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研究成果の概要（和文）：唾液水分分泌の60％を越える傍細胞輸送の開始機構を明らかにするために、摘出血管灌流ラ
ット顎下腺を用い実験した。細胞レベルの傍細胞輸送を可視化のため、摘出灌流顎下腺を共焦点顕微鏡ステージの上で
灌流し、分泌刺激により、細胞間隙からタイト結合を越えて細胞間分泌細管に流入する分子量500程度の蛍光色素量を
傍細胞輸送量として測定した。その結果、個々の細胞間分泌細管に流入する傍細胞輸送は、細管ごとに異なるが、全体
を平均すると、刺激開始後傍細胞輸送は増加し30秒でプラトーに達し、細胞容積縮小過程と一致し、傍細胞輸送開始は
容積縮小及び細胞骨格間隙減少と密接に関連しており、タイト結合の開放との関連が示された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism to start the paracellular transport (more than 60% of the
 whole fluid secretion of the gland is estimated from paracellular route), the isolated vascularly perfuse
d mandibular gland of rat was placed on the stage of the confocal laser-scanning microscope. We observed t
he passage of the fluorescent dye (~500 Da) as an indicator of paracellular transport. When the fluid secr
etion was induced by muscarinic or alpha1-adrenergic stimulation, the fluorescence of each intracellular c
analliculi responded variously, but the average of canalliculus increased dose-dependently to the plateau 
within 30s. The present project led an conclusion that we can observe the entry of fluorescent dye from in
tercellular space to luminal space by pressure-dependent paracellular route by solvent-drag, and that the 
fluid secretion through pressure-independent route is still open for further studies. The process of openi
ng continued for 30 s, which was similar to that of cell shrinkage.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 (1)歴史的背景.17 世紀ステンセンは口腔
へ水分を分泌する唾液腺を見いだした。以
来、分泌機構は深く追求され、腺房細胞管
腔側細胞膜に存在する Cl チャネルが細胞
内 Ca イオンにより活性化され、この Cl チ
ャネルは TMEM16A であると同定された 
(Yang, Nature 455:1210-1215, 2008)。単
一細胞下の分子機能に還元してゆく研究
は 1970 年代に電気生理学技術の発展とと
もに単一チャネルの発見に続いて、遺伝子
工学を利用した基本要素の発見につなが
り、細胞単位での一方向輸送の分子機構研
究には道筋がついた。しかし、管腔は円錐
細胞の頂点でなく、頂点から細胞の側面に
沿い隣接する細胞との間に形成される３−
４本(細胞１個あたり)の細胞間分泌細管
(IC)がその実体である。経細胞輸送にして
も一方向の輸送ではなく、さらに隣接する
細胞と同一の管腔を共有し、細胞間結合は
単に上皮バリアではなく、輸送要素として
取り込む必要が生じた（傍細胞輸送）。 
 (2)唾液腺における傍細胞輸送研究.傍細
胞輸送は、経上皮電気抵抗が低い leaky 
epithelia のグループとして認識されてき
た。しかし、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)
の報告により、膜機能の中に生理機能とし
て経細胞輸送と傍細胞輸送があることが
認められた。 
(3)申請者グループの傍細胞輸送研究.申
請者らは、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、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(J Physiol 537: 
899-906, 2001)。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
enterotoxin (CPE)が結合しバリア機能を
阻害することを見出した(Tsukita, JCB 
147: 195-204, 1999)。腺房細胞分離に用
いる collagenase は CPE を含有し、単離し
た腺房細胞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、collagenase
分離腺房細胞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
計算された(同上)。従来、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)の役割が大きいとされてきた
(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。申請者と Hill は AQP5 の水
透過以外の機能を、基底膜に AQP5 が発現し
た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構築し実験的に
裏付けた。(J Membr Biol 210:203-207,2006) 
(4)前回の科研費研究.この学術背景をふま
え、申請者は 2008-2010 科学研究費により傍
細胞輸送の駆動力と開閉細胞内信号につい
て研究し、以下の結果を得た。 
①静水圧が傍細胞水輸送を駆動し、この水輸
送による溶媒牽引により傍細胞基質輸送が
完遂される(J Physiol,準備中)。 
②タイト結合は細胞内 Ca 濃度を増加させる
刺激薬、細胞内 cAMP 濃度を増加させる刺激
薬で開き、さらに non-adrenergic 
non-cholinergic の刺激薬（丹参）でも開く。
③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、と結論した。
この結果は、タイト結合の開閉が従来の細胞
内信号系との信号経路では説明できないこ
とを示しており、種々の分泌刺激で 30 秒以
内に派生する共通の過程を検討する必要が
生じた。従来バリアと認識されてきたタイト
結合は、唾液腺においては分泌刺激により開
く。電子顕微鏡的にも唾液腺腺房部でのタイ
ト結合の構造は単純な並行索条であり、タイ
ト結合直下の細胞骨格の動きにより開閉が
可能と推測できた(Eur J Morphol 41: 35-39, 
2003)。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、分泌刺激開始後傍輸送が
開始するまでの 30 秒間において、唾液腺腺
房の経細胞経路、傍細胞経路、毛細血管床に
起こる水・基質供給の時間経過を詳細に検討
し、分泌刺激とタイト結合開放の間に介在す
るイベントの協調機構がタイト結合開放の
機序と予測し、以下の目標を設定した。 
(1)種々の分泌刺激直後の水分泌の時間経過
と細胞容積の変化の関係を明らかにする。灌
流腺を共焦点レーザ顕微鏡で観察し、腺房細
胞容積の時間変化を記録し、電子天秤で測定
した水分分泌の時間変化と比較検討する。 
(2)分泌導管の管腔内圧の時間変化を記録し、
傍細胞輸送の時間経過と比較する。 
(3)摘出灌流顎下腺の動脈及び静脈側に圧力
計を設置し、動静脈の圧力差の刺激に伴う時
間変化を測定し、毛細血管床拡大に伴う分泌
刺激後 30 秒間の組織圧変化を推定し、傍細
胞輸送の立ち上がり経過と比較する。 
(4)刺激後 30秒間のタイト結合直下細胞内骨
格の変化を計測する目的で、腺房部を 3D で
撮像し、細胞間分泌細管（色素が進入出来な
い）の周囲の色素運動を解析するシステムを
構築する。 



