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研究成果の概要（和文）：耳下腺のM3ムスカリン受容体やα１アドレナリン受容体が刺激を受容すると、水チャネル・
アクアポリン５(AQP5)は細胞核と管腔膜へ移動する。AQP5の細胞核への移動機序とその意義の一部を解明した。セビメ
リンでムスカリン受容体を刺激３分後の核膜では、AQP5とRab5増量と共沈殿が認められた。その増量は界面活性剤可溶
性画分でも不溶性画分でも認められたが、核膜に局在するAQP5の蔗糖密度勾配による浮揚性は少なかった。刺激３分後
の核の直径は約60%に低下した。加齢とともに核膜へのAQP5の移動は低下するが、私共が開発した人工唾液(特願2013-0
22555)により解消された。

研究成果の概要（英文）：Activation of M3 muscarinic acetylcholine receptor (mAChR) or alpha 1 adrenoceepto
r induces the increase in the amount of aquaporin-5 (AQP) in nuclear membrane and apical plasma membrane o
f rat parotid glands. We investigated the mechanisms underlying cevimeline (mAChR agonist)-induced traffic
king of AQP5 to nuclei. Co-immunoprecipitation of AQP5 and Rab5 was detected in nuclear membrane 3 min aft
er cevimeline-injection. We visualized the distribution of AQP5 and Rab5 in parotid nuclei in response to 
cevimeline. AQP5 was increased in 1% Triton X-soluble- and -insoluble-nuclear membrane fractions 3 min aft
er cevimeline-injection. Very few AQP5 of nuclear membrane were floated in sucrose density gradient. Under
 control conditions, the diameter of nuclei was 5.5 micro m. The diameter was decreased to 3.5 micro m 3 m
in after cevimeline treatment. Administration of artificial saliva (patent no. 2013-022555) prevented age-
dependent decreases of AQP5 trafficking to nuclei.   
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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 
口腔は運動系機能と感覚系機能とが相互

に影響を及ぼしあって統合され、咀嚼、嚥下、
発声のみならず味覚や温覚の受容など高度
で複雑な機能を営む器官である｡この二つの
機能の統合に中心的役割を果たしているの
が唾液である。唾液の構成成分の 99%は水で
あることから、唾液腺からの水分泌は口腔機
能に極めて重要である。 
 水を選択的に通す水輸送蛋白質である水
チャネルが広く動植物界で発見され、ヒトで
は 13 個の水チャネル遺伝子が見つかってい
る。水を特異的に輸送するアクアポリン
(AQP)(AQP0,1,2,4,5,6,8)群、水のみならずグ
リセリンもよく輸送するアクアグリセロポ
リン(AQP3,7,9,10)群、水をあまり通過させな
いスーパーアクアポリン(AQP11,12)群に分
類されている(Mamm.Genome 18,452-462, 
2007)。唾液腺には AQP1,3,4,5,6,8,11 が存在
する。なかでも AQP5 が唾液分泌には重要で
ある (J.Biol.Chem.274,20071-20074,1999)。
私共は、唾液腺に局在する AQP の機能発現・
制御の神経性調節機構や口腔乾燥症の発症
機序および唾液分泌促進薬について研究し
ている。無刺激時に AQP5 の 90%は管腔膜側
の細胞質のラフト画分に存在し、唾液腺の
M3-ムスカリン受容体やα1-アドレナリン受
容体が刺激を受容すると、その 70%が管腔膜
へ脂質・ラフトと共に細胞内移動し、唾液と
して水分泌機能を果たした後、その一部は管
腔膜にてラフト画分からノンラフト画分へ
移行した (Am.J.Physiol.Cell Physiol.289, 
C1303-C1311,2005. BBRC 265,94-100,1999. 
ibid.245,835-840,1998)。そして、管腔膜上
でノンラフト画分へ移行した AQP5 の一部
は唾液中へ遊離され、ラフト画分の AQP5 の
一部は内在化する(BBA,1790,49-56,2009)こ
と等を明らかにしてきた。しかも、唾液中の
AQP5 量は口腔乾燥症の指標として使えるこ
と も 報 告 し た (J.Med.Invest,56,350-353, 
2009)。 
ところで､この一連の AQP5 の管腔膜への

細胞内移動を研究中に､耳下腺の M3-ムスカ
リン受容体やα1-アドレナリン受容体が刺激
を受容すると、AQP5 は核へも移動すること
を見つけた (第 51 回歯科基礎医学会･サテラ
イトシンポジウム)。 
 
２．研究の目的 
 唾液腺の M3-ムスカリン受容体刺激によ
る水チャネル・AQP5 の核膜への移動機序の
解明、核膜での AQP5 の機能の解明、そして、
得られた新知見を用いた創薬を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 無刺激･刺激動物の作成と唾液腺におけ
る AQP5 や AQP5 の基盤分子の細胞内局在解析   
成熟(12 週齢)の雄性ラットの尾静脈より

