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研究成果の概要（和文）：　高血圧症の治療薬であるカルシウム拮抗薬服用者に口腔乾燥症を呈する症例が非常
に多いことから，カルシウム拮抗薬による口腔乾燥症に特有のタンパク質とRNAの検索を行った。
　カルシウム拮抗薬服用者は唾液量の減少とタンパク濃度の増加を認めた。カルシウム拮抗薬服用者と健常高齢
者の唾液タンパク質の網羅的解析を行った結果，カルシウム拮抗薬服用者において特徴的に増加あるいは減少し
ているタンパク質があることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Calcium antagonist are often used for the treatment of hypertension. There 
are  many oral dryness patients who take the calcium antagonist. In this study, we investigated the 
specific protein and RNA to the oral dryness patients taking the calcium antagonist.
   The results of this study was that the amount of salivary secretion decreased and the protein 
concentration increased in the oral dryness patients taking the calcium antagonist. The results of 
the global analysis of salivary protein in the oral dryness patients taking the calcium antagonist 
and healthy elderly subjects indicated that there are some specific proteins increasing or 
decreasing in the oral dryness patients taking the calcium antagonist.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
（１）高齢者の多くが薬物を服用しており，
薬物性の口腔乾燥症が増加している。Ca 拮
抗薬は，高血圧症患者の 7割が服用しており，
副作用として口渇があることも知られてい
るが，その機序は十分に判っていない。 
 
（２）Ca 拮抗薬は歯肉肥厚を引き起こすこ
とが知られているが，その発症機序について
も，未だに一定の見解が得られていない。歯
肉肥厚は歯肉構成細胞の増殖によって起こ
る。このことは，Ca 拮抗薬にはカルシウム
チャンネル阻害だけでなく，なんらかの転写
活性が存在することを示している。したがっ
て，Ca拮抗薬服用者の RNAに変化が生じて
いる可能性が高く，特に歯肉や唾液腺がその
標的になっている可能性が極めて高い。 
 
（２）近年，microRNAが転写を制御し，癌
や免疫のマーカーと治療に使用され始めて
いる（Li Y, Clin Cancer Res, 2004.）。唾液中
のmicroRNAも，また全身と唾液腺の状態を
反映するものと推測した。 
  
２．研究の目的 
（１）本研究の目的は，Ca 拮抗薬服用者の
口腔乾燥症を確実に診断するためのマーカ
ーを新開発することである。 
 
（２）日本人 3 人に 1 人は高血圧症であり，
その治療薬である Ca 拮抗薬服用者に口腔乾
燥症を呈する症例が非常に多いので，Ca 拮
抗薬による口腔乾燥症に特有のタンパク質
と RNA の検索を行う。本研究では，侵襲の
少ない唾液を検査液とし，唾液中のタンパク
質と RNAを解析し，口腔乾燥症を呈する Ca
拮抗薬服用者の特徴を明らかにし，唾液中の
マーカーとしてその応用を推進する。Ca 拮
抗薬による口腔乾燥症の唾液マーカーを解
明することにより，Ca 拮抗薬による口腔乾
燥症が唾液検査により確定診断され得るよ
うになる。 
 
３．研究の方法 
（１）研究対象者は，Ca 拮抗薬による口腔
乾燥症患者，シェーグレン症候群患者および
内服薬のない健常高齢者とした。本研究は日
本歯科大学新潟生命歯学部倫理委員会の承
認を得て行った（承認番号 ECNG-H-155）。 
研究方法は，10分間の安静時唾液を吐唾法
にて採取し，採取した唾液の遠心分離を行っ
て，上清を用いてタンパク定量を行った。 
口腔乾燥症患者においては，サクソンテスト
による２分間の刺激唾液量の測定を行った。 

 
（２）Ca 拮抗薬のみを服用している口腔乾
燥症患者，シェーグレン症候群患者および健
常高齢者各１名の安静時唾液を用いて
iTRAQ法（Hall SC, J Proteome Res, 2017.）
による唾液タンパク質成分の網羅的な比較

定量解析を委託にて行った。iTRAQ法の結果，
Ca 拮抗薬のみを服用している口腔乾燥症患
者において抽出された標的遺伝子にコード
されるタンパク質の抗体を購入し，他の研究
対象者の唾液を被験体として，Western 
blottingによりタンパク質の検出を行った。 
 
