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研究成果の概要（和文）： シェーグレン症候群(SS)患者の唾液腺においてはアクアポリン

(AQP)5 の発現低下や分布異常が生じており、これが唾液分泌低下の一因であると考えられてい

るが、その詳細なメカニズムは不明である。本研究においては培養ヒト唾液腺腺房細胞を腫瘍

壊死因子(TNF- にて処理すると AQP5の発現が低下することに着目し、そのメカニズムの解

析をおこなった。 

 
 
研究成果の概要（英文）：   Sjögren's syndrome (SS) is a systemic autoimmune disease that 
involves a reduction in salivary and lacrimal secretions, however, the mechanisms 
underlying the decrease in salivary secretion remains unclear.  In salivary glands of 
SS patients, the expression of aquaporin (AQP) 5, a major water channel present in the 
apical plasma membrane, was decreased and aberrant distribution of AQP5 from apical to 
basal membrane was reported.  The mechanisms of AQP5 dysfunction in SS salivary glands 
have not yet fully understood.  Since it has been reported that the expression level of 
AQP5 gene was suppressed by tumor necrosis factor (TNF)-α in mouse lung epithelial cells 
in vitro, one of the key factors that reduce AQP5 expression in salivary acinar cells 
would be TNF-α.  In this study, we examined the role of TNF-
5 in human salivary gland acinar cells.  
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、培養ヒト唾液腺腺房細胞を用いて、
TNF-αによる腺房構造破壊のメカニズムを
明らかにし、転写因子である NF-κB が中心

的役割を果たしていることを報告した。しか
し、シェーグレン症候群の患者でも唾液腺に
腺房が多く残っていることがあり、腺房細胞
のアポトーシスだけで全てを説明すること
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はできない。そこで、我々は、唾液分泌にお
いて重要な役割を果たす水チャネル蛋白質
アクアポリン(AQP)5 に着目した。AQP5 はヒ
ト唾液腺では腺房細胞だけに発現が認めら
れている。我々は、TNF-αが培養ヒト唾液腺
腺房細胞において、AQP5 の発現を低下させる
ことを確認した。このように TNF-αは AQP5
の発現低下と、腺房構造の破壊といった異な
るメカニズムの両方に関与していることが
推測される。また、我々は AQP5 の発現して
いない培養ヒト唾液腺導管細胞を、DNA 脱メ
チル化剤にて処理し、導管細胞に AQP5 を発
現誘導させ、実際に水輸送機能が増強される
ことを確認した。このメカニズムは、AQP5プ
ロモーター領域の脱メチル化により AQP5 遺
伝子発現の再活性化が誘導された結果であ
った。我々のこれまでの研究成果をもとに、
最も効果的なシェーグレン症候群の治療法
として、TNF-αと AQP5 のプロモーター領域
のメチル化をターゲットとした治療法開発
の発想に至ったものである。 
 
２．研究の目的 
 シェーグレン症候群に対する治療戦略と
して次の方法を立案した。 
 すなわち、唾液腺腺房の構造破壊による唾
液分泌機能の改善法としては、(1)細胞の基
底膜を破壊する一因である TNF-α の機能を
阻害する方法 、(2)破壊された腺房細胞に代
わって、残存する導管細胞に AQP5 を発現誘
導させ、導管細胞に腺房細胞の機能を付与さ
せる方法である。さらに、唾液腺の機能低下
による唾液分泌減少には、(3)TNF-α の機能
を制御することによって AQP5 の発現低下を
回避し、唾液分泌の機能回復を目指す。この
ような治療戦略により、シェーグレン症候群
患者の口腔乾燥を根本的に改善させること
を本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）RT−PCR法および定量的 RT−PCR法 
 培養細胞より抽出した total RNA に first 
strand buffer を加え、65℃にて 5 分間加熱
した後、氷上に 5分間静置した。これにラン
ダムプライマー、DTT 、dNTPs、 逆転写酵
素を加え、42℃にて 60分間反応させた後、
95℃にて 5分間加熱することによって反応を
停止させて cDNAを作製した。PCR反応は 1 μ
l の cDNAと AQP5、 Dnmt1、 Dnmt3a、 Dnmt3b
あるいは GAPDH のプライマー、 Ex-Taq DNA
ポリメラーゼ、ｄNTPs および PCR緩衝液を混
和し、DNA Thermal Cycler TP3000 を用いて、
次の条件で PCR 反応を行った。すなわち 94℃
にて 5分間反応させた後、94℃にて 1分の熱
変性、68℃にて 1分のアニーリング、72℃に
て１分の伸長反応を１サイクルとし、これを
35 サイクル反応させた。PCR 産物は 2％アガ

