く抑制されている（図２F）。そこで腺房上皮におけるβ-カテニン

経路の生理的意義を明らかにするために、IWP2 10 µM を添加して原基培養を行

った。継時的に後期腺房分化マーカーである Pspおよび Muc10の mRNA発現を検

討したところ、IWP2 で Psp および Muc10 の発現が control に比べてより早期

に上昇した（図４C）。培養 3 日目の腺房において、免疫組織化学染色でも PSP

の発現を検討した。その結果、controlでは PSPの発現が腺房のごく一部に認め

られるのに対して、IWP2 では大部分の腺房で PSP が発現していた（図４D）。以

上の結果から、腺房上皮におけるβ-カテニン経路の過剰な活性化は腺房形成と、

その分化・成熟を抑制するのに対して、β-カテニン経路の抑制は腺房上皮の分
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化・成熟を早期に促進することが示唆された。 

 

５． 腺房上皮の分化・成熟が終末分岐形成に与える影響についての検討 

 唾液腺は終末部腺房上皮にクレフトと呼ばれる裂け目が形成されることで分

岐する（14）。腺房上皮の分化・成熟が終末分岐形成に与える影響を検討するた

め、腺房上皮の分化・成熟を誘導する増殖因子として FGF7を添加した導管・腺

房誘導培地（FGF1+FGF7）と導管誘導培地（FGF1）とで上皮単独培養を行い、継

時的に終末部につながる導管分岐数を計測した。FGF1 のみでは腺房分化が進行

せず、培養 3日目まで継時的に導管分岐数は増加したが、FGF1+FGF7では培養 2

日目から腺房の分化・成熟にともなった終末部上皮の多房化を認めるとともに、

新たな導管分岐の形成が抑制された（図５A, B）。この結果から、腺房の分化・

成熟が終末分岐形成を抑制することが示唆された。 
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Ⅵ.考察 

 

 唾液腺の発生にともなう組織構築過程において、分岐形態形成と腺房および

導管上皮への機能的分化は時空間的に協調して進行していくが（12）、その制御

メカニズムは明らかにされていなかった。今回、Wnt/β-カテニン経路が導管部

および腺房部上皮において独立した役割を有しており、唾液腺の分岐形態形成

と機能的分化の両過程を制御する可能性が示唆された。 

Wnt シグナル経路は多くの上皮管腔臓器の形成または維持に関与することが

報告されている（30,31）。唾液腺の発生においては、Wnt/β-カテニン経路の抑

制(22)、または活性化（23）がともに唾液腺の分岐形態形成を抑制することが

報告されているが、その生理的な意義については判然としていなかった。今回、

Wnt リガンドの分泌を抑制する阻害剤である IWP2 を唾液腺原基に作用させるこ

とで終末部分岐形成の抑制と器官サイズの減少が認められたことから、内在的

な Wntシグナルが唾液腺の発生過程に必要であることが明らかになった。 

一方で、β-カテニン非依存性経路と唾液腺の発生との関わりは全く報告され

ていない。β-カテニン非依存性経路を活性化させる代表的な Wntリガンドとし

て Wnt5a が知られている（32）。ノックアウトマウスを用いた解析から、Wnt5a

の欠失は体幹・四肢の形成に加えて顎顔面部の形成も強く抑制され、出生直前
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に胎生致死となる（21）。しかしながら今回、胎生 13 日で Wnt5a ノックアウト

