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研究成果の概要（和文）：　マウスの顎下腺をチタンクリップで結紮し，顎下腺結紮モデルマウスを作成した。
マイクロアレイ解析にて，非結紮顎下腺に比較して24時間結紮した顎下腺で4倍以上発現が上昇した15 miRNAお
よび103遺伝子が同定された。miR-710では，カットオフ値2.5倍以上で， Clip4とIer 5が挙げられた。免疫組織
学的染色では，Ier 5は腺房細胞に局在しており，24時間結紮すると発現が増加していた。

研究成果の概要（英文）：　The submandibular duct of C57BL/6JJcl mice were ligated with titanium 
clips.  The microarray analysis showed that the expressions of 103 genes and 15 miRNAs of duct 
ligation group were increased 4 times more than those of non-duct ligation group.  The target genes 
of candidate miR-710 were Clip 4 and Ier 5 (cut-off value : 2.5 fold change).  The expression of Ier
 5 was localized in not duct cells but acinar cells.  And these were increased the 24 hours ligation
 as compared with untreatment. 

研究分野：口腔外科学分野

キーワード： 唾液腺　再生　マイクロアレイ解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果より，Clip 4やIer 5は唾液腺の萎縮に関与している可能性が示唆された。この成果は唾液腺組織再
生の研究にも貢献できると考える。さらに、臨床研究へ誘導できる重要な基礎研究として位置づけられ、“唾液
分泌低下の改善”という患者のQOL向上が期待できるだけでなく、唾液腺疾患への治療応用へも可能性を秘めて
いると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

唾液の分泌量は年齢とともに減少して口腔乾燥が生じるが，この口腔乾燥は口腔内の不快感

だけでなく，齲蝕や歯周病，口臭，口腔粘膜炎，舌痛症，嚥下障害，構音障害など様々な障害

を引き起こす。その原因は加齢だけではなく，唾液腺の炎症や腫瘍、薬剤の副作用，Sjögren

症候群などの全身疾患，ストレスなど様々である。また，頭頸部領域の悪性腫瘍に対する放射

線治療では口腔乾燥は必発である。 

65 歳以上の成人の約 30%に口腔乾燥が認められるという報告 (Ship JA : J Am Geriatr Soc; 

2002) もあることから深刻な社会問題であるが，現在の治療法は人工唾液や唾液腺マッサージ，

口腔乾燥症状改善薬の内服などの対症療法のみであり，有効な治療法はないのが現状である。 

われわれは，これまでに唾液腺腺房細胞に発現している水輸送膜蛋白 Aquaporin (AQP) 5 の

発現低下によって唾液の分泌量が減少すること，AQP5 の発現低下がプロモーター領域のメチル

化によって誘導されること，DNA 脱メチル化剤 (デシタビン) の投与が加齢マウスの唾液分泌

低下を改善することを明らかにしてきた (Yamamura Y: J Dent Res; 2012)（図 1）。 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

現在，DNA 脱メチル化剤は骨髄異形成症候群の治療薬として臨床応用されているが，強い骨
髄抑制が問題となり，口腔乾燥の新規治療薬としては大きな障害となることが予想される。そ
こで，これまでの研究をもとに，口腔乾燥に対する新たな戦略として iPS 細胞を用いた唾液腺
の再生医療を目指し，口腔乾燥改善に有効な治療法としての可能性を探ることとした。 
 

２．研究の目的 

本研究では，低下した唾液腺機能を回復させるために iPS 細胞を用いた唾液腺組織の再生医
療を目指し，口腔乾燥改善に有効な治療法としての可能性を探ることを目的とした。そのため
に，まずはマウスの顎下腺導管を結紮して，遺伝子およびマイクロ RNA の発現をマイクロアレ
イにて解析し，唾液腺機能低下に伴う唾液腺の萎縮のメカニズムを検索した。 
 

３．研究の方法 

(1)導管結紮モデルマウスの作成 
Tamarin らの方法 (Tamarin A: J Ultrastruct. Res.; 1971) に準じて，ジエチルエーテル

麻酔下にマウス（C57BL/6JJcl, 8 週，雌性，日本クレア社）の顎下腺をチタンクリップ（MINI 
17-001-95, スギタチタンクリップⅡ）で結紮し，顎下腺導管結紮マウスを作成した(図 2)。結
紮マウスを 24 時間後および１週間後に屠殺，顎下腺を摘出した。 

  
 
 
 
 
 

