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研究成果の概要（和文）：暑熱負荷による唾液腺機能亢進のメカニズムを検討した。２日間の暑熱曝露により、ラット
顎下腺のアクアポリン（AQP）1と5のｍRNA発現量が有意に増加した。AQP1の蛋白量は２日および５日の暑熱曝露により
有意に増加した。AQP5は顎下腺の漿液腺の腺房細胞の管腔側に強発現しAQP1は血管内皮細胞に発現した。AQPの誘導に
はVEGF、HIF-1αの関与が示唆された。自発運動により、ラットの顎下腺組織のAQP1の蛋白発現量がやや増加した。TRP
等の蛋白発現量は影響されなかった。ピロカルピンによる唾液分泌量は運動群でやや高かった。暑熱あるいは運動は唾
液腺のAQP発現を増加させ、唾液分泌機能を改善する。

研究成果の概要（英文）：We investigated mechanism of heat exposure-induced improvement of salivary functio
n in rats. Two-day heat exposure increased expressions of aquaporin (AQP)1 and 5 mRNA in submandibular gla
nds of rats concomitant with the promotion of the HIF-1a pathway, leading to VEGF induction. The protein l
evel of AQP1 was raised after 2 or 5 day-heat exposure. The apical membrane distribution of AQP5 in serous
 acinar cells enhanced after heat acclimation, while AQP1 expression was restricted to the endothelial cel
ls in the submandibular glands. Spontaneous exercise for 40 days tended to elevate AQP1 protein level of t
he rat submandibular glands, whereas it failed to affect AQP5 expression and protein levels of TRPV1, V3 o
r Na-K ATPase, relating to induce AQP5. Pilocarpine-induced salibary secretion was slightly elevated. Thes
e results suggest that in rats, heat exposure or exercise facilitates AQP expression in salivary glands, w
hich may then contribute to improving saliva gland function.   
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１．研究開始当初の背景 
唾液には様々な生理学的作用を有してお

