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マウス顎下腺における Jmjd3 の発現と局在の変化 

抄 録 

顎下腺は上皮-間葉相互作用によって発生し、出生時には腺房と導管は未成熟

な状態であるが、生後に腺房と導管の増殖と分化が起こる。唾液腺初期発生への

ヒストン修飾を介したエピジェネティック修飾に関する報告はほとんど認めら

れない。本研究では、生後早期のマウス顎下腺発育に対する H3K27me3 関連エ

ピジェネティック修飾の関与を明らかにするため、Jumonji-domain containing 3 

(Jmjd3)の発現や局在の変化について検討を行った。 

生後 0 日から 10 週のマウス顎下腺を用いて、形態学的解析、免疫組織学的解

析および分子生物学的解析を行った。 

生後 0 日ではマウス顎下腺は豊富な結合組織の中に終末部と導管が存在した。

生後 7 日に顎下腺の導管細胞の増殖と分化がピークを迎え、生後 28 日以降は成

体と類似した構造を示すことが明らかとなった。Jmjd3 陽性細胞は生後 0 日では

結合組織中に多く出現するが、生後 7 日以降は導管に多数認められ、その後の

顎下腺の発達に伴い、存在部位に関わらず著しく減少することが明らかになっ

た。Jmjd3 の mRNA 発現量も生後 7 日までは増加したものの、生後 14 日以降は

減少する傾向を示した。 

本研究の結果より、出生後早期のマウス顎下腺組織形態の成長・分化と Jmjd3

発現と局在の著しい変化が同時に起こることが明らかとなり、顎下腺組織形成

時にヒストン H3K27me3 脱メチル化によるエピジェネティック修飾が行われて

いる可能性が示唆された。 

緒 言 

唾液腺は口腔環境の維持に不可欠な唾液の分泌を担う器官である。大唾液腺

の一つである顎下腺は、唾液を産生する腺房、唾液を外部に流出させる導管、そ

れらの間を埋める結合組織で構成される。マウス顎下腺の発生は胎生 11.5 日頃、

口腔の上皮細胞と間葉細胞の相互作用によって始まる。顎下腺は出生時におい

ては、腺房も導管も未成熟な状態であるが、生後に腺房と導管の増殖と分化が起

こる 1-4)。Aquaporin5 (AQP5)は唾液分泌に重要な役割を果たしており 5-7)、唾液中

に分泌される消化酵素である Amylase 1(Amy1)4)と併せて唾液腺マーカーとして

用いられている。Cytokeratin 14 (KRT14)は導管細胞のマーカーである 8-10)。また、

唾液腺発生時に Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) を発現する増殖細胞が出

現する 1)。 
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 エピジェネティクスとは、DNA やヒストンへの後天的な化学修飾を通して塩

基配列の変化を伴わずに遺伝子発現が制御される仕組みである。エピジェネテ

ィクスの主要な制御機構は DNA のメチル化とヒストン修飾であり、後者はヒス

トンタンパク質のアセチル化、メチル化、リン酸化、ユビキチン化などのエピジ

ェネティック修飾によりクロマチン構造を変化させ、遺伝子転写を調節するこ

とができる。ヒストン H3 のリジン 27 (H3K27)は、可逆的なメチル化修飾を受け

る部位の一つであり、この H3K27 のトリメチル化(H3K27me3)修飾によって器官

形成の制御が行われる例として、唾液腺と同じ外分泌腺である膵臓や乳腺など

が知られている 11, 12)。ヒストンリジンのメチル化酵素として enhancer of zeste 

homolog 1 (Ezh1)と enhancer of zeste homolog 2 (Ezh2)が、脱メチル化酵素として

Jumonji C-domain をもつ Jumonji-domain containing3 (Jmjd3, also known as KDM6B)

