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研究成果の概要（和文）：口腔乾燥症に対する新規治療法として、申請者は唾液腺組織に対する局所的温熱作用による
唾液分泌促進について研究を行ってきた。本研究では、温度上昇に伴う細胞内カルシウム濃度上昇に着目し、細胞外カ
ルシウム流入メカニズムと目されるTRPチャネルの関与について明らかにすることを目的とした。研究結果から、25℃
から37℃への温度上昇では細胞外からのカルシウム流入が細胞内カルシウム濃度の上昇に関与している可能性は低く、
また組織学的検査から唾液分泌に重要なチャネルやトランスポーターの局在の変化は認められなかった。今後温度上昇
に伴う唾液分泌に関与するタンパクについてさらなる研究が必要であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate the mechanism of increased saliva 
secretion of salivary gland associated with temperature. Although TPR channel was studied as a SOCE 
(Store Operated Calcium Channel), that possibility was little according to the results of this study. 
Moreover, any difference was not detected in localization of channels and transporters relevant to saliva 
secretion between 25℃ and 37℃．Further study is necessary to show the mechanism of increased saliva 
secretion in accordance with the elevated temperature.

研究分野： 歯科補綴学・生理学

キーワード： TRPチャネル　口腔乾燥症　SOCE
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 口腔乾燥症に対する治療法として現在，人
工唾液や含嗽剤の使用などの対症療法が中
心に行われており，薬物療法も比較的高率に
現れる副作用（嘔気，腹痛，下痢）がとくに
高齢者では問題となり，歯科領域では普及し
ていないのが現状である．そこで口腔乾燥症
患者に対し口腔外からの局所的温熱作用に
より唾液分泌を促進する試みを申請者は行
ってきたが，温度上昇に伴う唾液分泌量増加
のメカニズムについては不明であり，これら
を明らかにすることにより，その効果や為害
作用について検討する必要があると考えら
れた． 
 
２．研究の目的 
 
 申請者は口腔乾燥症への新たな治療戦略と
してメカノバイオロジーの局所的な適応に
注目し，これまで唾液腺に対するハイパーサ
ーミア（温熱療法）の応用と in vivo レベルで
の作用機序の解明を目指した研究を行い，唾
液腺自体に温度依存性の唾液分泌量の増加
が認められること，さらにその機序が細胞内
Ca2+濃度の上昇にあることを発見した． 
 本研究ではこれらの研究成果をさらに発
展させ，細胞内 Ca2+濃度の上昇と，近年温度
感受性 Ca2+チャネルとして注目を集める
TRP(Transient Receptor Potential)チャネルとの
関連性に焦点を当て，唾液腺におけるチャネ
ルの役割を明らかにすることを目的として
本研究を立案した． 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では 12 週齢 c57BL/6J マウスを用い，
Ex vivo 顎下腺潅流実験，細胞内カルシウムイ
メージング，および免疫染色を行った． 
 
(1) マウス Ex vivo 顎下腺潅流実験 
 
 抱水クラロール全身麻酔下でマウス顎下腺
支配動脈の分岐を結紮，切断し，顎下腺に支
配動脈と導管をつけた状態で体外に摘出す
る．摘出後直ちに支配動脈にカニュレーショ
ンを行い，Ex vivo 顎下腺潅流モデルを構築す
る．蠕動ポンプを使用して一定の潅流速度で
潅流を行い，潅流液にムスカリン性刺激薬を
加えることで顎下腺組織からの唾液分泌を
促し，キャピラリーを用いて唾液を回収する． 
この一連の実験を潅流液および摘出した顎
下腺を乗せる潅流ステージ上を任意の温度
にコントロールすることにより温度依存性
の唾液分泌量の上昇と TRP チャネルとの関
連性を明らかにする． 
 
 

(2) 細胞内カルシウムイメージング 
 
 全身麻酔下で顎下腺を体外に摘出した後，
ミンシング，コラゲナーゼ処理を行う．続い
て Ca2+蛍光指示薬である Fura-2AM を細胞内
に導入し蛍光顕微鏡(オリンパス IX71)を用い
て温度上昇時の細胞内Ca2+濃度の上昇を検出
する．TRPV4 アゴニストで，従来の TRPV4
アゴニストである 4-αPDDの 300 倍の特異性
が近年報告されている GSK1016790 刺激時の
細胞内 Ca2+濃度測定により TRPV4 チャネル
の温度上昇に伴う生理活性を調べる． 
 
(3) 免疫染色 
 
 マウス Ex vivo 顎下腺潅流実験で 25℃で潅
流を行った場合と，37℃で潅流を行った場合
の顎下腺をそれぞれパラフィン包埋後，免疫
染色を行い，唾液分泌に大きく関与するトラ
ンスポーターとチャネルである NKCC1 と
AQP5 の局在の変化について調査した． 
 
