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研究成果の概要（和文）：傍細胞水／溶質輸送がどのような駆動力で維持されるか、ま

たいかなる細胞内信号で制御されるかを明らかにするため、摘出血管灌流ラット顎下

腺を用い実験した。細胞内 cAMP濃度を増加させる刺激は、タイト結合を開き、静水圧を駆
動力として少量の傍細胞水輸送を起こした。一方、細胞内 Ca 濃度を増加させる刺激もタイト
結合を開き、灌流圧を駆動力として傍細胞水分輸送を起こすが、未知の駆動力も働き大量の傍

細胞水輸送となった。 
 
研究成果の概要（英文）：The isolated and vascularly perfused mandibular gland of rat was 
used to assess driving force of paracellular water/solute transport and its control by 
intracellular signals. The intracellular cAMP-increasing stimulant opens tight junction 
and induces small paracellular fluid secretion by increasing perfusion pressure. The 
intracellular Ca-increasing stimulant also opens the tight junction and induced a massive 
paracellular water/solute transport by perfusion pressure and additional unknown driving 
force. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)	 唾液水分分泌研究の意義。唾液水分は、
食物を消化吸収するために溶媒として働き、
口腔を洗い清浄に保つ、唾液成分は口腔から
体内への侵害に対しバリアとして働く。従っ
て唾液分泌の障害は口腔内の雑菌による感
染、嚥下障害、摂食障害につながり、QOL
を損ない、重篤な疾病を招来する危険がある。

唾液腺をはじめ上皮膜は細胞間にタイト結
合をもち、管腔側細胞膜と血管側細胞膜を隔
て、上皮細胞は管腔側膜と基底側膜に異なる
チャネル／輸送体を配置し、一方向へ分泌・
吸収を行うとされ、細胞を通過する輸送成分
（経細胞輸送）とその制御について多くの研
究がなされてきた。しかしタイト結合を通過
する輸送成分（傍細胞輸送）は、存在の傍証
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がありながら、全上皮輸送に対する寄与は十
分には解明されていない。 
 
(2)傍細胞輸送の傍証。刺激により巨大分子
が細胞間隙を通過し管腔に出現したこと
(Garret,	 Adv	 Physiol	 Sci	 28:	 109-117,1981)、
中性分子の唾液中濃度と分泌速度の関係
(Case,	 J	 Memb	 Biol	 84:	 239-248,	 1985)か
ら傍細胞輸送の存在の傍証は挙げられてい
た。	 
	 
(3)傍細胞輸送のフィルターサイズ。村上と
Hill は種々の分子量のデキストランをトリ
チウムで標識しラット顎下腺に血管灌流し、
刺激により分泌されるデキストランの大き
さと濃度から傍細胞輸送の分子フィルター
としてのサイズを決定し	 (J	 Physiol	 537:	 
899-906,2001)、水分子は分泌刺激中タイト
結合を自由に通過しうることを示した。 
 
(4)経細胞水輸送量と傍細胞水輸送量の推定。
月田は上皮タイト結合を形成するクローデ
イン３と４にエンテロトキシン	 (CPE)が結
合しバリア機能を阻害することを見出した
(JCB	 147:	 195-204,	 1999)。腺房単離に用い
るコラゲナーゼは CPE を含有し、単離した腺
房では培地の蛍光色素がやすやすと管腔に
入ることが理解された。瀬川と申請者はこの
性質を利用し、コラゲナーゼで単離した腺房
では管腔内蛍光色素が細胞から分泌された
水分で希釈される経過を共焦点レーザー顕
微鏡で計測し経細胞分泌の時間経過を世界
で初めて計算した（Eur	 J 	 Morphol 	 40:	 
203-207,	 2002）。摘出灌流腺全体の分泌量
と比較すると、刺激初期 30 秒以内は細胞内
からの水分分泌が優位であるが、その後傍細
胞輸送が優位になり刺激持続期には 60%以上
に達すると計算した(同上)。すなわち、唾液
腺水分分泌は腺房細胞管腔膜にあるアクア
ポリン 5(AQP5)が大きな役割を持つとされて
きた(Ma,JBC	 274:20071-20074,	 1999)が、申
請者は刺激持続期には傍細胞輸送が大きく
寄与すると予測した。	 
 
