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研究成果の概要（和文）： シェーグレン症候群(SS)患者の唾液腺においてはアクアポリン

(AQP)5 の発現低下や分布異常が生じており、これが唾液分泌低下の一因であると考えられて

いるが、その詳細なメカニズムは不明である。本研究においては AQP5 の発現していない培養

ヒト唾液腺導管細胞を DNA 脱メチル化剤であるデシタビンにて処理すると AQP5 の発現が誘

導され、細胞の水輸送能も増強されることに着目し、そのメカニズムの解析を行うとともに、

臨床への応用を目的として動物実験における検証をおこなった。 

 
研究成果の概要（英文）： Sjögren's syndrome (SS) is a systemic autoimmune disease 
that involves a reduction in salivary and lacrimal secretions, however, the mechanisms 
underlying the decrease in salivary secretion remains unclear.  In salivary glands of 
SS patients, the expression of aquaporin (AQP) 5, a major water channel present in the 
apical plasma membrane, was decreased and aberrant distribution of AQP5 from 
apical to basal membrane was reported.  The mechanisms of AQP5 dysfunction in SS 
salivary glands have not yet fully understood.  We demonstrate that an immortalized 
normal human salivary gland ductal cell (NS-SV-DC) line, lacking the expression of 
AQP5, acquires AQP5 gene expression in response to treatment with 
5-aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-CdR), a DNA demethylating agent.  The expressed 
AQP5 protein was functionally active.  We examined the mechanisms of induction of 
AQP5 in vitro and in vivo, to discuss suggests that a DNA demethylating agent may be a 

useful drug for restoring hyposalivation in elderly individuals, thereby leading to the 

resolution of xerostomia.  
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、培養ヒト唾液腺腺房細胞を用いて、
TNF-αによる腺房構造破壊のメカニズムを
明らかにし、転写因子である NF-κB が中心
的役割を果たしていることを報告した。しか
し、シェーグレン症候群の患者でも唾液腺に
腺房が多く残っていることがあり、腺房細胞
のアポトーシスだけで全てを説明すること
はできない。そこで、我々は、唾液分泌にお
いて重要な役割を果たす水チャネル蛋白質
アクアポリン(AQP)5 に着目した。AQP5 はヒ
ト唾液腺では腺房細胞だけに発現が認めら

れている。我々は、TNF-αが培養ヒト唾液腺 
腺房細胞において、AQP5の発現を低下させる
ことを確認した。このように TNF-αは AQP5
の発現低下と、腺房構造の破壊といった異な
るメカニズムの両方に関与していることが
推測される。また、我々は AQP5 の発現して
いない培養ヒト唾液腺導管細胞を、DNA 脱メ
チル化剤にて処理し、導管細胞に AQP5 を発
現誘導させ、実際に水輸送機能が増強される
ことを確認した。このメカニズムは、AQP5プ
ロモーター領域の脱メチル化により AQP5 遺
伝子発現の再活性化が誘導された結果であ
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った。我々のこれまでの研究成果をもとに、
最も効果的なシェーグレン症候群の治療法
として、TNF-αと AQP5 のプロモーター領域
のメチル化をターゲットとした治療法開発
の発想に至ったものである。 
 
２．研究の目的 
 シェーグレン症候群に対する治療戦略と
して次の方法を立案した。 
 すなわち、唾液腺腺房の構造破壊による唾
液分泌機能の改善法としては、(1)細胞の基
底膜を破壊する一因である TNF-αの機能を
阻害する方法 、(2)破壊された腺房細胞に代
わって、残存する導管細胞に AQP5 を発現誘
導させ、導管細胞に腺房細胞の機能を付与さ
せる方法である。さらに、唾液腺の機能低下
による唾液分泌減少には、(3)TNF-αの機能
を制御することによって AQP5 の発現低下を
回避し、唾液分泌の機能回復を目指す。この
ような治療戦略により、シェーグレン症候群
患者の口腔乾燥を根本的に改善させること
を本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）実験動物と使用薬剤 
 24 週齢メスの C57BL/6CrSlc マウス（日本
SLC より購入）を使用した。マウスに DNA 脱
メチル化剤であるデシタビンを投与し、唾液
分泌に及ぼすデシタビンの効果ならびにそ
の際の唾液腺における AQP5 の発現様式を解
析した。 
 デシタビンは 1mg/kg となるように、マウ
スの腹腔内に投与した。対象群としては生理
食塩水を腹腔内に投与した。なお、投与回数
は週３回、投与期間は３週間とした。薬剤の
投与終了後、マウスは塩酸ケタミンによる麻
酔下で無痛的に屠殺処理し、唾液腺組織を採
取した。 
 
（２）唾液分泌量の測定 
 マ ウ ス の 分 泌 す る 唾 液 量 の 測 定 は
Delporte らが 1997 年に報告した実験方法に
準じて行った。すなわち、無麻酔下に唾液分
泌 促 進 作 用 の あ る 塩 酸 ピ ロ カ ル ピ ン
（5mg/kg）を筋肉内に注射し、その後 15 分
間に分泌された唾液をガーゼに染み込ませ、
重量を測定することで唾液分泌量を測定し
た。 
 
（３）組織切片の作製と AQP5 発現の解析 
マウスより摘出した唾液腺（顎下腺、耳下腺、
舌下腺）は 4％ホルマリン緩衝液で固定した
後、パラフィン包埋し、組織切片を作製した。
組織切片をヘマトキシリン—エオジンにて染
色して、唾液腺組織の観察を行った。また、
マウスの唾液腺組織における AQP5の発現は、
抗マウス AQP5 抗体を用いて、免疫組織学的