生理的食塩水又はセビメリン(5mg/kg)を投
与して経時的に耳下腺･顎下腺を摘出して液

体窒素にて凍結後、切片を作製する。前報
(Am.J.Physiol.Cell Physiol. 289,C1303- 
C1311,2005)に従って､抗 AQP5 抗体、ラフト
のマーカー(Flotillin-2, GM1)や核膜のマー
カー(ラミン B 受容体)の抗体と反応させる。
反応後二次抗体、Alexa Fluor488 および 568
を用いて免疫染色し、励起波長 488nm および
568nm にて共焦点レーザー顕微鏡で観察する。 
 

(2) 電子顕微鏡による微細構造解析  
摘出した唾液腺をパラホルムアルデヒド

とカコジル酸緩衝液で固定後切片を調製し､
抗 AQP5 抗体と反応させ､コロイド金結合抗
IgG 抗体で可視化し､電子顕微鏡で半定量解
析する。 
 

(3) 無刺激･刺激動物の耳下腺の単離核の調
製と AQP5 や AQP5 の基盤分子の核内局在解析 
(1)と同様の方法で生理的食塩水又はセビ

メリン(5mg/kg)を投与して経時的に耳下腺･
を摘出し 1mM Dithiothreitol,3mM MgCl2 を
含む2.2M Sucrose でホモゲナイズする｡スィ
ングローターで24,000rpm,90分間遠心し､得
られた沈渣を 2 回洗浄し RNA/DNA が 0.25 以
下を確認して使用する。免疫染色は 1)の方法
で､抗 AQP5 抗体や抗ガングリオシド GM1抗体, 
抗 Flotillin-2 抗体と共にフィブラリン(核
小体)､SC35(核スペックル)､PML(PML ボディ)､
p80 コイリン(Cajal ボディ)､hnRNPI/PTB(傍
核小体コンパートメント)の抗体を用いて行
う｡  
 

(4) AQP5 の核移行機序への低分子量 GTPase 
Rab, Ran 関与の解明､定常置へ誘導する因子
の検索 
 セビメリンを投与した野生型ラットより
経時的に唾液腺を摘出し､管腔膜､細胞質､核
膜､核質に分画する｡各画分の AQP5 を免疫沈
降法により回収し､SDS-PAGE と各種抗体を用
いたウェスタンブロッティング法から AQP5
と複合体を形成している分子を解析し､刺激
に応答して AQP5 を細胞内の各定常置へ誘導
する因子の解析を行う。 
 
(5)核へ移動したAQP5がヌクレオポリン核膜
孔複合体蛋白質の構成一員となるか別の核
膜孔を形成するかの検討  
(1)や(3)で調製した組織切片や単離核標

本をヌクレオポリンを構成する蛋白質･
Nup93, Nup107/160 の抗体やラミン受容体の
抗体と抗AQP5抗体を用いて二重染色し､1)2)
の方法で局在をみる。共局在が見られた場合
は、Nup93 や Nup107/160 の抗体を用いて免疫
沈降物を得､抗 AQP5抗体を用いてウェスタン
ブロッティングし確認する。 
 

(6)AQP5 が核膜で輸送する水以外の物質の解
明  
 (3)で調製した AQP5 が核膜に凝集した核、
核膜にほとんど無局在核の外液に蛍光標識



のアデニン､ウラシル､5-フルオロウラシル
等を加え低張に３分間保ち､核内の標識化合
物の量を測定する。ヌクレオポリンの阻害
薬･レプトマイシンBの存在下でも測定する。 
 
(7)AQP5 が核膜上の脂質･ラフトで機能を発
揮するのか､ ノンラフトで機能を発揮する
のかの解明 
 コレステロールを除去してラフトを崩壊さ
せる薬物 Methyl—cyclodextrin, Filipin を
核外溶液に添加して(6)と同様の実験を行い、
ラフト崩壊薬の存在下でも同様の結果がで
るか検討する。一方、ラフト崩壊薬で処理し
た核を 2)の方法で免疫染色し、共焦点顕微鏡
から解析する。水輸送機能も検討する。また、
１% Triton X-100 で核膜のホモジネートを調
製して遠心チューブの底に入れ、45%, 35%, 
5%の蔗糖溶液を積層、240,000xg, 18 時間ス
ウィングロータにて遠心し、各フラクション
の AQP5 やマーカーをウェスタンブロッティ
ングで解析する。 
 
(8) AQP5 の核移行を正常化する薬の創薬 
 成熟(12 週齢)と(18 ヶ月齢)の雄性ラット
に人工唾液(経口アンチエイジング剤として
私共が開発した)(特許、特願 2013- 022555)
または水道水を３週間飲用させ、上述(1)(3)
の解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 無刺激･刺激動物の作成と唾液腺におけ
る AQP5 や AQP5 の基盤分子の細胞内局在解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Fig.1 には、セビメリン投与後０分と３分

の共焦点顕微鏡写真を示したたが、0分(無刺
激･AQP5は細胞質に局在),1.5分(AQP5は核膜
に局在),3 分(AQP5 は核膜、核内に局在),4.5
分(AQP5 は核膜に局在),10 分(AQP5 は管腔膜
に集積),60 分(AQP5 は細胞質に分散)が認め
られた。 
 脂質ラフトのマーカーである Flotillin-2, 

