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学位論文の内容要旨

TAZ inhibits acinar cell differentiation but promotes 
irnrnature ductal cell proliferation in adult mouse 

salivary glands 

成体マウス唾液腺における TAZの発現は

腺房細胞への分化を抑制し、未熟な腺管細胞の細胞増殖を促進する

神戸大学大学院医学研究科医科学専攻

分子細胞生物学分野

（指導教員：鈴木聡教授）

宮地洋佑

【背景・目的】、

唾液は口腔内の環境を健康に保つだけではなく、礁下や消化を助ける

など様々な役割を持つ。唾液腺は枝状に分岐した構造をとり、唾液を合

成する腺房細胞、唾液の分泌を補助する筋上皮細胞、唾液の通路となる

腺管細胞から構成される。唾液の分泌量低下は頭頸部腫瘍の治療による

放射線照射やシェーグレン症候群などの自己免疫疾患により引き起こさ

れる。唾液の分泌量低下は口腔内の環境の悪化に繋がり、虫歯になりや

すくなるだけではなく感染症にかかりやすくなる。現在、唾液の分泌量

の低下に対する治療法としては対症療法しかなく、新しい治療法が求め

られている。

これまでの研究で、成体マウス唾液腺の腺房細胞は自己複製や介在部

導管に位置する前駆細胞から分化することで恒常性を維持していること

が報告されている。この前駆細胞は腺管細胞や腺房細胞に分化すること

ができるが、どのようなシグナルにより運命が決定するかは明らかにな

っていない。このメカニズムを明らかにすることで唾液腺を再生させる

ような新たな治療法の開発につながると考えられる。

Hippo経路は器官サイズの制御や細胞増殖・幹細胞の自己複製など

において重要なシグナル経路である。この経路はLATSキナーゼとその

アダプタータンパク質である SAVlやMSTキナーゼと MOBlA/lBで
構成される。これらの Hippo経路のコアコンポーネントは細胞外環境に

より制御を受ける。 Hippo経路下流の転写共役因子TAZやそのパラログ

である YAPlは核内で転写因子TEADと結合し、標的遺伝子の転写を促

進する。活性化されたHippo経路はTAZ/YAPlをリン酸化し核外移行

やタンパク質分解を促進する。

これまでの Hippo経路と唾液腺の関係について、胎生期マウスの唾液

腺を用いた実験から、唾液腺の正常な分岐にHippo経路が重要であるこ

とが報告されている。また、唾液腺細胞株を用いた実験から TAZ/YAPl

の欠損がリゾホスファチジン酸によるアポトーシスを減少させることが

報告されている。しかしながら、現在までに成体マウス唾液腺における



Hippo-TAZ/YAP1経路の機能についての報告はない。

本研究では成体マウス唾液腺での Hippo-TAZ/YAP1経路の役割につい

て解明するために様々なノックアウトマウスを作製しその役割の解明を

目指した。

【方法】

本研究で使用したマウスは、 Rosa26-CreERT2-Tgマウスに

Moblafloxtflox; Moblb·1•マウスを交配することにより作製した (Rosa26-

CreERT2; Moblafloxtflox; Moblb-1-adMOBlDKOと表記）。コントロール

としてMoblafloxtflox;Moblb·1•マウス使用した。また、 3 重変異マウスで

ある TAZTKO (Rosa26-CreERT2 ; M~blafloxtflox; Moblb・1―; 

