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研究成果の概要（和文）：本研究は、飽和脂肪酸の唾液腺上皮細胞に対する作用の解明を目的とする。ヒト唾液腺上皮
細胞において、飽和脂肪酸の一つであるパルミチン酸刺激により、炎症性サイトカインの一つであるinterleukin(IL)-
6が濃度、時間依存的に産生され、またアポトーシスおよびalpha-fodrinの断片化が誘導される事を解明した。
以上より、血清中のパルミチン酸がシェーグレン症候群を代表とする慢性唾液腺炎の病態を増悪する可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Elevated concentrations of free fatty acids (FFAs) such as palmitate (Pal) are imp
licated in the mechanism underlying obesity-associated inflammation and apoptosis. The clinical significan
ce of FFAs in patients with primary Sjogren's syndrome (pSS), which is an autoimmune disease characterized
 by destruction of salivary gland epithelial cells, is little studied, even though there is evidence linki
ng sicca syndrome with dyslipidemia and diabetes. Here, we show that Pal induces IL-6 production, alpha-fo
drin degradation which is an important auto-antigen in pSS, and apoptosis in salivary gland epithelial cel
l, but not in other types of epithelial cells. These results suggest that Pal may exacerbate the pathogene
sis of pSS in salivary glands.
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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 
肥満はメタボリックシンドロームや糖尿病
を引き起こすとともに、動脈硬化性心疾患な
どの様々な生活習慣病の重大なリスクとな
る。メタボリックシンドロームの重大なリス
ク要因として内臓脂肪の増大があげられ、こ
の脂肪組織からの過剰な遊離脂肪酸の放出
や、アディポカインとして称される多様な生
理活性タンパク質の分泌異常により、全身的
な代謝異常や易炎症状態を引き起こすと考
えられている。近年、この遊離脂肪酸、特に
飽和脂肪酸は内因性リガンドとして toll-like 
receptor (TLR)4 を刺激し、遠隔組織で炎症
シグナルを活性化する事が明らかになって
きている。唾液腺上皮細胞においても TLRs 
が発現しており、さらに唾液腺導管周囲のリ
ンパ球浸潤が特徴の一つであるシェーグレ
ン症候群 (SS) 患者の唾液腺上皮細胞では、
TLR4 の発現が上昇している事が報告され
ている。さらに疫学研究においても、シェー
グレン症候群と、2 型糖尿病などの代謝関連
疾患との関連性を指摘している報告もある。
しかしながら、飽和脂肪酸の唾液腺上皮細胞
に対する影響については未だに報告がない。 
 
２． 研究の目的 
ヒト唾液腺上皮細胞株を用いて、飽和脂肪酸
の刺激による炎症性反応と、その反応に対す
るアディポネクチンの効果を解析する。すな
わち、本研究の目的は 
1) 唾液腺上皮細胞における、飽和脂肪酸によ

る炎症性シグナル伝達機構の解析 
2) 飽和脂肪酸による炎症反応に対する、アデ

ィポネクチンの抗炎症効果の検討 
の 2 点である。 
 
３． 研究の方法 
(1) 細胞: 

 本学ヘルスバイオサイエンス研究部口
腔分子病態学分野より分与いただいたヒ
ト唾液腺上皮細胞株 (HSY および HSG)、
お よ び  American Type Culture 
Collection から購入したヒト唾液腺上皮
細胞株(A253)を使用した。また、唾液腺
上皮由来ではない上皮細胞として、ヒト
口腔扁平上皮細胞株(HSC-2)ヒト不死化
ケラチノサイト(HaCaT)を使用した。こ
れら細胞の TLR4 および、炎症性サイト
カインの一つである  interleukin(IL)-6 
mRNA 発 現 レ ベ ル を  reverse 
transcriptional (RT)-PCR 法を用い解析
した。 
 

(2) Interleukin(IL)-6 産生量の測定: 

ウシ血清アルブミン(BSA)に conjugate 
させた各種脂肪酸で刺激後、培養上清中
に含まれる、炎症性サイトカインの一つ
である IL-6 の濃度を ELISA 法(Human 
IL-6 ELISA kit, Thermo Scientific)を用
いて測定した。 

 
(3) パルミチン酸刺激による IL-6 産生に関

わる細胞内シグナルの同定: 
関与する可能性のあるタンパクとして、
nuclear factor-B (NF-B), 
mitogen-activated protein kinase 
(MAPK), c-jun N-terminal kinase 
(JNK) が考えられた。パルミチン酸刺激
による IL-6 産生に対する、これらタン
パクの特異的阻害剤 (NF-kB 阻害剤 : 
BAY11-7082 、 p-38 MAPK 阻 害 剤 : 
SB203580、JNK 阻害剤: SP600125)の
効果、または western blotting 法による
これらタンパクの活性化を解析した。 
 

(4) Oil Red O 染色 
パルミチン酸刺激による細胞内脂肪滴を
測定するために、細胞を 4% パラホルム
アルデヒドで固定後、Oil Red O 溶液で
15 分間染色し、位相差顕微鏡を用いて観
察した。 
 

