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略語表 

cDNA : complementary DNA (相補的 DNA) 

EMT : epithelial-mesenchymal transition (上皮間葉移行) 

ES 細胞 : embryonic stem cells (胚性幹細胞) 

FGF : fibroblast growth factors (線維芽細胞増殖因子) 

iPS 細胞 : induced pluripotent stem cell (人工多能性幹細胞) 

mRNA : messenger RNA (メッセンジャーRNA)   

PBS : phosphate-buffered saline (リン酸緩衝食塩水) 

PCR : polymerase chain reaction (ポリメラーゼ連鎖反応)  

RT : reverse transcription (逆転写) 

siRNA : small interfering RNA (低分子干渉 RNA) 

Sox2 : sex-determining region Y-box 2 (Y 染色体性決定領域遺伝子) 

TBST : Tris-buffered saline (トリス緩衝生理食塩水) with Tween 20 

TGFβ : transforming growth factor beta (トランスフォーミング増殖因子) 
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要旨 

T-box 転写因子の一つである Brachyury が発生段階の中胚葉形成に必須の

遺伝子であることは知られている。近年、この遺伝子が発生のさまざまな過程

で働く新規の転写制御因子に関与することが明らかになりつつある。脊椎動物

の発生過程において、Wnt や TGFβ といったシグナル経路を構成する下流遺伝

子を制御していることも分かってきた。さらに、 Brachyury は成熟した組織に

おいては上皮間葉移行、つまり上皮と間葉の形質変化をコントロールする遺伝

子であることが知られている。また、癌幹細胞とも関係が深いとされ、癌細胞

の浸潤や転移に関与していることで注目されている遺伝子である。 

そこで、本研究ではマウス唾液腺発生初期における Brachyury の発現動態を

明らかにするとともに、器官培養法を用いて顎下腺原基の初期発生における 

Brachyury の役割について検討した。マウス顎下腺は、胎生 11.5 日 (E11.5) 

頃より発生を開始し、その後 E13.5-16.5 にかけて分枝形成を繰り返し、最終

的に終末部での細胞分化によって成熟する。胎生期マウス顎下腺における 

Brachyury 遺伝子の発現をリアルタイム RT-PCR で解析した。発生初期の分

枝形成期に一致して、E12.5-13.5 にかけて急激な Brachyury 遺伝子発現の増

加を認めた。胎生期マウス顎下腺における  Brachyury 発現を  Western 

blotting で評価した。リアルタイム RT-PCR の結果と同様に、E12.5-13.5 で
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の高発現を認めた。この発現動態から、Brachyury がマウス唾液腺発生初期に

何らかの作用を及ぼしている可能性が示唆された。 

Brachyury の強発現が発生の基礎となる cleft の形成、その後の分枝形成が

盛んに進行する時期であることから、Brachyury が cleft の形成や分枝形成を

制御している可能性が考えられた。そこで、抑制実験として Brachyury siRNA 

によるノックダウン効果を検討した。E12.5-13.5 から分離した顎下腺原基の器

官培養において、形態形成初期に必須の過程である cleft 形成や分枝形成が有

意に抑制された。一方、発生の中期以降である E14.5-15.5 から分離した顎下

腺原基の器官培養においては有意な効果は認められなかったことから、

Brachyury が発生初期段階における cleft 形成や分枝形成に関与している可能

性が示唆された。Brachyury が発生初期の cleft 形成や分枝形成に関与してい

る可能性が示唆されたため、cleft 形成や分枝形成、および細胞接着に関連する

とされる fibronectin、Btbd7、E-cadherin の胎生期マウス顎下腺における発現

動態を Western blotting で確認した。fibronectin、Btbd7 は Brachyury と

同様に E13.5 を中心に高発現が認められた。一方、E-cadherin の発現は発生

初期に減少していた。Brachyury と同様に Btbd7、fibronectin が発生初期に

高発現していることを確認したため、マウス顎下腺原基の器官培養における 

Btbd7、fibronectin 遺伝子ノックダウンの効果を検討した。Brachyury ノック
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ダウンと同様に cleft 形成や分枝形成が有意に抑制された。また、Btbd7、

fibronectin 遺伝子をノックダウンしても Brachyury の発現動態に影響は認め

なかったが、一方、Brachyury ノックダウンにおいては Btbd7、fibronectin の

発現の抑制が認められた。Brachyury が fibronectin や Btbd7 の上流でその

発現を制御している可能性が示唆された。 

すなわち、Brachyury は唾液腺の発生の初期に限局して強発現し、間葉マー

カーである fibronectin を誘導し、Btbd7 を介して上皮細胞接着因子である 

E-cadherin の発現を抑制することで上皮同士の接着から上皮間葉接着を誘導

し、唾液性発生における上皮間葉移行を制御している可能性が示唆された。  

また、唾液腺の発生には唾液腺幹細胞の存在が必要であり、幹細胞を維持す

ることが重要となる。幹細胞に関連する因子には、iPS 細胞の樹立に必要な 

Sox2、Oct3/4、c-Myc、Klf4 などが挙げられるが、その中でも Sox2 は全ての

多能性幹細胞で発現しており、それゆえ共通の多能性維持を担うとされる。 

そこで、幹細胞に関わる因子として特に Sox2 との関わりについて検討を行

った。E12.5-16.5 より分離した顎下腺原基を用いて、胎生期マウス顎下腺にお

ける Sox2 の発現動態を Western blotting で解析した。  

Brachyury の発現動態と同様に Sox2 は発生初期の E12.5-13.5 にかけて

強発現していることを確認した。Brachyury と同様に Sox2 が発生初期に高発
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現していることを確認したため、マウス顎下腺原基の器官培養における Sox2 