(5)タイト結合開閉の調節モデル。村上と
Hill は AQP5 の水透過以外の機能を、基底膜
にも AQP5 が発現しているラット顎下腺を用
い検討した。その結果、基底側膜 AQP5 が浸
透圧を感知しタイト結合の開閉を調節する
モデルを実験的に裏づけた。(J	 Membr	 Biol	 
210:203-207,2006)	 
	 
２．研究の目的 
	 本研究の目的は、傍細胞水輸送がどのよう
な駆動力で維持されるのか、またどのような
細胞内信号で制御されるのかを摘出血管灌
流ラット唾液腺をもちい、明らかにすること

にある。そのために、以下の目標を設定した。 
 
(1)	 細胞を通過しない色素分泌と水分分泌
の関係を明らかにし、色素分泌の計測により
傍細胞水輸送を推定する方法を開発する。 
 
(2)	 タイト結合を介した静水圧差、浸透圧差
を変化させ駆動力を検討する。 
 
(3)	 細胞内信号による結合の開閉調節を検
討する。 
 
(4)	 タイト結合の開閉にともなう細胞内骨
格と結合部の電子顕微鏡観察を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)本研究では、傍細胞輸送の駆動力と
細胞内信号を評価するため、実験系とし
て摘出血管灌流ラット顎下腺を用いた。
すなわち、傍細胞輸送系の構築を保った
状態で水輸送を観察する為には実験系
としては血管灌流臓器を用いる方法あ
るいはin	 situの臓器を用いるほかはな
いからである。ウイスター系雄性ラット
(9週令)をペントバルビタール腹腔麻酔
下で顎下唾液腺を摘出、動静脈及び唾液
排出導管（以下	 導管）にカニュレーシ
ョンを施し、37℃に保った恒温チャンバ
ーに設置し、100%酸素ガスで飽和した灌
流液（mM:	 Na	 145,K	 4.3,Ca	 1,	 Mg	 1,g
lucose	 5,	 HEPES	 10,	 pH=7.4）で拍動ポ
ンプを用い、動脈より定流灌流を行った
。(Murakami	 et	 al,	 J	 Physiol	 426:12
7-143,1990)	 
	 
(2)導管カニューレには規格化したフッ
素樹脂製（内径0.3mm,外径0.5mm）を用
いた。唾液分泌速度は電子天秤におかれ
たカップに水を入れ、水面下に水で満た
したカニューレをおき、分泌された累積
唾液重量を計時的に電子天秤データと
して３秒毎に接続したコンピュータに
送信し、エクセルシートに格納した。実
験後、腺の結合組織を除去し、水分を除
いた後腺湿重量を計測し、比重１と仮定
して、グラム重量あたり１分当りの水分
分泌速度を計算した。	 
	 
(3)	 細胞内を通過しない蛍光色素ルシフ
ァーイエロー(mw=520)あるいはスルフォ
ローダミン	 B	 (mw=558)を灌流液に添加
し、動脈から唾液中への色素移行を測定
し傍細胞輸送を推定した。この場合、唾
液は1分毎にエッペンドルフチューブに
採取、電子天秤にて秤量し分泌速度を求
めた。この試料に100マイクロリットル
の蒸留水を添加し撹拌希釈後、マイクロ