(5)刺激後30秒間の開口分泌の開始を時間
分解を上げた唾液採取法を開発し、唾液内
ムチンの定量により、開口分泌を腺単位で
計測し、共焦点レーザ顕微鏡により個々の
細胞間分泌細管に出現する開口分泌像を
定量的に追跡する。 
 
３．研究の方法 
(1)すでに申請者は分泌刺激により経細胞
輸送が開始して 30 秒後に傍細胞輸送が増
加することを報告した（Eur J Morphol 40: 
203-207, 2002）。即ちタイト結合開放は
刺激開始に同期せず 30 秒遅れる。この 30
秒間に起こる現象と傍細胞輸送活性変化
との関係を検討することを主眼においた。
材料は、チオペントタール麻酔下に雄性ラ
ットより顎下腺を摘出、唾液排出導管、動
脈、静脈に挿管し、酸素ガスにて飽和した
人工灌流液を拍動ポンプで動脈より定流
灌流する(J Physiol 426: 127-143, 1990)。
臓器は恒温チャンバーに設置し、37℃を中
心とした温度制御の条件で実験した。傍細
胞輸送は灌流液から唾液へシフトする蛍
光色素量から評価した。サンプル希釈プロ
セスを工夫し、高時間分解の測定法を開発
した。本研究では蛍光色素には Lucifer 
YellowあるいはSulfo-rhodamin Bを用い、
現有 microplate reader にて定量した。 
(2)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、血管灌流
臓器をあるいはin situの臓器を用い
る方法以外はない。実験動物としてウ
イスター系雄性ラット(9週令)をセボ
フルレンにて導入麻酔し、ペントバル
ビタール腹腔注射により持続麻酔し
た。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,glucose 5, HEPES 10, pH=7.4
）を用い動脈から拍動ポンプにより、
腺に一定流速で（定流灌流）灌流した
。(Murakami et al, J Physiol 426:
127-143,1990) 
(3)導管カニューレには規格化したフ
ッ素樹脂細管（ID=0.3mm,OD=0.5mm, I
wase）を用いた。唾液分泌速度は電子
天秤皿上においたカップに水を入れ、
水を満たしたカニューレ尖端を水面
下におき、分泌された累積唾液重量を
電子天秤にて３秒毎に測定し、電子天
秤測定値として実験終了後コンピュ
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、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。 
(4)細胞膜非通過の蛍光色素 Lucifer 
Yellow(mw=520)或はSulfo-rhodamine 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100µL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TX
800）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、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(Zeiss Live 
5, 東京歯科大学所有)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）。 
(5)動脈圧及び静脈圧の測定。灌流系の動
脈/静脈側に血圧プローブ( AD Instruments, 
NSW, Australia)を置き、動静脈の静水圧差を
