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緒⾔ 

 

造⾎促進因⼦であるエリスロポエチン (EPO) は低酸素環境で産⽣され、酸素

を効率よく供給できるよう⽣体内で調整されている[1]。低酸素誘導因⼦ Hypoxia 

inducible factor-1 (HIF-1)は低酸素環境下で低酸素応答因⼦ (HRE) に結合し、EPO

遺伝⼦の発現を上昇させる転写因⼦である[2, 3]。HIF-1は低酸素誘導性サブユニ

ットである HIF-1α と HIF-1β から構成されるヘテロ⼆量体複合体である。通常

の酸素濃度において、HIF-1α の特定のプロリン残基がプロリン⽔酸化ドメイン

タンパク (PHD) により⽔酸化される。HIF-1αの⽔酸化された残基が von Hippel 

Lindau tumor suppressor   (pVHL) を含む E3 ユビキチンリガーゼによってユビ

キチン化にされることにより、プロテアソーム分解を受ける。⼀⽅、低酸素条件

下では PHDの活性が抑制されるため、HIF-1αは⽔酸化されずプロテアソーム分

解を回避することができる。その結果、安定化したHIF-1αは核内に移⾏してHIF-

1βと⼆量体を形成し、低酸素応答が活性化される。 

唾液は、消化作⽤、抗菌作⽤、粘膜保護作⽤、および⾷塊形成作⽤などを有す

ることから、⼝腔内はもとより全⾝の環境および機能の維持に重要な役割を果

たしている[4]。唾液産⽣の場である唾液腺の発⽣は、マウスにおいて胎⽣ 12⽇

齢から開始される[5-7]。唾液腺は、上⽪を間葉組織が取り囲む構造からなり、胎
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⽣ 13 ⽇齢頃に単房状の上⽪組織に数カ所の裂け⽬が⼊り腺房の形成が始まる。

細胞増殖を繰り返しながら分岐形態形成を経ることで、効率よく唾液分泌を⾏

う唾液腺が完成されていく。唾液腺の発育の時期である胎児期の酸素環境は低

酸素状態であるが、唾液腺発育における HIF-1αの役割は現在まで調べられてい

ない。本研究では、ex vivo 唾液腺器官培養法を⽤いて唾液腺の発育における HIF-

1αの役割を解析した。 
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材料と⽅法 

 

1. 実験動物 

ICR 系妊娠マウス (⽇本 SLE 株式会社) の胎仔を⽤いた。すべての動物実験

は，⼤阪⼤学⼤学院⻭学研究科動物実験委員会の規定に基づいて⾏われた。また、

本研究は⼤阪⼤学⼤学院⻭学研究科動物実験倫理委員会の承認を得て⾏われた

（承認番号：動⻭ H-30-024-0） 。 

 

2. 器官培養 

ICR 系妊娠マウスから胎⽣ 13.5 ⽇齢 (以下、E13.5) の胎仔を摘出した。実体

顕微鏡 Stemi2000-CS (Carl Zeiss) を使⽤し、胎仔マウスの顎下腺 (以下、SMG) 

剖出を⾏った。まず、ガラス製剖板上で胎仔マウスから下顎を分離し、鑷⼦を⽤

いて⾆を摘出した。⾆に付着している 2つの SMGを採取し、Sakaiらの⽅法[8, 

9]に準じて器官培養を⾏なった。150 μg/mL ビタミン C (Sigma-Aldrich) と 50 

μg/mLトランスフェリン (Sigma-Aldrich) を添加した 200 μLの DMEM / F12培

地 (Life Technologies) で 50 mm Glass Bottom Dish (Mat Tek Corporation) の中央の

窪みを満たし、メンブレン (直径 13 mm、ポアサイズ 0.1 μm ; Whatman) を介し

た気相液相界⾯に唾液腺を静置し、37℃、5% CO2 条件下で培養した。培養後の
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唾液腺の実体顕微鏡像を撮影したものを、３⼈の研究者が⽬視により観察し腺

