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研究成果の概要（和文）：生後3ヶ月齢および24ヶ月齢のC57BL / 6マウスの顎下腺を使用し、DNAマイクロアレ
イおよびmiRNAアレイを用いて解析した。加齢の制御転写因子が、miR-30c-1-3p、miR-34a-5p等の制御に関与し
ていることを示した。老化によりDEC1遺伝子の 3’UTR 活性は増加したが、タルゲットmiRNA結合部位に変異に
より緩和された。また、濃度依存的にDEC1発現plasmidがE-cadherin転写活性を抑制した。さらに、DEC1による
E-cadherin制御機構が示唆された。以上のことから、E-cadherinを介した唾液腺機能におけるDEC1の調節効果を
推察された。

研究成果の概要（英文）：Submandibular glands of 3-month-old and 24-month-old C57BL/6 mice were used 
for analysis of genes and miRNAs using DNA microarrays and miRNA arrays in combination with Gene 
Spring and Ingenuity Pathways Analysis. The regulatory transcription factors of aging are involved 
in the regulation of miR-30c-1-3p, miR-34a-5p, miR-92a-3p, miR-181a-5p, and miR-550a-3p. The 3'UTR 
activity of the DEC1 was increased with aging but it was alleviated in the mutation of the target 
miRNA binding site in the luciferase reporter assay. In addition, DEC1 expression plasmid was 
forcibly suppressed the E-cadherin transcription activity in a dose-dependent manner. Furthermore, 
Chromatin immunoprecipitation (ChIP assay) confirmed that DEC1 regulates E-cadherin. Collectively, 
our data suggest a regulatory effect of DEC1 in E-cadherin-mediated salivary gland function.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 加齢　唾液腺　DNAマイクロアレイ　microRNAアレイ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化に伴う唾液分泌障害者の増加は歯周病のリスクを上げるだけではなく、嚥下障害や誤嚥性肺炎の発症を招
くなど、全身にも悪影響を与える。唾液腺樹状細胞が唾液腺健康維持に重要な働きをしていることが明らかにな
り、シェーグレン症候群や加齢など唾液腺疾患の発症機序の解明にも大きく貢献することが期待されている。本
研究において、唾液腺の老化のメカニズムを解明するだけでなく、唾液分泌障害の診断や対処法の確立に役立つ
と思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
唾液腺から分泌される唾液の効果の一つとして老化阻止が知られている。高齢者が老化に

伴い自覚する様々な症状の中にはドライマウス、口臭といった口腔乾燥が原因となっているも

のも少なくない。また、糖尿病など様々な疾患を有する高齢者はその恒常性が破綻していること

がある。高齢者は概日リズムの乱れから、口渇中枢の感受性低下による水分補給量の減少を引き

起こし、結果ドライマウスの悪化がみられる。また唾液分泌障害を引き起こすシェーグレン症候

をきたすことも多い。このことから老化あるいは唾液腺疾患と体内時計システムの障害との間

には関連性があることが想像に難くない。本研究は、概日リズムに影響を及ぼし、老化の中心的

な役割を担っている時計遺伝子である Differential embryonic chondrocyte (DEC) 1を指標とし、顎

下腺と耳下腺の機能的変化と分泌される唾液の量的変化を概日リズムの基に検討することで、

体内時計システムの障害が、唾液腺の恒常性の破綻に関わるメカニズムを解明することを目的

とする。 
 
２．研究の目的 
 
老化に伴い、血圧や心拍数、体温、睡眠など様々な生理機能の概日変動が変化し、これら概

日変動は視交叉上核で制御され、時計遺伝子がその制御に関与している。時計遺伝子の一つであ

る塩基性ヘリックス・ループ・ヘリックス型転写因子 DEC1は、老化マーカーとして広く知られ

ている。申請者らは、時計遺伝子の中でも、特に DEC1 の機能解析に従事してきた。DEC1 は、

時計中枢である視交叉上核や末梢組織で概日リズムを形成することを報告した(Honma, Sato et al, 

Nature 2002, Sato et al, Eur J Biochem 2004, Sato, Bhawal et al, BBRC 2012)。また DEC1は、cyclinD1