と Ubiquitously Transcribed Tetratricopeptide Repeat Protein X-Linked (UTX, also 

known as KDM6A)がある 13, 14)。Jmjd3 と UTX は発生、細胞可塑性、免疫系、神

経変性疾患、および癌の発生に関与するとの報告がある 15)。また、Jmjd3 は

transforming growth factor-β (TGF-β)を介して上皮間葉転換 (epithelial mesenchymal 

transition: EMT)を促進し、組織再生や臓器の線維化、癌の転移や浸潤に関与する

ことが明らかとなった 16)。唾液腺初期発生へのエピジェネティック機構の関与

は DNA のシトシンメチル化が報告されているものの 17)、ヒストン修飾を介した

エピジェネティック修飾の例は知られていない。本研究では、マウス顎下腺発育

に対する H3K27me3 関連エピジェネティック修飾の関与を明らかにするため、

Jmjd3 の発現や局在の変化について検討を行った。 

方 法 

 実験動物は雌性 C57BL/6JJcl 仔マウスを用いた。離乳期までは母マウスと共に

飼育し、実験の都度、外生殖器の形態から雌性仔マウスを使用した。実験動物は

日本歯科大学生命歯学部生物科学施設で温度 23 ± 1 ℃、湿度 40 - 60%、12 時間

明暗環境下で固形飼料(CE-2、日本クレア)を与え、水を自由に摂取させて飼育し

た。出生時を生後 0 日とし、生後 0 日、7 日、14 日、21 日、28 日および 10 週の

雌の左右の顎下腺を採取した。左側顎下腺から、Total RNA とタンパク質を抽出

した。右側顎下腺は、以下の方法でパラフィン包埋試料を作製し、組織学的検討

と抗 Jmjd3 抗体による免疫組織学的検討に用いた。10%中性緩衝ホルマリンで 18

～24 時間浸漬固定後、通法に従いアルコール系列で脱水、透徹、パラフィンに

包埋した。本実験は日本歯科大学生命歯学部動物実験委員会による審査と承認

を受け(承認番号: 19-24-7)、日本歯科大学生命歯学部動物実験規程に従って実施

した。 
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形態学的解析 

厚さ 5μm のパラフィン切片を作製し、脱パラフィン、蒸留水で洗浄後、形態

観察のためのヘマトキシリン・エオジン(HE)染色や酸性ムコ多糖類検出のため

の Alcian Blue(AB)染色(pH2.5)、中性ムコ多糖類検出のための Periodic acid-

Schiff(PAS)染色を施した後、光学顕微鏡  (fluorescence microscope BZ-X800, 

KEYENCE, Osaka, Japan)を用いて観察・撮影を行った。 

抗 Jmjd3 抗体による免疫組織学的解析 

顎下腺での Jmjd3 の局在を明らかにする目的で、抗 Jmjd3 抗体を用いた免疫

染色を行った。厚さ 5 μm のパラフィン切片を用い、脱パラフィンした後、内因

性ペルオキシダーゼ阻害のために 3%過酸化水素加メタノールにて 15 分間処理

した。0.01 M phosphate buffer saline (PBS)(pH 7.2-7.4)にて 5 分間 3 回洗浄し、非

特異的反応阻害のために Histofine Simple stain SAB-PO (R)キット（ニチレイバイ

オサイエンス株式会社, Tokyo, Japan）の 10%正常ヤギ血清で 30 分反応させた。

PBS で 5 分間 3 回洗浄後に、1 次抗体 Rabbit anti human JMJD3 polyclonal antibody 

[C2], C-term (1:1000, GTX124222, GeneTex, CA, USA)で 4 ℃で一昼夜、抗原抗体

反応を行った。PBS で 5 分間 3 回洗浄後に、Histofine Simple stain mouse MAX 

PO(R)で 30 分反応させた。PBS で 5 分間 3 回洗浄後に、Histofine Simple stain DAB

溶液(ニチレイバイオサイエンス株式会社, Tokyo, Japan)で 8 分間処理した。蒸留

水洗浄後、ヘマトキシリンで核染し、脱水、透徹、封入を行い、光学顕微鏡で観

察した。なお、一次抗体との反応のみ 4 ℃で行い、他の反応は室温下で実施し

た。また、ネガティブコントロールとして、一次抗体の代わりに正常ウサギ血清

あるいは PBS を用いて、同様の方法で染色を行った。 

Jmjd3 陽性細胞出現率算出 

抗 Jmjd3 抗体陽性細胞出現率算出のために、各日(週)齢 3 個体から得られた標

本を用いた。抗 Jmjd3 抗体で免疫染色を施した 1 切片あたり、無作為に 5 ヶ所

を抽出し、ImageJ Fiji (the Research, Service Branch,National Institute of Mental Health, 