房数の計測を⾏った。 

3. Western blot法 

RIPA buffer (Nacalai Tesque) 、SDS solution (Nacalai Tesque) 、Protease Inhibitor 

Cocktel  (Nacalai Tesque) を⽤いて培養後の SMG を溶解した。溶解液を 15,000 

rpm、4℃で 60分間遠⼼分離を⾏い、上清を回収した。回収した上清に 2x Laemmli 

Sample Buffer (Bio-Rad) 、5% 2-Mercaptoethanol (Bio-Rad) を加えて試料とした。

Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad) を⽤いて調整した試料を電気泳動し、

Trans-Blot® Turbo Transfer System (Bio-Rad) を⽤い PVDF Membrane (Bio-Rad) に

転写した。0.05% Tween (Wako) を含む Tris Buffered Saline (TBST) で転写された

メンブレンを洗浄後、3%のスキムミルクでブロッキングを⾏なった。⼀次抗体

は、ウサギ抗 HIF-1α抗体 (1:1000, Cell Signaling Technology) 、ウサギ抗 GLUT1

抗体 (1:10,000, Abcam) 、マウス抗 VEGF 抗体 (1:100, Invitrogen) 、ウサギ抗

ERK1/2抗体 (1:1000, Cell Signaling Technology) 、ウサギ抗P-ERK1/2抗体 (1:1000, 

Cell Signaling Technology) 、ウサギ抗 LC3B 1/2 抗体  (1:1000, Cell Signaling 

Technology) 、ウサギ抗 Cleaved-caspase-3抗体 (1:1000, Cell Signaling Technology) 、

ウサギ抗 Procaspase-3抗体 (1:1000, Cell Signaling Technology) 、マウス抗 PCNA

抗体 (1:5000, BD) 、ウサギ抗 Cyclin D1抗体 (1:10,000, Abcam) 、マウス抗 actin
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抗体 (1:1000, Sigma Aldrich) を使⽤した。反応終了後、TBSTでメンブレンを洗

浄し、⼆次抗体反応は、HRP標識ヤギ抗ウサギ抗体 (1:1000) 、HRP標識ヤギ抗

マウス抗体 (1:1000) を反応させた。メンブレンの発光反応は、Clarity Western 

ECL Substrate (Bio-Rad) を⽤いて⾏い、シグナルを GeneGnome-5 (SYNGENE) で

検出した。発現の評価として ImageJを⽤いてピクセル数の計測を⾏った。また、 

actinのピクセル数を 1として標準化した。 

 

4. 阻害剤 

HIF-1α阻害剤である BAY 87-2243 (Selleck Chemicals) 、ERK1/2を阻害する際

に⽤いられるMEK阻害剤 U0126 (Cell Signaling Technology) を DMEM / F12培地

に添加し器官培養を⾏なった。BAY 87-2243 は 50、100 μM、U0126 は 10、20、

40 μMの濃度になるよう培地に添加した。摘出後 18時間培養した SMGを BAY 

87-2243、あるいは U0126 を含む DMEM/F12 培地で低酸素条件の下 4 時間また

は 30時間培養した。 

 

5. 低酸素刺激 

摘出後 18時間培養した SMGを、hypoxic culture kit BIONIX-1 (Sugiyama-Gen 

Co., Ltd) を⽤いて低酸素濃度である 5% (5% O2) と極度の低酸素濃度である 1% 
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(1% O2) に調整し、さらに 4時間または 30時間の培養を⾏なった。 

 

 

 

6. 統計解析 

統計的な有意性を⽰す P値の決定には Studentの t検定と、⼀元配置分散分析

（ANOVA）後に Bonferroni法を組み合わせて、多重⽐較検定を⾏なった。統計

的有意性は、P < 0.05とした。結果は、平均値 ± 標準誤差 (S.E.M) 値で表した。 
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結果 

 