プレートリーダ（ベックマンTX800）に
て蛍光強度を測定した。測定値は、希釈
系列の値から検量線を求め、希釈率を考
慮して１分当りの蛍光物質の分泌速度
を求めた。この方法により水分分泌と傍
細胞輸送を同時に推定することが可能
になった。	 
	 また、共焦点レーザ顕微鏡のステージ
上に血管灌流唾液腺を設置し、高速スラ
イス像から一秒毎の３次元像を再構成
し、刺激により細胞間分泌細管内に色素
が流入する経過を観察した（東京歯科大
学／日本大学との共同実験）。	 
	 
(4)動脈圧及び静脈圧の測定。灌流系の動
脈側、静脈側に血圧プローブ（AD	 Instrumen
ts,	 NSW,	 Australia）を置き、動静脈の圧差
をもとめた。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 静水圧による傍細胞水輸送の検討。初年
度に、灌流動脈圧を計測する測定系を立
ち上げ３年間継続してこの測定系をも
ちい、実験した。以下はムスカリン受容
体を刺激し細胞内Ca濃度を上昇させる
ことが知られているカルバコールを用
いた実験結果である。	 
①	 組織重量1gあたり10ml/minの流速で
血管灌流を行うと、約120-160mmHg	 
の流入圧であるが、カルバコールで刺
激すると100mmHg	 まで低下し刺激中
は一定値を保った。流速を6ml/minか
ら25ml/minの間で変化させると、80-
250mmHgの間で流入圧が線形的に変化
した。流速と流入圧の線形関係から入
力抵抗とゼロフローでの圧力（毛細管
圧）を求めた。	 

②	 種々のカルバコール濃度に対して入
力抵抗は用量依存的に減少したが、ゼ
ロフロー抵抗は一定であった。このデ
ータを基に分泌刺激中に流速を変化
させることで静水圧が変化すること
になる。この静水圧変化は唾液分泌速
度を変化させた。一定流速の血管灌流
唾液腺で初めての知見である。また流
速を増加させると、唾液分泌速度も増
加した。これは流速を上昇させると組
織圧が上昇し傍細胞経路輸送の駆動
力になったことを示唆する。	 

③	 従来よりムスカリン受容体刺激でNOが産
生され血管抵抗が低下し血流を増加させ
る機構が提示されていた。NO合成阻害剤L
-NAME=0.3mMを与えると圧は140	 mmHg	 か
ら180	 mmHgに上昇したが、カルバコールに
より111±	 9	 mmHgに低下し,	 L-NAMEがな
い場合の103±	 5	 mmHgに対し有意差はな
く、分泌刺激中の動脈圧はNOには依存しな

いことが判明した。	 
④	 カルバコール刺激下で、灌流流速を変化さ
せ、毛細管床の静水圧を上昇させた場合、
蛍光色素分泌速度が静水圧に比例して増
加した。一方、高静水圧では水分分泌は比
例して増加しなかったが、低圧側の測定で
は水分泌速度と静水圧は比例し、高圧では
水がリークする可能性が示された。	 

即ち、唾液水分分泌のうち大部分を占める傍
細胞輸送は a)灌流圧が駆動力になり溶媒が
起動することにより起こる。b)溶媒移動に牽
引され水と溶質が移動すると結論された。	 
	 
(2)細胞内cAMP濃度を上昇させることが
知られているイソプロテレノールを用
いた実験結果は以下の通りである。	 
①  灌流腺を共焦点レーザ顕微鏡ステージに
おき、蛍光色素ルシファーイエロー(mw=5
20)あるいはスルフォローダミンB(mw=558
)を灌流し高速で64枚/秒のスライス像を
イメージプロセッサに取り込み、１秒の時
間間隔で細胞間隙と分泌細管の3次元像を
再構成した結果、蛍光マーカーがイソプロ
テレノール刺激によりタイト結合を越え
て分泌細管に入ることが明確になった。こ
のことは細胞内cAMP濃度の上昇によりタ
イト結合の蛍光マーカーに対する透過性
が上昇し、血管側より色素が管腔に流入し
たことを示している。	 

