
平成 17 年度生理研研究会(No.20)

唾液腺研究からの生理機能研究、その戦略的展開

提案代表者（杉谷　博士、日本大学　松戸歯学部）所内対応者（村上政隆　ナ

ノ形態生理）

2/24（（（（金金金金））））

13:00-13:05

開会の辞　杉谷博士（日本大学・松戸歯学部）

I. 器官形成

13:05-13:40

ママママウウウウスススス顎顎顎顎下下下下腺腺腺腺のののの器器器器官官官官形形形形成成成成過過過過程程程程ででででのののの細細細細胞胞胞胞動動動動態態態態  ：：：：

 高高高高圧圧圧圧凍凍凍凍結結結結/凍凍凍凍結結結結置置置置換換換換(HPF/FS)法法法法のののの応応応応用用用用にににによよよよるるるる微微微微細細細細構構構構造造造造学学学学的的的的解解解解析析析析

松浦　幸子（松本歯科大学・口腔解剖学）

13:40-14:15

唾唾唾唾液液液液腺腺腺腺のののの上上上上皮皮皮皮管管管管腔腔腔腔形形形形成成成成ににににおおおおけけけけるるるるククククロロロローーーーデデデディィィィンンンンのののの役役役役割割割割

檜枝洋記（大阪大学大学院・理学研究科生物科学専攻）

II. 水輸送

14:15-14:50

ララララッッッットトトト顎顎顎顎下下下下腺腺腺腺腺腺腺腺房房房房細細細細胞胞胞胞ののののタタタタイイイイトトトト結結結結合合合合とととと細細細細胞胞胞胞骨骨骨骨格格格格のののの構構構構造造造造変変変変化化化化

橋本貞充 (東京歯科大学・病理学、東京歯科大学・口腔科学研究セン

タ)、村上政隆 (自然科学研究機構生理学研究所・ナノ形態生理)

14:50-15:10　Break

15:10-15:45

ララララッッッットトトト唾唾唾唾液液液液腺腺腺腺 AAAAQQQQPPPP5555 とととと AAAAQQQQPPPP1111 にににに対対対対すすすするるるる自自自自律律律律神神神神経経経経切切切切除除除除及及及及びびびび SSSSNNNNIIII----

2222000011111111 投投投投与与与与のののの影影影影響響響響

李　雪飛、細井和雄
 (徳島大学大学院・ヘルスバイオサイエンス研究

部口腔分子生理学分野)

15:45-16:20

AAAAQQQQPPPP5555 はははは傍傍傍傍輸輸輸輸送送送送経経経経路路路路調調調調節節節節ののののシシシシググググナナナナルルルルをををを受受受受容容容容すすすするるるるののののかかかか？？？？

村上政隆（自然科学研究機構生理学研究所・ナノ形態生理）,



Murdiastuti
K（Gadjah
Mada大学歯学部　歯周病学,
Univ,
Jogjakarta,

Indonesia）、
細井和雄（徳島大学大学院ヘルスバイオサイエンス専

攻口腔分子生理学）、
Hill
AE（Cambridge
大学,
生理学研究室）

16:20-16:55

ララララッッッットトトト耳耳耳耳下下下下腺腺腺腺ににににおおおおけけけけるるるる aquaporin-6 のののの存存存存在在在在

松木美和子、橋本貞充（東京歯科大学口腔科学研究センター、同病理

学講座）、道家洋子、佐藤慶太郎（日本大学松戸歯学部生理学）、下野

正基（東京歯科大学口腔科学研究センター、同病理学）、杉谷博士（日

本大学松戸歯学部生理学）

III. 神経支配

16:55-17:30

発発発発生生生生工工工工学学学学的的的的トトトトレレレレーーーーシシシシンンンンググググにににによよよよるるるる特特特特定定定定味味味味覚覚覚覚伝伝伝伝導導導導路路路路のののの可可可可視視視視化化化化

杉田　誠、　柴　芳樹（広島大学大学院医歯薬学総合研究科・

創生医科学専攻・病態探究医科学（口腔生理学））

2/25

9:00-9:35

ララララッッッットトトト上上上上唾唾唾唾液液液液核核核核細細細細胞胞胞胞へへへへのののの抑抑抑抑制制制制性性性性シシシシナナナナププププスススス入入入入力力力力にににに関関関関すすすするるるる検検検検討討討討