マウスの胎仔から唾液腺原基を摘出し培養したところ、分岐の形成およびサイ

ズに野生型と比べて明らかな差異は認められなかった。この結果から、少なく

とも Wnt5aは唾液腺の分岐形態形成に積極的に関与しないと考えられるが、β-

カテニン非依存性経路を活性化させる Wnt5b や Wnt11 等の他のリガンド（33）

が唾液腺の発生に関わっている可能性は否定出来なかった。 

そこで唾液腺の発生過程におけるβ-カテニン経路の関与を明らかにするた

めに、胎生 13 日目の唾液腺原基におけるβ-カテニン経路の活性化部位をリア

ルタイム PCR法で検討したところ、β-カテニン経路は間質と上皮の導管部にお

いて活性化していた。この結果は Patelらによってβ-カテニン経路のレポータ

ーマウスを用いて報告された結果と一致していた（23）。しかし導管部上皮にお

いてβ-カテニン経路が活性化する意義については明らかでなかった。 

そこで導管部上皮における内在的なβ-カテニン経路の役割について検討す

るため、増殖因子として FGF1を添加する導管誘導培地を用いて上皮単独培養を

行った。この培養系では上皮の大部分が導管上皮からなる構造を形成するため、

導管部上皮の伸長・分岐を評価するのに適した実験系であると考えられる。導

管誘導培地を用いた上皮単独培養に対して IWP2および CHIR99021を添加し、そ

れぞれβ-カテニン経路の機能抑制と活性化を行った結果、培養 4日目で導管の
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長さおよび太さが IWP2で有意に減少し、CHIRで有意に増加した。導管の長さや

end bud数は、Morphogenic Indexと呼ばれる、上皮の形態形成の程度を定量的

に評価する指標としてしばしば用いられる（34,35）。以上より、導管部で活性

化しているβ-カテニン経路は唾液腺上皮導管部の伸長を促進的に制御するこ

とが明らかになった。 

上皮の形態形成には上皮前駆細胞の維持や増殖が重要であることは広く知ら

れている（36）。Lombaertや Knoxらは、唾液腺導管部に KRT5または KRT14陽性

の多分化能を有する上皮前駆細胞が局在し、唾液腺の形態形成に重要であるこ

とを明らかにした（27,34）。一方で、Wnt/β-カテニン経路は毛包や腸管、血球

系といった組織幹・前駆細胞の維持・増殖を促進的に制御することが知られて

いるものの（37）、唾液腺上皮前駆細胞との関わりは明らかでなかった。導管誘

導培地を用いた上皮単独培養において、IWP2 で Krt5 および Krt14 の mRNA 発現

は低下し、CHIRでそれらが増加した。また免疫組織化学染色の結果、IWP2で導

管部基底層に局在する KRT5陽性細胞数が減少した。一方、CHIRでは基底層に存

在する KRT5陽性細胞中の Ki67の陽性細胞数が増加していた。すなわち、β-カ

テニン経路は唾液腺上皮前駆細胞の数と増殖を促進的に制御することが明らか

になった。 

以上の結果より、β-カテニン経路は唾液腺上皮導管部で活性化し、導管部に
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局在する唾液腺上皮前駆細胞の増殖制御を介して導管の伸長を制御することが

示唆された。 

間質内での原基培養においても、上皮単独培養と同様に CHIR によるβ-カテ

ニン経路の活性化で KRT7 陽性の導管の伸長が促進されたが、興味深いことに、

腺房部に着目すると、CHIR は AQP5 陽性の腺房上皮形成と、Psp、Muc10 の発現

を指標とした腺房上皮の分化・成熟を抑制した。腺房へと分化する end bud 領

域は導管上皮と比較してβ-カテニン経路の活性は低く保たれている。IWP2は腺

房上皮の分化・成熟を促進することから、end bud 領域における内在的なβ-カ

テニン経路の弱い活性化は腺房上皮の分化・成熟過程に関与することが明らか

になった。これまでに、GSK3阻害剤によるβ-カテニン経路の活性化は、唾液腺

の分岐形成を抑制することが報告されていた（23）。今回の結果から、end bud

部におけるβ-カテニン経路の過剰な活性化は、AQP5陽性の腺房上皮形成を抑制

する結果、分岐形成の阻害につながると考えられた。しかし、IWP2 が AQP5陽性

の腺房上皮形成に影響しないことからβ-カテニン経路の過剰活性化による分

岐抑制の表現型は実験的なアーチファクトであり、内在的なβ-カテニン経路は

終末分岐形成を促進的に制御する可能性が示唆された。 

そこで、原基培養において Wnt シグナルの抑制の結果認められる、終末分岐

の形成不全と、腺房上皮の早期分化・成熟という 2 つの表現型の間に何らかの
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因果関係があるのではないかと考えた。 