測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 刺激開始後 30 秒間の水分泌と細胞容積
変化：高速共焦点顕微鏡による観察と既発表
のビデオ観察/インピーダンス測定による腺
房細胞容積変化測定(Am J Physiol 258: 
G878-G886, 1990) の 両 実 験 は 、 夫 々
carbamylcholineおよびacetylcolineを用い
た研究であったが、同様の結果を得た。即ち
腺房細胞の容積縮小速度が最も早くなるの
は刺激開始後 30 秒であった。水分泌速度も
また刺激開始後 30 秒にピークを形成した。
分泌速度は刺激開始後１分頃から上昇し2分
でプラトーに達した。一方容積は 1 分まで継
続して減少し、１分後には腺房細胞の容積は
縮小したままとなり、刺激時間中は縮小した
状態を維持した。この結果は、分泌速度変化
で観察された初期ピークは、腺房細胞容積の
縮小経過と（細胞内から正味の K流出および
Cl 流出が起こる過程）一致し、傍細胞輸送の
活性化はこれに遅れ開始するという結果が
得られた。また、これらの初期に起こった出
来事は Segawa らと観察した経細胞輸送の初
期ピーク（Eur J Morphol 40: 203-207, 2002）
と時間的に一致した。即ち刺激開始の最初の
30 秒間に K 流出 Cl 流出が起こり、すぐさま
細胞容積減少となることが強く示唆された。 
 
(2)細胞間分泌細管タイト結合開放の時間経
過：2002年には経細胞水分輸送を管腔内のdye 
dilutionにより推定し腺全体の水分分泌量か
ら経細胞水分差し引き傍輸送水分泌を推定し
た。今回、30秒の時間間隔での唾液採取が限
界であったため、共焦点レーザ走査顕微鏡に
より蛍光色素Sulfo-rhodamin B (SRB,分子量
520)の圧依存性傍細胞経路通過を観察した。
光学顕微鏡レベルで毛細血管から管腔への移



動を測定したのは世界初である。摘出ラッ
ト顎下腺を動脈より定流灌流し、高速共焦
点顕微鏡にて1秒毎の3D画像を撮像し、種々
の自律神経受容体を個別に刺激した場合の
管腔へのSRB色素出現と細胞容積の時間変
化を計測した（東京歯科大学 橋本・渋川
氏、日本大学成田氏、福島氏と連携）。 
①細胞間分泌細管の蛍光から background
蛍光を差し引いたものを管腔内蛍光色素
濃度、毛細血管内蛍光強度から background
蛍光を差し引いたものを血管内蛍光色素
濃度、両者の比=(管腔内蛍光色素濃
度)/(血管内蛍光色素濃度)を用いて灌流
液から唾液へ溶媒牽引によりシフトした
蛍光色素として評価した。 
② α1 受容体刺激薬 phenylephrine (0.5
及び 1µM)投与で、管腔内に用量依存的な蛍
光信号の増加を観察し、水分分泌増加と一
致した。 
③ isoproterenol 単独投与(1µM)では血管
圧の低下により水分泌がわずかに低下し、
圧依存性経路を通過する色素量が低下し 
④phenylephrine(1µM)と xamoterol(1µM)
によりα1とβ1受容体を同時に刺激する
と管腔内の蛍光信号が増加した。 
⑤ 従来、経細胞水輸送を dye dilution に
より推定し腺レベルの分泌量から差し引
き傍輸送水分泌を推定したが、500 Dalton
の分子の移動から水分移動を評価できた。
また、共焦点レーザ顕微鏡で腺房の 3D 画
像の時間経過を観測できた。共焦点レーザ
顕微鏡法の蛍光色素感度は分光器より低
いが、同様の実験結果を得ることができた。
今後本法を用い、血管系を含む唾液腺腺房
系の構築を破壊することなしに、生きたま
ま、4D 観測を行う計画である。 
 