遺伝子ノックダウンの効果を検討した。Brachyury ノックダウンと同様に cleft 

形成や分枝形成が有意に抑制された。また、Sox2 遺伝子をノックダウンしても 

Brachyury の発現動態に大きな影響は認めなかったが、一方、Brachyury ノッ

クダウンにおいては Sox2 の発現の抑制がやや認められた。Brachyury が

Sox2 と相互的に影響することがいわれているが Brachyury の方が中心的に

発現を制御している可能性が示唆された。Cleft 形成に関してはどちらも必要な

因子であることが示唆された。 

E12.5-16.5 より分離した顎下腺原基を用いて、多能性の維持や様々な臓器発

生に関与するとされる Wnt の発現を Western blot 法で解析した。Wnt シグ

ナルは、Sox2、Oct、Brachyury 、fibronectin などを誘導し、一方で上皮間葉

移行に関わる  E-cadherin は抑制することが報告されている。今回は

Brachyury の発現に関与するとされる Wnt3a について解析した。Brachyury 

と同様に発生の初期の E12.5-13.5 に限局して発現しているのを確認した。 

以上より、Brachyury が fibronectin、Btbd7、E-cadherin を制御すること

で、マウス唾液腺の cleft 形成を制御し発生の中心的な役割を果たしている可

能性が示唆された。また、Brachyury は幹細胞の維持を担う Sox2 や Wnt シ

グナルも制御している可能性が考えられた。 
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緒言 

唾液腺は、唾液分泌を介した摂食機能、咀嚼機能、嚥下機能、口腔衛生状態

の維持、上部消化管としての消化機能などを担う重要な組織である [1, 2]。シェ

ーグレン症候群、頭頸部癌治療に対する放射線治療などによって引き起こされ

る口腔乾燥症は、齲蝕、細菌感染、咀嚼機能障害、嚥下機能障害や味覚障害な

ど様々な臨床症状を引き起こし、口腔の機能のみならず全身の健康維持にも大

きな影響を及ぼす [3-5]。従来、口腔乾燥症に対しては人工唾液投与や保湿剤の

使用などの対症療法が行われてきた。近年、ムスカリン受容体に作用し唾液分

泌を誘導するピロカルピン塩酸塩や塩酸セビメリンなどの副交感神経作動薬を

用いて、残存した唾液腺の機能を刺激する治療が行われるようになり、一定の

効果が得られているが、組織破壊が進行した唾液腺障害に対しては十分な効果

が得られていない [6-8]。このため、唾液腺再生による機能回復が望まれている

が、皮膚や軟骨などの再生医療と比較すると、唾液腺における再生医療の研究

は十分に進んでいない。それゆえ、唾液腺機能を回復させることが出来る新た

な治療法の開発が望まれている。多くの上皮性器官は、発生の決められた段階

における特定の間葉組織との相互作用によって形成され、最終的に器官特異的

な構造と機能を獲得する。上皮芽の増殖と分岐として定義される分枝形成は、

唾液腺、肺、腎臓、膵臓、乳腺などの発達性上皮性器官における基本的かつ不
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可欠な発生過程である。器官形成において、増殖因子、サイトカイン、細胞外

基質などを介した上皮間葉相互作用が必須であることが多くの研究で示されて

いる [9-26]。 

マウス顎下腺の器官形成は、E11 頃に口腔上皮が間葉に向かって増殖、伸長

することにより始まる。最初、間葉組織内で増殖した原基は 1 つの球状の上皮

茎を示す。それから最初の分岐点で上皮に深い cleft が生じることで分枝が始

まる。3 次元的な枝分れ構造を作るために、形成期に 1 つ 1 つの腺房は cleft 

と bud を作り続け、上皮の増殖と分枝を繰り返してブドウの房状に分枝した立

体構造を獲得する。 

これまでに、Brachyury が発生初期の中胚葉形成に必須であることが報告さ

れている [27-29]。脊椎動物の発生過程において、Brachyury は TGFβ や Wnt 

などの下流のシグナル伝達経路を調節するとされる。近年では、ヒト癌細胞に

おけるEMT (上皮間葉移行) を引き起こすことについても報告がなされている。

当分野では、高転移性で癌幹細胞形質を示す培養ヒト腺様嚢胞癌細胞株を用い、

Brachyury をノックダウンする事により、造腫瘍性、転移能の減弱を証明し、

これにより癌幹細胞の浸潤抑制が可能であることを示した [30]。 

唾液腺の発生には様々な遺伝子が関わっているが、特に cleft 形成やそれに

続く分枝形成に関与すると考えられている fibronectin、Btbd7、E-cadherin は
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重要な因子である。Wnt は線維芽細胞増殖因子 (FGF) とともに唾液腺の成長

を促し [31]、唾液腺の発生に関して影響を与えている。Wnt 系は、Sox2 の下

流遺伝子に位置しており、さらに Brachyury は Sox2 を制御することが示唆

されている [30]。 

そこで本研究では、唾液腺の初期発生における Brachyury の発現動態を解析

するとともに、唾液腺の発生に関与する Sox2、fibronectin、Wnt3a、E-cadherin 

および fibronectin によって誘導され E-cadherin の発現を制御する Btbd7 

[32] に着目して、唾液腺初期発生における Brachyury の関与について検討を

行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

実験材料と方法 

1．試薬および抗体 

ウサギ抗マウス Brachyury 抗体は、Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Dallas, 

