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研究成果の概要（和文）：本研究は、唾液腺体内での炎症が高齢者の唾液分泌低下の病態に重
大な役割を果たすことを示唆した。モデル動物を用いた実験から、特徴的発現パターンを呈し
た Redox 関連遺伝子が炎症に関与する遺伝子であったこと、また、唾液分泌低下と血清および
唾液の酸化ストレスとが相関していたことを見出した。これらの結果は、唾液腺の炎症は加齢
あるいは生活習慣病などに伴って増加する酸化ストレスが関与していることを示唆している。  
 
研究成果の概要（英文）：This study suggested that the inflammation of salivary glands play 
a critical role in pathological conditions in the elderly oral dryness. In model animal 
experiments, we found that Redox related genes, which were expressed characteristically 
similar to the inflammation related gene, and hyposalivation was correlated with oxidative 
stress of serum and saliva. These results indicated that the inflammation of salivary gland 
is due to oxidative stress, which is increased with aging and lifestyle disease.  
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１．研究開始当初の背景 

（１）高齢者とドライマウス 

急増する高齢者にとって唾液は、口腔

病態のみならず、全身的な疾患にも多大

な影響を及ぼし、QOLを低下させる大き

なリスクファクターであることを歯科

医師は十分に認識していなくてはなら

ない。すでに、我が国では口腔乾燥感を

自覚している65歳以上の高齢者は56.1%

で、そのうち27.7%は常に自覚している

との報告もある。 

  



（２）ドライマウスの原因 

ドライマウスの原因はさまざまであり、

それらが単独あるいは複合して症状を現し

ている。前述したようにドライマウスの多

くは高齢者に認められ、その多くは閉経し

た女性との報告もある。さらに、老化（加

齢）とともに増加する生活習慣病、特に近

年増加している糖尿病は口腔乾燥の原因疾

患でもあり、唾液量の減少のみならず唾液

腺の組織構造にも変化を与えることが報告

されている。その他、さまざまな薬の副作

用、あるいはシェーグレン症候群などの自

己免疫疾患なども原因として知られている。 

 

（３）酸化ストレスとドライマウス 

このようにドライマウスと老化や加齢

性病態、生活習慣病には深い関連がある。

近年、これら病態や疾患の発症原因の一つ

として、酸化ストレスの関与が強く示唆さ

れるようになってきた。この酸化ストレス

が蓄積すると生体が酸化状態に傾き、生体

内の標的分子に酸化障害が生じ、脂質の過

酸化反応、タンパク質の変性、酸化的 DNA
損傷、テロメアの短縮、アポトーシスなど

を引き起こす。さらに、加齢、生活習慣病

などで生体内の抗酸化能は低下するため、

高齢者は酸化ストレスの影響を受けやす

くなる。以上より、酸化ストレスは唾液分

泌を低下させる一因として考えられるが、

その関連については明らかにされていな

い。 
 
２．研究の目的 
  高齢ドライマウス患者の急増に伴い、新
たな根本的治療法の開発とともに、病態を
現す唾液を用いた簡便な検査法などが求
められる。そこで、高齢者の唾液分泌機能
低下と唾液腺局所の病態変化、遺伝子発現
変化、さらにそのような病態変化を現すバ
イオマーカーを唾液サンプルで測定でき
るかを本研究で検討した。 

 
３．研究の方法 
（１）顎下腺主導管結紮による唾液腺の病態

変化と炎症サイトカインの変動 
    7 週齢 Wister 雄性ラットを用い、全身麻

酔下で、両側顎下腺主導管をマイクロク
リップで 1 週間結紮し、唾液分泌障害モ
デルを作製した。クリップ解除直後(D0)・
7 日(D7)・14 日(D14)後での摘出顎下腺の
HE 染色による病理組織学的検討と炎症性
サイトカイン（IL-1β,IL-6, INF-γ, 
IL-10）を測定した。なお、コントロール
群は主導管結紮なしの顎下腺とした。 

 

（２）自然加齢マウスの顎下腺 DNA マイクロ
アレイ解析および Redox 関連遺伝子の
発現変動 

     ICR 雄性マウスを 48 週齢(1y)、72 週齢
(1.5y)まで飼育し、顎下腺を摘出してホモ
ジナイズサンプルとし、DNA マイクロア
レイ解析および Redox 関連遺伝子の発現
変動を Gene Ontology (GO)解析した。な
お、Control は 7 週齢(7y)とした。 

 
（３）病態モデルマウスの唾液分泌と酸化－抗

酸化バランス 
 ①自然加齢マウス 

 ICR 雄性マウスを 30 週齢(30w)、48 週
齢 (1y)、72 週齢 (1.5y)まで飼育した。
Control は 7 週齢(7y)とした。 
②卵巣摘出マウス 

9週齢の ICR雌性マウスを全麻下で卵巣
摘出手術を施し、24 週間飼育して閉経モデ
ルマウス (OVX)とした。Control (OVX 
Sham)は OVX 偽手術を行った。 
③糖尿病マウス 