GM1 も同様で、共局在が認められた。 
(2) 電子顕微鏡による微細構造解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig.2 には、セビメリン投与後０分(a)と３
分(b)の AQP5局在の電子顕微鏡写真を示した。 
０分(a)では細胞質にAQP5の局在が認められ
(a-B)、３分(b)では核膜に AQP5 の局在が認
められた(b-B)。 
 
(3) 無刺激･刺激動物の耳下腺の単離核の調
製と AQP5 や AQP5 の基盤分子の核内局在解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig.3 に示すように、セビメリン投与３分
後、核膜と核内での AQP5 と GM1 の分布増加
が認められた。 
 
(4) AQP5 の核移行機序への低分子量 GTPase 
Rab, Ran 関与の解明､定常置へ誘導する因子
の検索 
 セビメリン投与０分と３分後の耳下腺か
ら核膜を調製し、抗 AQP5 抗体を用いた免疫
沈降実験を行うと、０分の核膜に局在する
AQP5のRab5との共沈は認められなかったが、
３分の AQP5 は Rab5 との共沈が認められた。 
 共焦点顕微鏡による免疫染色でも、３分後
の核膜で Rab5 の増加が認められ、耳下腺の

 

0 分、Flotillin-2 0 分、AQP5 

3 分、AQP5 3 分、Flotillin-2 

Fig.1. AQP5, Flotillin-2 の細胞内

局在の刺激後変化 

 

Fig.2. 無刺激(a)と刺激耳下腺(b)にお

ける AQP5 局在の電子顕微鏡解析 
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Fig.3. 単離核における AQP5 (a) と

GM1 (b) の局在変化 

 1 はセビメリン投与 0 分後, 

2 は 3 分後 



M3-ムスカリン受容体が刺激を受容すると、
AQP5 は核へと誘導する因子は、Rab5 である
可能性が示唆された。 
 
(5)核へ移動したAQP5がヌクレオポリン核膜
孔複合体蛋白質の構成一員となるか別の核
膜孔を形成するかの検討 
 Nup93, Nup107/160 の抗体やラミン受容体
と AQP5 を免疫染色して共焦点顕微鏡で観察
すると、共局在が認められるが、免疫沈降実
験では必ずしも共沈しないので、近い位置で
存在しているが、ヌクレオポリン核膜孔複合
体蛋白質の一員ではないと推察された。 
 
(6)AQP5 が核膜で輸送する水以外の物質の解
明 
 セビメリン投与０分と３分に調製した単
離核の外液へ蛍光標識のアデニン､ウラシル､
5-フルオロウラシル等を加え、核内への蛍光
物質の取り込みを見たところ優位の変化は
みとめられなかった。また、レプトマイシン
B の存在下でも優位の変化は認められなかっ
た。一方、単離核を高張の蔗糖液に１分間曝
すと、Fig.3 でも認められるように、セビメ
リン処理３分間後の単離核の直径が０分後
のそれの約 60%にまで減少していた。即ち、 
AQP5 が核膜に凝集した単離核では、高張にす
ると、核質から細胞質への水移動が認められ
た。 
 
(7)AQP5 が核膜上の脂質･ラフトで機能を発
揮するのか､ ノンラフトで機能を発揮する
のかの解明 
Methyl—cyclodextrin, Filipinを核外溶液

に添加して(6)と同様の実験を行った。ラフ
ト崩壊薬の存在下でも同様の結果が得られ
た。即ち、ラフト崩壊薬は、核膜での水の移
動に影響を及ぼさなかった。 
そこで、AQP5 が存在する核膜の脂質の性質

を１% Triton X-100 で核膜をホモジネートし、
その浮揚性を検討することから調べた。管腔
膜の AQP5 は浮揚性の高い脂質ラフトに存在
していたのに対し、Fig.4 に示すように、核
膜の AQP5 は浮揚性の低い界面活性剤不溶性 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

および可溶性画分に存在していた。 
但し、Fig.4 の F1 と F2 は 5%蔗糖液画分、

F3 と F4 は 35%蔗糖液画分、F5 と F6 は 45%蔗
糖液画分、F7 は沈殿画分を示す。 
即ち、核膜には管腔膜をはじめとする細胞

膜で認められるようなラフトは極めて少な
く、ラフトとは性質を異にする１% Triton 
X-100 不溶性画分と可溶性画分に存在して機
能した。 
 
(8) AQP5 の核移行を誘導する薬の創薬 
 成熟ラットでは、水道水を飲水させて飼育
しても人工唾液(特許、特願 2013-022555、経
口アンチエイジング剤)を飲用させて飼育む
してもセビメリン刺激による AQP5 の核への
移行に差は認められなかった。しかし、老齢
ラットでは水道水を飲水していると、セビメ
リン刺激による AQP5 の核への移行が低下し
た。しかし、人工唾液を３週間飲用させると、
刺激に伴う移動の加齢による低下が解消さ
れた。 
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