TX, USA) より、ウサギ抗マウス Btbd7 抗体は、Novus (Oakville, ON, 

Canada) より、ウサギ抗マウス E-cadherin 抗体およびウサギ抗マウス 

Fibronectin 抗体は、Millipore Corporation (Billerica, MA, USA) より、ウサ

ギ抗マウス Sox2 抗体は、Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA, 

USA)  より、ウサギ抗マウス Wnt3a 抗体は、Bioss Inc. (Woburn, MA, USA) 

より、ウサギ抗マウス β-actin は、Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA) より購

入した。 

各 siRNA 試薬はそれぞれ Sigma-Aldrich より購入した。 

 

2．組織採取 

 実験に使用した ICR 妊娠マウスは日本 SLC 社 (静岡) から購入した。膣栓

を午前 9 時に確認した時点を胎齢 0 日 (E0) とした。マウスの顎下腺は 

E11.5 から E12 において口腔粘膜上皮が間葉に陥入することにより始まる 

[33]。その後、cleft 形成や分枝形成を繰り返し発育していくが、唾液腺の成長

の過程で 5 段階に分けられる [34]。E11.5 では上皮の陥入は起こっておらず、
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pre bud stage と呼ばれる。E12.5 頃には上皮の陥入により最初の bud が形成

され、initial bud stage と呼ばれる。次に、cleft 形成や分枝形成を経て E13.5 

では bud を 3-5 個認める pseudoglandular (偽腺) stage となる。さらに 

cleft 形成や分枝形成が E14.5 まで進行し、E15.5 からは管腔構造が形成する 

canalicular (管状) stage となる。その後 E16.5 頃から終末部の細胞分化が起

こり始め、器官特異的な構造と機能を獲得する terminal bud stage となる。

E12.5-16.5 の胎仔マウスを顎下腺原基分離の対象とした。使用する顎下腺が胎

齢にそった上記分類から著しく逸脱している場合は、その顎下腺を除外した。

イソフルラン (Abbott Japan、東京) 麻酔下に頚椎脱臼にて安楽死させた後、子

宮を摘出して氷上リン酸緩衝食塩水 (PBS) 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て羊膜を剥離し、頚部で切離した。実体顕微鏡 (Carl 

Zeiss, Berlin, Germany) 下に口裂部で切断、舌根部と下顎骨の間にある顎下腺

原基を分離した。 

 

3．器官培養 

本研究では、顎下腺の器官培養に、E12.5-16.5 の胎仔マウスから分離した唾

液腺原基を使用した。分離した唾液腺原基には顎下腺原基と舌下腺原基を含ん

でいる。この外植片をポアサイズ 0.4 μm の Falcon cell culture insert (Becton 
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Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) フィルター上に置き、フィルターを培地

200 μl を入れた 24 穴プレート (Becton Dickinson) の各ウェルにセットした。

培地は、BGJb 培地 (Gibco, BRL, MD, USA)に L(+)-アスコルビン酸 (和光純薬、

大阪) 100 μg/ml、ペニシリン G カリウム(萬有製薬、東京) 100 U/ml、ストレ

プトマイシン(明治製菓、東京) 100 μg/ml を添加して用い、37℃、湿度 100%、

5% 二酸化炭素気相下で培養した。なお培地は、1 日おきに半量ずつ交換した。 

 

4．Western blotting 

 胎仔マウスから分離した顎下腺原基や器官培養を行った原基を PBS で洗浄

した後、プロテアーゼ阻害剤を含むドデシル硫酸ナトリウム (SDS) 溶解緩衝溶

液 (50 mM Tris-HCl、pH 6.8、2% SDS、10% グリセロール、6% メルカプト

エタノール) を用いて音波破砕により溶解した。溶解液の蛋白濃度は Bio-Rad 

protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) を用いて測定後、

標準化した。その後、Laemmili sample buffer (Bio-Rad）・2-メルカプトエタノ

ール (和光) を添加し、70℃、30 分加熱し変性させ、-30℃にて保存した。同濃

度の蛋白を含む 30 μl のサンプルを 10% SDS-ポリアクリルアミドゲル上で電

気泳動した。電気泳動後、蛋白をニトロセルロース膜(Bio-Rad)に転写した。セ

ルロース膜を TBST (25 mM Tris-HCl、pH 8.2、144 mM NaCl、0.1% Tween 20) 
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で洗浄した後、常温 1 時間、5% スキムミルク/ TBST でブロッキングを行い、

TBST による洗浄後、特異的一次抗体で常温 1 時間処理した。TBST による洗

浄後、ホースラディッシュペルオキシダーゼ結合二次抗体と常温 1 時間反応さ

せて、TBST により洗浄した。ECL ウエスタンブロッティング検出システム 

(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA) で発光させ、化学発光

検出システム (ChemiDoc XRS-J, Bio-Rad) を用いて検出後、Quantity One 

software (Bio-Rad) を用いて解析を行った。 

 

5．リアルタイム PCR 法による mRNA  発現の解析 

E12.5-16.5 の胎仔マウスから分離した顎下腺原基を、PBS で洗浄した後回

収した。顎下腺原基に TRIzol (Invitrogen, Life Technologies Corporation, 

Carlsbad, CA, USA) 1 ml を加え、音波破砕により溶解し、室温で 5 分間放置

した。その後、クロロホルム (和光) 200 μl を加えて 3 分間撹拌し、室温で 3 分

間放置後、4℃、14,500 rpm で 15 分間遠心分離した。RNA を含む水層を約 

500 μl 採取して新たなエッペンドルフチューブに移し、これにイソプロピルア

ルコール (和光) 250 μl を加えて混合し、室温で 10 分間放置した。その後、4℃、

14,500 rpm で 30 分間遠心分離し、RNA を沈殿させた。上清を除去後、70% 

エタノール (和光） 1 ml を加えて沈殿物を洗浄し、ボルテックスにて混合した。
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混合後、4℃、14,500 rpm で 15 分間遠心分離し、沈殿物を室温で乾燥させ、