Bethesda, MD, USA) 18)にて、一面積 (1×105 μm2) 当たりの抗 Jmjd3 陽性細胞数お

よび陰性細胞数を計測した。得られたデータから、顎下腺を構成する終末部また

は腺房、導管および結合組織における抗 Jmjd3 抗体陽性細胞出現率を算出し、平

均値 ± 標準誤差で示した。抗 Jmjd3 抗体陽性細胞出現率の測定の結果は、

Kruskal-Wallis test と Steel-Dwass test (IBM SPSS Statistics, Tokyo, Japan, KyPlot 6.0, 

KyensLab Inc., Tokyo, Japan) にて統計学的解析を行い、p<0.05 を有意差ありとし

た。 
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定量 RT-PCR 

Total RNA を TRIzol®Reagent (15596026, Thermo Fisher Scientific, MA, USA)処

理で抽出後、ReverTra Ace® qPCR RT kit (FSQ-101, TOYOBO, Tokyo, Japan)を用い

て RT-PCR を行った。定量 PCR は THUNDERBIRD® SYBR qPCR Mix (QPX-201, 

TOYOBO, Tokyo, Japan)を用い、StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)

にて 95 ℃の denaturation 5 秒、60-63 ℃の annealing 15 秒の反応を 40 サイクル行

い、Jmjd3、AQP5、Amy1、PCNA、KRT14、UTX について Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH)を内部コントロールとして発現量を測定した。各プライ

マーは、NCBI Gene より入手したリファレンス配列を参考に、Primer-BLAST を

用いて設計した。用いたプライマーの配列を Table 1 に示す。GAPDH プライマ

ーは Jmjd3、AQP5、Amy1、PCNA、KRT14 には No.1 の配列を、UTX には No.2

の配列を用いた。全ての qPCR ではサンプルをトリプリケートで測定し、データ

解析は ΔΔCT 法にて行った。結果は平均値 ± 標準誤差で表記し、データは

KaleidaGraph5(HU links, Tokyo, Japan)を用いて統計解析を行った。統計解析では

one-way analysis of variance (ANOVA)と、事後検定に Bonferroni test を行い、p<0.05

を有意差ありとした。 

Table 1. Primer sequences for qRT-PCR 

Gene Forward Reverse 

Jmjd3 5’-ggagagcaaacgagatgcct-3’ 5’-tacggacctccaccgtatgt-3’ 

Aquaporin5 5’-ggccctcttaataggcaacc-3’ 5’-ttgcctggtgttgtgttgtt-3’ 

Amylase1 5’-gactttcctggagttccctattc-3’ 5’-ctgagcagcatcttggtagtt-3’ 

PCNA 5’-ctagccatgggcgtgaac-3’ 5’-gaatactagtgctaaggtgtctgcatt-3’ 

KRT14 5’-atcgaggacctgaagagcaa-3’ 5’-tcgatctgcaggaggacatt-3’ 

UTX 5’-tattggcccaggtgactgtgaa-3’ 5’-cagatctccaggtcgctgaataaac-3’ 

GAPDH(No.1) 5’-ggagaaacctgccaagtatga-3’ 5’-tcctcagtgtagcccaaga-3’ 

GAPDH(No.2) 5’-gtcttcaccaccatggagaagg-3’ 5’-ctaagcagttggtggtgcagga-3’ 

 

SDS-PAGE とウエスタン・ブロッティング法 

タンパク質は TRIzol®Reagent で total RNA を抽出した後の顎下腺から、イソプ

ロパノール、0.3 M グアニジン塩酸/99.5%エタノール溶液を用いて抽出した。タ

ンパク質は 1% SDS 溶液に溶解させ、Pierce™ BCA Protein Assay Kit(23225, 

Thermo Fisher Scientific, MA, USA)で濃度を測定し、200 μg/ml となるよう 1% SDS 

buffer で希釈した。タンパク質は 4× Laemmli buffer(1610747, Bio-Rad, CA, USA)

と混和して lysis し、10% TGX FastCast アクリルアミドゲル(1610173, Bio-Rad, 

CA, USA)を用いて 150 V の定電圧で SDS-PAGE を行った後、転写装置 Trans-blot 
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Turbo (1704273J7, Bio-Rad, CA, USA)と転写バッファー(10026938, Bio-Rad, CA, 