唾液腺の終末分岐（枝分かれ、分枝）は、終末 end bud 部において、多層・

非極性化状態の未成熟な上皮細胞間に裂け目（クレフト）が入ることにより形

成される（14）。唾液腺の分岐形態形成はこの end bud（腺房部）におけるクレ

フト形成と上皮の伸長が繰り返し起こることで進行するが、極性化し単層の組

織構造を有する成熟した腺房上皮においてもクレフト形成が起こるかどうかに

ついては明らかになっていない。IWP2 の表現型から、Wnt シグナルの抑制によ

り腺房が早期に分化・成熟した結果、終末部の分岐も早期に停止するのではな

いかと仮説をたてた。 

この仮説を検証するために、腺房の分化を誘導しながらも導管の分岐形態形

成を同時に評価できる実験系として、FGF1+FGF7 を増殖因子として添加する導

管・腺房誘導培地を用いた上皮単独培養系を行った。腺房の分化を誘導しない

FGF1のみでの培養系と、FGF1+FGF7での培養系とで終末部導管分岐数（end bud

数）について継時的に比較した。その結果、腺房の分化が進行しない FGF1では

観察期間中、終末部導管分岐数は増加し続けたが、一方で FGF1+FGF7では培養 2

日目にかけて腺房の分化が始まると終末部導管分岐数は増加せず、終末分岐が

停止した。すなわち腺房上皮が機能分化・成熟すると新たな分岐形成が停止す

ることが示された。 



24 
 

以上の結果から、腺房部におけるβ-カテニン経路の生理的意義は、腺房上皮

の早期の機能分化・成熟を抑制することで分化のタイミングを調節し、終末部

の分岐形成を維持することであると考えられた。しかし、β-カテニン経路が腺

房の分化を抑制的に制御する分子メカニズムは不明であり今後、明らかにする

必要がある。 

これまでの知見と本研究の結果より、Wnt/β-カテニン経路は唾液腺の発生に

おいて、導管部では強く活性化することで唾液腺上皮前駆細胞の増殖制御を介

して導管部上皮の伸長を促進的に制御する一方で、腺房部においては適切な強

さでの活性化が腺房上皮の早期分化・成熟を抑制することで活発な終末分岐を

促すと考えられた。この調節機構は、器官の表面積を拡大しながら機能的に組

織分化する、という外分泌腺の発生において非常に重要なプロセスに大きく寄

与するものであり、そのメカニズムまで詳細に明らかにした報告は本研究が初

めてである。 

本研究が、形態形成と機能的分化の両過程を Wnt シグナルが協調的に制御す

る新規の機構を明らかにしたという点において、今後唾液腺幹細胞誘導による

再生医療の実現に向けた研究への応用が期待できると考える。 
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Ⅶ.総括 

 

１．唾液腺の分岐形態形成には Wntシグナルが必要である。 

２．胎生期唾液腺においてβ-カテニン経路は導管部上皮で強く活性化し、 

腺房部ではその活性が低く保たれている。 

３．β-カテニン経路は唾液腺上皮導管部において、上皮前駆細胞の増殖制御を 

介して導管の伸長を促進的に制御する。 

４．β-カテニン経路は腺房上皮の機能分化・成熟を抑制的に制御し、分化・成

熟のタイミングを制御している。 

５．腺房部の機能的な分化・成熟は終末部の分岐形成を抑制する。 

 

以上の結果から、Wntシグナルが唾液腺上皮の形態形成と機能的分化の両過程を

協調的に制御する新規の機構が明らかになった。 
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Ⅹ.図表 

図１．唾液腺発生におけるWntシグナルの機能抑制による表現型 
図２．唾液腺の分岐形態形成に影響を及ぼすWntシグナル経路の同定 
図３．唾液腺導管部上皮におけるβ-カテニン経路の役割 
図４．腺房形成におけるβ-カテニン経路の役割 
図５．腺房の分化・成熟が終末分岐に与える影響 
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Control IWP2 