RNase-Free H2O 20 μl に溶解した。その後、65℃ で 10 分間保温し、撹拌後

氷冷した。RNase Inhibitor 1 μl を加え、分光光度計 (Ultrospec 3300 pro, 

Amersham) を用いて全 RNA の濃度を測定した。回収した約 3 μg の全 RNA 

を鋳型として、40 U / μl の Recombinant RNasin®Ribonuclease Inhibitor 

(Promega, Madison, WI, USA) を 0.5 μl、0.5 μg / μl の pd (T)12-18を 1 μl、250 

mM トリス塩酸塩 (pH 8.3)、375 mM KCl および 15 mM MgCl2 を含む 5 

×反応緩衝液を  4 μl、100 mM dithiothretiol を  2 μl、200 U / μl の 

SUSPERSCRIPTTMⅡ RNase H- Reverse Transcriptase (Life Technologies, 

Rockville, MD, USA) を 0.5 μl 加えて合計 20 μl とし、42℃ で 1 時間イン

キュベートした。その後、95℃ で 5 分間加温して酵素を失活させ、直ちに氷

冷して cDNA を合成した。これを RNase-Free H2O で 10 倍に希釈し、mRNA 

の解析に用いた。 

リアルタイム PCR は、Light Cycler FastStart DNA Master SYBER Green 

1 kit (Roche Diagnotics, Mannheim, Germany) を用いて mRNA 定量を行っ

た。また、プライマー (RT2 Profiler PCR Array [96-well Format] Human Drug 

Transporters) は QIAGEN (Chatsworth, CA, USA) より入手した。 

使用したプライマー配列は以下の通りである。 
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Brachyury (mouse) ： 

(F)5´-ATAACGCCAGCCCACCTA-3´ 

(R)5´-GGGAGCCTCGAAAGAACT-3´ 

β-actin： 

(F)5´-TGGGACGACATGGAGAAA-3´ 

(R)5´-AGCACAGCCTGGATAGCA-3´ 

 

反応条件は、熱変性は 95℃ で 1 サイクル 10 分間、2 サイクル以降 10 秒

間行った。アニーリング／伸長反応は 60℃ で 10 秒間、72℃ で 10 秒間と

し、すべて 47 サイクルの増幅を行った。Brachyury のリアルタイム PCR は

LightCycler Software Version 3.5 (Roche Diagnotics, Mannheim, Germany) 

を使用した。また、各胎齢で mRNA 発現量を比較するために、β-actin の 

mRNA 発現量と比較し、相対的発現量を算出した。 

 

6．Transfection 

顎下腺発生の開始時期は E11.5 であり、腺房として確認のできる E12.5 の胎

仔マウスから採取した顎下腺原基を transfection の標的とした。分離した原基

をポアサイズ 0.4 μm の Falcon cell culture insert フィルター上に置き、フィ
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ルターを 200 μl の培地を入れた 24 穴プレートの各ウェルにセットした。培

地は BGJb 培地に 100 μg/ml の L（+）アスコルビン酸、100 U/ml のペニシ

リン G カリウム、100 μg/ml のストレプトマイシンを添加したものに、各 

siRNA (50 nM) と Lipofectamine™ LTX・PLUS 試薬 (Invitrogen) を添加し

たものを用いた。37℃、100% 湿度、5% 二酸化炭素気相下にて培養を行った。

試薬を 24 時間反応させた後は、培地を交換し、前述に示した器官培養法に準

じて培養し、観察した。培養後に顎下腺原基を回収し、Western blotting にて

目的遺伝子の蛋白発現量を解析した。各  siRNA および  Lipofectamine™ 

LTX・PLUS 試薬の濃度は、それぞれ濃度を設定し Western blotting による

ノックダウン効率や培養時の顎下腺原基の細胞発育を比較検討し、て設定した。 

transfection の negative control は、siRNA Universal Negative control を

導入する器官培養群、siRNA を培地に添加せず遺伝子誘導試薬のみを添加した

培地を用いた器官培養群、および試薬を添加しない通常の器官培養群の 3 群と

した。transfection の positive control としては、β-actin siRNA を導入した。 

各 siRNA の 種類は以下の通りである。 

Mm_T2_3917_s：5´-GrArGrAUrGrGrCrCrGrCUUUrGrCrArGrATT-3´ 

Mm_T2_3917_as：5´-UrCUrGrCrArArArGrCrGrGrCrCrAUrCUrCTT-3´ 

Mm_Btbd7_5415_s：5´-rCrCUrAUrArArArCrArGUrGrArGrGUrCUTT-3´ 
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Mm_Btbd7_5415_as：5´-rArGrArCrCUrCrArCUrGUUUrAUrArGrGTT-3´ 

Mm_Sox2_3808_s：5´-rCrCrArCrCUrArCrArGrCrAUrGUrCrCUrATT-3´ 

Mm_Sox2_3808_as：5´-UrArGrGrArCrAUrGrCUrGUrArGrGUrGrGTT-3´ 

Mm_Fn1_8091_s：5´-rCUUrAUrGrGUrGrGrCrArAUUrCrArArATT-3´ 

Mm_Fn1_8091_as：5´-UUUrGrArAUUrGrCrCrArCrCrAUrArArGTT-3´ 

Mission_SIC-001_s：Mission_Negative control SIC-001, confidential sequence 

Mission_SIC-001_as：Mission_Negative control SIC-001, confidential sequence 

Mm_Actb_1503_s：5´-rGUUrArCrCrArArCUrGrGrGrArCrGrArCrATT-3´ 

Mm_Actb_1503_as：5´-UrGUrCrGUrCrCrCrArGUUrGrGUrArArCTT-3´ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