USA)を使用して高分子タンパク質転写モードで PVDF メンブレン(1620174, Bio-

Rad, CA, USA)へ転写した。メンブレンは EveryBlot Blocking Buffer(12010020, Bio-

Rad, CA, USA)でブロッキング後、ウサギ抗マウス JMJD3 ポリクローナル抗体

(GTX124222, GeneTex, CA, USA)、ウサギ抗マウス Histone H3 ポリクローナル抗

体(9715, Cell Signaling Technology, MA, USA)、ウサギ抗マウス Histone H3K27me3

ポリクローナル抗体(GTX121184, GeneTex, CA, USA)、ローディングコントロー

ルとして抗マウス GAPDH モノクローナル抗体(016-25523, 富士フイルム和光純

薬, Osaka, Japan)を用いて 4 ℃で一昼夜の 1 次抗体反応(希釈倍率 1:2000)を行っ

た。続いてメンブレンを 0.05% Tween20含有 tris-buffered saline(TBS-T)で洗浄し、

Horseradish peroxidase 標識 2 次抗体 (SA00001-1 および SA00001-2, Proteintech, 

Manchester, UK)を用いた 2 次抗体反応(希釈倍率 1:4000)を室温で 2 時間行った。

メンブレンは Clarity Western ECL Substrate(1705060, Bio-Rad, CA, USA) または

Clarity Max Western ECL Substrate(1705062, Bio-Rad, CA, USA)で発色後、Ez-

Capture MG CCD カメラシステム(ATTO, Tokyo, Japan)で画像を取得した。 

結 果 

形態学的解析 (Fig. 1) 

生後 0 日 

HE 染色により、生後 0 日の顎下腺では豊富な結合組織の中に終末部と導管が

認められた(Fig. 1A)。終末部を構成する一部の細胞の核上部細胞質が AB 染色陽

性を示した(Fig. 1B)。また、終末部に PAS 染色に対して細胞質が陽性反応を示

す細胞と PAS 染色陰性の細胞が混在していた(Fig. 1C)。 

生後 7 日 

HE 染色により、生後 0 日と比較して多数の終末部と導管が認められた(Fig. 

1D)。比較的狭い管腔を立方形の細胞が一層に囲む細い導管と、広い管腔を円柱

形の細胞が一層並んで囲む太い導管がみられた。終末部を構成する細胞に AB 染

色陽性反応が観察された(Fig. 1E)。終末部には PAS 染色に対して細胞質が強い

陽性反応を示す細胞、核上部細胞質が蜂の巣状で PAS 染色陽性を示す細胞およ

び少数の PAS 染色陰性の細胞が混在していた(Fig. 1F)。 

生後 14 日 

HE 染色により、顎下腺は多数の終末部と導管で占められ、周囲をわずかな結

合組織が取り囲む像が観察された(Fig. 1G)。終末部を構成する細胞のほとんどは

AB 染色に陽性反応を示した(Fig. 1H)。また、終末部には、生後 7 日に引き続き、
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PAS 染色に対して強い陽性反応を示す細胞と核上部細胞質が蜂の巣状の PAS 染

色陽性を示す細胞が混在した(Fig. 1I)。 

生後 21 日 

HE 染色により、顎下腺のほとんどの部分は多数の終末部と導管で占められ、

結合組織はわずかに認められるのみとなった(Fig. 1J)。終末部を構成する細胞は

AB 染色に陽性を示した(Fig. 1K)。また、終末部は、少数の PAS 染色に対して強

い陽性の細胞と、大部分を占める核上部細胞質が蜂の巣状で PAS 染色陽性を示

す細胞で構成されていた(Fig. 1L)。 

生後 28 日 

HE 染色により、顎下腺は腺房と導管で構成され、成熟した顎下腺と類似する

構造を示した。腺房は極めて狭い腺腔を楕円形の核を有する円錐状の腺房細胞

が一層囲んでいた。また、単層立方上皮で構成される介在部導管と基底部にエオ

ジンに染まる基底線条を有する円柱状の細胞で構成される線条部導管が明瞭に

認められた(Fig. 1M)。腺房を構成する細胞は AB 染色に陽性を示した(Fig. 1N)。

腺房細胞のほとんどは核上部細胞質が蜂の巣状で PAS 染色陽性を示す細胞であ

った(Fig. 1O)。 

生後 10 週 

HE 染色により、成熟した顎下腺では腺房、介在部導管、線条部導管に加えて、

導管を構成する細胞の一部に核上部細胞質がエオジンに染まる顆粒で満たされ

る円柱形の細胞が認められた(Fig. 1P)。腺房を構成する細胞は AB 染色に陽性を

示した(Fig. 1Q)。腺房細胞は核上部細胞質が蜂の巣状で PAS 染色陽性を示した

(Fig. 1R)。 

Jmjd3 陽性細胞の局在 (Fig. 2) 

