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研究成果の概要（和文）：誤嚥性肺炎の原因は口腔内細菌などである唾液タンパク質は口腔内細菌を減少させるなどの
働きがある。その合成や分泌はcAMPにより調節され、cAMPはphosphodiesterase (PDE)で制御されている。ラット顎下
腺ではほとんどがPDE3とPDE4で、腺房細胞群ではPDE3を確認したが、導管細胞では確認できなかった。両群に筋上皮細
胞が存在した。PDE3Bノックアウトマウスの顎下腺には特に変化を認めなかった。顎下腺にPDE4A、PDE7B等も認めた。
唾液タンパク質合成や分泌を別々のPDEが調整している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Causes of aspiration pneumonitis are oral bacteria et al. Saliva proteins reduce o
ral bacteria et al, and those expression and secretion are regulated by cAMP, and cAMP are controlled by p
hosphodiesterase (PDE).In rat submandibular gland main PDEs are PDE3 and PDE4. In isolated rat submandibul
ar acini cells PDE3 was expressed, but not in duct cells. Myoepithelial cells were found in both cells. Th
ere were no change in submandibular gland of PDE3 knock out mouse. PDE4A and PDE7B were wxpressed in subma
ndibular gland. It is suggested that each PDE regulated the expression and secretion of saliva protein.
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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 
 脳梗塞治療薬であるphosphodiesterase 

(PDE)3特異的阻害剤が脳梗塞後の誤嚥性肺炎

の発症率を下げることがいくつか報告された

が(J.Am.Geriatr.Soc. 2001,2003など)、PDE3

と誤嚥性肺炎との関係は不明であった。PDE

の研究を行ってきたわれわれは唾液腺では

cAMPが唾液タンパク質合成・分泌を制御して

いるので、『cAMPの分解酵素で、11種類

（PDE1-PDE11）により構成されているファミ

リーの１つであるPDE3の特異的阻害剤が、唾

液腺細胞のPDE3を抑制することによりcAMP濃

度が上昇し、唾液タンパク質合成・分泌を促

進する。その結果、食塊形成を容易にすると

共に口腔内細菌を減少させ、誤嚥性肺炎の発

症率を下げる。』と仮説した。そこで、ラッ

ト顎下腺分離細胞でPDE3を検討したところ、

腺房細胞でPDE3がmucinの前駆体である

apomucin発現に関係することを発見した

(Arch. OralBiol. 2006)。しかし、アクアポ

リン5などの発現には関係がなく、Nature 

Review等で報告されている『細胞内に局在し

ているそれぞれのPDEが特定の刺激による

cAMPシグナル伝達を細胞内局所に封じ込

（compartmentalization）、他の刺激由来の

cAMPシグナルを分離している。』という理論 

が唾液腺にも当てはまることが考えられた。 
 
２．研究の目的 
 唾液タンパク質は食塊形成を容易にし、口

腔内細菌を減少させる働きがある。そこで、

本研究ではPDEシグナルにより唾液タンパク

質合成・分泌を制御し、誤嚥性肺炎の新しい

予防や治療方法を確立するための道を切り開

くことが目的である。 

 

３．研究の方法 

(1)PDE 活性測定 

①唾液腺を摘出後 PBS(-)洗浄し、PDE 測定用

bufferを加えホモジナイザーでホモジナイズ

した。 

②各 PDE に対する specific inhibitor、ある

いは、activator 等を使用し、各 PDE 活性を

測定した。 

 

(2)RT-PCR による PDE 発現 

①唾液腺を摘出後 PBS(-)洗浄し、すぐにドラ

イアイスで凍結した。その後、唾液腺から

total RNA を抽出した。 

②total RNA 濃度の測定を行った。 

③reverse transcriptase にて total RNA よ

り cDNA を作成した。 

③サーマルサイクラーを使用して PCR を行っ

た。 

③電気泳動後、サイバーグリーンで染色し、

バンドを確認した。 

 

(3)分離細胞作成 

①唾液腺を摘出後 PBS(-)洗浄し、分離細胞作

成用 buffer 内で唾液腺を細切した。 

②コラゲナーゼ等を加え、シェイカーでシェ

イクした。 

③上記の処理した細胞を percoll 中で遠心に

より腺房細胞と導管細胞に分離した。 

④形態学的な分離の確認は、最初に、倒立型

顕微鏡で腺房細胞と導管細胞を観察した。こ

の段階で分離が確認できたので、ホルマリン

固定後パラフィン封埋し、切片後、ヘマトキ

シリンーエオジン染色を行い観察した。 

⑤形態学的に分離が確認できたので腺房細胞

マーカーのアミラーゼ活性と導管細胞マーカ

ーのカリクレイン活性を測定し、分離を確認

した。 

 