 

結果 

1．各胎齢における Brachyury 発現量の比較 

E12.5-16.5 の胎仔マウス顎下腺原基における Brachyury mRNA 発現量を

リアルタイム  PCR 法を用いて解析した  (図  1)。E12.5-13.5 の段階で 

Brachyury の高発現を認め、E14.5 以降は Brachyury の発現量の低下が認め

られた。また、E12.5-16.5 の顎下腺原基における Brachyury 発現量を  

Western blotting 法により解析した  (図  2)。RT-PCR の結果と同様、

E12.5-13.5 の段階で Brachyury の高発現を認め、E14.5 以降の発現量は低

値を示した。 

 

 

 

 

図 1.各胎齢における Brachyury mRNA 発現量の比較  

E12.5-16.5 の胎仔マウス顎下腺原基における Brachyury mRNA 発現量を

リアルタイム RT-PCR 法を用いて解析した。 n=2、コントロールを最小値

の E14.5=1 とした。 

 

E12.5 E13.5 E14.5 E15.5 E16.5 
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2．顎下腺原基発育における Brachyury siRNA によるノックダウンの効果 

E12.5-15.5 の胎仔マウスから顎下腺原基を分離し、Brachyury siRNA を 24

時間作用させてノックダウンを行い、その後 24 時間通常の器官培養を行った 

(図 3a)。通常の 48 時間器官培養を行った コントロールと比較して、発生初

期の E12.5-13.5 で cleft 形成や分枝形成が抑制されていることが確認された。

特に、E12.5 での効果が顕著で、成長できずに萎縮していく原基が多く認めら

れた。また、E13.5 では培養 24 時間後までは cleft 形成や分枝形成が進行す

る様子が観察されたが、Brachyury siRNA の導入後 48 時間を経過するころ

には、cleft 形成や分枝形成が有意に抑制された。一方、E14.5-15.5 では siRNA 

導入後の cleft 形成や分枝形成は通常の器官培養と比較して有意差を認めなか

った。培養した原基の中から 5 個選び小葉数を数え、平均を比較した(図 3b)。

選択は原基分離時と培養時で観察して周囲から逸脱しているものは除外した。

Brachyury 

β-actin  

 

図 2.各胎齢における Brachyury 発現量の比較  

E12.5-16.5 の胎仔マウス顎下腺原基における Brachyury 発現量を  

Western blotting を用いて解析した。  

 

E12.5 E13.5 E14.5 E15.5 E16.5 
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Brachyury ノックダウンで E12.5-13.5 での小葉数がコントロールと比較し

て明らかに減少していた。 

Transfection の比較実験としては、E12.5-15.5 の胎仔マウスから分離した顎

下腺原基を通常の器官培養群、siRNA を添加せず遺伝子導入試薬のみを添加し

た群、Negative control siRMA と遺伝子導入試薬を添加した群を用い、分離後 

0、24、48 時間経過後の顎下腺原基を観察した。それぞれで、導入による発生

の違いは認めなかった。 

siRNA 導入による標的遺伝子の発現を Western blotting で解析した。E12.5 

の胎仔マウスから分離した顎下腺原基に Brachyury siRNA を導入し、 24、36 

時間作用させた。ノックダウンにより Brachyury 発現が制御され、試薬作用時

間による相違がないことを確認した (図 4)。また、siRNA や試薬の有無による

コントロール実験では、特異的な Brachyury siRNA を導入した群のみにおい

て Brachyury の発現が抑制された (図 5)。 
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E12.5 

E13.5 

E14.5 

E15.5 

Brachyury siRNA (+) Control 

図 3. Brachyury ノックダウン時の器官培養の比較  

E12.5-15.5 の胎仔マウスから分離した顎下腺原基に Brachyury siRNA を導

入した。24 時間 siRNA を作用させ、さらに 24 時間通常の器官培養を実施し、

分離後 48 時間経過後の顎下腺原基を観察した。Control は E12.5-15.5 の胎仔

マウスから分離した顎下腺原基を 48 時間通常器官培養したものを用いた。

Scale bar：300 μm (a)。各胎齢における小葉数を計測した (b)。 
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b 
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a b d c 

Brachyury 

β-actin  

 

β-actin  

 

Brachyury 

a b c d e 

図 4. Brachyury ノックダウン効果の確認 

E12.5 の胎仔マウスから分離した顎下腺原基を用いて Western blotting に

て解析を行った。分離した顎下腺原基を  Brachyury siRNA と 

Lipofectamine™ LTX・PLUS 試薬を添加した培地で 器官培養を行った。24 

時間後に原基を回収した (a)。(a) と同条件で培養し、36 時間後に原基を回

収した (b)。分離した顎下腺原基を siRNA Negative control を加えた培地で

器官培養を行った。24 時間後に原基を回収した (c)。分離した顎下腺原基で

通常の器官培養を行った。24 時間後に原基を回収した (d)。 

図 5 各条件における Brachyury 発現量の比較 

胎仔マウスから分離した顎下腺原基を用いて Western blotting で解析を行

った。Brachyury をノックダウンし、24 時間培養後に原基を回収した(a)。 

E13.5 の胎仔マウスから分離した顎下腺原基を回収した (b)。分離した顎下

腺原基に siRNA Negative control を作用させ 24 時間培養後に回収した 

(c)。分離した顎下腺原基に遺伝子導入試薬のみ添加して器官培養を行った。

24 時間後に原基を回収した (d)。分離した顎下腺原基で通常の器官培養を行

った。24 時間後に原基を回収した(e)。a, c-e は E12.5 マウスを使用した。 
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3．胎生期唾液腺組織における初期発生関連因子発現量の解析 

