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研究成果の概要（和文）： 
 慢性ストレスによる唾液分泌低下のメカニズムを明らかにするために、1 アドレナリン
受容体アゴニストのフェニレフリン（PHE）をマウスに長期投与する系を考案した。PHE
マウスでは、唾液カリクレイン活性の有意な低下がみられた。また、プロテオーム解析に
より、顎下腺においてカリクレイン 22（mk22）とレニン 2（Ren2）の減少が認められたが、
mRNA の発現量には差がみられなかった。一方、extracellular signal-regulated kinase（ERK1/2）
のリン酸化が耳下腺では上昇していたのに対して、顎下腺では有意に低下していた。これ
には、細胞内の Ca2+濃度上昇の低下が起因している可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We generated experimental system to clarify the mechanism of reduction in the secretion of saliva on 
chronic stress by administration of phenylephrine (1 adrenergic receptor agonist) to mice. The salivary 
kallikrein activity in the PHE was significantly lower than that in the CTL. However analysis by 
proteomic suggested that amount of mk22 and Ren2 was decreased in the PHE, there was no 
significant difference in the expression of mRNA. On the other hand, the phosphorylation of 
ERK1/2 was increased in parotid gland, whereas it was decreased in submandibular gland. These 
results can be attributed to decrease of elevation of intracellular Ca2+.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) ドライマウス患者は増加傾向にあり、抑
うつ状態やストレスによる口腔乾燥が多く
を占めているが、メカニズムについては不明

な点が多い。 
(2) 食事制限下の運動負荷マウスにおいて、
唾液タンパクの変化、特にカリクレイン活性
が減少することが特徴であり、酸化ストレス
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の関与が示唆された。これらは、慢性ストレ
スによるものと考えられた。 
(3) 長期のフェニレフリン投与（1 アドレナ
リン受容体アゴニスト）により、唾液カリク
レイン活性の低下が生じることが動物実験
において報告されている。 
 
２．研究の目的 
(1) ドライマウスの臨床で問題となるのは、
慢性ストレスによる唾液分泌機能への対処
である。 
(2) 本研究は、慢性ストレスにおける唾液分
泌低下のメカニズムの解明を目的とした。 
(3) すなわち、慢性ストレスによって交感神
経が持続的に刺激を受けた結果、唾液分泌は
どのように抑制されるのかを、これまでの研
究を発展させて検討する。 
 
３．研究の方法 
 慢性ストレスのモデルとして1 アドレナリ
ン受容体アゴニストのフェニレフリンをマ
ウスに長期投与する系を考案し、唾液腺機能
を検討した。 
(1) 13 週齢の ICR 雄マウスを用い、コン 
トロール群（CTL）には生理食塩水を、フェ
ニレフリン群（PHE）には PHE（5mg/kg）を
1 日 2 回、5 日間筋注により投与した。6 日目
にネンブタール麻酔下で、腹腔よりピロカル
ピン刺激（i.p.; 0.5mg/kg）後、分泌唾液を口
腔内よりマイクロピペットにて 20 分間採取
した。採取後の重量を測定し、唾液分泌量と
した。追加麻酔をした後、耳下腺と顎下腺を
摘出した。 
(2) 唾液成分の分析は、タンパク濃度、アミ 
ラーゼ活性、およびカリクレイン活性を測定
した。 
タンパク濃度は、bovine serum albumin をス

タンダードとして Pierce BCA Protein Assay 
Kit (Pierce Biotechnology, IL, USA)を用いて測
定した。 

アミラーゼ活性は、Caraway 法（Caraway, 
1959）によるアミラーゼテストワコー（Wako 
pure Chemical Ind.; Osaka, Japan）を用いて測
定した。 

カリクレイン活性は、Forgaca らの方法によ
り基質として
H-D-Val-Leu-Arg-paranitroanilide（Sigma, 
MO,USA）を用いた。0.4M Tris-Hcl を 40l 添
加した後、等量の唾液を加えて 37 ℃で 5 分
間加温した。405nm にて吸光値を測定し 、
これをブランクとした。その後、2mg/ml の基
質を 10l ずつ添加し、5 分間ごとに 30 分間
にわたり吸光値を測定した。1 分間当たりの
勾配を算出した。これらの値からアプロチニ
ン添加後の値を引き、カリクレイン活性値と
した。 
 

(3) 二次元電気泳動法 
顎下腺組織は、Lysis buffer (4% (w/v) CHAPS,  
8 M urea, 40mM Tris base, pH 8.5) 中でポリト
ロン(kinematica AG, Switzerland)を用いてホモ
ジナイズし、細胞溶解液とした。12,000×g で
15 分間遠心し、上清を回収した。このサンプ
ルのタンパク濃度を bovine serum albumin を
スタンダードとして、Pierce BCA Protein 
Assay Kit (Pierce Biotechnology, IL, USA)を用
いて測定した。 
一次元目および二次元目電気泳動の全て