藤井　昭仁（岡山大学医歯薬学総合研究科・口腔生理学分野）

IV. 唾液

9:35-10:10

摂摂摂摂食食食食飼飼飼飼料料料料のののの性性性性状状状状ととととララララッッッットトトト顎顎顎顎下下下下腺腺腺腺唾唾唾唾液液液液分分分分泌泌泌泌のののの分分分分析析析析

小橋　美由紀（岡山大学医歯薬学総合研究科・口腔生理学分野）

10:10-10:45

分分分分泌泌泌泌型型型型 IgA のののの細細細細胞胞胞胞内内内内輸輸輸輸送送送送機機機機構構構構

浅野正岳、小宮山一雄（日本大学・歯学部病理学）

10:45-11:00Break

V.　開口放出

11:00-11:35

耳耳耳耳下下下下腺腺腺腺腺腺腺腺房房房房細細細細胞胞胞胞のののの開開開開口口口口放放放放出出出出ににににおおおおけけけけるるるる cAMP 分分分分解解解解系系系系のののの役役役役割割割割



杉谷博士（日本大学松戸歯学部・生理学），西連寺央康（同・歯科麻

酔・生体管理学），佐藤慶太郎（同・生理学）

11:35-12:10

耳耳耳耳下下下下腺腺腺腺腺腺腺腺房房房房細細細細胞胞胞胞ののののアアアアミミミミララララーーーーゼゼゼゼ分分分分泌泌泌泌機機機機構構構構ににににおおおおけけけけるるるる Rab エエエエフフフフェェェェククククタタタタ

ーーーーとととと SNARE のののの関関関関係係係係

今井あかね、梨田智子、下村浩巳（日本歯科大学新潟歯学部・生化学・

先端研究センター）、福田光則（理化学研究所・福田独立主幹研究ユ

ニット）

12:10-12:15　閉会の辞　村上



マウス顎下腺の器官形成過程での細胞動態 ：

 高圧凍結/凍結置換(HPF/FS)法の応用による微細構造学的解析

松浦　幸子

松本歯科大学　口腔解剖第２

マウス顎下腺の発生は胎生 11 日、口腔粘膜上皮が増殖肥厚し直下の間葉組織

に陥入する出芽成長に始まる。上皮塊はその後、増殖と分枝を繰り返し樹状に

分岐した導管とその先端の腺房に分化し基本形態がつくられる。腺原基として

確認される E13 以降、上皮塊先端部は球状であり(終末球)、下方成長と分枝の

みでは説明できない増殖成長様式が存在することを示す。終末球・上皮細胞は

重層から単層になり、腺腔・管腔を備えた腺房と介在部に形態分化し、次いで

唾液の合成、分泌、輸送を行う機能的分化を遂げる。この形態変化に関与して

いると考えられる細胞内の可溶性物質の局在については、これまで技術的な問

題から解明が進んでいなかった。そこで顎下腺の器官形成過程での細胞動態を、

細胞・組織内での物質の保持、不動化に優れている高圧凍結/凍結置換(HPF/FS)

法を応用した微細構造学的解析で明らかになったことを紹介し、唾液腺器官形

成研究への新たな視点を提供する。



唾液腺の上皮管腔形成におけるクローディンの役割

檜枝洋記

大阪大学大学院理学研究科生物科学専攻

哺乳類の唾液腺における上皮管腔形成は、細胞シートの単純な変形・伸長によ

るものではなく、組織構築のダイナミックな変化を伴っている。すなわち、口

腔上皮細胞シートから細胞塊が形成された後、その内部に腔が生じ、外界と通

じることによって管腔構造が完成する。この過程がタイトジャンクション(TJ)