Fibronectin は cleft 周囲に特異的に集積する細胞外基質で、細胞接着因子で

ある E-cadherin を制御することで cleft 形成を促進することが知られている 

[51]。その fibronectin により誘導される Btbd7 は、Snail2 の発現を誘導し 

E-cadherin の発現を抑制していることが報告されている [32]。また、Sox2 は 

Wnt シグナルを介して発生期における細胞増殖や幹細胞性の維持に関与し、 

Brachyury との関連性も示唆されている [30]。そこで、これらの因子が細胞接

着、細胞増殖、cleft 形成、分枝形成に関わっていることが知られているため、

胎生期顎下腺原基におけるその発現を Western blotting で解析した (図 6)。

結果、Brachyury と同様に E13.5 を中心とした発生初期に fibronectin、Btbd7、

Sox2 および Wnt3a の強い発現を認めた。一方、fibronectin や Btbd7 によ

って制御される E-cadherin は E12.5-13.5 でその発現が抑制されていた。 
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4．Btbd7, Sox2, fibronectin siRNA によるノックダウンの効果 

Brachyury と同様に Btbd7、Sox2、fibronecitn も発生初期に強発現してい

ることが確認できたため、E12.5-16.5 の胎仔マウスから顎下腺原基を分離し、

Btbd7、Sox2、fibronectin siRNA ノックダウンによる効果を観察した (図 7)。

Brachyury ノックダウンと同様に、いずれも導入後の顎下腺原基の cleft 形成

や分枝形成が有意に抑制された。 

Btbd7 

Sox2 

Wnt3a 

fibronectin 

E-cadherin 

β-actin  

 
E12.5 E13.5 E14.5 E15.5 E16.5 

図 6 各胎齢における唾液腺発生関連因子発現量の比較  

E12.5-16.5 の胎仔マウス顎下腺原基における発生関連因子発現量を、

Western blotting を用いて解析した。  
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fibronectin siRNA(+) Sox2 siRNA(+) 

Control Btbd7 siRNA(+) 

図 7. 各唾液腺発生関連因子ノックダウン時の器官培養の比較  

E12.5 の胎仔マウスから分離した顎下腺原基に、Btbd7、Sox2、

fibronectin siRNA を導入した。24 時間 siRNA を作用させ、さらに 

24 時間通常の器官培養を実施し、分離して 48 時間経過後の顎下腺

原基を観察した。コントロールには E12.5 の胎仔マウスから分離し

た顎下腺原基を 48 時間通常の器官培養したものを示した。Scale 

bar：300 μm  
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5．siRNA ノックダウンによる関連因子発現解析 

Brachyury、Btbd7、Sox2、fibronectin いずれのノックダウンおいても cleft 

形成や分枝形成が抑制されたため、唾液腺の初期発生における制御機構を明ら

かにする目的で siRNA ノックダウンによる関連因子発現を Western blotting 

で解析した。その結果、Brachyury のノックダウンにより Btbd7, Sox2 およ

び  fibronectin の発現が抑制された  (図  8)。一方、  Btbd7, Sox2 および 

fibronectin のノックダウンでは Brachyury の発現に影響を与えなかった (図 

9)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Brachyury siRNA(+) Control 

Sox2 

fibronectin 

Btbd7 

β-actin  

 

図 8. Brachyury ノックダウンによる唾液腺発生関連遺伝子発現量の比較 

E12.5 の胎仔マウスから分離した顎下腺原基に Brachyury siRNA を導

入した。24 時間 siRNA 作用後、Western blotting で解析を行った。 
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Brachyury 

β-actin  

 

Control Control Control Btbd7 

siRNA(+) 

Sox2  

siRNA(+) 

fibronectin  

siRNA(+) 

図 9.各遺伝子ノックダウンによる Brachyury 発現量の比較 

E12.5 の胎仔マウスから分離した顎下腺原基に Btbd7、Sox2、fibronectin 

siRNA を導入した。24 時間 siRNA 作用後、Western blotting で解析を

行った。 
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考察 

唾液腺の分化調節機構に関する研究は、ヒト唾液腺腫瘍細胞株やヒト正常唾

液腺から分離した培養細胞を使って行われてきた[35-38]。加えて、上皮性発達

性器官である唾液腺、肺、腎臓や乳腺などの初期発生に関する研究は盛んに行

われている。Grobstein [39]によって開発された器官培養法は、様々な臓器の初

期発生や形態形成を検討する方法として多くの研究に利用されている。唾液腺

の発生は口腔上皮の肥厚が粘膜直下の間葉組織に索状に侵入することにより始

まる。その後、分枝形成、導管形成、終末部の細胞分化によって器官特異的な

構造と機能を獲得する。この発生初期に見られる分岐は形態形成における必須

の発生過程であり、将来的にぶどうの房のように多数の導管と腺房の繰り返し

構造を作る。マウス顎下腺は E12.5 頃から上皮が分岐を開始する。この過程は

単房の上皮に深い cleft を形成することによって始まり、3 次元的な枝分れ構

造を形成するために腺房は cleft と bud を作り続ける。この cleft 形成や分枝形

成は、増殖因子、細胞外基質、細胞接着因子など上皮間葉相互作用によって調

節されていることが多くの研究で示されている [40-43]。 

近年、組織構築における上皮間葉移行の重要性が明らかにされ、その制御遺

伝子である Brachyury の関与が報告されている [30, 44-46]。Brachyury は 

T-box 転写因子の一つであり、X 線照射によるマウス突然変異として 1927 年
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に発見された遺伝子座である。この突然変異体のホモ個体は中胚葉が十分に形