生後 0 日の顎下腺では、結合組織に存在する多数の細胞の核が Jmjd3 陽性を

示した(Fig. 2A)。さらに、導管を構成する一部の細胞と終末部の少数の細胞の核

においても、Jmjd3 陽性細胞が認められた。生後 7 日には、導管を構成する細胞

と結合組織に存在する一部の細胞の核で Jmjd3 陽性反応がみられた(Fig. 2B)。ま

た、ごく少数の終末部の細胞の核にも陽性反応が認められた。生後 14 日と生後

21 日では、導管と結合組織に少数の Jmjd3 陽性細胞がみられた(Fig. 2C,D)。生後

28 日と 10 週(Fig. 2E,F)では、少数の導管細胞のみに Jmjd3 陽性細胞が認められ

た。 

Jmjd3 陽性細胞出現率 (Fig. 3) 

各日(週)齢における終末部と腺房、導管および結合組織の間で Jmjd3 陽性細胞

出現率を比較した結果を Fig. 3 に示す。各日(週)齢における終末部と腺房、導管

および結合組織の Jmjd3 陽性細胞出現率を以下に示す。生後 0 日ではそれぞれ
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0.41 ± 0.11%、11.01 ± 1.00%、49.02 ± 3.10%であった。生後 7 日ではそれぞれ 0.11 

± 0.06%、21.22 ± 1.61%、12.71 ± 2.20%、生後 14 日では 0.00 ± 0.00%、5.58 ± 1.22%、

2.22 ± 2.22%、生後 21 日では 0.00 ± 0.00%、7.26 ± 0.66%、2.16 ± 1.04%、生後 28

日では 0.00 ± 0.00%、1.54 ± 0.46%、0.00 ± 0.00%、さらに 10 週では 0.00 ± 0.00%、

0.41 ± 0.28%、0.00 ± 0.00%であった。生後 0 日では結合組織における Jmjd3 陽性

細胞出現率が終末部および導管と比較して有意に高く、導管における Jmjd3 陽

性細胞出現率は終末部よりも高かった(p<0.05)。生後 7 日の Jmjd3 陽性細胞出現

率は、導管は終末部および結合組織と比較して高く(p<0.05)、結合組織は終末部

よりも高かった(p<0.05)。生後 14 日以降は継続して、導管における Jmjd3 陽性細

胞出現率が終末部および結合組織と比較して高かった(p<0.05)。また、終末部に

おける Jmjd3 陽性細胞出現率は、生後 14 日以降は 0.00 ± 0.00%を示した。さら

に、結合組織における Jmjd3 陽性細胞出現率は、生後 28 日以降は 0.00 ± 0.00%

であった。 

 唾液腺を構成する終末部と腺房、導管および結合組織における Jmjd3 陽性細

胞出現率の経時的変化を比較したところ、終末部と腺房における Jmjd3 陽性細

胞出現率は、生後 0 日では 0.41 ± 0.11%で、生後 14 日以降と比較して有意に高

かった(p<0.05 Fig.3 では割愛した)。また、導管における Jmjd3 陽性細胞出現率

は、生後 7 日では 21.22 ± 1.61%で、生後 0 日から 10 週までの間で最も高かった

(p<0.05)。さらに、生後 0 日の結合組織における Jmjd3 陽性細胞出現率は 49.02 ± 

3.10%で、生後 0 日から 10 週までの間で最も高かった(p<0.05、 Fig.3 では割愛

した)。 

顎下腺における各種 mRNA とタンパク質発現 (Figs. 4, 5) 

