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研究成果の概要（和文）：老齢マウスにカロリー制限を施すことで唾液腺局所でのSirtの発現ならびに活性増強を認め
た。カロリー制限により、唾液分泌は増加し、酸化ストレスマーカーの８OH-dGは減少していた。また、唾液腺局所へ
の炎症細胞浸潤は減少し、炎症性サイトカインも低値を示した。マイクロアレイの結果からは炎症・免疫関連遺伝子に
加えてアミノ酸代謝関連遺伝子にも変動が認められた。発現増強が認められたセリンをマウスに摂取させたところ、投
与後三週間まで唾液分泌の増加傾向が認められた。カロリー制限によりミトコンドリアの数は減少していたものの、加
齢に伴うミトコンドリア変異は減少し、ミトコンドリア当たりのATP産生量も増加していた。

研究成果の概要（英文）：Calorie restriction (CR) showed increase of Sirt1 expression and activity in mice 
salivary glands. The increased saliva secretion and the decreased 8 OH-dG, an oxidative stress marker, wer
e confirmed. The infiltration of inflammatory cells and inflammatory cytokines were diminished. From the m
icroarray analysis, inflammatory and immune related genes were decreased and amino acid related genes were
 increased. Moreover, serine revealed increased tendency saliva secretion. The number of mitochondria and 
the mutated mitochondria genes were decreased. However, ATP production was increased.
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１．研究開始当初の背景 
 唾液分泌障害により生じる口腔乾燥症は
欧米の疫学調査から算出すると日本では
3,000 万人の潜在患者が想定されている。こ
のような唾液の減少は、歯周病や齲蝕のリ
スクを上げ、嚥下障害や誤嚥性肺炎の発症
等を招くことなど、生活の質（QOL）を著し
く低下させ様々な病態を形成することが知
られているが現在までのところ有効な治療
法は確立されていない。唾液などの外分泌
の機能不全の病因も未だ明らかでなく、臓
器特異的自己免疫疾患であるシェーグレン
症候群（SS）に代表される腺組織の器質的
な傷害によるものの他に、近年、様々な環
境要因による酸化ストレスを介した唾液腺
の機能不全が指摘されているが、その詳細
な発症機構は不明であるため、ムスカリン
作動薬の対象疾患であるSS以外の口腔乾燥
症に対する有効な治療法はまだ開発されて
いない。 
 一方、カロリー制限（caloric restriction; 
CR）による老化遅延、寿命延長効果は酵母で
みつかり、その後齧歯類、アカゲザルでも同
様の効果が認められる事が報告されている。
アカゲザルでは CR により加齢に伴う死亡率
が有意に抑制され、糖尿病、癌、心血管病変
などの老化関連疾患の発症率も低下する事
が明らかになり、ヒトの研究でも同様の現象
が認められた。出芽酵母で CR 時に認められ
る生理学的変化の作用発現に深く関与して
いる因子として Sir2(Silent information 
regulator 2)が発見された。哺乳類では現在
Sirt1 から Sirt7 と呼ばれる 7 つのサーチュ
インが存在するが、その中でも Sirt1 は脱ア
セチル化酵素として知られ、糖新生やインス
リン分泌作用の他、抗酸化作用やミトコンド
リアの機能亢進など様々な機能が知られて
いる。研究代表者らは予備的検討でマウスに
CR を施す事で通常餌を与えたマウスに比べ
有意に高い唾液分泌能を認めた。さらに、SS
の唾液腺機能障害モデルマウスのNODマウス
にSirt1を活性化する作用を有するレスベラ
トロールを投与すると唾液分泌障害の抑制
効果がみられた。またこの時の唾液腺局所で
は非常に高いSirt1活性も認める結果を得て
いる。 
 また、加齢に伴う様々な組織での変化は
ミトコンドリア DNA の変異の蓄積により引
き起こされる事がヒトやマウスで報告され
ていることから、カロリー制限による唾液
分泌亢進は酸化ストレスを抑制する事によ
るミトコンドリア DNA の変異の改善による
可能性も考えられる。 
 唾液分泌は従来から知られているムスカ
リン受容体およびβアドレナリン受容体を
介した機構の他に、近年 P2 プリン受容体を
介した機構も明らかになってきた。この P2
プリン受容体は ATP 受容体とも呼ばれ，イ
オンチャネル型受容体（P2X）ファミリーと
G蛋白質共役型受容体（P2Y）ファミリーに