発現を negative に制御することで細胞周期を制御することを示した(Bhawal, Sato et al, J Pathol 

2011)。さらに、Snailや Smad3を制御し、上皮間葉移行（EMT）を制御することも明らかにした

(Sato, Bhawal et al, Int J Mol Med 2012, Wu, Sato, Bhawal et al, Int J Oncol 2012)。 

また、ヒト角化歯肉上皮細胞 (NHOK) の継代培養において、網羅的発現解析(DNA マイク

ロアレイ法)により老化マーカーである DEC1 の発現増加を明らかにした(Jang, Bhawal et al, J 

Gerontol A Biol Sci Med Sci., 2015)。申請者らは歯周疾患において、口腔粘膜上皮細胞に DEC1の

発現が亢進することを報告している(Bhawal et al, J Cell Biochem, 2012)。さらに最近、申請者らは、

DEC1と唾液の関連性について、高齢者の唾液中に DEC1の発現が高くなることを見出した。し

たがって、DEC1は老化による唾液分泌量低下に影響を与えている可能性がある。 

申請者らの最近の研究で、ストレプトゾトシン誘発糖尿病ラットの唾液線組織の解析を行

っており、低出力レーザー照射は、糖尿病ラットの glycemic レベルを有意に抑制することを明

らかにした (Fukuoka, Bhawal et al, PLoS One 2017)。また唾液分泌量低下に影響を与える糖尿病

において、様々な末梢組織の時計遺伝子発現が阻害されていることが知られている。さらに申請

者らは T細胞の染色体構造調節因子として Special AT-rich sequence binding protein-1 (SATB1)を血

球系細胞特異的に欠損する SATB1コンディショナルノックアウト（cKO）マウスを作製し(Tanaka 

et al, J Immunol 2017)、SATB1cKOマウスの頸部リンパ節 T細胞を免疫不全マウス（Rag2-/-マウ

ス）に移入後、SATB1cKOマウスと同様の唾液分泌機能障害が発症した。またドライマウス患者

では、免疫組織学的検討から CD8+T 細胞の約 55％が Integrin αE/β7 と腺細胞表面に発現される

E- cadherinとの接着を介して、腺細胞と接着していることを発表した。 

本研究の「問い」は、「体内時計システムの障害と老化に伴う唾液腺機能の低下・唾液分泌



量の減少に関連性があるかどうか？」である。両者の関連性の判明は、老化に伴う唾液腺の変性

あるいは口腔乾燥を引き起こす病態の解明に重要な知見を得ることになると確信する。 

 
３．研究の方法 
 
唾液腺（顎下腺・耳下腺）の老齢化過程に及ぼす効果 (DNAマイクロアレイおよび microRNAマ

イクロアレイ解析) 