(3) 灌流速度を変え組織圧を変えた時の
微少分泌速度変化を測定し傍細胞水輸送
を検討した. 
①傍細胞輸送成分には圧依存性成分と圧
非依存性成分が存在し、前者は傍細胞水輸
送のうち約 30％、後者は約 70％と測定さ
れた。 
②圧依存水分泌の水透過性はムスカリン
受容体刺激で増加した。また、圧非依存成
分もムスカリン受容体刺激で増加した。 
③動静脈静水圧差から組織圧の変化を推
定した。ムスカリン受容体刺激により毛細
血管床拡大が起こり、同一個体では、ムス
カリン受容体刺激に用いたcarbachol用量
に依存して血管抵抗が減少した。しかし個
体差が大きく、実験群間に統計的優位差は
なかった。 
④ ムスカリン受容体刺激により細胞内 Ca
濃度が上昇した場合、高浸透圧により細胞
容積が収縮した場合の血管灌流ラット顎
下腺を切り出し、液体ヘリウムで急速凍結
固定を行い、凍結割断レプリカを作成した。
このレプリカを透過型電子顕微鏡で観察

した（橋本氏と連携）。その結果、ムスカリ
ン受容体刺激ではタイト結合直下の細胞内
骨格の格子間隔が減少していた。 
⑤ムスカリン受容体刺激では、顎下腺の酸素
消費は増加する。この酸素消費はNa/K ATPase
阻害剤ウアバインにより抑制され、同時に唾
液分泌も抑制された。また Na/K/2Cl 共輸送
を阻害するブメタナイドにより、酸素消費お
よび唾液分泌は抑制された。 
 
(4)以上の結果より、傍細胞輸送はタイト結
合の開放ではじまるが、これは細胞容積の減
少と時間的な関係を持つ。また細胞内骨格の
間隔の狭小化が起こっている。従って、傍細
胞輸送の活性化の機構として、細胞内 Ca 濃
度を増加させる刺激により、基底側膜 K チ
ャネルと管腔膜 Cl チャネルの活性化がおこ
り、KCl が細胞内より脱出する。これにとも
ない水分がアクアポリンを通り管腔へ分泌
されるため、細胞容積が減少する。この過程
により細胞容積が減少すると、細胞内骨格間
隙が狭まり、骨格を構成する線維の相互作用
が高まると推測される。細胞骨格の運動活発
化により、タイト結合を構成するクローデイ
ンタンパクの動きも活発となり、クローデイ
ンが構成するタイト結合の鎖が運動するこ
とにより透過性が高まると予想される。同時
に、ムスカリン受容体や alpha1 受容体刺激
により導管からカリクレインの分泌を起し、
arteriole から毛細血管への sphincter を開
き、腺房部周囲の毛細血管の微小循環を増加
させ、腺房細胞周囲の微小循環を増加させる
ことが想定される。タイト結合の開放と相ま
って、傍細胞輸送が増加すると推測できる。
次の段階として、細胞骨格を構成する線維の
運動の増加を観測、この増加が直接傍細胞輸
送の駆動力になりうるのか、局所の微小循環
増加のみで傍輸送が遂行されるのかを定量
的に観測する必要がある。 
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