やアピカル膜の新たな形成を伴っていることに着目し、マウス胎仔唾液腺の上

皮管腔形成過程における TJ 分子クローディンの役割を解析した。培養唾液腺

原基におけるクローディンの発現を阻害すると、上皮管腔形成が著しく抑制さ

れた。また、アピカル膜分子の発現・局在が阻害され、アピカル膜の微細構造

にも異常が見られた。クローディンがアピカル膜形成と共役することによって

唾液腺の上皮管腔形成に寄与している可能性について考察する。



ラット顎下腺腺房細胞のタイト結合と細胞骨格の構造変化

橋本貞充 1）2）、村上政隆 3）

１）東京歯科大学・病理学講座、2）東京歯科大学・口腔科学研究センター、3）自

然科学研究機構生理学研究所統合バイオサイエンスセンター・ナノ形態生理学

　タイト結合の選択的透過機構の解析を目的として、ラット潅流顎下腺を用い

た、急速凍結法によるディープエッチング・フリーズフラクチャーレプリカ法

により、タイト結合と腺腔側膜直下の細胞骨格の超微構造変化について検討し

た。　タイト結合を構成する膜内粒子は、細胞膜直下に介在する短小な微細線

維を介し、深部のアクチン線維束と直接結合していた。CCh /IPR 混合刺激によ

り、腺腔面の平滑化と分泌顆粒の融合が起こると共に、タイト結合を構成する

膜内粒子の配列が変化し基底側方向に伸長した。タイト結合の膜内粒子と細胞

膜を裏打ちする短小な微細線維を介して、直下のアクチン線維との直接、結合

しており、タイト結合部および腺腔側膜直下のアクチン線維束は、非刺激群に

比べ刺激群ではより密となっていた。このことから、腺腔側細胞膜直下のアク

チン細胞骨格の動的な構造変化にともない、タイト結合の膜貫通蛋白の局在が

変化し、傍細胞輸送経路の透過性が亢進する可能性が示された。



ラット唾液腺 AQP5 と AQP1 に対する自律神経切除

及び SNI-2011 投与の影響

李　雪飛、細井和雄

徳島大学大学院ヘルスバイオサイエンス研究部口腔分子生理学分野

【目的】本研究はラット顎下腺における水チャネル、アクアポリン（AQPs）

の自律神経系による調節機構を明らかにする目的で行った。

【方法】７週齢雄性の SD ラットを用い、顎下腺を支配する自律神経である交

感神経または副交感神経切除を上頚神経及び鼓索神経を切断することにより行

った（それぞれ CSTD、CTDとする）。術後 15日目から SNI-2011（10mg/kg）、

ピロカルピン（0.3mg/kg）クロロキン（50mg/kg）を連続 7 日間経口投与

した。AQP5とAQP1の蛋白質レベルをウェスタンブロッティングで、又mRNA

レベルをノーザンブロッティングと RT-PCR、リアルタイム PCR により解析

した。

【結果】CSTD は AQP5 及び AQP1 蛋白質レベルに大きな影響を与えなかっ

た。CTDはラット顎下腺の重量と AQP5 蛋白質レベルを減少させたが、AQP5

mRNA レベルには顕著な影響を与えなかった。CTD ラットに対するムスカリ

ン M3 アゴニスト、SNI-2011 の投与は、低下した AQP5 蛋白質含有量を著明

に回復させ、AQP1 含有量を増加させたが、ピロカルピン投与はこれらに影響

を与えなかった。SNI-2011 投与は AQP5 及び AQP1
 mRNA レベルに顕著な

影響を示さなかった。CTD はリソソ−ム酵素カテプシン B、D、E の活性を上

昇させ、SNI-2011 はこの上昇を抑制した。カテプシン B、D、E の mRNA レ

ベルも CTD により上昇したが、SNI-2011 はこの上昇を抑制しなかった。リ

ソソーム変性剤であるクロロキンの投与によりリソソームを変性させ、その機

能を抑制すると、副交感神経切除により減少した AQP5 の発現は回復した。【結

論】副交感神経による AQP5 発現レベルの調節は転写レベルによるのではなく、

リソソーム酵素系により制御されていると考えられた。



AQP5 は傍輸送経路調節のシグナルを受容するのか？

村上政隆 1,
Murdiastuti
K2,
細井和雄 3&
Hill
AE4

1自然科学研究機構生理学研究所、ナノ形態生理;
2
Gadjah
Mada 大学歯学部　歯