1. 異なる酸素濃度における唾液腺の形態評価およびタンパク発現解析 

20% O2と 5% O2で 0時間、30時間培養した SMGの腺房数を計測し、それぞ

れ培養後 0時間後の腺房数を 1として標準化した。また、形態の評価を⾏った。

20% O2と 5% O2で培養した SMGの形態と腺房数において両群の差は認めなか

った (図 1 A、 B) 。次に、20% O2と 5% O2で 0、4、8、12、24時間培養した

SMGを⽤い、Western blot法により HIF-1αの発現を経時的に解析した。20% O2

では HIF-1αの発現は認めなかった。5% O2では低酸素刺激後 4時間で HIF-1αの

発現のピークをむかえ、その後時間経過とともに減少した (図 1 C) 。低酸素刺

激後 4時間で HIF-1αの発現が強く認められたため、本実験では Western blot法

に⽤いる SMG の低酸素刺激時間を 4 時間と設定した。HIF-1α の下流因⼦であ

り糖の取り込みに関与する GLUT1、⾎管新⽣に関与する VEGFの発現について

も解析を⾏なった。GLUTは、細胞において呼吸を維持するために必要なグルコ

ースの取り込みに、VEGFは⽣理的、病的状態において⾎管新⽣やリンパ管形成

に重要な役割を担っており、共に組織の発育にとって不可⽋な因⼦である[10, 

11]。GLUT1およびVEGFの発現は 20% O2と⽐較し 5% O2で増加した (図 1 D) 。 
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2. HIF-1α阻害剤 (BAY 87-2243) を添加した顎下腺発育の検証 

HIF-1α が SMG の発育に関与していることを検証するため、HIF-1α 阻害剤で

ある BAY 87-2243を⽤いた実験を⾏なった[12, 13]。まず、BAY 87-2243の濃度

を 50、100 μMになるように DMEM / F12培地に添加し 5% O2で SMGを培養後、

Western blot法により HIF-1α、GLUT1、VEGFの発現を解析した。いずれのタン

パクも BAY 87-2243 の濃度依存的に発現が減少していることがわかった (図 2 

A) 。次に、SMGの形態と腺房数の評価を⾏なった。BAY 87-2243⾮添加群と⽐

較し、BAY 87-2243を添加し培養した SMGの腺房形態は異常を認め、腺房数は

有意に減少した (図 2 B、C) 。これらの結果から、BAY 87-2243による HIF-1α

の阻害に伴い SMGの発育が抑制されていることが明らかになった。 

 

3. ERK1/2阻害剤 (U0126) を添加した HIF-1αシグナル経路の検証 

唾液腺の発育における HIF-1α シグナル経路の解析を⾏うため、ERK1/2 を阻

害する際に⽤いられる MEK 阻害剤 U0126 を⽤いた実験を⾏なった[14, 15]。

U0126を 0、10、20、40 μMの濃度になるように DMEM / F12培地に添加し 5% 

O2で SMGを培養後、Western blot法により HIF-1α、リン酸化 ERK1/2 (P-ERK1/2) 

の発現を解析した。その結果、HIF-1α と P-ERK1/2 の発現は共に U0126 の濃度

依存的に減少した (図 3 A) 。次に、U0126を添加し 5% O2で培養した SMGの
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形態と腺房数の評価を⾏なった。U0126 ⾮添加群と⽐較し、U0126 を添加した

SMG の腺房形態は異常を⽰し、腺房数は有意に減少した (図 3 B、C) 。U0126

を 20 μM の濃度になるように DMEM / F12 培地に添加し 20 % O2と 5% O2で

SMGを培養後、Western blot法により HIF-1α、P-ERK1/2の発現を解析した。5% 

O2においては U0126 の添加により、U0126 ⾮添加群と⽐較し HIF-1α の発現が

減少した。P-ERK1/2は 20 % O2と 5% O2で発現を認めたが、いずれの条件にお

いても U0126 を添加することで U0126 ⾮添加群と⽐較し発現は減少した (図 3 

D) 。U0126を 20 μMの濃度になるよう DMEM / F12培地に添加し 5% O2で SMG

を培養後、Western blot法により GLUT1、VEGFの発現を解析した。U0126の添

加により、GLUT1、VEGFの発現は共に U0126⾮添加群と⽐較し減少した (図 3 

E) 。以上の結果から、ERK1/2が HIF-1αの上流の基質であることが明らかにな

った。また、ERK1/2 のリン酸化により HIF-1α の発現が調整されている可能性

が⽰唆された。 

 

4. 極度の低酸素状態における顎下腺発育の検証 

組織が極度の低酸素状態に曝露されると発育障害が⽣じる[16, 17]。妊娠中に

異常が発⽣し胎児が極度の低酸素状態に曝されたと仮定し、極度の低酸素状態

における唾液腺の発育について検証をした。SMGを通常酸素状態である 20% O2、
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低酸素状態である 5% O2、極度の低酸素状態である 1% O2で培養を⾏い、腺房形