染色を行い、その発現様式を解析した。 
 
（４）ウエスタンブロット法 
 マウスの唾液腺組織より調製したタンパ
ク質をβ-メルカプトエタノールを含むサン
プルバッファーに混和した後、10％SDS-ポリ
アクリルアミドゲルを用い、電気泳動を行っ
た。その後,ニトロセルロース膜に転写した。
次に、転写したニトロセルロース膜を 2％ス
キムミルク含有 T-TBSにて処理した後、1,000
倍希釈濃度の抗 AQP5 抗体と 4℃にて 16 時間
反応させた。T-TBS にて洗浄後、1,000 倍希
釈濃度の HRP標識ウサギ IgG抗体を用いて室
温にて 1時間反応させた。T-TBSにて洗浄後、
ECL kit にて検出した。 
 
 
４．研究成果 
（１）デシタビン投与によりマウスの唾液分
泌は促進された. 
 24 週齢メスの C57BL/6CrSlc マウスにデシ
タビン(1mg/kg)を投与し、１週間毎にマウス
の唾液分泌量を測定したところ、マウスの唾
液分泌量は投与回数に相関して増加する傾
向が見られ、投与２週間後からは統計学的に
有意に増加した。（図１） 
 

 

図１デシタビン投与によるマウスの唾液分

泌の増加 

 
 
（２）デシタビン投与によりマウス唾液腺に
おける AQP5の発現は著明に増加した. 
 デシタビンを３週間（24 週齢〜27 週齢ま
で、週に３回腹腔内投与を実施）投与したマ
ウスから唾液腺組織（顎下腺、耳下腺、舌下
腺）を採取し、組織から蛋白を抽出しウエス
タンブロット法により AQP5 の発現を解析し
た。その結果、デシタビン投与群のマウス唾
液腺組織（顎下腺、耳下腺、舌下腺の全ての
組織）において AQP5 蛋白の発現に著明な増
強が認められた。（図２）なお、参考のため 6
週齢メスの C57BL/6CrSlc マウスの顎下腺に
おける AQP5 の発現も解析したが、デシタビ
ン投与群と比較し、その発現は低かった。（図
２左端のレーン） 



 

図２デシタビンによるマウス唾液腺組織で

の AQP5 の発現増強（ウエスタンブロット法） 

 
（３）デシタビン投与によりマウス唾液腺に
おける AQP5の発現は著明に増加した.（免疫
組織学的解析） 
 デシタビンを３週間（24 週齢〜27 週齢ま
で）投与したマウスから唾液腺組織（顎下腺、
耳下腺、舌下腺）を採取し、組織切片を作製
した後、免疫組織学的染色により AQP5 の発
現様式とその局在を解析した。その結果の代
表例として顎下腺組織での解析結果を図３
に示す。デシタビン未投与群の導管構造にお
いて、導管の管腔側に AQP5 の発現は認めら
れなかった（図３A の矢印で示す）。しかし、
デシタビンを投与することによって導管構
造の管腔側において AQP5 の発現誘導が認め
られた（図３B の矢印で示す）。なお、本来
AQP5 を発現している腺房細胞においては、
AQP5 は腺房細胞の唾液分泌側の細胞膜に局
在しており、その発現はデシタビン処理によ
って著明に増強された（（図３C, D の星印で
示す）。なお、図に示していないが、耳下腺
組織、舌下腺組織においても同様の所見が認
められた。 

 
図３マウス顎下腺組織における AQP5 の発現 
様式の解析 A:未処理マウスの導管構造. 

矢印は導管の管腔側. B: デシタビン投与マ 

ウスの導管構造. 矢印は導管の管腔側 . 

C,D: 未処理マウス(C)とデシタビン投与マ

ウス(D)の腺房構造. 抗 AQP5抗体を用いた免

疫組織学的染色を行った.星印は唾液分泌側

の細胞膜. E,F: 未処理マウス(E)とデシタビ

ン投与マウス(F)の腺房構造.AQP5 抗体の代

わりにてマウス IgGにて免疫染色を実施. 

 
（４）本研究の位置づけと今後の展望 
 本研究は、AQP5の発現の認められない培養
ヒト唾液腺導管細胞をデシタビンにて処理
すると、AQP5 の発現が誘導されるという過去
の研究成果に基づき、将来的な臨床応用を視
野にいれておこなった。研究成果に示すよう
に in vitro の研究結果と同様の現象が in 
vivoでも再現されることが確認された。 
 DNA 脱メチル化剤であるデシタビンはアメ
リカにおいて 2006 年に骨髄異形成症候群の
治療薬として認可されているが、本邦におい
ての使用は認可されていない。 
 本研究においてはマウスの腹腔内に投与
し唾液分泌が増強されるという良好な結果
が得られたが、ヒトに対して臨床応用する場
合には薬剤の副作用や投与方法など問題と
なる点がまだまだ多く存在する。薬剤に関し
ては細胞毒性の弱い DNA脱メチル化剤の選択
が必要と思われる。また、投与方法としては
薬剤の全身投与では多くの問題が生じる可
能性が懸念されるため、唾液が分泌される導
管から薬剤を注入する方法や唾液腺組織自
体に薬剤を直接注入する方法などを検討す
る準備がある。 
 口腔乾燥症は生命を直接脅かす疾患では
ないため、現在まで症状を改善させる根本的
治療法が開発されていないのが現状である。
しかし、口腔乾燥は患者の QOLを著しく低下
させる疾患であり、医学的な需要は十分にあ
ると考えられる。本研究の成果が、将来的に
口腔乾燥症ならびにシェーグレン症候群の
治療の一助になることを期待する。 
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