り、ヒトにおいてその作用が失われると、

口腔乾燥症（いわゆるドライマウス）とな

り、味覚異常、口内炎、舌痛症、摂食障害、

発音障害など様々な症状が現れる。現在、

本邦では口腔乾燥症に悩まされる人口が

800 万人とも 1000 万人とも言われ、薬剤

以外での唾液分泌を促進する簡便な治療法

が求められていた。げっ歯類では暑熱曝露

や深部体温の上昇により、蒸散性熱放散反

応として唾液の分泌が促進され、その体表

面への塗布により（saliva spreading）熱

放散が維持される。また、他の動物でも暑

熱負荷時には唾液分泌の促進と浅促呼吸

（panting）の組み合わせにより、蒸散性

熱放散が維持される。近年、ヒトにおいて

も運動時などで体温が上昇すると panting

様の過呼吸が起こることが示されている。

暑熱負荷や深部体温の上昇の繰り返しによ

り、動物には暑熱馴化（特に短期の暑熱馴

化）が成立するが、この時、蒸散性および

非蒸散性熱放散機能が亢進し、耐暑熱性が

向上する。すなわち、暑熱馴化した動物で

は、暑熱曝露時の唾液の分泌量が対照動物

よりも著増する。そこで、これらの知見を

踏まえ、我々はヒトの口腔乾燥症の治療の

ため、非侵襲的で簡便な装置である「耳下

腺周囲を加温することで唾液分泌を促す装

置」（特願 2010-056779）を開発した。し

かし、温熱刺激による唾液分泌促進のメカ

ニズムは検討されておらず、今後の口腔乾

燥症治療の改善・発展および温度馴化の研

究の進展のためには、その分子メカニズム

が解明されること必要であった。 
 
２．研究の目的 
（1）唾液の主成分は水であり、唾液の分

泌量は直接に唾液の水分量に依存する。唾

液腺各部位には水チャネルであるアクアポ

リン（AQP)のホモログが数種類存在し、唾

液腺に分布する血管、唾液腺房細胞の基底

膜側と管腔側、介在部等において水の透過

性を変化させることで生理的に唾液の分泌

量を調節する可能性が強く示唆されている。

事実、AQP5のノックアウトマウスや AQP

の一部ミュータントラットでは唾液の分泌

量が激減することが報告されている。した

がって、暑熱馴化による動物の唾液腺分泌

亢進のメカニズムの一つとして、唾液腺組

織（分布する血管を含む）における AQP

の発現の亢進が挙げられる。そこで、ここ

では暑熱馴化によって唾液腺の AQP発現

が亢進するか否か、高発現する AQPのホ

モログの特定、およびそれらの唾液腺にお

ける局在を検討した。さらに、AQPの誘導

と細胞膜への移動および細胞膜上の維持に

関与する分子メカニズム（transient 

response potentials, TRP; hypoxia 

inducible factor-1α, HIF-1αなど）を検討

した。 

（2）運動は体熱産生を増加させ深部体温

を上昇させるので、体温調節機構には暑熱

負荷と類似する刺激となるため、運動の繰

り返しは暑熱馴化と同様な生理学的変化を

誘導する（交叉適応）。さらに、先述のよう

に運動時にはヒトにおいても panting様の

反応が起こることが知られ、気道の乾燥の

防止や選択的脳冷却の維持のために唾液の

分泌亢進が必要となる。そこで、ラットの

運動トレーニングにより、唾液腺の AQP

の発現の増強を介して唾液分泌機能が亢進

するかを検討した。 

（3）これまでの検討により AQPの誘導と

移動にはHIF-1αが関すること、ならびに、

高温自体が AQP を誘導する可能性が示唆

されている。そこで、高温での細胞培養に

よる AQP 誘導関連因子の発現の変化を観

察するため、培養細胞によりHIF-1αおよ

び AQP の膜移動に関与する heat shock 

protein（HSP）の発現が高温によりいかに



影響されるか検討した。 
 
３．研究の方法 
（1）暑熱曝露による AQPおよび AQP誘

導関連因子の発現 

①動物と暑熱馴化：ウィスタ－系雄ラット

を用いた。ラットは環境温 24℃、明暗周期 

12:12時間、自由摂食・摂水下、プラスチ

ックケージで飼育する。１週間飼育環境へ

慣らした後、暑熱馴化ラットは 32℃の高温

環境で飼育し、対照ラットは 24℃の一定環

境温下で飼育した。 

②唾液腺のサンプリング：暑熱曝露開始か

ら 2、5、40日後、ラットをペントバルビ

タールにて麻酔し、顎下腺を摘出した。な

お、暑熱曝露期間 2,5日は短期暑熱馴化、

40日で長期暑熱馴化が得られると考えら

れる。 

③AQPの解析：暑熱馴化ラットと対照ラッ

トそれぞれにおいて、 顎下腺からｍRNA

とタンパク質を回収し、唾液腺に発現して

いることが知られる AQPのタイプおよび

可能性のあるタイプとして AQP1、3、4、

5、6、8、9のｍRNA発現量および蛋白量

をそれぞれリアルタイム PCR法とウエス

タンブロット法で解析した。 

④AQPの局在：顎下腺の凍結あるいはパラ

フィン包埋切片を作成し、暑熱馴化により

強発現した AQPのそれぞれについて免疫

組織化学的に染色し、短期あるいは長期の

暑熱馴化によりどのタイプの AQPが血管

や腺房細胞、導管部の介在部や顆粒細胞の

基底膜側あるいは管腔側のどこに局在する

か解析した。 

⑤AQP発現あるいは細胞膜への移動に関

与する分子の検索：③と同様に、顎下腺か

らｍRNAを回収し、TPRV1、V4、HIF-1

α、転写因子の GATA-6、AQP5および

AQP2発現や細胞膜移動に関与するとされ

る HSP60や HSP70のｍRNAなどの発現

量を解析した。 

⑥ピロカルピンおよび暑熱負荷による唾液

分泌量：暑熱馴化ラットおよび対照ラット

の腹腔内へのピロカルピンの投与および

36℃の高温環境に曝露し、唾液の分泌を誘

導した。唾液の分泌量をロ紙法により、さ

らに、唾液中の Na濃度を測定した。 

 

（2）自発運動によるラット唾液腺の AQP

の誘導 

ウィスタ－系雄ラットを用いた。ラット

は環境温 24℃、明暗周期 12:12 時間、自

由摂食・摂水下、輪回しつきケージで飼育

した。ラットを自発運動が可能な運動トレ

ーニング群と、輪を固定して運動ができな

い対照群に分けた。自発運動により、深部

体温が上昇することをテレメトリーシステ

ムにより確認した。自発運動によるトレー

ニング効果が表れるとされる 4～8 週間の

運動期間の終了後（今回は 40日間とした）、

運動トレーニング群と対照群の顎下腺の

AQPｍRNA 発現量を検討した。また、腹

腔内へのピロカルピン投与による唾液の分

泌量を測定した。 

 