②	 イソプロテレノール投与時に灌流流速を
変化させ、腺房周囲の静水圧を上昇させた
場合の水分泌速度を電子天秤により測定
した。イソプロテレノールを添加しない場
合でも、灌流圧の変化（120-220mmHg）に
より水分泌の変化（0.8-7.1µl/g-min）が
観察された。圧と水分泌の関係は線形関係
にあり、わずかな隙間を通過して水分泌が
駆動されることが観察された。無刺激で唾
液が血圧に駆動されて分泌することが初
めて実験的に確認された。イソプロテレノ
ール0.2µM投与により動脈血圧の変化は観
測されなかった。灌流圧の変化（117-209
mmHg）により水分泌の変化（1.2-6.8µl/g
-min）が観察された。圧と水分泌の関係は
線形関係にあり、無刺激と同様にわずかな
隙間を通過して水分泌が駆動されること
が観察された。イソプロテレノール投与で
蛍光マーカーが管腔に流入した結果と矛
盾し、更なる検討が必要である。	 

③	 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。カルバコ
ール	 /イソプロテレノール	 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。	 

(3)	 細胞内Ca濃度を増加させる刺激薬、ピロ
カルピンおよびニューロキニンAを、灌流顎
下腺に投与し、蛍光色素ルシファーイエロー
の分泌と水分分泌を検討した。	 
①	 これらの刺激薬がルシファーイエローの
唾液への移行を起こすことから、傍細胞輸
送が増加することが明らかになった。 

②	 灌流液から唾液へのルシファーイエロー
の移行はCa free灌流液、Caキレート剤BA
PTA-AMにて阻害された。このことからニ
ューロキニンA／ピロカルピンが誘発す
る傍細胞輸送はCa依存性であることが示
された。 

(4) 唾液腺の水分分泌を増加させる漢方薬の
うち、この漢方薬のみで傍細胞経路の開閉を
起す丹参(DS)について傍輸送を検討した。	 
①	 同じ腺を用いカルバコール刺激と比較す
ると、DSの水分泌速度は1   µMカルバコール
刺激よりも高く、ルシファーイエロー分泌
は低いことが観察された。このことは、小
さい分子を通す傍細胞経路がより活性化
されることを示唆している。	 

②	 灌流顎下腺の動脈側と静脈側に酸素
電極を設置し、酸素消費を測定した。
酸素消費は色素分泌とほぼ並行して
増減した。酸素消費と水分分泌は、N
a/K	 ATPase阻害剤であるウアバイン
に感受性があることから、刺激時に傍
細胞輸送系が活性化され優位になる
が、経細胞イオン輸送機構にも依存し
ている可能性が示唆された。	 

③ DSの水分泌はCaなしの溶液での灌流
では観察されないことから、傍細胞輸
送もCa依存性で誘発されると示唆さ
れた。	 

(5)本研究により得られた成果をまとめると
現時点までに以下の結論が得られた。	 
①	 タイト結合は細胞内Ca濃度を増加させる
刺激薬（カルバコール、ニューロキニン、
ピロカルピン）、細胞内cAMP濃度を増加さ
せる刺激薬（イソプロテレノール）で開き
、さらにnon-adrenergic	 non-cholinergi
cの刺激薬（丹参）でも開く。	 

②	 タイト結合の開放により、傍細胞水輸送が

可能になり、静水圧が一部駆動力として水
分輸送を起こしている。	 

③	 細胞内のCa濃度上昇では、静水圧増加に加
えて別の水輸送駆動力が働いている。	 

④	 タイト結合解放時にタイト結合直下の細
胞骨格格子の狭小化が見られる。	 

⑤	 細胞内cAMP増加では水分泌は殆ど増加し
ないが、蛍光色素は管腔に出現する。これ
はタイト結合が種々の分子に対してすべ
て透過性を上昇させるのではないことを
示しており、更なる研究が必要である。	 
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