成されず E11 程で死に至るが、ヘテロ個体は尾が短くなって生まれてくる。T 

遺伝子座は複雑で、発見以来その機能の解明に多くの努力がなされ、Brachyury 

遺伝子が 1990 年にクローニングされた。以来、この遺伝子のホモログが様々

な動物から単離され、またその関連遺伝子としての T-box 遺伝子が多数発見さ

れ、これらの遺伝子が発生の様々な過程で働く新規の転写制御因子をコードす

る遺伝子ファミリーを形成することが明らかになりつつある。Brachyury は発

生段階の中胚葉形成と分化に必須な遺伝子であることが報告されており、脊椎

動物の発生過程において、Wnt や TGFβ などシグナル経路を構成する下流遺

伝子を制御している。 

近年の再生医療の位置づけは重要性を増しており、皮膚や軟骨など種々の臓

器の再生が試みられているが、唾液腺の再生は十分な検討がなされていない。

再生医療は、第一世代と呼ばれる造血幹細胞移植などの細胞移入に始まり、第

二世代と呼ばれる皮膚シート、角膜シート、心筋シート、口腔粘膜上皮シート

などの 2 次元組織再生を経て、第三世代と呼ばれる 3 次元の臓器、器官再生の

時代を迎えている。将来的に、幹細胞は再生医療や創薬において重要な役割を

果たすことが期待されている [47, 48]。一方、癌幹細胞は正常組織における幹

細胞が有する性格を有していることが報告されており[49]、当分野でも唾液腺悪
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性腫瘍細胞株を用い、Brachyury をノックダウンすることで自己複製能や癌幹

細胞マーカーが消失することを証明し、癌幹細胞の制御に Brachyury が中心的

制御因子として関わっていることを示唆している [30]。ES 細胞 (胚性幹細胞) 

は体中すべての細胞に分化する可能性を保っているが、受精卵を利用しなけれ

ば得られないことから倫理的な取り扱いが障害となる。iPS 細胞 (人工多能性

幹細胞) は体細胞に特定の遺伝子を導入することで ES 細胞と同様に様々な細

胞に分化することが可能である。iPS 細胞は受精卵を利用せずに得られる万能

細胞であるため、ES 細胞の持つ倫理的問題を解決出来ると期待されている。一

方、iPS 細胞が ES 細胞と同等の万能細胞であり、理論的に iPS 細胞由来のヒ

ト胚の作製が可能だとすると新たな倫理的検討が必要である。 

再生医療において、幹細胞の同定は必須の条件である。唾液腺は組織学的に

は排泄導管、線条部導管、介在部導管、さらに終末部に漿液性または粘液性の

腺房細胞により構成されており、介在部導管や腺房細胞の基底側には筋上皮細

胞が存在している。唾液腺組織幹細胞については、介在部導管に存在するので

はないかと考えられているが、現在のところは確定的な証明はなされていない。

また、成熟唾液腺においては細胞誘導性を持った幹細胞は認められない。当分

野では、唾液腺の再生医療を実現するためにマウス胎仔顎下腺より唾液腺幹細

胞の分離を行い、in vivo または in vitro で唾液腺の組織再構築が可能である
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ことを証明した。再構築組織の免疫組織化学染色では、最終分化マーカーであ

るアクアポリン  5 の局在を認めたことにより、再構築組織は正常組織の 

terminal bud stage 相当まで分化していることが示唆された。近年、唾液腺全

摘出マウスに再生唾液腺原基を導管接続し、再生唾液を口腔内へ分泌させ、唾

液腺摘出に伴う口腔内の洗浄や嚥下障害を機能的に回復させることが可能であ

ると報告された [50]。しかし、唾液腺再生および移植の臨床応用を行う際、唾

液腺細胞の供給源は成人障害唾液腺となるため、最終分化を完了した組織から

唾液腺幹細胞を誘導し、唾液腺再構築へ発展させる必要がある。 

そこで、本研究では前述の Brachyury に着目し、マウス胎仔唾液腺の発生に

おける Brachyury の関与について検討を行った。まず、マウス胎仔唾液腺にお

ける Brachyury の発現動態をリアルタイム PCR 法と Western blotting で

解析した。結果、発生初期の E12.5-13.5 にかけて急激な Brachyury の発現増

加を認めた。この現象は Brachyury が形態形成初期に何らかの影響を及ぼして

いる可能性が示唆されたため、器官培養法を用いて Brachyury 遺伝子のノック

ダウンによる形態形成への影響を検討した。発生初期の E12.5 から分離した顎

下腺原基に対し Brachyury 遺伝子をノックダウンすると有意に cleft 形成お

よび分枝形成が抑制された。また、E13.5 でノックダウン開始した場合、cleft 形

成や分枝形成はわずかに認められたが、24 時間を経過した時点では新たな 
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cleft 形成は阻害され、分枝形成も抑制されていた。一方、発生の進んだ 