４．研究成果 
 
(1) マウス Ex vivo 顎下腺潅流実験 
  
① 25℃と 37℃における唾液分泌量の濃度依
存曲線 
 
 ムスカリン受容体に対する刺激薬の親和
性に温度依存性があるかを明らかにするた
め，25℃，37℃それぞれにおける刺激薬（カ
ルバコール）濃度曲線をプロットした．温度
上昇に伴う曲線の左方移動は見られず，ムス
カリン受容体への親和性に温度依存性はな
いと解釈し，細胞内 Ca2+濃度の変化に焦点を
あて，研究を進めた． 
 
 

 
② 細胞外 Ca2+の有無による分泌量の変化 
 
 以前の研究から細胞内Ca2+濃度に温度依存
性があることが既に分かっていたため，次に
細胞内Ca2+濃度上昇について詳細に検討した．
細胞内Ca2+の上昇は細胞内小胞体から放出さ
れる細胞内 Ca2+の上昇と，小胞体内の Ca2+の
枯渇に続いて起きる細胞外 Ca2+流入(SOCE: 
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Store Operated Ca2+ Entry)に分けられる．TRP
チャネルはこの SOCE に関与すると考えられ
ているため，潅流液から Ca2+を除いた状態で
カルバコール刺激を行い，小胞体から Ca2+を
枯渇させた上で再度潅流液に細胞外Ca2+を戻
し，SOCE による細胞内 Ca2+上昇と，それに
伴う唾液分泌に温度による差があるかどう
かを比較した． 
その結果，SOCE に伴うと考えられる唾液分
泌には 25℃と 37℃で差が見られなかった． 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
③ タプシガーギンによる SOCE 依存性唾液

分泌の温度感受性 
 
 SOCE による細胞内 Ca2+上昇に伴う唾液分
泌の温度感受性を直接的に調査するため，小
胞体膜上に発現し，小胞体内への Ca2+再取り
込みを行っている SERCA 
(Sarcoplasmic Reticulum Ca2+ATPase)ポンプを
選択的に阻害し，小胞体内のカルシウムを枯
渇させる薬剤であるタプシガーギンを用い
て唾液分泌を促し，25℃と 37℃での唾液分泌
速度，分泌量を比較した． 
その結果，25℃と 37℃で唾液分泌速度，分泌
量に差は認められず，結果 4-(1)-①を裏付け
る形で SOCE による細胞内 Ca2+の上昇とそれ
に伴う唾液分泌の上昇に温度感受性がない
ことが示され，温度上昇に伴う唾液分泌量の
上昇に TRP チャネルが関与している可能性
が低いことが示された． 
この他，唾液腺腺房細胞内に Cl-イオンを取り
込み，唾液分泌に重要な働きをしている
NKCC1 や温度感受性 Ca2+チャネルとして知
られる TRPV4の作用を顎下腺 Ex vivo潅流実
験とそれらのチャネル，トランスポーターの
阻害薬を用いて 25℃と 37℃で唾液分泌量，
分泌速度を調べたが，いずれも単独の関与を
疑う結果は得られなかった． 
 
(2) 細胞内カルシウムイメージング 
 
 最後に，温度上昇に伴う細胞内カルシウム
の濃度上昇が細胞外からのカルシウム流入
(SOCE)ではなく，小胞体からのカルシウム放
出によるものであることを直接的に示すた

め，細胞内 Ca2+変化をカルシウムイメージン
グ法にて測定した． 
潅流液からCa2+を取り除いた状態でカルバコ
ール刺激を行うことで小胞体からのCa2+上昇
を観察したしたところ，37℃刺激時が 25℃刺
激時よりもわずかにCa2+上昇が大きかったが，
有意差は認められなかった． 

 
(3) 免疫染色 
 
① 25℃と 37℃における AQP5 発現の局在 
 
 唾液分泌に重要な役割を果たす NKCC1 と
AQP5 について 25℃と 37℃で潅流後固定し，
それぞれ免疫染色を行い，局在の変化を調査
したが，NKCC1，AQP5 ともに温度による局
在の変化は認めなかった． 
 
 25℃における AQP5 の局在  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 37℃における AQP5 の局在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0 200 400 600 800

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0mMCa2+

CCh0.3μM

Δ
R

at
io

(3
40

/3
80

nm
)

Time (sec.)

 25℃
 37℃

0 5 10 15 20 25 30 35

0

5

10

15
 25ﾟC
 37ﾟC

Time (min)

 
F

lo
w

 r
at

e 
(

l/m
in

)

CCh0.3M

1mM Ca2+
0mM Ca2+



 
② 25℃と 37℃における NKCC1 のタンパク
の局在 
 
 25℃における NKCC1 の局在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 37℃における NKCC1 の局在 
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