ロースゲルにて電気泳動し、エチジウムブロ
マイドにて染色し、UV 透過光下に観察した。 
 次に定量的 RT-PCRは ABI PRIZM 7000 の標
準的プロトコールに従って行った。 AQP5 
mRNAの発現は TaqMan® Gene Expresssion 
Assay (assay No. Hs 00387048m_1, Applied 
Biosystems)を用いて解析した。 
（２）ウエスタンブロット法 
 培養細胞より調製したタンパク質をβ-メ
ルカプトエタノールを含むサンプルバッフ
ァーに混和した後、10％SDS-ポリアクリルア
ミドゲルを用い、電気泳動を行った。その後、
ニトロセルロース膜に転写した。次に、転写
したニトロセルロース膜を 2％スキムミルク
含有 T-TBSにて処理した後、1,000 倍希釈濃
度の抗 AQP5 抗体、抗 Dnmt1 抗体、抗 Dnmt3a
抗体、 抗 Dnmt3b抗体あるいは抗β-アクチ
ン抗体と 4℃にて 16時間反応させた。T-TBS
にて洗浄後、1,000 倍希釈濃度の HRP標識ウ
サギ IgG抗体あるいはマウス IgG抗体を用い
て室温にて 1時間反応させた。T-TBSにて洗
浄後、ECL kit にて検出した。 
（３）細胞の水移動能の解析 
 直径 24.5mm のトランスウェルーコル培養
チャンバーに細胞を播種して 24 時間培養し
た。その後、培養上清に TNF–αを添加し 72
時間培養した。細胞が完全にコンフルエント
になったことを確認した後、チャンバー上方
に 400 μlの高張培養液(400 mOsm)を、また
チャンバー下方に 2 mlの等張培養液(300 
mOsm)を入れ、さらに 4時間培養した。その
後、チャンバー上方の培養液を回収し、測定
用ピペットを用いて容量を計測することに
よって細胞の net fluid secretion を算定し
た。 
（４）Dnmt活性の測定 
 細胞を培養した後、TNF-αを添加し、1〜
12 時間処理を行った。その後、核蛋白質を試
料として細胞の Dnmt活性を EpiQuikTM DNA 
methyltransferase Activity Kit を使用して
測定した。シトシン-リッチ DNAをコートし
た 96 穴マイクロタイタープレートに試料と
S-アデノシルメチオニンを添加し 37℃にて
１時間反応させた。その後、100 倍希釈濃度
の抗メチルシトシン抗体を加え、室温にて 60
分間反応させ、続いて 100 倍希釈濃度の 2 次
抗体を加え、室温にて 30分間反応させた。
その後、添付の発色溶液を加え 10分間反応
させた後、反応停止液を加えて、マイクロプ
レートリーダーを用い波長 450 nm にて吸光
度を測定し、Dnmt活性を測定した。 
（５）cDNAマイクロアレイ 
 唾液腺細胞を TNF-αを添加し 6時間処理し
た後、total RNA を抽出し、逆転写をおこな
い cDNAを作製した。この cDNAは Cy3単色蛍
光標識後、29098 個のヒト全遺伝子を搭載し
たマイクロアレイを用いてハイブリダイズ



 

 

した。蛍光強度にサンプル間での遺伝子発現
の差異を数値化して得られたデータを
Applied Biosystems 1700 ケミルミネッセン
スマイクロアレイアナライザーにて解析し
た。 
 
