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研究成果の概要（和文）：唾液は口腔機能において歯や口腔粘膜の保護、食塊形成、消化吸収、抗菌作用や緩衝
作用など重要な機能を有する体液であり、日中に増加し、夜間に減少をするサーカディアンリズムを有する。本
研究の目的は顎下腺の末梢時計機構とイオンチャネルに着目し、唾液分泌のサーカディアンリズム形成メカニズ
ムを解明することである。本研究の成果により唾液腺の末梢時計の存在と唾液分泌に関与するイオンチャネルが
時計遺伝子により制御を受けていることが示唆された。また、顎下腺細胞株をベースとしたレポーターアッセイ
系を構築し、唾液腺の末梢時計リズムに影響を与える因子の検索が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Saliva has a circadian rhythm that increases during the day and decreases at
 night. The purpose of this study is to elucidate the circadian rhythm formation mechanism of 
salivary secretion by focusing on the peripheral clock mechanism and ion channels of the 
submandibular gland. The results of this study suggest that the presence of the peripheral clock of 
the salivary glands and the ion channels involved in salivary secretion are regulated by the clock 
gene. In addition, a reporter assay system based on the submandibular gland cell line was 
constructed, and it became possible to search for factors that affect the peripheral clock rhythm of
 the salivary glands.

研究分野：歯学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果より唾液腺に末梢時計が存在しており、唾液分泌量の日内リズムが唾液腺細胞の水分泌関連イオンチ
ャネルの発現リズムで制御されていることが示唆された。また、周囲の光環境や生活リズムが唾液腺の末梢時計
に影響を与えることが明らかとなった。唾液腺の末梢時計機構や時計遺伝子から唾液腺の生理機能である分泌・
再吸収へのインプット方法を解明する事で、ドライマウスや齲蝕予防の新たなアプローチが可能になると考えら
れる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 近年、肝臓や腎臓などにおける、末梢時計の存在や末梢時計と臓器固有生理機能の関連性が報
告されている。しかし、唾液腺の末梢時計と生理機能を検討した研究の報告はない。唾液は口腔
機能において歯や口腔粘膜の保護、食塊形成、消化吸収、抗菌作用や緩衝作用など重要な機能を
有する体液である。安静時唾液量は日中に増加し、夜間に減少をするサーカディアンリズムが存
在しているが、唾液分泌のサーカディアンリズムが唾液腺内のどの部位で、どのような遺伝子や
イオンチャネルによってコントロールされているのか、といったメカニズムは未だ明らかにさ
れていない。本研究の目的は顎下腺の末梢時計機構とイオンチャネルに着目し、唾液分泌のサー
カディアンリズム形成メカニズムを解明することである。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は時計遺伝子による唾液分泌の概日リズム作成機構の解明、および唾液腺の概日リズ
ム調節因子の検索を目的とした。また、唾液腺の末梢時計リズムに影響を与える因子の検索やリ
ズム調節薬剤のスクリーニングに有用な顎下腺細胞株をベースとした新規長期間レポーターア
ッセイ系の構築を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（1）概日リズムを有する顎下腺 水分泌・浸透圧調節関連イオンチャネルの検索 
 顎下腺内で水分泌・浸透圧調節に関連する複数のイオンチャネル mRNA およびタンパク発現を
経時的に測定し、概日リズムの存在を明らかにした。6 時間おきに 6 週齢オスの Wistar ラット
から両側の顎下腺を摘出し、RNA 抽出後に定量 RT-PCR により相対発現量を求めた。タンパク抽
出も併せて行い Western Blot 法による時計遺伝子の制御下にあるイオンチャネルを検索した。 
 
（2）顎下腺細胞株をベースとした新規長期間レポーターアッセイ系の構築 
 現在までにラットから単離した唾液腺細胞が細胞特性を維持したまま、48 時間以上の長期培
養が可能であるという報告はない。よって、リアルタイムに長期間の唾液腺概日リズムを測定す
るためには、発光レポーターを組み込んだ安定化細胞株の作成が必要不可欠である。そこで、申
請者は新たに時計遺伝子 Bmal1 プロモーター領域にホタルの発光酵素であるルシフェラーゼと
タンパク質分解配列（PEST）をつないだベクターを設計した。本ベクターはラットの唾液腺細胞
にトランスフェクションすることで、細胞の時計遺伝子 Bmal1 のプロモーター活性を発光の強
さによってリアルタイムに測定可能である。 
 
（3）光環境による唾液腺末梢時計とイオンチャネルのリズム変化 
 4 週齢オスの Wistar Rat を 12 時間ごとの明暗環境下・自由飲食で 2 週間飼育後、24時間高
照度光下(800-1000 lux)の恒明環境（12h/12h : Light/Light, LL 条件）で 3週間飼育し、光に
よる体内時計のリセットを行わせないフリーラン(free-run, 自由継続)ラットを作成した。フ
リーラットの顎下腺を 6時間おきに摘出し、水分泌・浸透圧調節に関連する複数のイオンチャネ
ル mRNA およびタンパク発現を経時的に測定した。 
 