E14.5-15.5 でノックダウンした場合は、ほとんどその影響が認められなかった

ことから、Brachyury は形態形成の開始となる cleft 形成を制御している可能

性が示唆された。Cleft 形成や分枝形成は、様々な因子によって制御される複雑

な発生過程である。Fibronectin は clefts 周囲に特異的に発現し、分岐点にお

いて上皮細胞同士の接着に必要な分子 E-cadherin を抑制し、インテグリンを

介した細胞と細胞外マトリックスとの新しい接着を誘導することにより、分岐

を促進することが知られている [51]。また、 fibronectin によって cleft 周囲

の上皮に誘導された Btbd7 が Snail2 (Slug) の誘導を調節し、E-cadherin の

発現を抑制することで cleft 形成に続く分枝形成を促進することが報告されて

いる [32]。また、Sox2 は Wnt, Notch, Hedgehog シグナルを制御することで

発生期における幹細胞性や多能性の維持、発生の維持に必要とされる転写因子

である [52]。さらに、Brachyury は Sox2 の発現を調節することによって癌幹

細胞を制御する因子であることが報告されている [30]。そこで、マウス胎生期

顎下腺の発生において Brachyury が fibronectin、E-cadherin、Btbd7、Sox2、

Wnt3a とどのように関連しているかを確認するため、まず E12.5-16.5 顎下腺

原基における発現を Western blotting で解析した。結果、fibronectin、Btbd7、

Sox2、Wnt3a は Brachyury の発現動態と同様に E12.5-13.5 の発生初期に高
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い発現を認めた。対照的に Btbd7 によって制御される E-cadherin は分枝形成

期に抑制されていた。Brachyury と同様に Btbd7、Sox2、fibronecitn も発生

初期に強発現していることが確認できたため、Btbd7, Sox2, fibronectin siRNA 

ノックダウンによる効果を観察した。結果、Brachyury ノックダウンと同様に、

Btbd7, Sox2, fibronectin siRNA いずれの導入後の顎下腺原基も cleft 形成や

分枝形成が有意に抑制された。そこで、唾液腺の初期発生における制御機構を

明らかにする目的で siRNA ノックダウンによる関連因子発現を  Western 

blotting で解析した。結果、Brachyury のノックダウンにより Btbd7, Sox2 お

よび  fibronectin の発現が抑制されたのに対して、Btbd7, Sox2 および 

fibronectin のノックダウンでは Brachyury の発現に影響を与えなかったこと

から、Brachyury は fibronectin、Btbd7 や Sox2 の上流でマウス顎下腺の初

期発生を制御している可能性が示唆された。 

マウス ES 細胞を用いた研究では、初期発生における経路として Wnt シグ

ナル、FGF シグナル、Activin/Nodal シグナルが重要であることが報告されて

いる。Wnt シグナルは canonical pathway と呼ばれる β-catenin を介したシ

グナル伝達の他に、Wnt/PCP や Wnt/Ca2+ pathway が知られており、これら

の三つの経路を介して形態形成誘導、細胞極性決定、増殖分化調節を担ってい

るとされる。Wnt シグナルにより多能性関連遺伝子とされる Oct3/4、Sox2、
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Nanog、Klf4 などの発現を誘導し、標的遺伝子として Brachyury や FGF が

考えられている。一方、多能性維持には Wnt シグナルのみならず FGF シグ

ナルも必須であることが報告されている。FGF シグナルは JAK/STAT3、

PI3K/AKT、ERK/MAPK 系を介して、発生初期における上皮間葉移行、細胞

遊走、器官形成に大きく関与しており、標的遺伝子として Brachyury や Sox2 

を誘導することが報告されている。また、Brachyury は FGF や Wnt を標的

遺伝子として形態形成に関与し、細胞接着に関与する fibronectin を中心とし

た中胚葉形成に寄与していることが報告されたことにより、発生初期において

Wnt、FGF、Brachyury が相乗的に作用し自己活性化調節ループを形成し、こ

れらの安定した発現により発生を維持していることが推察されている。 

結論として、これまでの知見や本研究の結果から、Brachyury は fibronectin 

を誘導し、その fibronectin が Btbd7 の発現を促進する。Btbd7 は Snail2 を

介して E-cadherin の発現を抑制することで、cleft 形成や分枝形成を制御する。

一方、Wnt シグナルを介した Sox2 の発現を制御し、発育に必要な細胞増殖や

発生の維持に寄与することで、Brachyury が唾液腺の発生初期において中心的

な役割を果たしている可能性が考えられる (図 10)。  

Brachyury がマウス顎下腺の初期発生に関与している可能性を示した報告は

本研究が初めてである。Brachyury は幹細胞を制御する中心的な役割を果たし
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ている可能性が数多く報告されており、今後、この Brachyury をターゲットに

した唾液腺幹細胞誘導による再生医療への可能性が期待できる。 

 

 

 

 

 

 

図 10．Brachyury を中心とした、発生時の各因子との関連を図式化 

明らかにされている Brachyury の役割に加え、赤字の Brachyury と 

fibronectin および Btbd7 の関係が今回の研究で示唆された。Sox2 と

Brachyury の関係は本研究では明言できないが、何らかの関係がある可

能性が考えられる。 
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総括 

本研究は、唾液腺の再生治療に向けた基礎的研究として、マウス胎生期唾液

腺発生における Brachyury 遺伝子の関与を検討した。 

マウス顎下腺初期発生の開始 (cleft 形成) である E13.5 中心に、Brachyury、

fibronectin、Btbd7、Sox2、Wnt3a の高発現を認めた。Brachyury、Btbd7、

Sox2、fibronectin ノックダウンにより顎下腺の cleft 形成や分枝形成は有意に

抑制された。Brachyury ノックダウンによって fibronectin、Btbd7、Sox2 の

発現低下を認めたが、fibronectin、Btbd7、Sox2 ノックダウンでは Brachyury 

の発現に影響を与えなかった。 

以上より、Brachyury は唾液腺の初期発生の開始となる cleft 形成を調節す

る中心的な役割を果たしている可能性が示唆された。Brachyury による唾液腺

幹細胞への誘導および維持の可能性が考えられるため、引き続き発生関連遺伝

子と Brachyury の関係を検討していく。 
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