定量 RT-PCR による各種 mRNA 発現量を Fig. 4 に示す。Jmjd3 は生後 7 日に

おいて有意に発現が上昇(p<0.05)し、以後は 10 週に至るまでほぼ一定の発現が

みられた。Jmjd3 は、生後 0 日では 1.43 ± 0.116、生後 7 日では 2.12 ± 0.224、生

後 14 日では 0.956 ± 0.0533、生後 21 日では 1.27 ± 0.126、生後 28 日では 1.58 ± 

0.155、10 週では 1.00 ± 0.0650 であった。唾液腺の腺房細胞腺腔側細胞膜に多く

発現している AQP5 は、生後 0 日から生後 14 日まで低く発現していたが、生後

21 日以降 10 週に至るまで有意に発現が上昇した(p<0.05)。AQP5 は、生後 0 日

では 0.345 ± 0.0344、生後 7日では 0.541 ± 0.0644、生後 14日では 0.508 ± 0.0236、

生後 21 日では 0.983 ± 0.0779、生後 28 日では 1.01 ± 0.0509、10 週では 1.00 ± 

0.0507 であった。唾液腺が分泌する消化酵素 Amy1 は、生後 0 日、生後 7 日と

比較し生後 21 日以降で有意に発現が上昇した(p<0.05)。Amy1 は、生後 0 日では 

0.275 ± 0.104、生後 7 日では 0.354 ± 0.144、生後 14 日では 0.381 ± 0.156、生後

21 日では 0.903 ± 0.369、生後 28 日では 0.697 ± 0.312、10 週では 1.00 ± 0.447 で

あった。細胞増殖のマーカーである PCNA は、生後 7 日と生後 14 日において有
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意に高値を示した(p<0.05)。PCNA は、生後 0 日では 1.50 ± 0.0966、生後 7 日で

は 3.25 ± 0.293、生後 14 日では 2.92 ± 0.176、生後 21 日では 1.96 ± 0.166、生後

28 日では 1.64 ± 0.204、10 週では 1.00 ± 0.0473 であった。唾液腺の導管細胞や

筋上皮細胞に発現する KRT14 は、生後 0 日から生後 14 日で 10 週と比較して有

意に高値を示した(p<0.05)。KRT14 は、生後 0 日では 2.45 ± 0.204、生後 7 日で

は 3.42 ± 0.367、生後 14 日では 2.47 ± 0.258、生後 21 日では 2.14 ± 0.202、生後

28 日では 1.76 ± 0.166、10 週では 1.00 ± 0.0832 であった。Jmjd3 と同じくヒス

トン H3K27me3 の脱メチル化酵素である UTX は、生後 0 日から 10 週にわたっ

て有意な発現変化を認めなかった。UTX は、生後 0 日では 1.03 ± 0.0848、生後

7 日では 0.895 ± 0.0546、生後 14 日では 0.610 ± 0.0671、生後 21 日では 0.564 ± 

0.0800、生後 28 日では 0.743 ± 0.143、10 週では 1.00 ± 0.161 であった。 

SDS-PAGE とウエスタン・ブロッティング法の結果から Jmjd3、H3 total と

H3K27me3は生後 0日から 10週に至るまでタンパク質発現が認められた(Fig. 5)。 

考 察 

マウス Jmjd3 遺伝子は 11pB3 に位置し、Jmjd3 タンパク質は 1641 アミノ酸か

らなる。Jmjd3 は H3K27me3 の特異的脱メチル化反応を触媒する酵素として同定

され、H3K27me3 と H3K27me2 の H3K27me1 への変換を触媒する 13)。この Jmjd3

の核局在は H3K27me3 の脱メチル化に重要であり、核への移行は Importin-α/β、

細胞質移行は Exportin-1 に依存するとする報告がある 19)。膵臓では内胚葉由来

の幹細胞が分化する過程で H3K27 がエピジェネティック修飾を受け、内分泌部

と外分泌部が形成されるが、H3K27 メチル化酵素である Ezh2 および、脱メチル

化酵素の Jmjd3 の働きで H3K27 のメチル化が調節を受けることで、Pancreatic 

progenitor は endocrine cell に分化する 11)。乳腺では H3K27 の Ezh2 によるメチ

ル化と UTX による脱メチル化により、Stem cell の維持や Alveolar cell または

Mature luminal cell といった成熟細胞への分化が調節を受けることが知られてい

る 12)。このように膵臓や乳腺では、発生初期の幹細胞レベルから細胞の分化、

組織形成に至る広い範囲で H3K27 メチル化/脱メチル化によるエピジェネティ

ック修飾が行われている。しかし、唾液腺初期発生のメカニズムは未解明の部分

が多く、エピジェネティック機構についてはごく最近 DNA のシトシンメチル化

が報告されている 17)が、ヒストン修飾を介するメカニズムに関する報告は知ら

れていない。そこで本研究では、マウス顎下腺の発育過程における H3K27me3 関

連エピジェネティック修飾の関与を明らかにするため、Jmjd3 の発現と局在の変

化について検討を行った。 

マウス顎下腺の発生には、上皮-間葉相互作用が関与し、胎生 11.5 日に口腔上

皮が肥厚し、間葉側へ陥入することで始まる 1)。陥入した上皮組織から上皮索と
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球状の末端が形成され、発生が進むにつれて上皮索は導管細胞へと分化し、その