(4)分離細胞での筋上皮細胞の確認 

①上記方法で分離した腺房細胞と導管細胞を

筋上皮細胞のマーカーであるα—SMEの免疫染

色で確認した。 

②腺房細胞と導管細胞で筋上皮細胞のマーカ

ーであるα—SMA を RT-PCR で確認した。 

 



(5)PDE3 ノックアウトマウスでの検討 

①PDE3ノックアウトマウスは海外共同研究者

である米国国立衛生研究所（ National 

Institutes of Health (NIH)で作成された。 

②そして，光顕的観察と電顕的観察用の標本

も NIH で作成された。 

 

(6)リアルタイム PCR による PDE 発現 

①唾液腺を摘出後 PBS(-)洗浄し、すぐにドラ

イアイスで凍結した。その後、唾液腺から

total RNA を抽出した。 

②total RNA 濃度の測定を行った。 

③reverse transcriptase にて total RNA よ

り cDNA を作成した。 

④リアルタイム PCR にてそれぞれの PDE 発現

を確認した。 

 

４．研究成果 

(1)唾液腺での PDE 活性 

①ラット顎下腺では、ほとんどの PDE 活性が

PDE3 活性と PDE4 活性であった。 

②しかし、舌下腺では PDE3 活性は非常に低く、

顎下腺とは異なる機能が示唆された。 

 

(2)RT-PCR による PDE3 発現 

①ラット顎下腺では活性の結果と同様に

PDE3A と PDE3B 発現を認めた。 

②しかし、ラット舌下腺では、PDE3A と PDE3B

発現を共に認めなかった。このことより、ラ

ット舌下腺では PDE3A や PDE3B 関連の機能は

ないと考えられた。 

 

(3)分離細胞での PDE3 発現 

①ラット顎下腺腺房細胞では PDE3 活性、およ

び、PDE3A 発現を認めたが、PDE3B 発現を認め

なかった。 

②ラット顎下腺導管細胞では、PDE3 活性はほ

とんどなく、PDE3A と PDE3B 発現を認めなか

った。 

 

(4) 分離細胞での筋上皮細胞の確認 

①筋上皮細胞のマーカーであるα—SMAの免疫

染色で確認したところ、腺房細胞と導管細胞

の両方に染色された細胞を認めた。 

②筋上皮細胞のマーカーであるα—SME発現を

確認したところ、腺房細胞と導管細胞の両方

で発現を認めた。このことより、筋上皮細胞

は腺房細胞と導管細胞の両方に存在すること

が示唆された。 

 

(5)PDE3 ノックアウトマウスでの検討 

PDE3ノックアウトマウスと野生型マウスを検

討したところ唾液腺組織の形態学的変化は認

めなかった。 

また，唾液分泌に関係する分泌顆粒にも PDE3

ノックアウトマウスと野生型マウスで変化は

なかった。 

 

(6)リアルタイム PCR による PDE 発現 

PDE ファミリーは 11 種類（PDE1 から PDE11）

よりなり、更に、それぞれに対して１種類か

ら４種類のアイソザイム（Aから D）が存在す

る。最近、各 PDE アイソザイムは細胞内局在

を決定する A-kinase anchoring protein と結

合して細胞内で局在し、機能することが報告

されている。そのため、細胞全体として活性

が高かった PDE 以外にも、低くても重要な役

割を示す PDE アイソザイムの可能性が示唆さ

れている。そこで各 PDE アイソザイム発現に

ついてリアルタイム PCR で行い、発現が少な

いのか、ないのかを検討した。 

 
表 1. ラット顎下腺での PDE 発現 
 
 
          発現量 
 
   PDE1A             - 
    
   PDE1B             - 
    
   PDE1C             - 
    
   PDE2A             - 
    



   PDE3A             +++ 
    
   PDE3B             - 
    
   PDE4A             ++ 
    
   PDE4B             - 
    
   PDE4C             - 
    
   PDE4D             - 
    
   PDE7A             - 
    
   PDE7B             ++ 
    
   PDE8A             ++ 
    
   PDE8B             - 
    
   PDE10A            - 
 
   PDE11A            - 
 

高発現(+++)、中発現(++)、発現なし(-) 

 

PDE5A、PDE6A、PDE6B、PDE6C、および、PDE9A

は cGMP 特異的であるのでアイソザイムの発

現の検討は行わなかった。 
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