の操作は Ettan IPGphor 3 マニュアルに従い、
氷中で斜光下にて行った。 
一次元目気泳動は、サンプルを Cy3 と Cy5

で標識し、10mM のリジンを加えた。Cy-dye
で標識したサンプルを rehydration buffer (8M 
Urea, 2M Thiourea, 2% Chaps, 2.8mg/ml 
Dithiothreitol (DTT), 0.5% pH 3-10 pharmalyte , 
bromophenol blue)に混和し、IPG ストリップ
ホルダーに注入した。pH 3-10, 7cm の
Immobline DryStrip を用いて Ettan IPG phor 
IEF system に従って泳動した。一次元目電気
泳動終了後、Immobline DryStrip は平衡化元バ
ッファー（6M Urea, 50mM Tris (pH 8.8), 30% 
Glycerol, 2% SDS and 10mg/ml DTT) 中で 15
分間インキュベートした。 
二次元目電気泳動は、12.5%のアクリルア

ミドゲルを用いて 20mA で 90 分間泳動した。
Cy3とCy5は、各々532nmと 633nmレーザー、
ならびに 580nm と 670nm 帯域フィルターに
より 9400 Typhoon scanner (GE Health care)を
用いてスキャンした。 
タンパク質を分離した後、2 群間で差異の

みられたスポットを検出し、プロテオーム解
析（AXIMA-Performance (Shimazu Corporation, 
Kyoto, Japan)）により同定した。 

 
(4) 定量 RT-PCR 
 顎下腺組織中の RNA は、High Pure RNA 
Tissue Kit (Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Germany)を用いて抽出した。RNA
の定量と定性は、吸光度計による測定とアガ
ロース電気泳動法により行った。プライマー
配列は以下の通りである。
（5’TGGAACAGTACTACGATCCG3’(forward)
,5’CTGGGTTGAGCAAAGTTCAC3’(reverse)）   
定量 PCR は SYBR Green fluorescence を用い
て Lightcycler system (Roche Molecular 
Biochemicals, Mannheim, Germany)により測定
した。総容量を 20l とし、キャピラリーに
分注して測定した。試薬は、Fast Start SYBR 
Green Master (Roche Diagnostics 
GmbH,Mannheim, Germany)の混合液を 10l
添加した。プライマーは終濃度が 300nM にな
るように添加した。組織から抽出した RNA 
量 1mg は cDNA に合成した。これを希釈し、
7.6l ずつキャピラリーに添加した。プロトコ



 

 

ールは、95℃で 15 秒、55℃で 30 秒（変性）、
72℃で 30 秒（アニーリング）、84℃で 2 秒（伸
長）として測定した。 
 
(5) ERK1/2 のリン酸化 
  顎下腺組織は、細胞溶解液（1M Tris-Hcl, 
1% chaps, protease inhibitor）中でポリトロン
（Kinematica AG, Switzerland）を用いて抽出し、
12,000 × g で 15 分間遠心後、上清を回収した。
このサンプルのタンパク濃度を bovine serum 
albumin をスタンダードとして、Pierce BCA 
Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, IL, 
USA)を用いて測定した。タンパク濃度 10 
g/ml に調整したサンプルを 12.5 % SDS ポ
リアクリルアミドゲルを用いて 50 mA で 30
分間泳動した。50 V で 70 分間 PVDF 膜（GE 
Healthcare UK Ltd, England）に転写した。0.1% 
PBS-Tween で洗浄後、ブロッキング溶液
（Blocking agent; GE Healthcare UK Ltd, 
England）にて 30 分間ブロッキングし、0.1% 
PBS-Tween で 20 分間洗浄した。一次抗体は、
p44/42 MAPK (Erk1/2) antibody (1 : 500 ; Cell 
Signaling Technology, Inc.)ならびに
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) XP TM Rabbit 
mAb (1 : 500 ; Cell Signaling Technology, Inc)を
用いて 4 ℃で一晩インキュベートした。メン
ブレインを 20 分間洗浄後、二次抗体は
Alkaline Phosphatase (AP) – Goat Anti-Rabit 
IgG (H+L) (1 : 500; ZyMED, S.San Francisco, 
California, USA) を用いて 30 分間室温にて振
盪しながらインキュベートした。その後、20
分間洗浄後 nitro-blur tetrazolium 
chloride/5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate 
(NBT/BCIP, Sigma, MO,USA) を含む基質で
発色させた。タンパクの発現量は、リン酸化
された p44/42 を内在化 p44/42 で除した値を
算出し、リン酸化の程度を検討した。   
 