TSOD(自然発症肥満型糖尿病)雄性マウ
スを 14 週齢まで飼育した。Control は
TSOD の対照の TSNO 雄性マウスとした。 
 
 それぞれのモデルマウスに対し、塩酸ピ
ロカルピンを腹腔内投与し、サージカルス
ポンジを舌下部に 5 分間挿入して刺激全唾
液量を測定した。唾液と血清の DNA 酸化
ダ メ ー ジ (8-hydroxy-deoxyguanosine: 
8-OHdG)を ELISA 法で測定し、酸化スト
レ ス ( 過 酸 化 物 質 濃 度 ) は d-ROMs 
(diacron-Reactive Oxygen Metabolities) 
Test、抗酸化度(鉄イオン還元量)は BAP 
(Biological Antioxidative Potential) Test 
を活性酸素分析器で測定した。 
 

（４）病態モデルマウスの顎下腺の病理組織お
よび蛍光免疫組織化学的観察 

  それぞれのモデルマウスを安楽死させ、
摘出顎下腺の H-E 染色による病理組織学
的観察と蛍光免疫組織化学的観察
(PCNA・TUNEL・8-OHdG)を行った。 

 
４．研究成果 
（１）顎下腺主導管結紮による唾液腺の病態

変化と炎症サイトカインの変動 
解除直後の顎下腺体内では導管の拡張

や炎症細胞浸潤、空胞変性を認めたが、D7
では幼弱な腺房細胞と多数の分泌顆粒が
現れ、D14 では成熟した組織構造に再生修
復していく組織像を認めた（図 1）。炎症性
サイトカインは D7･D14 の IL-1βと IL-6
がコントロールと結紮解除直後に比べ有
意に上昇した。また、結紮解除直後の INF-
γはコントロールと有意に減少したが、



D7･D14 では D0 に比べ有意に上昇した。
IL-10はD0とD7でコントロールに比べ有
意に減少したが、D14 は有意な上昇を示し
た（図 2-5）。 

 
（２）自然加齢マウスの顎下腺 DNA マイクロ

アレイ解析および Redox 関連遺伝子の
発現変動 

アレイ上の全プローブ 41,534 個のうち、
フィルタリングにより 25,764 個の信頼性が
高いプローブが得られた。このうち、発現変
動(5 倍以上/ 0.2 倍以下)していたのは 2,109
遺伝子で、そのうち 7w から 1y にかけて変動
したのは 196 遺伝子(増加/低下: 101/95)、1y
から1.5yにかけて変動したのは2,009遺伝子
(977/1,032)、7w から 1y と 7w から 1.5y に
かけて共通して変動していたのは 96 遺伝子
であった。 

Redox に関連する GO term を解析した結
果、response to oxidative stress (RO:56 遺
伝子)、oxygen and reactive oxygen species 
metabolic process (OR:79 遺 伝 子 ) 、
antioxidant activity (AA: 50 遺伝子)、nitric 
oxide metabolic process (NM: 14 遺伝子)、
electron transport chain (ET: 11 遺伝子)、
oxidoreductase activity (OA: 758 遺伝子)の
6 つの GO term が抽出された。これら 6 つの
GO term に含まれる遺伝子は計 808 遺伝子
あった。また、1 つの遺伝子に複数の GO が
含まれているのは 160 遺伝子であった。この
うち、発現変動していたのは 48 遺伝子でま
た、変動した遺伝子では OA に属するものが
45 遺伝子と最も多く、OR が 5 遺伝子、RO
が 3 遺伝子、antioxidant activity が 2 遺伝
子で、NM と ET は変動していなかった。 

 
（３）病態モデルマウスの唾液分泌と酸化－抗

酸化バランス 
①刺激全唾液流量の変化 
自然加齢マウスでは、30w は Control (7w)

に対し有意な増加を認めたが、1.5y では 30w
と 1y に対して有意に減少していた（図 6a）。
また、OVX マウスと TSOD マウスにおいて
も、それぞれの Control に対して有意な減少
を認めた（図 6b, c）。 
 
②唾液・血清 8-OHdG の変化 
自然加齢マウスの唾液と血清 8-OHdG は、

7w、30w、1y で有意差は認められなかった。
しかし、唾液 8-OHdG の 1.5y は 30w に対し
有意に増加し、血清 8-OHdG の 1.5y は 7w
と 30w に対し有意な増加を認めた（図 7a）。
また、OVX マウスと TSOD マウスはそれぞ
れの Control に対して、唾液・血清ともに有
意な増加を認めた（図 7b, c)。さらに、すべ
てのモデル動物の唾液と血清 8-OHdG の間
には正の相関(R=0.84676)を認めた。 