図１．唾液腺発生におけるWntシグナルの機能抑制による表現型 
胎生13日目のマウス胎仔から唾液腺原基を分離し、一方にはIWP2を添加して４日間原基培養を行った（A）。そ
れぞれの上皮の大きさを2次元的に評価するためBZ-Ⅱ画像解析アプリケーション（Keyence®）を使用して計測
(n=3)した。データは「平均±標準誤差」で示し、controlを100％として割合で示した（B）。原基培養４日目の唾液
腺原基をAQP5（赤色）およびKRT7（灰色）で免疫組織化学染色し、BZ-9000で撮影してend bud数を計測（n=3）
した。データは「平均±標準誤差」で示した（D）。AQP5（赤色）、KRT7（緑色）で染色し、終末部を拡大した。End 
bud（黄色点）と導管（白点線）を標識した（E）。 Eの模式図を（F）に示す。緑色は導管、赤色は腺房を示す。 *P
＜0.05（student’s t test） Scale bars : (A) 500 µm、(C) 400 µm、（E） 100 µm 
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図２．唾液腺の分岐形態形成に影響を及ぼすWntシグナル経路の同定 
胎生17.5日目の胎仔の写真を示す。Wnt5aノックアウトマウスでは顔面・四肢の形成不全を認める（黄色括弧、
矢印）。また下方にこの胎仔から摘出した唾液腺原基の写真を示す（A）。それぞれ胎生13日目のマウス胎仔
から分離した唾液腺原基を培養し、3日間経過後に観察した（B）。上皮の大きさを2次元的に評価するためBZ-
Ⅱ画像解析アプリケーション（Keyence®）を使用して計測(n=1)した。データは野生型を100％として割合で示した
（C）。また、End Bud数を計測した（D）。胎生13日目のマウス胎仔より分離した唾液腺原基を上皮と間質とに分
離し、Axin2のmRNA発現量をリアルタイムPCR法を用いて解析した（E）。また上皮を終末End bud部と導管部と
に分け、Axin2のmRNA発現をリアルタイムPCR法を用いて解析した（F）。間質（E）と導管部（F）の発現量を１と
し、mRNA発現量の比を示した。 Scale bar: 500 µm 
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図３．唾液腺導管部上皮におけるβ-カテニン経路の役割 
胎生13日目のマウス胎仔から顎下腺上皮を分離し、IWP2およびCHIR99021（CHIR)存在下で上皮単独培養を４日
間行った（A）。上皮単独培養を行い４日間経過後、導管の長さおよび太さをBZ-Ⅱ画像解析アプリケーション
（Keyence®）を使用し計測（n=3）した.。データは「平均±標準誤差」で示した（B）。胎生13日目のマウス胎仔から顎
下腺上皮を分離し、上皮単独培養を４日間行った後、Krt5、Krt14のmRNA発現量を比較した。Controlの発現量を
１とし、その比で示した（C）。胎生13日目のマウス胎仔から唾液腺上皮を分離し、上皮単独培養を４日間行った
後、KRT5（赤色）およびDRAQ5TM（青色）で免疫組織化学染色を行った。導管部の拡大図（点線四角）を下方に示
した（D）。また同様に処理した上皮の導管部をKRT5（赤色）およびKi67（緑色）、DRAQ5TM（青色）で染色したものを
示す。特に基底層を拡大したものを右下方に示す。（E)    
*P＜0.05、**P＜0.001 student’s t test    Scale bars : (A) 200 µm、（D） 100 µm、（E) 20 µm  
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図４．腺房形成におけるβ-カテニン経路の役割 
胎生13日目のマウス胎仔から分離した唾液腺原基を培養し、４日間経過後にAQP5（赤色）とKRT7（緑色）で免疫
組織化学染色を行った。腺房部の拡大図（四角）を右下方に示す（A）。胎生13日目のマウス胎仔から唾液腺原基
を分離し、培養を４日間行った後、Aqp5、Psp、Muc10のmRNA発現量を比較した。Controlの発現量を１とし、その
比で示した（B）。胎生13日目のマウス胎仔から唾液腺原基を分離し、培養を行った。1日ごとにmRNAを回収し、 
Psp、Muc10のmRNA発現量を比較した。胎生13日目の唾液腺原基の発現量を１とし、その比（対数）で示した
（C）。胎生13日目のマウス胎仔から唾液腺原基を分離し、培養を行い、３日間経過後、PSP（赤色）およびAQP5
（灰色）で免疫組織化学染色を行った。腺房の拡大図（点線四角）を右下方に示す（D)。 
Scale bars : (A) 500 µm、（D） 100 µm 
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図５．腺房の分化・成熟が終末分岐に与える影響 
E13のマウス胎仔から顎下腺上皮を分離して上皮単独培養を行い、継時的に腺房部を観察した。赤色の点
はEnd budを示す（A） 。それぞれの上皮のEnd budにつながる導管数を終末部導管分岐数として継時的に
計測した（B)。 Scale bar : 100 µm 
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