態と腺房数の評価、タンパク発現の解析を⾏なった。腺房の⼤きさおよび腺房数

は、20% O2、5% O2と⽐較し 1% O2で減少し、発育の抑制を認めた (図 4 A、B) 。

次にWestern blot法により HIF-1α、GLUT1、VEGFの発現を解析した。酸素濃度

の減少に伴い、いずれのタンパクも発現が増加した (図 4 C、D) 。1% O2で HIF-

1α、GLUT1、VEGFの発現が増加したにもかかわらず SMGの発育が抑制された

原因を調べるために発育関連タンパクの発現の解析を⾏なった。先⾏研究で唾

液腺発育過程における細胞増殖能と細胞死の役割が報告されていることから[7, 

18]、低酸素状態の細胞増殖能と細胞死への影響を検討した。Western blot法によ

り PCNA、Cyclin D1、Cleaved-caspase-3、Procaspase-3、および LC3B1/2の発現を

解析した。PCNA、Cyclin D1の発現は 5% O2で増加し、1% O2で減少した (図 4 

E) 。酸素濃度の変化による Cleaved-caspase-3、Procaspase-3、および LC3B1/2の

発現に差は認めなかった (図 4 F) 。これらの結果から、HIF-1αは極度の低酸素

状態においても強い発現を⽰すが、5% O2と同様には唾液腺の発育を促進できな

いことが明らかとなった。細胞増殖能、細胞周期の進⾏は 5% O2で促進され、

1% O2で抑制されることが明らかとなった。また、アポトーシスとオートファジ

ーは酸素濃度変化により影響を受けなかった。 
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考察 

 

唾液腺の発育、分枝形態形成には様々な因⼦やサイトカインが関わっている

が[7]、低酸素環境の影響やHIF-1αシグナルの関わりについては明らかではない。

本研究では、酸素濃度を調整した唾液腺の器官培養法を⽤い HIF-1αの唾液腺発

育への関与の検討を⾏なった。まず初めに、組織の発育には酸素が不可⽋である

が、低酸素状態である 5% O2においても通常酸素状態である 20% O2で培養した

SMGと腺房形態、腺房数において差は認めず同様の発育を⽰すことを確認した 

(図 1 A、B) 。また、HIF-1αが 20% O2では発現せず 5% O2で発現すること、HIF-

1αの下流因⼦である GLUT1、VEGF[2, 19]の発現が 20% O2と⽐較し 5% O2でよ

り発現していることを確認した (図 1 C、D) 。これらの結果から、HIF-1αシグ

ナル経路が低酸素状態における唾液腺の発育を促進している可能性がある。こ

の仮説を明らかにするため、HIF-1α阻害剤である BAY 87-2243を添加し SMGの

発育、タンパク発現の評価を⾏った。BAY 87-2243 を添加し培養した SMG は

HIF-1α、GLUT1、VEGFの発現が⾮添加群と⽐較し減少し、また腺房形態の異常

および腺房数の減少を認めた (図 2) 。これらの結果より、低酸素状態での唾液

腺の発育において HIF-1αの存在が重要であることが⽰唆された。 

ERK1/2シグナル経路は呼吸器・⾻格筋・マクロファージなどの臓器・組織・
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細胞の発⽣や、恒常性の調節に必須であると過去に報告されている[20-22]。本研