周病学,
Univ,
Jogjakarta,
Indonesia;
3徳島大学大学院ヘルスバイオサイエン

ス専攻口腔分子生理学;
4Cambridge
大学,
生理学研究室

灌流額下腺（SMG）を用い、carbachol 刺激による水分泌速度を電子天秤にて

測定しながら、sucrose 添加により灌流液の浸透圧を上昇させると、水分泌は

減少する。しかし、浸透圧差により水分泌が駆動されるとした場合の予測値よ

り大きな分泌速度の減少が観察される。この現象は、浸透圧を AQP5 が感知し、

傍細胞輸送が浸透圧に応じ調節されているモデルによれば説明できる
 (Hill
 &

Shachar-Hill,
 2006)。遺伝的に SMG の AQP5 が低く発現したことを

Western-blot で確認しながら AQP5 を非常に低発現させたラット

(Murdiastuti,
K.
et
al.
2002)を用い、灌流 SMG高浸透圧実験を行なった結果、

水分泌は水分泌が浸透圧差により駆動されるとした場合の予測値と一致した。

これらの AQP5 低発現ラットでは傍細胞輸送の調節が失われ、浸透圧差に従っ

た分泌が行なわれたことを示唆している。一方、Hg
イオンを SMG 導管から

逆行性に注入すると Hg 濃度に依存して水分泌は阻害されたものの、高浸透圧

による水分泌現象は浸透圧差で予測される変化は正常ラットと同様であった。

これらの結果は AQP5 と傍細胞輸送を含むフィードバック制御回路の存在を示

唆している。



ラット耳下腺における aquaporin-6 の存在

1, 2)松木美和子、1, 2)橋本貞充、3)道家洋子、3)佐藤慶太郎、
1, 2)下野正基、3)杉谷博士

1)東京歯科大学口腔科学研究センター、2)同病理学講座、3)日本大学松戸歯学

部生理学教室

Aquaporin (AQP)は，水を選択的に透過する機能をもつ 6 回膜貫通型のチャン

ネルタンパクとして発見された。現在，AQP0-AQP12 までの 13 種類が同定・

報告されており，さらに，水以外にグリセロール、尿素、脂質、イオンの透過

機能を持つタイプも明らかとなった。AQP は細胞形質膜に局在し，ほ乳類にお

いては，消化管，肝臓，脳，肺などの臓器に分布するとともに，細胞内小器官

の膜上にも存在し，刺激に応じて局在の変化するタイプも存在する。我々は，

唾液腺における AQP の存在を検討したところ，ラット耳下腺における AQP6

mRNA の発現を RT-PCRにて確認した。また，AQP6 タンパク質の発現を抗AQP6

抗体を用いた western blotting により確認した。さらに，共焦点レーザー顕微鏡

により AQP6 が介在部導管および腺房細胞のタイト結合付近に局在すること，

また，βレセプター刺激により局在が変化することを認めた。これらのことか

ら，ラット耳下腺に AQP6 が発現し，分泌機能に関与する可能性が示唆された。



発生工学的トレーシングによる特定味覚伝導路の可視化

杉田　誠、　柴　芳樹

広島大学大学院医歯薬学総合研究科・創生医科学専攻

・病態探究医科学講座（口腔生理学）

生物は有害物質の摂取をさけ、必要栄養物質を摂取するために、進化の過程

で味覚受容の多様性を獲得しました。哺乳類は、塩味、酸味、甘味、苦味、う

ま味の５つを基本味として認識します。そして味覚は５基本味の組み合わせで、

認知されます。味を感知する細胞（味細胞）に発現する味覚受容体に、味物質

が結合することにより惹起される味覚情報は、複数の神経細胞を介し、脳内の

各種神経細胞に投射され、受容・識別されるとともに、唾液分泌反射、行動的・

情動的反応を惹起します。しかし、味覚情報がどのように脳に伝達され味覚が

認識されるか、また味覚刺激により誘発される反射・反応が惹起されるかにつ

いては不明な点が多く存在します。そこで自身の研究では、発生工学的アプロ

ーチを用いて、苦味および甘味情報を伝導する神経回路を可視化することで、

味覚認識が脳内でいかに行われるかを明らかにしようと試みました。特にマウ

スにおいて、苦味受容体もしくは甘味／うま味受容体を発現し、苦味もしくは

甘味／うま味を感知する味細胞に、シナプス間を移動するトレーサータンパク