 
図 2-1 スケジュール         図 2-2 顎下腺結紮マウスの作成 

(2) 摘出した顎下腺組織の形態変化 

摘出した顎下腺の大きさ・重量を計測した。また，ヘマトキシリン・エオジン染色を用い
て組織学的変化の観察を行った。 

(3) 顎下腺組織と非結紮顎下腺組織の遺伝子およびマイクロ RNA 発現の網羅的検索 

 24 時間結紮した顎下腺と非結紮顎下腺組織について，Sure Print G3 マウス遺伝子発現 8 ×
60kv2（Agilent Technologies Japan）および 3D Gene Mouse miRNA Oligo チップ（TORAY、Japan）
を用いて，遺伝子およびマイクロ RNA の発現変化を調べた。 

(4) (3)で選定した候補となった遺伝子およびマイクロ RNA の発現定量 

顎下腺の結紮によって発現変化した miRNA の標的遺伝子を miRBase と miRDB データベースを

用いて検索し，顎下腺萎縮に関連する遺伝子と miRNA の発現定量を，real-time PCR を用いて

行った。 

(5) 顎下腺組織の免疫染色 

 (3)で選定し，候補となった遺伝子についてその局在と発現量を検索するため，ホルマリン



固定したパラフィン包埋組織標本を用いた。一次抗体には，Anti-Ier 5:ATLAS antibodies 
(HPA029894)および Anti-AQP 5: Abcam (ab 78486)を用いた。 

(6) 統計的解析法 

得られたデータは平均値±標準偏差で表記し，Mann-Whitney U 検定を用いて

有意差検定を行い，p<0.05 を有意差ありとした． 

 
４．研究成果 
(1)摘出した顎下腺組織の形態変化 

① 顎下腺組織の形態 

顎下腺組織は経時的に大きさ，重量ともに減
少しており，1週間結紮顎下腺においては，非
結紮顎下腺と比較して，明らかに大きさ，重量
ともに減少しており，やや弾性硬であった（図
3）。 

図 

図 3 顎下腺組織の形態 

② 摘出した顎下腺の組織学的変化 

24 時間結紮した顎下腺組織の導管は拡張して

いた（▲）。また，1 週間結紮した顎下腺組織では，

腺房細胞は萎縮し，その周囲に炎症細胞が 浸潤し

ており，導管細胞は残存していた（▲）。さらに，

1 週間結紮し解除してから１か月後の顎下腺組織

では，導管細胞の周囲に腺房細胞が確認できた

（△）（図 4）。このことより，導管細胞周囲に腺

房細胞が再生された可能性が考えられた。 

 

 

 

 

 

 

             図 4 H-E 染色 

 

(2) 24 時間顎下腺導管を結紮した顎下腺

組織と非結紮顎下腺組織の遺伝子および

マイクロ RNA 発現の網羅的検索 

マイクロアレイ解析において，非結紮顎

下腺に比較して24時間結紮した顎下腺で4

倍以上発現が上昇した15 miRNAおよび 103

遺伝子，1/4 倍以下に発現が低下した 13 

miRNA および 150 遺伝子を確認した。 

そのうち，候補となった miR-710 は，カ

ットオフ値 2.5 で，Clip 4 (CAP-GLY domain 

containing linker protein family, 

member 4)とIer 5 (Mus musculus immediate 

early response 5)が pick up された（図 5）。 

 

図 5 マイクロアレイ解析結果 

 

(3) (2) で 候 補 と な っ た マ イ ク ロ

RNA(miR-710)および遺伝子（Clip 4,Ier 

5）の発現定量 

miR-710 と Clip 4，Ier 5 について，

リアルタイムPCRを用いて発現定量を行

ったところ，マイクロアレイ解析に一致

した結果を得た（図 6）。 

 
 

                    図 6 real-time PCR 



(4) (2)で候補となった遺伝子および AQP 5

の免疫組織学的染色 

Ier 5 および AQP 5 ともにその局在は導管

細胞ではなく，腺房細胞に存在しており，24

時間結紮することにより発現の増加が確認

出来た（図 7）。 

 

図 7 免疫組織学的染色 

 

miR-710，Clip 4 と Ier 5 について，唾液

腺に関する報告はないが，唾液腺萎縮に関連

する新たな遺伝子および miRNAである可能性

が考えられた。今後，これらの遺伝子および

miRNA の機能解析をすすめ，口腔乾燥改善の

治療に関する研究に役立てたいと考える。                 
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