（４）唾液・血清 d-ROMs Test による酸化
ストレスの変化 

唾液 d-ROMs Test は、すべてのモデル動
物で測定限界値以下であった。しかし、血清
d-ROMs Test では、自然加齢マウスの 1.5y
は 7w と 30w に対して有意な増加を認めた
（図 8a）。また、OVX マウスと TSOD マウ
スにおいてもそれぞれの Control に対して、
有意な増加を認めた（図 8b, c）。 
 
（５）唾液・血清 BAP Test による抗酸化度

の変化 
唾液 BAP Test は、自然加齢マウスの 1.5y

は 30w、1y に対して、血清は 7w、30w に対
して、有意な減少を認めた（図 9a）。しかし、
OVX マウスは唾液、血清ともに Control に対
して有意差はなかった。また、TSOD マウス
は唾液、血清ともに Control に対して有意な
増加を認めた（図 9b, c）。さらに、すべての
モデル動物の唾液と血清 BAP 値の間には正
の相関(R=0.67165) を認めた。 
 

（６）病態モデルマウスの顎下腺の病理組織お
よび蛍光免疫組織化学的観察 

①H-E 染色による病理組織学的観察 
自然加齢マウスの顎下腺体内は、7w の幼

若で比較的大きな腺房細胞が、30w では成熟
し腺体内が実質に富んだ発達した組織構造
を示した（図 10a, b）。しかし、1y では間質
部に脂肪様変性が生じ、1.5y には腺房細胞の
萎縮とともに間質部の増大と一部に線維化
および空胞化が認められるようなった（図
10c, d）。一方、OVX マウスでは Control に
対し、明らかな組織構造の変化は認められな
かった（図 10e, f）。また、TSOD マウスでは
Control に対して、腺房細胞の萎縮傾向と間
質部の増大を認めた（図 10g, h）。 
 
②蛍光免疫組織化学的観察 
a)  PCNA  
自然加齢マウスの PCNA 陽性細胞は経時

的に減少傾向を示し、1.5y での局在をほとん
ど認めなかった。また、OVX マウスと TSOD
マウスにおいても Control に対し、PCNA 陽
性細胞は減少していた。 
b)  TUNEL  
自然加齢マウスの TUNEL 陽性細胞は 7w

と 30w ではほとんど認められなかったが、
1.5y では陽性細胞を多数認めた。また、OVX 
マウスと TSOD マウスにおいても Control
に対し、TUNEL 陽性細胞の増加を認めた。 
c)  8-OHdG 
自然加齢マウスの 8-OHdG 陽性細胞は 7w、

30w、1y ではごくわずかであったが、1.5y
では多数の陽性細胞が認められた。また、
OVX マウスと TSOD マウスも Control に対
し、8-OHdG 陽性細胞の増加を認めた。 



 （図 表） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 図 1．病理組織的変化 
（左上：D0, 右上：D7,下：D14） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  図 2．IL-1β 

 

 

図 5．IL-10 

 
 

       表 1．R 子の発現変化 

 
*: p<0.05 (7w VS. 30w), **: p<0.01 (30w VS. 1.5y), 
***: p<0.05（1y VS. 1.5y） 

図 6．刺激全唾液流量の変化 
a:自然加齢マウス） 

 

 図 3．IL-6 
 

図 4． N-γ 

 図 4．IFN-γ 
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唾液  *:p<0.05 (30w VS. 1.5y)  
血清 **:p<0.01 (7w VS. 1.5y)  

         
7．唾液・血清 8-OHdG の変化 

（a:自然加齢マウス） 
 
 

唾液   *:p<0.05 (OVX Sham VS. OVX) 
血清 ***:p<0.05 (OVX Sham VS. OVX)  
唾液 **:p<0.01 (TSNO VS. TSOD)  
血清 ****:p<0.05 (TSNO VS. TSOD)  

図 7．唾液・血清 8-OHdG の変化 
（b: 卵巣摘出マウス, c:糖尿病マウス） 
 

 

*:p<0.05 (7w VS. 1.5y), 
** :p<0.05 (30w VS. 1.5y) 

図 8．血清 d-ROMs Test による 
酸化ストレスの変化 

（a:自然加齢マウス） 
 

*:p<0.05 (OVX Sham VS. OVX) , 
** :p<0.05（TSNO VS. TSOD） 

図 8．血清 d-ROMs Test による 
酸化ストレスの変化 

（b: 卵巣摘出マウス, c:糖尿病マウス） 

唾液    *:p<0.01 (30w VS. 1.5y)  
**:p<0.01 (1y VS. 1.5y)  

         血清  ***:p<0.05 (7w VS. 1.5y)  
              ****:p<0.01 (30w VS. 1.5y) 

図 9．唾液・血清 BAP Test による 
抗酸化度の変化 

（a:自然加齢マウス） 
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      ***:p<0.05 (30w VS. 1.5y)  
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唾液  *:p<0.01 (TSNO VS. TSOD)  

       血清**:p<0.01 (TSNO VS. TSOD) 
図 9．唾液・血清 BAP Test による 

抗酸化度の変化 
（b: 卵巣摘出マウス, c:糖尿病マウス） 
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