後は分岐と伸長を繰り返すことにより分泌腺特有の枝分かれ構造を形成してい

く。出生時は未成熟な状態で、terminal tubule (TT)と呼ばれる構造と未分化な導

管および結合組織で構成され、出生後に成長分化を起こす 2, 3, 20)。げっ歯類の出

生時の TT は TT cell と acinar cell の前駆細胞と考えられる proacinar cell で構成さ

れている 20)。TT cell は生後 1～2 週には増殖するが、その後、急激に減少する 21, 

22)。また、proacinar cell は生後 1～2 週の間に消失するが、この細胞は腺房細胞

に分化すると考えられている 20, 23, 24)。さらに、acinar cell は生後 2 日から成体に

至るまで、TT と腺房に存在が認められている 21)。PAS 染色は、TT と腺房に存

在する 3 種類の細胞を判別するためにしばしば用いられてきた 20, 21)。TT cell は

核上部細胞質が強い陽性反応を示し、proacinar cell は反応陰性、acinar cell は核

上部細胞質が蜂の巣状で PAS 染色陽性を示すと報告されている 20, 21)。本研究で

も生後 0 日の顎下腺では豊富な結合組織中に終末部と導管が認められ、PAS 染

色強陽性の TT cell と PAS 染色陰性の proacinar cell が TT に存在していた。生後

7 日では、TT の中に TT cell、proacinar cell に加えて核上部細胞質が蜂の巣状で

PAS 染色陽性を示す acinar cell が認められようになった。Gresik と MacRac は出

生時に介在部導管、生後 5 日には線条部導管がみられ、出生後も成長と分化が

生じると報告している 4)。本研究でも生後 7 日以降、介在部導管と線条部導管が

みられるようになっている。生後 14 日以降になると proacinar cell と TT cell が

急激に減少し、終末部/腺房および導管の分化が進行し、生後 28 日には、顎下腺

を構成する腺房は成体と同様にほとんどが acinar cell で占められていた。また、

雄性マウス顎下腺に特有の granular convoluted tubule は過去のげっ歯類の報告 2、

4, 21)と同様に、雌性顎下腺では発達が悪く、10 週の顎下腺の導管の一部に顆粒を

有する細胞が少数認められた。この組織学的検討の結果から、マウス顎下腺は出

生後に急激に成長・分化し、生後 28 日には生体とほぼ同様の構造となることを

確認している。 

唾液の分泌機能に関与する AQP5 は、胎生期から生後のげっ歯類顎下腺に存

在することが報告されている 5-7)。本研究からも、生後 21 日以降、顎下腺は成熟

に向かい、それに伴い AQP5 mRNA の発現が増加したことが示された。Gresik と

MacRac は、マウス顎下腺のアミラーゼ活性は出生時から認められ、成長に伴い

増加したことを報告している 4)。今回の研究でもアミラーゼの mRNA 発現量は

生後 21 日以降で著増し、顎下腺は成熟へと向かっていったことが確かめられた。 

免疫組織学的に Jmjd3 の局在を検討した結果、Jmjd3 を核内に有する細胞の出

現率は、生後 0 日では結合組織が最も高かった。Jmjd3 は TGF-β を介して上皮間

葉転換を促進したり、細胞増殖の調整に関与することが報告されている 16, 25)。

唾液腺の発達には上皮-間葉相互作用が重要な役割を果たすことから 1)、出生時
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のマウス顎下腺結合組織における Jmjd3 の発現は、顎下腺の生後早期の発達に