(6) 顎下腺細胞内の Ca2+濃度の上昇 
顎下腺は、はさみとかみそりでミンスし、

0.5% BSA-BSS を 4ml 添加後に静置し、上清
を吸引した。4.5ml のコラゲナーゼ TypeⅡ
（Worthington, Freehold, NJ,USA）を加えて
37 ℃で 10 分間振盪しながら加温した。20 回
ピペッティングした後、再度加温した。再度
20 回ピペッティングした後、8 層ベール（ナ
イ ロ ン メ ッ シ ュ ） に て 濾 過 し 、 4% 
BSA-BSS10ml の上に重層させた。これを 100 
× g で 3 分間遠心し、上清を回収した。0.5% 
BSA-BSS を加えて懸濁し、100 × g で 2 分間
遠心後、上清を回収した。0.5% BSA-BSS を
加えて懸濁後、細胞数を計測し、1×106cell/ml
になるように調整した。この細胞浮遊液を
fura2-AM（同仁化学）で標識した後、カルバ
コール刺激（30M）による細胞内 Ca2+濃度
の上昇を CAF-110（日本分光社製）を用いて
測定した。 

４．研究成果 
(1) 唾液成分の変化 
 唾液分泌量、アミラーゼ活性は変化がみら
れなかった。一方、タンパク濃度は CTL 群
（1341.1168.4g/ml）に比べて PHE 群では有
意に上昇した
（6mg;1749.7294.8g/ml,10mg;1963.4616.6
g/ml，p0.05）（図 1）。一方、カリクレイン活
性では有意に低下した（CTL; 
1.030.3M/min,PHE;0.640.34M/min, 
p0.05））（図 2）。  
                         

 
 
 
 
(2) 二次元電気泳動によるプロファイルの解
析 
 二次元電気泳動により 2 群間で差異のみら
れたタンパクを調べ、プロテオーム解析によ
り同定した。その結果、カリクレイン 22
（mk22）とレニン 2（Ren2）が PHE マウス
顎下腺で減少していた（図 3）。 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
(3) 定量 RT-PCR による顎下腺組織中の mk22
と Ren2 の mRNA の発現量 
 PHE マウスの顎下腺では mk22 と Ren2 の
タンパクが減少していたことから、mRNA 発
現量に差がみられるかどうかについて調べ
た。その結果、CTL 群と PHE 群との間には
有意な差が認められなかった（図 4）。 
 これらのことから、PHE マウス顎下腺にお
けるmk22とRen2のタンパク合成能は低下し

CTL と PHE マウス 
の重ね合わせ 

図 1. 長期 PHE 刺激による唾液

タンパク濃度の上昇 
図 2. 長期 PHE 刺激による唾液

カリクレイン活性の低下 

*: (p<0.05) *: (p<0.05) 

CTL マウス PHE マウス 

図 3. PHEとCTLマウスの顎下腺に

おけるタンパク発現量の差異 



 

 

ていないことが示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
(4) 顎下腺における ERK1/2 のリン酸化 

顎下腺における mk22 と Ren2 の mRNA 発
現量に差がみられなかったことから、カリク
レイン分泌の抑制が、シグナル伝達経路のど
の過程で起こっているのかを調べた。 
 Extracellular signal-regulated kinase（ERK1/2）
は Mitogen-activated protein kinase（(MAPK)フ
ァミリーに属し、細胞増殖などを媒介するリ
ン酸化酵素である。 
 近年、ERK1/2 は顎下腺においてムチンな
どのタンパク分泌を調節していることが分
かってきた。そこで、顎下腺の ERK1/2 のリ
ン酸化が PHE 群では低下していないかどう
かについて調べた。 
 その結果、耳下腺では CTL 群が 0.140.08%
であるのに対して、PHE 群では 0.340.21%で
あり、有意に増大していた（p0.01）。一方、
顎下腺では有意に低下していた
（CTL;0.740.4%, PHE;0.170.06%,p0.01）（図
5）。 

 

 
 
 
(5) 顎下腺細胞内の Ca2+濃度の上昇 
 顎下腺細胞内の Ca2+ 濃度上昇による
ERK1/2 の活性化と PKC の活性化は、アミラ

ーゼなどのタンパク分泌を促進させるプロ
モーターであることが報告されている。 
 そこで、カリクレイン分泌抑制のメカニズ
ムを知るために、長期 PHE マウスの顎下腺細
胞内 Ca2+濃度の上昇が CTL マウスに比べて
低下しているか否かについて調べた。 
 その結果、CTL 群では Ratio（蛍光強度比）
が 1.45 であるのに対して、PHE 群では 1.25
であり、有意に低下していた（p<0.01）。 
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