A) 生後 3ヵ月齢、24ヵ月齢の C57BL/6および DEC1KOの唾液腺（顎下腺・耳下腺）を用いて、

DNA マイクロアレイおよび microRNA マイクロアレイ解析にて網羅的遺伝子、microRNA 発現

解析を行う。マイクロアレイの解析により同定された遺伝子、microRNAの発現をリアルタイム 

PCR 法およびウェスタンブロッティング法を用いて確認する。さらに、免疫組織化学染色法に

よりタンパク発現を明らかにするとともに唾液分泌量の評価を行う。 

A. DEC1ノックアウト (KO) マウスを用いた動物実験 

生後 3 ヵ月齢、24 ヵ月齢の C57BL/6 および DEC1KO の唾液腺（顎下腺・耳下腺）を採取し、

RNAおよびタンパクを抽出する。 

A-1. DNAマイクロアレイおよび miRNAマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析 

採取した唾液腺組織から RNAを miRNeasy Mini Kit (Qiagen) を用いて抽出し、合成された蛍光

標識 cRNAおよび miRNAは SurePrint G3 Mouse (Agilent)にてハイブリダイゼーションさせる。 

A-2. リアルタイム PCR法による mRNAおよび miRNAの定量 

RNAは逆転写酵素 VILO SuperScriptTM (Invitrogen)で cDNAを合成後、特異的 TaqMan®プロー

ブを用いて定量化する。また miRNAを定量し、miRNAを基準として相対量を算出する。  

A-3. ウェスタン ブロッティング法によるタンパクの検討 

タンパク抽出には RIPA Lysis Buffer (Pierce) を用いる。抽出したタンパク質をポリアクリルアミ

ドゲルで分離 (SDS-PAGE) し、一次抗体を加え、4℃ オーバーナイトインキュベートする。二

次抗体を加え、室温で 1時間反応させる。ImageQuant Las 4000 Mini で観察する。 

A-4. DNAマイクロアレイ解析により同定された遺伝子の免疫組織化学染色 

一次抗体はウサギポリクローナル抗 DEC1 抗体 (1:100; 広島大学加藤幸夫教授より寄贈) およ

び唾液腺マーカー (S100A8, Mucin-7, Statherin)を使用する。 

A-5. T 細胞移入実験 

DEC1KO (24ヵ月齢）頸部リンパ節より T細胞（Th1.2+B220-）をセルソーター（FACS Aria III）

で分収し、老年マウス（24ヵ月齢）に静注する。T細胞移入後、唾液分泌量試験を行う。 

A-6. 唾液腺分泌量試験 

麻酔下のマウスに、ピロカルピン塩酸塩 0.5 mg/Kgを腹腔内投与し、投与後 15分間継続的にマ

イクロピペットを用いて唾液を採取する。マウス体重 1gあたりの唾液量を計算する。 

B) DEC1KO(24 ヵ月齢)の頸部リンパ節または脾臓より T 細胞を採取し、老年マウス(24 ヵ月齢)

の血管に静脈注射する。唾液腺特異的な遺伝子の発現および唾液分泌量を調べる。 

B. DEC1による E-cadherin制御機構の解明 

B-1. ルシフェラーゼアッセイ 

ルシフェラーゼアッセイにより E-cadherinのプロモーターの活性化を比較する。 

B-2. クロマチン免疫沈降法(ChIP)による転写因子結合の解析 

ChIPを用いて DEC1が E-boxを介して E-cadherinの発現を制御していることを確認する。 

B-3・ B-4. リアルタイム PCR法・ウェスタン ブロッティング法  



平成 30年度と同様の方法を用いる。DEC1および E-cadherinの発現を確認する。 

B-5. サーカディアンリズムの解析 

1日に 4時間ごとに、生後 3ヵ月齢、24ヵ月齢の C57BL/6および DEC1KOの唾液腺組織を採取

し、時計遺伝子(PERIOD, BMAL1, CLOCK, CRY, DEC1) および E-cadherinの発言を検討する。 

DEC1による E-cadherin制御機構の解明 (ルシフェラーゼアッセイ、クロマチン免疫沈降法) 