関与することが示唆された。また、Jmjd3 陽性細胞出現率は生後 7 日では導管で

最も高く、その後の発達に伴い、存在部位に関わらず著しく減少することが明ら

かになった。Jmjd3 の mRNA 発現量も免疫組織学的検討結果と同様に、生後 7 日

までは増加したものの、生後 14 日以降は 10 週に至るまでほぼ一定の発現量を

示した。ウエスタン・ブロッティングの結果より、唾液腺組織全体として Jmjd3

タンパク質の発現も認められたことから、Jmjd3 mRNA から Jmjd3 タンパク質合

成が行われたことが確かめられた。 

小葉内の導管が分化する生後 7 日では、導管細胞マーカーである KRT14 と細

胞増殖マーカーである PCNA の mRNA 発現量が生後 0 日と比較して増加しその

後漸減している。過去の研究により、ラット顎下腺の細胞増殖能は生後 7 日頃

以降に減少すると報告されている 20, 26)。本研究で用いた生後早期のマウス顎下

腺でも、生後 7 日頃に導管細胞の増殖と分化がピークを迎え、Jmjd3 の局在と遺

伝子発現に変化が生じたことから、導管細胞の増殖と分化に Jmjd3 が関与する

可能性が示唆された。しかし、UTX の mRNA 発現量は、生後 0 日から 10 週に

わたって有意な変動を示さなかった。同様の現象は生後ラットの歯の発生過程

でも知られており、Jmjd3 は鐘状期初期から鐘状期後期にかけて発現が上昇する

が、UTX の発現に大きな変動はみられないとされている 27)。したがって、生後

早期の顎下腺における導管の分化には、主に Jmjd3 が関与することが考えられ

た。 

本研究の結果より、出生後早期のマウス顎下腺組織形態の成長・分化と Jmjd3

発現と局在の著しい変化が同時に起こることが明らかとなり、顎下腺組織形成

時にヒストン H3K27me3 脱メチル化によるエピジェネティック修飾が行われて

いる可能性が示唆された。 
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Fig. 1 マウス顎下腺の光学顕微鏡像 

A-C: day 0, D-F: day 7, G-I: day 14, J-L: day 21, M-O: day 28, P-R: week 10 

HE 染色 ：A・D・G・J・M・P 

AB 染色 ：B・E・H・K・N・Q 

PAS 染色：C・F・I・L・O・R 

未成熟な顎下腺は terminal tubule cells、proacinar cells および acinar cells で構成

される終末部、導管および結合組織によって構成されている (A-L)。顎下腺におけ

る腺房細胞と導管細胞の増殖と分化が進行し、生後 28 日には成体マウス顎下腺と

同様の構造にまで成熟した(M-O)。成熟した顎下腺は腺房、導管および少量の結合

組織で構成されている (P-R)。Scale bar: 100 µm. n＝3  

week 10 
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Fig. 2 抗 Jmjd3 抗体を用いたマウス顎下腺の光学顕微鏡像 

A: day 0 , B: day 7 , C: day 14 , D: day 21 , E: day 28 , F: week 10 

生後 0 日では結合組織に多数の Jmjd3 陽性細胞がみられ、終末部と導管にも

Jmjd3 陽性細胞が認められる。生後 7 日では終末部、導管、結合組織に Jmjd3 陽性

細胞がみられる。生後 14 日と 21 日では導管と結合組織に Jmjd3 陽性細胞がみられ

るが、終末部には Jmjd3 陽性細胞を認めない。生後 28 日と 10 週では導管に Jmjd3

陽性細胞を認めるが、腺房と結合組織に Jmjd3 陽性細胞はみられない。 

矢印: 導管にみられる Jmjd3 陽性細胞 矢頭: 結合組織にみられる jmjd3 陽性細胞 

Scale bar: 100 µm.  n＝3 
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Fig. 3 Jmjd3 陽性細胞出現率の経時的変化 

生後 0 日では結合組織、生後 7 日では導管における Jmjd3 陽性細胞出現率が高

い。* : p＜0.05  n=3 

  

0

10

20

30

40

50

60

L
ab

el
in

g
 i

n
d

ex
 f

o
r 

Jm
jd

3
-p

o
si

ti
v
e 

ce
ll

s 
(%

)

Age

TT/acinus

duct

connective tissue

*

*

*

**

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*



 

17 

 

Fig. 4 顎下腺における各種 mRNA の経時的変化 

10 週における mRNA 発現量を 1 としたときの相対値を示す。*:p＜0.05  

day 0: n=7, day 7: n=6, day 14: n=6, day 21: n=6, day 28: n=5, week 10: n=5 
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Fig. 5 Jmjd3、H3 total と H3K27me3 のタンパク質発現 

生後 0 日から 10 週に至るまで Jmjd3、H3 total と H3K27me3 はタンパク質の発現

が認められる。 
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