大別され、P2Y 受容体刺激はαアドレナリ
ン受容体やムスカリン受容体刺激と同様に
イノシトール 3リン酸（InsP3）依存的に細
胞内プールからカルシウムの流入を誘導す
る一方 P2X 受容体刺激ではリガンド開口型
非選択制カチオンイオンチャンネルと同様
に細胞外のカルシウムを流入する。これら
の事から、ミトコンドリアの機能亢進によ
り唾液分泌が亢進される可能性が考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
 予備的検討でマウスに CR やレスベラト
ロール投与を行う事で唾液分泌亢進作用が
得られていることから、これらの作用機構
を詳細に検討する。ハーバード大学のDavid 
A. Sinclair 教 授 か ら 供 与 さ れ た
Sirt1-Stop および Sirt1-Flox と PSP-Cre
マウスを掛け合わせて唾液腺・涙腺特異的
に Sirt1 を欠失あるいは過剰発現させたマ
ウスについて唾液分泌量を測定し比較する。
一方、CR やレスベラトロールは Sirt1 を活
性化することで、抗酸化作用、ミトコンド
リアの機能亢進作用が報告されていること
から、特にミトコンドリアの機能解析を行
う。Srit1 遺伝子改変マウスあるいは CR マ
ウスの唾液腺からミトコンドリアを抽出し、
その酸化の程度、DNA の変異の程度を検索
する。Sirt1 遺伝子改変マウス間で有意に
差が認められない場合は CR における唾液
分泌亢進機能に Sirt1 以外の因子が関与し
ている可能性を確認するために Sirt1KO マ
ウスに CR を施し唾液分泌能が亢進するか
否かについて検討を行い、Sirt1 以外の因
子による唾液分泌亢進作用の解析も試みる。
この時に CR 群とコントロール群での遺伝
子発現の差を確認するためにマイクロアレ
イで解析を試み、CR による新たな作用機序
の解明を行う。 
 
３．研究の方法 
 唾液腺、涙腺に特異的な遺伝子改変マウス
である Sirt1 のノックアウトマウス（KO）及
びトランスジェニックマウス（TG）を用いて
Sirt1 の唾液分泌へ及ぼす影響について解析
を行う。両マウスの各週齢における唾液分泌
量を測定し、CR やレスベラトロール投与マウ
スで見られた現象が再現出来るか否かを検
討する。 
 研究代表者らは既に唾液腺、涙腺組織特異
的に発現する parotid secretory protein 
(PSP) の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に Cre 
recombenase を組み込んだトランスジェニッ
クマウスと Sirt1 のエクソン４を loxP で挟
んだ配列を組み込んだ Sirt-Flox と Sirt1ｃ
DNA 配列の上流に loxP で挟んだ stop コドン
を組み込んだSirt-Stopのトランスジェニッ
クマウスを用いる。 
 Sirt1 の遺伝子欠失（KO）マウスおよび遺
伝子導入（TG）マウスの繁殖ならびに 6ヶ月



齢までの雄マウスについて 2週に 1回の頻度
で唾液を測定し、両マウスにおける唾液分泌
能の評価を行う。 
 CR あるいはレスベラトロール投与を施し
たマウスについて、これらにより影響を受け
る遺伝子群を解析するために、それぞれ唾液
腺組織を取り出し、RNA を抽出後マイクロア
レイで遺伝子発現パターンを検討する(委
託)。 
 また、唾液量に差が認められた場合、これ
らの機能を確認するために各マウスから唾
液腺細胞を急性単離後カルシウムの取り込
み能およびアミラーゼ放出能を測定する。 
ミトコンドリア DNA 変異蓄積の解析 
 ミトコンドリア DNA はヒトやサル、マウス
で加齢に伴い変異が蓄積する事が明らかに
なってきた。ミトコンドリア DNA は全長約
16.5kb の閉環状であり、常に自身が発生して
いる活性酸素に曝露されている事や核内の
DNA とは異なりヒストンなどの蛋白との複合
体を形成することなく存在するため、欠失や
塩基置換などの変異率が高い。特に D-loop
領域に高頻度に塩基の置換・挿入・欠失の変
異が起こることが報告されている。本研究で
は、20〜30 週齢に達する Sirt1 の遺伝子改変
マウスからミトコンドリア DNA を抽出後
D-loop の特に変異の頻度の高い 432bp(Mut. 
Res, 2003,526:1)について変異の程度を検討
する。 
ミトコンドリア DNA 変異蓄積の解析 
ミトコンドリア生合成の解析 
(１)PGC-1 の発現量、アセチル化の定量 
PGC-1 は糖や脂質の代謝に関与するコアクチ
ベーターであるが、ミトコンドリアの生合成
の初期に活性化されることが知られている。
遺伝子改変マウスの唾液腺から核抽出液を
得、各サンプルからの PGC-1 の発現量を比較
する。また、Sirt１は PGC-1 を脱アセチ
ル化し活性化させるので、核抽出液を抗
PGC-1 抗体で免疫沈降させた後、リジン残基
のアセチル化に対する抗体でイムノブロッ
トし脱アセチル化の程度を確認する。 
（２）ミトコンドリアコピー数の定量 
ミトコンドリアの DNA コピー数の変化は
real-time PCR 法で確認する。唾液腺組織か
ら genomic DNA を抽出し、ミトコンドリア DNA
にコードされているND6遺伝子に特定的なプ
ライマー(FW: actgcgatggcaactgaggagtat, 
REV: accataactatacaacgccgccac)を用いて
real-time PCR を行う。核 DNA にコードされ
ている遺伝子 Pou5f1 に特異的なプライマー
(FW: ggcctatgtcttttcctctgg, REV: 
tccaggttctctctccctagc) による real-time 
PCR も同時に行い ND6 遺伝子量を補正する。 
（３）ATP 合成酵素、NDUFB8 発現の定量 
ミトコンドリア生合成の際に発現が増強す
る他の蛋白、ATP 合成酵素や NDUFB8 について
イムノブロットにより発現量の検討を行う。 
（４）ATP 産生能の検討 
組織溶解液中の ATP について、市販されてい