E-cadherin プロモーターレポーター上の E-box mutant を作製し、DEC1 発現ベクターと co-

transfection を行い、ルシフェラーゼアッセイにより E-cadherin プロモーターの活性化を比較し

て、応答配列を同定する。リアルタイム PCR 法およびウェスタンブロッティング法により、

transfectionの 24時間後に DEC1の発現を確認する。クロマチン免疫沈降法 (以下: ChIP) を用い

て DEC1の E-cadherinの E-boxに対する直接結合の有無を調べる。 
 
４．研究成果 
 

3ヶ月齢および加齢モデルの 24ヶ月齢の C57BL/ 6マウス を使用し、トータル RNAを唾液

腺組織から分離した。それらの遺伝子発現およびmiRNA発現所見は、GeneSpringおよび Ingenuity 

Pathways Analysisと組み合わせ、DNAマイクロアレイおよび miRNAアレイを用いて解析した。

遺伝子オントロジー（GO）分析は、miRNAを標的とした遺伝子の極めて重要な転写関連プロセ

スと細胞内シグナル伝達を組み込んでいることを明らかにした。シグナル経路で、cAMP媒介シ

グナル、上皮接着結合シグナル、タイトジャンクションシグナル、 ギャップジャンクションシ

グナル、カルシウムシグナル、およびサーチュインシグナルが唾液腺老化に関与していることも

明らかにした。RT-qPCR によりさらに解析したところ、加齢の制御転写因子が、miR-30c-1-3p、

miR-34a-5p、miR-92a-3p、miR-181a-5pおよび miR-550a-3pの制御に関与していることを示した。

多数の組み合わせが識別された mRNAと miRNAの網羅的解析は、miRNAの異常発現は唾液腺

加齢において重要であることを示唆した。ルシフェラーゼ・アッセイにより、DEC1 遺伝子の 

3’UTR 活性を調べた結果、老化により遺伝子の 3’UTR 活性は増加したが、 miRNA結合部位に

変異を加えた場合、老化による増加が緩和された。次に、miRNA を過剰発現させた場合の DEC1

の発現変化を測定した。その結果、老化により DEC1 の mRNA 発現量、およびタンパ ク産生

は増加したが、miRNAの過剰発現により、この発現増加が抑制された。 一方、ルシフェラーゼ・

アッセイで DEC1強制発現による E-cadherin転写制御機構の解析を行った。Promoterは E-boxを

含む約 E-cadherin promoterを使用した。Ecadherin転写活性が約 3.5倍抑制され、その抑制された

活性は DEC1発現 plasmid を濃度依存的に強制発現しても抑制がみられた。また、E-cadherin遺

伝子上流の Eboxに mutationを作製し、luciferase assayで DEC1強制発現によっても、E-cadherin

転写活性は影響を受けなかった。DEC1強制発現によって E-cadherinの発現をリアルタイム PCR

法およびウェスタンブロッティング法にて明らかにした。さらに、Chromatin immunoprecipitation 

(ChIP assay) を用いて DEC1が E-cadherinの E-boxに影響を及ぼすか調べた。コントロールと比

べ、DEC1強制発現により E-cadherinの precipitateする量が増加した。また、ChIP assayを用いて

癌細胞に DEC1 siRNA導入することによって E-cadherinの precipitateする量が抑制した。以上の

ことから、DEC1による E-cadherin制御機構の可能性が推察された。また、1日に 4時間ごとに、

生後 3ヵ月齢、24ヵ月齢マウスの顎下腺組織を採取し、時計遺伝子(PERIOD, BMAL1, CLOCK, 

CRY, DEC1) および E-cadherinの日内発現リズムを検討した。CLOCK の発現は各時間で変わら

なかったが、PERIODの発現は夜間に強く発現し、日中には発現減弱をみた。なお、耳下腺組織

についても測定予定であった が、技術的な問題を解決することが出来なかった。さらに、CLOCK、

PERIOD の発現に及ぼす加齢の影響を検討した。老齢マウスに CLOCK、PERIOD 発現低下を誘



導したが、E-cadherinの発現には変化を認めなかった。また、老化に伴う免疫機能 低下の特徴の

一つは、T細胞の分裂繰り返し能(分裂反復能)の低下であり、この点を我々はマウス顎下腺組織

を用いて明らかにした。高度に精製した T細胞の分裂 反応は、老齢マウスでは若齢マウスに比

し有意に低下していた。さらに、唾液腺分泌量試験において麻酔下のマウスに、ピロカルピン塩

酸塩 0.5 mg/Kgを腹腔内 投与し、投与後 15分間継続的にマイクロピペットを用いて唾液を採取

した。マウス体重 1gあたりの唾液量を計算した。老齢マウスでは体重や顎下腺組織の重さが増

加し、刺激時唾液量は若齢マウスと比較して老齢マウスで減少した。 
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