（3）高温での細胞培養による AQP誘導関

連因子の発現の変化 

これまでの検討により AQPの誘導には

hypoxia inducible factor-1α(HIF-1α)が

関与すること、ならびに、高温自体が AQP

を誘導する可能性が示唆されている。ここ

では、mouse fibroblast cell（NIH3T3）を

用い、TRP、HIF-1αおよび HSPの発現量

が高温によりいかに影響されるか検討した。

細胞は 37.0℃、5％ CO2下あるいは 39.5℃、

5％ CO2下で 3時間、24時間あるいは５日

間培養した。 
 
４．研究成果 

実験の（1）はその内容が既に国際誌に公

表されているが、（2）および（3）は未発

表の部分を含むため、成果はその一部を示



すにとどめた。 

（1）暑熱曝露による AQPおよび AQP誘

導関連因子の発現 

2日間の暑熱曝露により、顎下腺の

AQP1と 5のｍRNA発現量が有意に増加

した。AQP3、4、6、9のｍRNAは対照ラ

ットおよび暑熱馴化ラットでは発現しなか

った。AQP8のmRNAは量群で発現した

が、発現量に差は無かった。AQP1と 8の

蛋白量は２日および５日の暑熱曝露により

有意に増加した。暑熱曝露により AQP5は

顎下腺の漿液腺の腺房細胞の管腔側に強発

現したが、粘液腺には発現しなかった。

AQP1は血管内皮細胞に強く発現した。ま

た、暑熱曝露により顎下腺 VEGF、HIF-1

αおよびHSP60と HSP70のｍRNA発現

量が有意に増加した。また、40日間の暑熱

曝露後には AQPの強発現はなかった。こ

れらから、短期の暑熱曝露により血管には

AQP1が漿液腺の腺房細胞にはAQP5が誘

導されることにより、水の移動量を増し、

唾液腺分泌量が増加する可能性が強く示唆

された。さらに、AQPの誘導には VEGF、

HIF-1αが関与し、細胞膜表面への移動に

は HSPが関与すると考えられた。これら

結果は、暑熱曝露（暑熱馴化）によるラッ

トの唾液腺機能亢進の分子メカニズムを始

めて明らかにした知見となった。 

暑熱馴化ラットへの急性暑熱曝露により、

唾液分泌量は対照ラットにくらべ、やや増

加した。しかし、ピロカルピンの投与によ

る唾液分泌は暑熱馴化によりほとんど影響

されなかった。 

 

（2）自発運動によるラット唾液腺の AQP

の誘導 

運動トレーニングと暑熱馴化には交叉適

応がある。本年度はラットの自発運動によ

るAQP1とAQP5の発現の変化を検討した。

ウィスタ－系雄ラットを環境温 24℃、明暗

周期 12:12時間、自由摂食・摂水下、輪回

しつきケージで飼育した。ラットを自発運

動が可能な運動群と、運動ができない対照

群に分けた。自発運動量の個体差が大きく、

運動群をさらに低運動群と高運動群に分け

た。40日間の運動期間後、運動群と対照群

の顎下腺の AQPのタンパク発現量を検討

した。顎下腺組織の AQP1のタンパク発現

量は対照群に比べ両運動群でやや大きかっ

た。AQP5や AQP誘導に関与する TRPV1、

V3 やNa-K ATPaseのタンパク発現量も両

運動群と対象群で差は無かった。ピロカル

ピンによる唾液の分泌量は対照群と比べ低

運動群でやや高かった。輪回しによる自発

運動は AQPの誘導と唾液分泌に有効であ

る可能性も考えられた。 

 

（3）高温での細胞培養によるAQPとAQP

誘導関連因子の発現の変化 

高温での細胞培養により AQP1 と 2 の

mRNA および AQP4、5 の蛋白発現量が増

加した。さらに、HIF-1αおよび HSP70、

90の蛋白発現量が増加した。HSPの発現は

高温環境曝露後 3時間では見られなかった

が、24時間後に確認された。温度刺激が直

接 AQP を誘導する系を賦活化し、AQP を

誘導する可能性が示唆された。 
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