るキットを用いて定量を行う。 
 
４．研究成果 
 平成 23 年度は遺伝子導入（TG）マウスの
繁殖ならびに6ヶ月齢までの雄マウスについ
て 2週に 1回の頻度で唾液を測定し、両マウ
スにおける唾液分泌能の評価を行う予定で
あったが、遺伝子改変マウスの繁殖率が悪く、
実験をするまでに至らなかった。ノックアウ
トマウスは再度、共同研究先であるハーバー
ド大学の David A. Sinclair 教授から供与を
受ける事にした。このことから、４０週齢の
C57BL/6 マウスに３０％のカロリー制限を施
し、検討を行った。カロリー制限３ヶ月後、
６ヶ月後の唾液分泌量は予備的検討と同様
に普通食餌を与えたマウスに比べて有意に
多かった。さらに、６ヶ月カロリー制限後の
マウス唾液腺組織を摘出し、サイトカイン産
生、Sirt1 活性、酸化ストレス関連因子の定
量を行った。サイトカイン産生は組織から
RNA を抽出後、ｃＤＮＡを合成し、各サイト
カインに特異的なプライマーを用いて
real-time PCR 法にてｍRNA の発現を定量的
に評価した。また Sirt1 活性は組織からタン
パク質を抽出後、活性測定用キットを用いて
定量した。さらに酸化ストレス関連因子とし
て、DNA の酸化の指標となる８OH-dG につい
てキットを用いて測定した。その結果、カロ
リー制限により炎症性サイトカインの TNFα、
IFNγ、IL-6 の発現量が減少し（図１）、Sirt1
の発現ならびにその活性は増強した（図２）。
また酸化ストレスの指標となる 8 OH-dG は減
少し、抗酸化作用のある SOD の発現は増強し
ていた(図３)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 カロリー制限における唾液分泌亢進の作
用機序について詳細に検討する目的で、実験
終了後に採取した唾液腺由来RNAを用いてマ
イクロアレイ解析を行い、現在候補遺伝子の
選出を行った。GO 解析の結果,カロリー制限
マウスで 2 倍以上減少していた遺伝子には、
免疫システムプロセス、免疫応答、T 細胞活
性化、免疫システムプロセス正の制御、免疫
システムプロセス制御、白血球活性化、細胞
活性化、リンパ球活性化、刺激反応制御、Ｔ
細胞活性化正の制御、等多くの遺伝子群が、
カロリー制限により抑制されていた（表１）。
また、パスウェイ解析では、Ｔ細胞受容体シ
グナルパスウェイ、Ｂ細胞受容体シグナルパ
スウェイ、炎症反応パスウェイ、ＩＬ−４ シ
グナルパスウェイ、ＩＬ−３シグナルパスウ
ェイ、ＩＬ−２シグナルパスウェイ、アポト
ーシスメカニズム、ペプチド GPCRｓ、マウス
インスリンシグナル、プロスタグランジン合
成・制御について差が認められた（表２）。
一方、遺伝子発現が上昇したものでは、GO 解
析でＬ−セリン生合成プロセス、セリンファ
ミリーアミノ酸生合成プロセス、L-セリン代
謝プロセスがあり（表３）、パスウェイ解析
では概日性運動、アミノ酸代謝、肥大、
GPCRs(クラス A ロドプシン様)、脂肪酸オメ
ガ酸化パスウェイに差が認められた（表４）。 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 マイクロアレイの GO 解析の結果、セリン
の合成、代謝関連遺伝子の増強が認められた
ことから、唾液分泌に及ぼすセリンの作用に
ついて検討を行った。その結果、セリン摂取
群では摂取開始後3週間まで唾液分泌が亢進
している傾向が認められた。 
 さらに CR のミトコンドリアに与える影響
について検討を行った結果、CR 群ではコント
ロール群と比べてミトコンドリア数は減少
している傾向が認められた。しかしながら、
加齢とともに増加するミトコンドリアの変
異の頻度は低下する傾向にあった。 
また、ミトコンドリアから産生される ATP の
定量を行ったところ、CR 群ではコントロール
群に比べて ATP 産生が増加しており、若齢マ
ウスのそれと同程度であることが確認でき
た(図４)。 
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