Taziloxtflox)およびYAPlTKO (Rosa26-CreERT2 ; Moblafloxtflox; Moblb・ 

t・; Yapl flox/flox) を作製した。これらのマウスにタモキシフェン (TAM)を

P35-P39の5日間 lmg/dayで腹腔内に投与し、遺伝子欠損を誘導した

上でマウス唾液腺の一つである顎下線 (submandibulargland, SMG)を

評価した。

【結果・考察】

成体マウス唾液腺における TAZ/YAP1の役割を調べるために、出生後

35-42日の adMOBlDKOマウスとコントロールマウスに 5日間、 TAM

を腹腔内に投与した。 adMOBlDKOマウスは、 TAM後 3-5週間で死亡

した。これは食物摂取量の減少や皮膚の損傷による体液喪失が原因であ

ると考えられる。そこで、 TAM開始3週間までの様々な時点で SMGを

回収し評価を行った。

TAM開始 14日目以降、変異体SMGはコントロールと比較して、小

さくなり、 TAM開始21日の時点で、総重量及び総細胞数は 32%、腺房

細胞の細胞数については 63％も減少した。一方、腺管細胞の細胞数はコ

ントロールと変化がなかったが、 CK14とCK7が陽性の末熟な腺管細胞

の数が 2.7倍に増加し、 CK14陰性CK7陽性の成熟した腺管細胞は23%

減少した。組織学的には、変異体SMGの腺管細胞は局所的に増殖し、

内腔構造を持たない塊や異形成を示し、核が拡大していた。

次に唾液の分泌量を測定したところ、 adlVIOBlDKOマウスから分泌

された唾液の量はコントロールに比べて 44％も減少した。さらに、これ

らの変異体SMGを組織学的に調べたところ、中程度の炎症細胞浸潤と

線維化が認められた。これらの表現型はいずれも、ヒトのシェーグレン

症候群の特徴を1方彿とさせるものである。
腺房細胞が減少した理由を明らかにするために、コントロールと

adlVIOBlDKOマウスの腺房細胞のうち、細胞増殖・細胞死の割合を検

討した。その結果、有意な差がなく、変異体SMGの腺房細胞の減少

は、細胞増殖や細胞死によるものではないことがわかった。一方、 CK7

陽性腺管細胞の細胞増殖と細胞死はそれぞれ 18倍と 9倍に増加してお

り、急速なターンオーバーを示している。 adlVIOBlDKOマウスの腺房

細胞には明らかな細胞死が見られないことから、腺房細胞の減少は、炎

症細胞浸潤が原因ではないと考えられる。

腺房細胞の分化に関して調べるために adlVIOBlDKOマウスの唾液腺

上皮細胞を TAMなしで不死化させた細胞株を樹立した。この細胞株を

マトリゲル上で培養し、‘qPCRにより腺房細胞や腺管細胞のマーカーの

発現を確認したところ、マトリゲルなしで培養した場合に比べ、腺房細

胞マーカー (Aqp5,Amyla)の発現が増加し、腺管細胞マーカー

(Krt19, Krt7)の発現量は低下した。一方、マトリゲル上でTAMを加え

て10日間培養したところ、 TAMを加えていない場合に比べ、腺房細胞

マーカーの発現は低下し、腺管細胞マーカーの発現は増加した。マウス

SMGを用いた免疫染色実験では、変異体SMGではコントロールよりも

腺管細胞のうちAQP5とCK14（未熟な腺管細胞マーカー）の両方に陽

性の細胞が増加していることが確認された。これらのデータは、成体

SMGに存在する前駆細胞が、 MOBlの機能に影響されていることを示

唆している。

次に、 MOBlA/lB欠損による TAZNAPlに及ぼす生化学的な影響を

調べた。予想通り、変異体SMGでは、 TAZとYAPlタンパク質の両方

が増加していた。免疫染色を用いて、 TAZとYAPlを確認したところ、



コントロールでは腺房細胞と管状細胞の細胞質にかすかに検出された。

一方で、 ad.MOBlDKOでは、核における TAZとYAPlの両方の発現レ

ベルが、腺管細胞と腺房細胞で大幅に増加していた。次に、変異体

SMGの表現型が、 TAZとYAPlのどちらに依存するかを明らかにする

ため、 TAZTKOと、 YAPlTKOの2種の 3重変異マウスを作製した。

これらのマウスから変異体SMGで観察された腺房細胞の減少と未熟な

腺管細胞の増加は、 TAZの欠損で劇的に抑制されたが、 YAP1の欠損で

は有意な影響を受けなかった。

腺房細胞の形成は、 SOX2とSOXlOによって制御される。免疫染色

を用いた実験から、変異体SMGでは核内での SOX2とSOXlOの両方

の発現が有意に低下していた。また、 WNT経路が恒常的に活性化して

いる変異マウスの SMGでは、末熟な腺管細胞が増加し、腺房細胞が減

少することが報告されている。そこで、 TAZNAPlの下流分子である f3-

カテニンの活性化を、免疫染色を用いて調べた。その結果、変異体

SMGでは、 Bーカテニン腺管細胞で活性化していることがわかった。こ

のように、変異体SMGの表現型は、 TAZ-SOXシグナルと TAZ-/3 -カテ

ニンシグナルが重要であると考えられる。

【結論】

本研究では成体マウス唾液腺における Hippo-TAZシグナルはSOXや

B —カテニンを介して、腺房細胞の分化への分化を抑制し、未熟な腺管細
胞を増加させることを明らかにした。さらに、 adM:OBlDKOマウス

SMGはヒトのシェーグレン症候群の特徴に類似する炎症細胞の浸潤や

繊維化が中程度に増加することを明らかにした。今回発見したHippo-

TAZシグナルを制御することが、放射線などによる唾液腺の損傷を事前

に予防することや、損傷した唾液腺を回復させるような新たな治療法の

開発戦略になり得る。
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［背景］
唾液は口腔内の環境を健康に保つだけではなく、喋下や消化を助けるなど様々な役割を