究の結果から、ERK1/2経路は、その下流因⼦である HIF-1α、GLUT1、VEGFの

発現を誘導することにより、低酸素条件下での SMG発⽣に関与していることが

⽰唆された (図 3) 。 

極度の低酸素状態である 1% O2においては HIF-1α、GLUT1、VEGFの発現が

増加したにもかかわらず SMGの発育は抑制された (図 4 A、B、C、D) 。当初、

HIF-1αを介した GLUT1、VEGFの発現の増加が極度の低酸素状態においても発

育を維持すると予想した。しかし、SMGの発育が抑制されたため、細胞増殖能、

細胞周期のマーカーである PCNA、Cyclin D1の発現について調べた。Western blot

の結果、PCNA、Cyclin D1の発現は 5% O2で上昇し、酸素濃度の低下に伴い減

少した (図 4 E) 。これらの結果から、極度の低酸素状態においては HIF-1αを介

した GLUT1、VEGF の発現増加による効果よりも、細胞増殖能、細胞周期の抑

制の⽅がより SMGの発育に影響を及ぼしたことが⽰唆された。 

さらに、アポトーシスとオートファジーに関与する因⼦である Procaspase-3、

Cleaved-caspase-3、LC3B1/2の発現を検討した。本研究においては酸素濃度を変

化させても Procaspase-3、Cleaved-caspase-3、LC3B1/2の差は認められず、酸素濃

度変化によるアポトーシスとオートファジーへの影響は乏しいと思われた (図

4 F) 。オートファジーには、栄養が供給され、適切な pHに制御され、細胞死を
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引き起こさないオートファジーと、厳しい低酸素状態や代謝ストレス下で誘導

され、細胞死を引き起こすオートファジーがあると過去の⽂献で報告されてい

る[23]。我々の結果は前者の報告を⽀持するものであった。すなわち、低酸素条

件下では GLUT1や VEGFの発現は上昇するが、細胞死を引き起こさないという

ものであり、グルコースの取り込みと⾎管新⽣を介した代謝ストレスがない状

態で、細胞死を誘導しないオートファジーが存在することが⽰された。また以前

の研究において、低酸素刺激がアポトーシスを抑制することが報告されている

[24]。この抑制メカニズムは複数の研究で検討されており、HIF-1α依存性のもの、

HIF-1α ⾮依存性のものが報告されている[25]。過去の⽂献において、HIF-1α が

鉄キレート剤を含む機構を介して，アポトーシスに対して保護的な役割を果た

す報告[26]、低酸素状態で活性化される ERK1/2 経路がアポトーシスを防ぐと

の報告がある[27]。本研究においても既報のごとく、低酸素状態において ERK1/2

のリン酸化および HIF-1αの発現が促進され、アポトーシスを防いだ可能性が⽰

唆された。以上のことから、極度の低酸素条件における SMG の発育抑制はア

ポトーシスやオートファジーによるものではなく、細胞増殖および細胞周期の

抑制に起因するものであることを⽰唆している。 

本研究は、ex vivo 唾液腺の器官培養法を⽤いて HIF-1α が唾液腺発⽣に影響

を与えることを初めて証明したものである。また、HIF-1α が ERK1/2 経路を介
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して作⽤し、その下流の GLUT1や VEGFの発現を増加させることを明らかにし

た。さらなるメカニズムの解析により唾液腺形成における HIF-1αの役割の理解

が深まり、唾液腺と同様の腺房形成を伴う肺や腎臓などの臓器の発育機構の解

明にも繋がることが期待される。 
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図説明 

 

図 1. 異なる酸素濃度における顎下腺の形態評価およびタンパク発現解析 

(A) 20% O2と 5% O2で 0時間、30時間器官培養した顎下腺の位相差顕微鏡像を

⽰す。スケールバーは 250 μmを表す。 

(B) 20% O2と 5% O2で顎下腺を培養後、0時間後と 30時間後の腺房数を位相差

顕微鏡を⽤いて計測し、それぞれ 0時間後の腺房数を 1として標準化した (腺房

数⽐ = 30 時間後の腺房数 / 0 時間後の腺房数) 。値は平均値および標準誤差 

(S.E.M) を⽰す (n = 6) 。n.s.: not significant 

(C) E13.5の顎下腺を 18時間器官培養し、さらに 20% O2と 5% O2で 0、4、8、

12、24 時間器官培養を⾏った後、HIF-1α の発現を Western blot 法により解析し

た。 

(D) E13.5の顎下腺を 18時間器官培養し、さらに 20% O2と 5% O2で 4時間器官

培養を⾏った後、HIF-1α、GLUT1、VEGFの発現をWestern blot法により解析し

た。 
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図 2. HIF-1α阻害剤 (BAY 87-2243) を添加した顎下腺発育の検証 