（３）Ca 拮抗薬のみを服用している口腔乾
燥症患者，シェーグレン症候群患者および健
常高齢者の唾液から RNA の抽出を行い，
microRNA のマイクロアレイ解析を委託に
て行った。 
 
４．研究成果 
（１）本研究では，はじめに Ca 拮抗薬によ
る口腔乾燥症患者の唾液の特徴を明らかに
するために，Ca 拮抗薬による口腔乾燥症患
者，シェーグレン症候群患者および健常高齢
者の安静時唾液量，刺激唾液量，タンパク濃
度を調べた。 
安静時唾液量は，Ca 拮抗薬による口腔乾
燥症患者とシェーグレン症候群患者の安静
時唾液量は，健常高齢者よりも有意に少なか
った（p<0.01）（図１）。 

図１ 安静時唾液量 
 
刺激唾液量は，Ca 拮抗薬による口腔乾燥
症患者の方がシェーグレン症候群患者より
も有意に多かった（p<0.01）（図２）。 

図２ 刺激唾液量 
 
タンパク濃度（μg/min）は，Ca拮抗薬に
よる口腔乾燥症患者とシェーグレン症候群
患者では健常高齢者よりも有意に小さくな
った（p<0.01）（図３）。 
 



図３ タンパク濃度 
 
本研究の結果，Ca 拮抗薬服用者の刺激唾
液量は，シェーグレン症候群患者よりも有意
に多いが，安静時唾液量には違いを認めず，
シェーグレン症候群患者の耳下腺の状態は，
Ca 拮抗薬服用者と異なる可能性が示唆され
た。 

 
（２）本研究では，これまでに試みがされて
こなかった，唾液をサンプルとした iTRAQ
法による唾液タンパク質成分の網羅的な比
較定量解析を行った。解析方法は，Buffer置
換，タンパク質濃度測定， In solution 
Digestion の後，iTRAQ 標識（AB SCIEX 
iTRAQ Reagent-4Plex Kit）を行った。陽イ
オン交換カラムによる精製，液体クロマトグ
ラフィによる分離および質量分析装置にて
解析の後，ProteinPilot v4.5にて解析を行っ
た。 

iTRAQプロテオーム解析の結果，968種類
の唾液タンパク質を同定した。同定した各タ
ンパク質について，健常高齢者を基準とした
Ca 拮抗薬による口腔乾燥症患者およびシェ
ーグレン症候群患者の相対定量比を求めた
結果，Ca 拮抗薬による口腔乾燥症患者にお
いて健常高齢者と比較して，相対定量比が有
意に増加および減少するタンパク質が認め
られた。本研究の結果，Ca 拮抗薬による口
腔乾燥症患者では，Ca によって調整される
タンパク質などが特徴的に増加しているこ
とが示唆された。 
そこで，Ca 拮抗薬による口腔乾燥症患者
において，特徴的に増加あるいは減少してい
るタンパク質の抗体を購入し，他の研究対象
者の唾液を被験体として，Western blotting
によりタンパク質の検出を行っている。 
 
（３）本研究では，これまでに試みがされて
こなかった，唾液をサンプルとした
microRNA のマイクロアレイ解析を行った。
microRNA のマイクロアレイ解析に先立ち，
唾液から高濃度で RNA を抽出する方法を検
討した。また，本研究では，唾液をサンプル
とした microRNA のマイクロアレイ解析方
法の検討から開始した。テストサンプルにお
いて，唾液からの RNA 抽出方法を決定し，

その後の microRNA のマイクロアレイ解析
を行えることを確認した。 
そこで，Ca 拮抗薬を服用している口腔乾
燥症患者 3検体と内服のない健常高齢者 3検
体，さらにシェーグレン症候群患者 2検体に
ついて，RNAの抽出と microRNAのマイク
ロアレイを委託にて行った。 
 
（４）現在は，iTRAQプロテオーム解析の結
果をもとに，Ca 拮抗薬や歯肉増殖症と関連
するタンパク質の抗体を購入し，Ca 拮抗薬
を服用している口腔乾燥症患者と内服のな
い健常高齢者の唾液を被験体として
Western blottingによるタンパク質の検出確
認を継続中である。 
 今後は，microRNAのマイクロアレイ解析
結果の分析を進め，Ca 拮抗薬を服用してい
る口腔乾燥症患者の RNA の変化について明
らかにしていく予定である。 
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