持つ。頭頸部腫瘍への放射線治療や自己免疫疾患であるシェーグレン症候群により引き起

こされる唾液の分泌量低下は口腔内の環境の悪化に繋がる。現在、唾液の分泌量の低下に

対する治療法としては対症療法のみであり、新しい治療法が求められている。これまでの

研究から、シェーグレン症候群患者の口唇腺の免疫染色から Hippo経路下流の転写共役因

子である TAZが活性化していると報告されている。しかしながら、 Hippo経路と唾液腺の

報告については、胎生期マウスの唾液腺や唾液腺細胞株を用いた実験のみであり、成体マ

ウス唾液腺における Hippo経路の機能についての報告はない。本研究では成体マウス唾液

腺での Hippo-TAZ/YAPl経路の役割について解明するために様々なノックアウトマウスを

作製しその役割の解明を目指した。

［研究手法］
本研究ではタモキシフェン誘導性にMOBlやTAZ,YAPlをノックアウトするマウスを作製

した。これらのマウスにタモキシフェンを P35-P39の5日間 lmg/dayで腹腔内に投与し、

遺伝子欠損を誘導した上でマウス唾液腺の一つである顎下腺を評価した。

［結果］
タモキシフェン投与開始 21日の時点で、 MOBl欠損唾液腺はコントロールと比較し、総

重量及び総細胞数は 32%、腺房細胞の細胞数については63％も減少した。一方、腺管細胞の

細胞数はコントロールと変化がなかったが、CK14とCK7が陽性の未熟な腺管細胞の数が2.7 

倍に増加し、 CK14陰性CK7陽性の成熟した腺管細胞は23％減少した。 MOBl欠損顎下線の腺

管細胞は局所的に増殖し、 内腔構造を持たない塊や異形成を示し、核が拡大していた。し

かしながら観察期間において腫瘍形成は認められなかった。

分泌唾液量はコントロールと比較し、 44％も減少し、中程度の炎症細胞浸潤と線維化が認

められた。これらの表現型はいずれも、ヒトのシェーグレン症候群の特徴を1方彿とさせる
ものである。
腺房細胞が減少した理由を明らかにするために、腺房細胞のうち、細胞増殖・細胞死の

割合を検討したが、有意な差がないことから、 MOBl欠損顎下線の腺房細胞の減少は、細胞

増殖や細胞死によるものではないことがわかった。一方、 CK7陽性腺管細胞の細胞増殖と

細胞死はそれぞれ 18倍と 9倍に増加しており、急速なターンオーバーを示した。 9 

次に腺房細胞の分化に関して調べるためにタモキシフェン誘導性 MOBl欠損唾液腺不死

化細胞株を樹立した。この細胞株をタモキシフェン非添加マトリゲル上で培養し、 qPCRに

より腺房細胞や腺管細胞のマーカーの発現を確認したところ、腺房細胞マーカーの発現が

増加し、腺管細胞マーカーの発現量は低下した。一方、マトリゲル上でタモキシフェンを

加えて 10日間培養したところ、加えていない場合に比べ、腺房細胞マーカーの発現は低下

し、腺管細胞マーカーの発現は増加した。唾液腺を用いた免疫染色実験では、 MOBl欠損で

はコントロールよりもAQP5とCK14の両方に陽性の細胞が増加していることが確認された。

このようなことから、 MOB1欠損により腺房細胞への分化が障害され；未分化腺管細胞が増

加した可能性が高いと思われた。

次に、MOBl欠損による表現型が、TAZとYAPlのどちらに依存するかを明らかにするため、

TAZ TKOと、 YAPlTKOの2種の 3重変異マウスを作製した。 MOBl欠損で観察された表現型

はTAZの欠損で劇的に抑制されたが、 YAPlの欠損では有意な影響を受けなかった。

腺房細胞の形成は、 SOX2とSOXlOによって制御される。そこでMOBl欠損と SOXの関係

を明らかにするため、免疫染色を行なった。 MOBl欠損唾液腺では SOX2とSOXlOの両方の

発現が低下していた。また、 WNT経路が恒常的に活性化している変異マウスの唾液腺では、
末熟な腺管細胞が増加し、腺房細胞が減少することが報告されている。そこで、 TAZ/YAPl

の下流分子である f3ーカテニンの活性化を、免疫染色を用いて調べた。その結果、 MOBl欠
損唾液腺では、 f3ーカテニンが活性化していることがわかった。

［結論］

'-のように、 TAZ-SOX,TAZ-/3ーカテニンシグナルが腺房細胞の減少し、未熟な腺管細胞
の増加に重要と考えられた。

本研究は、はじめて成体唾液腺での Hippo経路の役割について研究したものであり、現

在は対症療法のみであるドライマウス疾患への新たな再生手法の開発において価値ある知

見と認める。よって，本研究者は，博士（医学）の学位を得る資格があると認める。