質(tWGA-DsRed)を選択的に発現させ、脳内でトレーサーに標識される神経細胞

の位置を比較したところ、苦味と甘味の情報を伝導する脳内神経回路に差異が

みられ、延髄弧束核・橋結合腕傍核・視床後内側腹側核において、甘味受容味

細胞からの入力を受ける神経細胞群は、苦味受容味細胞からの入力を受ける神

経細胞群に比べ、より前方に配置していました。大脳皮質味覚野と扁桃体にお

いては、部分的重複と分離が観察されました。観察された苦味と甘味の情報を

伝導する脳内神経回路の差異は、味覚識別を可能にする神経基盤の一端を示し

ていると考えられ、このトランスジェニックマウスは、味覚受容・識別を可能

にする神経細胞群の細胞機能、唾液分泌反射や行動的・情動的反応を惹起する

神経回路基盤、そして神経回路の構築に関与する分子を解明するために、有効

に用いることができると考えられました。



ラット上唾液核細胞への抑制性シナプス入力に関する検討

藤井　昭仁

岡山大学医歯薬学総合研究科口腔生理学分野

近年、上唾液核細胞へのシナプス入力において、興奮性はグルタミン酸、抑

制性は GABAA およびグリシン受容体を介することが明らかとなった。唾液腺

活動は上位中枢からの制御を受けているが、抑制性入力に注目した研究は未だ

なされていない。本研究では、除脳および正常ラットの矢状断新鮮脳スライス

標本を用い、１）GABA およびグリシンの潅流　２）上唾液核周囲の電気刺激

で誘発される抑制性シナプス後電流をホールセルパッチクランプ法にて測定し

た。除脳動物の 17% (n=7/41)では上位中枢からのみ抑制性入力を受けているこ

とが示唆された。83% (n=34/41)では上位および下位中枢から抑制性入力を受け

ていることが示唆された。本研究において全ての上唾液核細胞は上位中枢から

抑制性入力を受けていることが明らかとなった。このことから唾液分泌は興奮

性入力のみならず上位中枢からの下行性抑制性入力によっても調節されている

ことが示唆された。



摂食飼料の性状とラット顎下腺唾液分泌の分析

小橋　美由紀

岡山大学医歯薬学総合研究科・口腔生理学分野

目的　摂食時に唾液分泌が誘発されることはよく知られている。本研究では、

顎下腺からの唾液分泌量を測定し、様々な性状の飼料を摂取した時の唾液分泌

動態について検索した。方法　ラットを測定箱の中で、自由に摂食・飲水出来

るよう訓練をした。訓練を終えたラットに、麻酔下で顎下腺カニューレと両側

咀嚼筋筋電図用電極を装着し、唾液分泌量と咬筋活動量を測定した。結果　１）

３分間の唾液分泌量は粉末飼料、硬ペースト状飼料、中ペースト状飼料、固形

飼料、軟ペースト状飼料の順に多かった。２）摂食飼料の乾燥重量は軟ペース

ト状飼料、中ペースト状飼料、硬ペースト状飼料、そして粉末飼料と固形飼料

の順に多かった。３）３分間の筋活動量は種々の飼料で似通っていた。４）歯

ぎしりは記録中に大きな筋活動を引き起こしたが、唾液の分泌は誘発しなかっ

た。このことから唾液分泌は、単に顎運動や歯根膜感覚だけでは生じないこと

が考えられた。また、飼料の水分含有量などの性状が分泌量に影響することが

わかった。



分泌型 IgA の細胞内輸送機構

浅野正岳、小宮山一雄

日本大学　歯学部　病理学教室

口腔は消化器系・呼吸器系組織の門戸であり、常に外来抗原にさらされてい

る。これら抗原の生体内への侵入は、血清由来の IgG 分子を中心とする全身免

疫および唾液腺をはじめとする口腔由来の局所免疫（粘膜免疫）により制御さ

れている。局所免疫において主体的働きを担う分子が分泌型 IgA(S-IgA)であり、

IgA２分子（２量体 IgA）と joining chain (J chain)および２量体 IgA のレセプタ

ーである polymeric immunoglobulin receptor (pIgR) の細胞外領域である secretory

component (SC)から構成されている。これら S-IgA の構成成分である IgA およ

び J chain は上皮下の形質細胞により、また SC は上皮細胞により産生される。

上皮細胞内の S-IgA の輸送経路については MDCK 細胞のシステムにより多く