(A) E13.5の顎下腺を 18時間器官培養し、さらに 5% O2で DMSO、BAY87-2243 

(50、100 μM) を添加し 4時間器官培養を⾏った後、HIF-1α、GLUT1、VEGFの

発現をWestern blot法により解析した。 

(B) 5% O2で DMSO、BAY87-2243 (50 μM) を添加し 0時間、30時間器官培養し

た顎下腺の位相差顕微鏡像を⽰す。スケールバーは 250 μmを表す。 

(C) 5% O2で DMSO、BAY87-2243 (50 μM) を添加し顎下腺を 0時間、30時間器

官培養後、腺房数を位相差顕微鏡を⽤いて計測し、それぞれ 0 時間後の腺房数

を 1 として標準化した (腺房数⽐ = 30 時間後の腺房数 / 0 時間後の腺房数) 。

値は平均値および標準誤差 (S.E.M) を⽰す (n = 6) 。**P < 0.01 vs control 

 

図 3. ERK1/2阻害剤 (U0126) を添加した HIF-1αシグナル経路の検証 

(A) E13.5の顎下腺を 18時間器官培養し、さらに 5% O2で U0126 (0、10、20、40 

μM)を添加し 4時間器官培養を⾏った後、HIF-1α、P-ERK1/2、ERK1/2の発現

をWestern blot法により解析した。 

(B) E13.5の顎下腺を 18時間器官培養し、さらに 5% O2で DMSO、U0126 (20 μM)

を添加し 0時間、30時間器官培養した顎下腺の位相差顕微鏡像を⽰す。スケー

ルバーは 250 μmを表す。 
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(C) E13.5の顎下腺を 18時間器官培養し、さらに 5% O2で DMSO、U0126 (20 μM)

を添加し 0時間、30時間器官培養後の顎下腺の腺房数を計測し、それぞれ 0時

間後の腺房数を 1として標準化した (腺房数⽐= 30 時間後の腺房数 / 0 時間後

の腺房数) 。値は平均値および標準誤差 (S.E.M) を⽰す (n = 6) 。**P < 0.01 vs 

control 

(D) E13.5 の顎下腺を 18 時間器官培養し、さらに 20% O2と 5% O2で DMSO、

U0126 (20 μM) を添加し 4時間器官培養を⾏った後、HIF-1α、P-ERK1/2、ERK1/2

の発現をWestern blot法により解析した。 

(E) E13.5の顎下腺を 18時間器官培養し、さらに 5% O2で DMSO、U0126 (20 μM)

を添加し 4時間器官培養を⾏った後、GLUT1、VEGFの発現を Western blot法

により解析した。 

 

図 4. 極度の低酸素状態における顎下腺発育の検証 

(A) 20% O2、5% O2に加えて極度の低酸素状態として 1% O2で 0時間、30時間器

官培養した顎下腺の位相差顕微鏡像を⽰す。スケールバーは 250 μmを表す。 

(B) 20% O2、5% O2、1% O2で顎下腺を培養後、0時間後と 30時間後の腺房数を

位相差顕微鏡を⽤いて計測し、それぞれ 0 時間後の腺房数を 1 として標準化し

た (腺房数⽐ = 30 時間後の腺房数 / 0 時間後の腺房数) 。値は平均値および標
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準誤差 (S.E.M)  を⽰す (n = 6) 。 **P < 0.01 vs control、n.s.: not significant 

(C) E13.5の顎下腺を 18時間器官培養し、さらに 20% O2、10%O2、5% O2、1% 

O2で 4 時間器官培養を⾏った後、HIF-1α の発現を Western blot 法により解析し

た。 

(D) E13.5の顎下腺を 18時間器官培養し、さらに通常酸素濃度、低酸素濃度、極

度の低酸素濃度で 4時間器官培養を⾏った後、HIF-1α、GLUT1、VEGFの発現を

Western blot法により解析した。 

(E) E13.5の顎下腺を 18時間器官培養し、さらに 20% O2、5% O2、1% O2で 4時

間器官培養を⾏った後、PCNA、Cyclin D1の発現をWestern blot法により解析し

た。 

(F) E13.5の顎下腺を 18時間器官培養し、さらに 20% O2、5% O2、1% O2で 4時

間器官培養を⾏った後、Cleaved-caspase3、Procaspase3、LC3B1/2の発現をWestern 

blot法により解析した。 
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