４．研究成果 
（１）TNF-αが NS-SV-AC細胞の AQP5 発現に
及ぼす影響 
 腺房細胞を 1〜50 ng/mlの TNF-αにて 8時
間処理して AQP5 mRNA の発現を解析すると、
TNF-α処理により AQP5 mRNA の発現は低下し
た。AQP5 mRNAの発現を定量的 RT-PCR 法にて
測定すると、1 ng/ml 以上の TNF-αによって、
AQP5 mRNAの発現は有意に低下した。 
 腺房細胞を 10 ng/ml の TNF-αにて 1〜24
時間処理すると、AQP5 mRNA の発現は経時的
に低下した。さらに、AQP5 mRNA の発現を定
量的 RT-PCR 法にて測定すると、その発現は
TNF-α処理 4時間後から有意に低下した。 
 一方、AQP5蛋白の発現は TNF-α処理 36時
間後から低下した。 
（２） TNF-αが腺房細胞の  net fluid 
secretion に及ぼす影響 
 10 ng/ml の TNF-αにて腺房細胞を 72時間
処理し、腺房細胞の net fluid secretion を
測定した。TNF-αで処理した NS-SV-AC 細胞
の net fluid secretion は無処理細胞と比較
して有意に減少した。 
（３）NF‐κBの抑制が腺房細胞の AQP5 mRNA
の発現に及ぼす影響 
腺房細胞と変異型 IκB-α遺伝子を導入して
NF‐κB を抑制した細胞(ACMT-6 細胞および
ACMT-7 細胞)を 10 ng/ml の TNF-αにて 6 時
間処理して AQP5 mRNA の発現を定量的 
RT-PCR法によって測定した。TNF-α無処理で
は腺房細胞、ACMT-6 細胞および ACMT-7 細胞
の AQP5 mRNA の発現は、ほぼ同程度であった
が、TNF-α処理により NS-SV-AC細胞、ACMT-6
細胞および ACMT-7 細胞の AQP5 mRNA の発現
は有意に低下した。 
（４）MAPKの抑制が腺房細胞の AQP5 mRNAの
発現に及ぼす影響 
 腺房細胞の MAPKを抑制して TNF-αが AQP5 
mRNAの発現に及ぼす影響を解析した。細胞を
各 MAPK阻害剤で１時間処理した後、10 ng/ml
の TNF-αを添加し、さらに 6 時間細胞を処理
して AQP5 mRNA の発現を定量的 RT-PCR 法に
よって測定した。NS-SV-AC細胞を JNKおよび
ERK阻害剤にて処理しても AQP5 mRNAの発現
は変化しなかったが、TNF-αと併用すること
によって AQP5 mRNA の発現は有意に低下した。
一方、p38 阻害剤で細胞を処理すると AQP5 
mRNAの発現は有意に低下し、TNF-αと p38阻
害剤を併用することによって AQP5 mRNA の発
現量はさらに低下した。 
（５）TNF-αが腺房細胞の Dnmt の発現およ

び活性に及ぼす影響 
 腺房細胞を 10 ng/ml の TNF-αにて 2〜48
時間処理して、Dnmtの発現を解析した。TNF-
α処理によって Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b の
mRNA および蛋白質の発現に変化はなかった。
次に 10 ng/ml の TNF-αにて 2～12 時間処理
して Dnmt 活性を測定したが、Dnmt 活性は上
昇していなかった。 
（６）TNF-α処理により発現が変動する遺伝
子群の解析 
 TNF-αにより発現の変動する遺伝子群に
ついて cDNA マイクロアレイにて解析した。
AQP5 遺伝子のプロモーター領域には転写因
子 Sp1 結合部位が 3 か所ある。Sp1 は TBP、
dTAFII130、hTAFII130、TAFII55、CRSP など
の核内蛋白質や YY1、E2F、FBI-1、P300、HDAC1、
p107などの転写因子、あるいは SMRT、NCoR、
BCoR などの転写調節因子と相互的に作用し
て遺伝子の発現を調節している。Sp1 に関連
したこれら因子の発現を解析したところ、
TNF-αにより発現が増加する因子には、
Nuclear receptor corepressor 2 （NCoR2）
があり、その発現は無処理細胞と比較して
3.511 倍であった。一方、TNF-αにより発現
が減少する因子として、Nuclear receptor 
coactivator 2 （NCoA2）があり、その発現
は無処理細胞と比較して 0.303 倍であった。
なお、その他の因子についての 発現の増加
あるいは減少は確認できなかった。 
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