(5) 細胞生存率およびアポトーシスの評価: 
細 胞 生 存 率 は Cell Counting Kit-8 
(Dojindo) を用いて評価した。アポトー
シスの評価は TACS Annexin V-FITC 
Apoptosis Detection Kit (R&D 
Systems)を用いて、flow cytometry 法に
より評価した。  
 

(6) 遊離脂肪酸の-fodrin 断片化に対する
効果: 
-fodrin は分子量 240 kDa のとしてユ
ビキタスに存在する膜骨格タンパクであ
る。SS モデルマウスにおいて、唾液腺特
異的に断片化した 120 kDa の -fodrin
が確認され、モデルマウスのみならず 
SS 患者においても断片化 -fodrin が
自己抗原となっていることが明らかにな
っている。これをふまえ、-fodrin、お
よび 断片化に関与するプロテアーゼで
ある  caspase-3 および  -calpain を 
western blotting 法により評価した。 
 
 

４． 研究成果 
(1) パルミチン酸は唾液腺上皮において、

IL-6 産生を誘導する: 



2 種類の唾液腺上皮細胞において、パル
ミチン酸濃度 (図 1A:24 時間培養) およ
び培養時間 (図1B) 依存的に IL-6 産生
が誘導された。他の上皮においても、IL-6 

および TLR-4 mRNA は発現していた (図
1C)が、HaCaT を 500 M パルミチン酸で 
24 時間培養してもIL-6 産生は上昇しな
かった (図 1D)。これらの結果は、パル
ミチン酸による IL-6 産生誘導はすべて
の上皮に起こる反応ではないことを示唆
している。 
 

（図 1） 
 

(2) 飽和脂肪酸は  HSY において、 p38 
MAPK および  NF-B を介して  IL-6
産生を誘導する: 
次に、種々の脂肪酸の IL-6 産生に対す
る効果を検討した。飽和脂肪酸であるパ
ルミチン酸 (C16:0) およびステアリン
酸 (C18:0) 刺激で IL-6 産生が有意に
上昇したが、不飽和脂肪酸であるパルミ
ト レ イ ン 酸  (C16:1) 、 オ レ イ ン 酸 
(C18:1)、リノール酸 (C18:2) 刺激は影
響を与えなかった (図 2A)。パルミチン

酸刺激による IL-6 産生は、p-38 MAPK 

および NF-B 特異的阻害剤により抑制
された (図 2B)。この結果と一致して、
パルミチン酸刺激により、NF-kB の活性
化に関与するタンパクである IkB の
分解および p-38 MAPK のリン酸化が
誘導されたが、JNK はリン酸化されなか
った (図 2C)。 

(図２) 
(3) パルミチン酸刺激による IL-6 産生に対

するアディポネクチンの効果: 
アディポネクチンは、主に脂肪細胞で産
生される善玉アディポカインであり、全
長アディポネクチン (fAd) と、Ｃ末端球
状ドメインが切断されて遊離した球状ア

ディポネクチン (gAd) が存在する事が
知られている。アディポネクチンには抗
炎症作用を示すことが報告されているた
め、パルミチン酸刺激による IL-6 産生
に対するアディポネクチンの効果を検証
した。HSY において、パルミチン酸刺
激による IL-6 産生を gAd は有意に抑
制したが、fAd は抑制しなかった (図 3)。 

(図 3) 
 
(4) パルミチン酸のアポトーシスに対する効

果: 
脂肪毒性によるアポトーシスには、脂肪
酸が細胞内に取り込まれる必要がある。
そのため、まずは各種細胞の脂肪酸取り
込み能を Oil Red O 染色で解析した。
HSY において、パルミチン酸の濃度依
存的に細胞内の脂肪滴 (矢印) は増加し
た (図 4A) が、HSC-2 および HaCaT で
は脂肪滴はほとんど形成されなかった 
(図 4B)。細胞生存率も、HSY および HSG
では、パルミチン酸の濃度依存的に低下
したが、HSC-2 および HaCaT ではほと
んど影響しなかった (図 4C)。HSY にお
いて、パルミチン酸刺激により Annexin 
V 陽性細胞の増加 (図 4D)、および核の
濃縮、断片化 (矢印:図 4E) が確認され、
アポトーシスが起きていることを示唆し
た。  
 

(5) 唾液腺上皮細胞における、パルミチン酸
刺激による -fodrin の断片化: 
HSY において、パルミチン酸刺激により 



-fodrin の断片化 (図 5A)および
caspase-3 の活性化 (図5B) が誘導され
たが、-calpain 発現には影響しなかっ

た (図 5C)。この断片化は飽和脂肪酸特
異的反応であり (図 5D)、HSC-2 では起

こらなかった(図 5E)。 
 

以上の結果から、血中飽和脂肪酸はシェーグ
レン症候群の唾液腺における病態を増悪し、
それを gAd によって軽減できる可能性を示
唆した。 

(図 4) 
 

(図 5) 
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