のことが解明されて来た。本発表では S-IgA の上皮細胞内輸送経路について概

説し、最近新たに注目されている pIgR の機能についてまとめてみたいと考え

ている。



耳下腺腺房細胞の開口放出における cAMP 分解系の役割

杉谷博士 1，西連寺央康 2，佐藤慶太郎 1

日本大学松戸歯学部 1生理学講座，2歯科麻酔・生体管理学講座

　耳下腺腺房細胞においては，βアドレナリン受容体刺激により細胞内 cAMP

濃度の上昇が起こり，消化酵素アミラーゼの開口放出が引き起こされる。細胞

内 cAMP の合成に関しては，受容体に共役した三量体 GTP 結合タンパク質の

活性化に引き続くアデニル酸シクラーゼの活性化に依存する。一方，cAMP 分

解は，分解酵素である cyclic nucleotide phosphodiesterase (PDE)が担っている。

現在，PDE には基質特異性，阻害剤親和性，活性調節機構等が異なる 11 種類

の PDE ファミリーが報告されている。我々は，ウサギ耳下腺腺房細胞のアミラ

ーゼ開口放出における cAMP 分解系の役割を検討した。

　アミラーゼ分泌に対する PDE 阻害剤の効果を検討したところ，非刺激時のア

ミラーゼ分泌に対する効果は認められなかったが，rolipram の存在下でβアゴニ

ストであるイソプロテレノールによるアミラーゼ分泌が促進された。細胞内

cAMP 濃度に対する rolipram の効果を検討したところ，イソプロテレノールに

よる cAMP 産生が有意に促進された。陰イオン交換カラムによりウサギ耳下腺

腺房細胞の cAMP-PDE を部分精製したところ，Ca2+，カルモジュリン，cGMP

などには非依存性の活性を示した。また，部分精製画分において抗 PDE4B 抗

体と反応するバンドが認められた。さらに，抗 PDE4B 抗体を用いて免疫沈降

を行った後の部分精製画分には cAMP-PDE 活性は認められなかった。

　以上の結果より，ウサギ耳下腺腺房細胞では PDE ファミリーのうち PDE4B

が存在し，β受容体の活性化を介する調節性開口放出の調節に関わることが示

唆された。



耳下腺腺房細胞のアミラーゼ分泌機構における Rab エフェクターと

SNARE の関係

今井あかね 1、梨田智子１、下村浩巳 1，2、福田光則 3

日本歯科大学新潟歯学部 1生化学講座・ 2先端研究センター、

3理化学研究所・福田独立主幹研究ユニット

　我々はラット耳下腺腺房細胞内の soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion

attachment protein receptor(SNARE)の局在とイソプロテレノール(IPR)刺激による

アミラーゼ分泌に対するRab27とそのエフェクターの関与を明らかにしてきた。

Rab は真核細胞において細胞内膜輸送をコントロールする低分子量 GTPase で

エフェクターによって制御を受けている。一方、唾液腺の開口分泌メカニズム

に SNARE 仮説を当てはめた検証がなされてきたが、具体的には不明な点が多

かった。この別々と思われてきたメカニズムの共役を解明するために、Rab3,

Rab8, Rab27 の共通エフェクターである Slp4-a/granuphilin と t-SNARE である

syntaxin の相互作用がアミラーゼ分泌に関与しているかどうかを調べた。COS-

7 細胞に Slp4-a, Munc18-2, syntaxin2 または 3 を発現させ相互作用を調べた結果、

Munc18-2 依存的に Slp4-a と syntaxin が結合した。また、Slp4-a の syntaxin との

結合ドメインである Slp4-a-linker domain の GST 融合タンパク質あるいは Slp4-

a-linker domain に対する抗体をストレプトリジン O 処理腺房細胞に導入すると、

濃度依存的に IPR刺激によるアミラーゼ分泌を阻害した。これらの結果から、IPR

刺激によるアミラーゼ分泌に Slp4-a と syntaxin の相互作用が関与していること

が示唆された。