４．研究成果 
（1）ラット顎下腺の時計遺伝子 Bmal1, Per1, Per2, Cry1, Cry2, Rorα, Rev-erbαに 24 時
間周期のリズムを認め、顎下腺の時計遺伝子にネガティブフィードバック機構の存在が確認で
きた。これは唾液腺に自律的にリズムを刻む末梢時計が存在することを示唆している。顎下腺水
分泌に関連するイオンチャネル Aquaporin5 (Aqp5)およびカルシウム依存性クロライドチャネ
ル Anoctamin1 (Ano1) の mRNA 発現には日内変動が認められ、ピーク時刻は ZT12, ZT36 で一致
していた。また、各イオンチャネルのピーク間隔は 24 時間であり、時計遺伝子 Per2 のプロフ
ァイルと近似していた。Ano1 と Aqp5 が時計遺伝子により発現制御を受ける時計遺伝子制御遺伝
子(clock-controlled genes ;CCG)であるかを検討するため、プロモーター解析と恒暗環境での
リズム恒常性の維持ができるかを検討した。4週齢オスの Wistar ラットを 12時間毎の明暗環境
下で 2 週間飼育後、Zheng らの方法に従い実験 48 時間前に恒暗環境（＜1Lux）に移し飼育し、
8：00 (ZT0)から 6時間ごとに 48 時間連続して顎下腺 total RNA およびタンパクを抽出した。
恒暗飼育ラット顎下腺において時計遺伝子（Bmal1, Per2, Cry1）は明暗環境で飼育したラット
と同様に明確な日内変動を示した。Aqp5, Ano1 は明暗環境下、恒暗環境下の両群にて 24時間周
期の発現リズムを認めたが、恒暗環境下ではピーク時刻が 6時間前方シフトしていた。Western 
Blotting 解析より同様のシフトはタンパク発現においても認められ、Aqp5 と Ano1 の RNA 発現
とタンパク発現のピーク時刻は一致していた（図 1）。 
 



（図 1）恒暗環境飼育ラット顎下腺における ANO1,AQP5 タンパクの相対発現量 
（A）Western Blot 法による各タイムポイントのタンパク発現（B）AQP5 タンパクのβ-actin に
対する相対発現量の経時変化（C）ANO1 タンパクのβ-actin に対する相対発現量の経時変化 
 
 
（2）ラット顎下腺導管細胞株（SMIE）に Bmal1 ルシフェラーゼレポータープラスミドを遺伝子
導入した安定株を作成し、微小発光量測定を行った。37℃に設定したインキュベーター内に微小
発光計測装置を設置し、48 時間のリアルタイムルシフェラーゼレポーターアッセイが実施でき
ることを確認した。今後は本アッセイ系を用いて唾液腺の時計遺伝子に影響を与える薬剤を探
索する。 
 
 
（3）我々は概日リズムの不全が唾液腺の末梢時計にも影響を与え、唾液腺の生理機能を阻害す
るのではないかと仮説を立て、上記方法によるフリーランラットを作成した。回転かごによる輪
回し運動のモニタリングからダブルプロットアクトグラムを作成し、Chi-Square periodgram 解
析により周期性を解析した結果、12 時間明暗環境で飼育したラット群（Light:Dark, LD 群）の
行動リズム周期は 23.98 時間であったが、フリーランラット（Light:Light, LL 群）の周期は
24.38 時間に延長していた。ラット種本来の体内時計は 24 時間よりも長く、周囲光変化による
リセットがないためダブルプロットの 14 日目以降で行動リズムの開始時刻がシフトしていた。
35 日目に顎下腺を摘出し Total RNA（ZT0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48）を抽出後、定量
RT-PCR 法にて時計遺伝子 (Bmal1, Per2, Clock, Cry1) および Aqp5, Ano1 のβ-actin 発現量
に対する相対発現量を計測し LD 群と比較した。実験の結果、フリーランラット(LL 群)の顎下腺
において Bmal1, Per2 は LD 群から 12 時間シフトし逆位相を示した。また、ピーク時刻におけ
る発現量を比較すると Per2, Cry1 は LL 群が有意に低下していた。水分泌関連イオンチャネル
である Aqp5, Ano1 は Per2 同様に LD群から 12時間シフトし、Ano1 のピーク発現量が LL群で有
意に低下していることが明らかになった（図 2）。 

  



 

 
（図 2）唾液腺水分泌関連イオンチャネル発現リズムの LD 群と LL群の比較 

 各タイムポイントにおける Aqp5, Ano1 の mRNA 相対発現量を示す（平均値±標準偏差,n=5）。

黒線が LD群、赤線がフリーランラットの LL 群を示す。LD群から約 12 時間のシフトが認めら

れ、Ano1 のピーク発現量が LL 群で有意に低下していることがわかる。 

 

これらの結果は行動リズムがフリーランすることで唾液腺の末梢時計も影響を受け、唾液分泌

に関連するイオンチャネルの発現リズムや量も変化することを示唆している。つまり、光環境

の変化によって唾液腺の末梢時計リズムや、時計遺伝子を介した唾液分泌関連イオンチャネル

の発現調節がある可能性が示された。もし体内時計から唾液腺イオンチャネルへのインプット

が存在するならば、シフトワークや不規則な生活習慣による体内時計の乱れはドライマウスの

原因となる可能性があり、逆にリズムを正常化することで唾液分泌の改善を見込める可能性も

ある。今後、唾液腺の末梢時計機構や時計遺伝子から唾液腺の生理機能である分泌・再吸収へ

のインプット方法を解明する事で、ドライマウスや齲蝕予防の新たなアプローチが可能になる

と考えられる。 
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