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研究成果の概要（和文）： NOD（I 型糖尿病発症）マウスをシェーグレン症候群モデル動物と

して用いて，免疫不全を原因とする糖尿病発症によって唾液中の発現量が変化するタンパク質

を決定した。いくつかの候補から，キチナーゼに注目した。キチナーゼは耳下腺腺房細胞に存

在し，唾液中に分泌されていた。NOD マウスにおいて，耳下腺のキチナーゼは糖尿病発病に

より増加し，唾液中でも増加することがわかった。

研究成果の概要（英文）：We determined the proteins showing characteristic expression in
parotid glands from non-obese diabetic (NOD) mouse which shows autoimmune diabetes
and is used as a model for Sjögren syndrome. Chitinase was selected by cDNA microarray
analysis as a characteristic secretory protein. Chitinase was expressed in the parotid
glands and secreted in saliva. After diabetes onset, the expression of chitinase was
increased in the parotid glands and the concentration of chitinase in saliva was increased.
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１．研究開始当初の背景

唾液分泌量減少は，薬物副作用や情動不安
など神経障害に因るものと，老化やシェーグ
レン症候群などの器質的な変化に因るもの
がある。器質変化によるものはその後の治療
が重要であるため，早期診断が必要とされて
いる。
しかし，口腔乾燥症患者唾液には量的質的

にかなりの不均一性があり，症状も多様であ
ることから，変化する分泌タンパク質も多種

にわたると考えられる。それには，疾患モデ
ル動物を用いた詳細な研究が必要である。I
型糖尿病モデル動物として開発された
NOD(non-obese diabetic)マウスは,唾液分泌
減少およびヒトシェーグレン症候群と同様の
組織像を示すので，NOD マウスをモデルとし
て用いて，唾液腺から恒常的に分泌されるタ
ンパク質から，口腔乾燥症患者唾液における
マーカータンパク質を検索することが必要と
考えた。
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２．研究の目的

1) 雌糖尿病発症 NOD マウス(NOD/Shijcl)と
正常マウス(C57BL/6JJcl)耳下腺に発現する
分泌タンパク質の質的量的相違を明らかに
し，マーカーとなり得るタンパク質の遺伝子
を選択する。

2) 加齢による標的タンパク質発現と発病と
の関連を調べる。

3) 正常および NOD マウスの唾液腺細胞内に
おける標的タンパク質の局在性を調べ，分泌
機構を推定する。さらに，標的タンパク質の
発現量が発症により変化することを明らか
にする。

4) マウス全唾液中から標的タンパク質を検
出し，病態と正常との相違を明らかにする。

３．研究の方法

1) 糖尿病を発症した雌のNOD/Shijclマウス
と同週令のコントロールマウスから耳下腺
を採取し，cDNAマイクロアレイ法により発現
に変化が認められた遺伝子を選択した。

2) 雌のNOD/Shijclマウスおよびコントロ－
ルとしてC57BL/6JJclマウスを購入し，血糖
値を測定して，約50週令まで飼育した。8，
15，25，50週齢において耳下腺を採取し，腺
房細胞からRNAを調製した。選択した遺伝子
についてリアルタイムPCRにより発現量を定
量した。

3) 血糖値および週齢を参考にして，糖尿病
発症により変化したと考えられる遺伝子を
ピックアップした。

4) マウス耳下腺ホモジネートにおける選択
した遺伝子のコードするタンパク質（標的タ
ンパク質）の発現を調べる。

5) 免疫組織染色により，標的タンパク質の
発現の相違および局在性を調べる。

6)マウス全唾液中から標的タンパク質を検
出し，コントロール，発病および非発病間の
相違を調べた。

４．研究成果

1) 糖尿病発病NODマウスとコントロールマウ
スとの間でcDNAアレイによる遺伝子発現の違
いを調べた。糖尿病NODで高度に発現している
遺伝子として，Ifi27， B2mなど免疫関連タン
パク質，Klf2などアポトーシス関連タンパク
質がピックアップされた。これ以外では，糖

尿病マウス耳下腺においてChia およびCst10
の発現亢進が観察された。これらの遺伝子に
ついて，リアルタイムPCRにて発現を確認した
。

唾液中に分泌されると予想されると予想さ
れるタンパク質をコードする遺伝子として，
Chia(chitinase)およびCst10(cystatin10)を
選び，ホモジネートのWestern blotting およ
び免疫染色によりタンパク質の発現を検討し
た。いずれの方法でも，糖尿病NODおよび発病
予想NODでchitinaseが高発現することがわか
った。Cystatin10はNODマウスで高発現してい
たが，糖尿病と非糖尿病の差は確認されなか
った。

唾液中におけるこれらのタンパク質の検出
を試みた。糖尿病NODからは唾液採取が不可能
であったので，体重測定により発病が予想さ
れるNODマウスと健康なNODマウスから唾液を
採取して比較した。Western blotting により
，chitinaseおよびcystatin10は非糖尿病NOD
およびコントロールマウス(C57BL/6)から得
られた唾液にいずれも含まれており，NODの方
がコントロールよりも多かった。発病が予想
されるNODと健康なNODからの唾液の比較では
，cystatin10にはほとんど差がみられなかっ
たが，chitinaseは発病が予想されるNODの方
に多く含まれていた。

以上から，口腔乾燥症を誘導する糖尿病NOD
マウスの耳下腺においてchitinaseの発現が
増加すること，唾液中においても含量の増加
が見られることがわかった。しかし，ヒトに
おいてはchitinaseは発現しておらず，これに
代わる遺伝子あるいはタンパク質が存在して
いると考えられ，さらなる研究が必要である
。Cystatin10の発現については，発病・非発
病NODマウス間では差がなかったものの，NOD
マウスとC57BL/6JJclとの差が大きかった。こ
れがストレイン特有なものか，あるいは発病
と関連のあるものなのか，さらなる研究が必
要である。

2) Aquaporin8のタンパク質発現の変化を調
べた。Aquaporin8は耳下腺腺房細胞を取り巻
く筋上皮な細胞に存在していた。糖尿病発病
NODマウスでは筋上皮細胞が衰退しているこ
と，それに伴いaquaporin8が減少することが
わかった。筋上皮細胞の耳下腺における役割
は未だ確定されていない。また，aquaporin8
の役割も明らかとなっていない。筋上皮細胞
の衰退は糖尿病発病NODマウスにおける唾液
分泌機能低下の一因であると考えられるが，
さらなる研究が必要である。
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