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研究成果の概要（和文）：　加齢モデルマウスにデシタビンを投与した。コントロールマウスと比較してデシタビン処
理マウスの唾液腺組織におけるAQP5蛋白発現増強が認められた。また、6週齢マウスと比較して27週齢デシタビン処理
マウスのAQP5蛋白発現は増強していた。唾液腺における総メチル化レベルはコントロールマウスと比較して、デシタビ
ン処理マウスは明らかに低下していた。さらに、デシタビン処理マウスのAQP5遺伝子プロモーター領域でのメチル化レ
ベルは、コントロールマウスと比較して明らかに低下していた。 よって、DNA脱メチル化剤は高齢者の唾液分泌増加に
有効であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We demonstrate that the in vivo administration of decitabine to the murine aging 
model mice. Western blot analysis demonstrated the augmented expression of AQP5 protein in the salivary 
glands of decitabine-treated mice compared to those of control mice. In addition, AQP5 protein expression 
levels in 5-Aza-CdR-treated old mice (27 weeks old) were much higher than those in untreated and young 
mice (6 weeks old). Global methylation levels in the salivary glands were significantly lower in the 
decitabine-treated mice than in the untreated mice. Moreover, the induction of demethylation in the AQP5 
promoter of decitabine-treated mice was stronger than in the control mice. Our data therefore suggest 
that a DNA demethylating agent may be a useful drug for restoring hyposalivation in elderly individuals.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： アクアポリン５　唾液腺
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１．研究開始当初の背景 
加 齢 に 伴 う 唾 液 分 泌 量 の 低 下 に よ

り、「う蝕」や「歯周病の進行」、「筋・
骨格系の低下」などが惹起される。そ
して、唾液腺は加齢により腺房構造の
萎縮が認められる。 

わ れ わ れ は す で に 臨 床 研 究 に お い
て、口腔乾燥感や口内痛を主訴に徳島
大学病院歯科口腔外科を受診した 125
名の 10 分間の唾液分泌量の測定を行
い、その結果、加齢に伴う唾液の分泌
量の低下を明らかにした（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これまで口腔乾燥の原因として、糖

尿 病 や 発 熱 な ど の 全 身 疾 患 に よ る も
の、また薬剤服用によるもの、さらに
シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 や 唾 液 腺 の 萎 縮
な ど の 唾 液 腺 組 織 に 関 連 す る も の が
挙げられる。なかでも、唾液腺組織に
起因する場合は、人工唾液の使用、ビ
タ ミ ン 剤 や 唾 液 腺 ホ ル モ ン の 内 服 な
ど対症療法が主に行われており、根本
的な治療法は未だない。 

一方、加齢に伴い生体内組織におい
て は 特 定 の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領 域
において DNA ハイパーメチレーション
が認められ（Mutat Res 219: 29 

-37, 1989, Dev Genet 7: 65-73,1986、
J Biol Chem 262: 9948-9951, 1987）、
そ の メ チ ル 化 は 年 齢 と と も に 促 進 さ
れることが報告されている（Nat Genet 
7: 536-540, 1994）。なかでも ER 遺
伝子や IGF2 遺伝子, MYOD1 遺伝子など
い く つ か の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領
域 に お い て メ チ ル 化 が 促 進 さ れ て い
るとの報告がある（Cancer  

Res 54: 2552-2555, 1994）。 
このことより、加齢による唾液分泌

量の低下の原因として、唾液の分泌に
関与している AQP5 遺伝子のプロモー
タ ー 領 域 で の ハ イ パ ー メ チ レ ー シ ョ
ンの可能性が示唆される。 

これまで、正常腺房細胞には水分泌
膜蛋白である AQP5 の存在が確認され
ているが、導管細胞には認められてい
ないことが報告されている（Curr Opin 
Cell Biol 7: 472-483, 1995）。そこ
で当教室では、導管細胞に水分泌機能
を付与し得るか検討を行ったところ、
培養導管細胞を DNA 脱メチル化剤であ
る デ シ タ ビ ン に て 処 理 す る こ と に よ

り、AQP5 の発現誘導が確認され、発現
誘導された AQP5 は水分泌機能を有し
て い る こ と を 明 ら か に し た （ Lab 
Invest 85: 342-353, 2005）。 

本研究においては、加齢に伴う唾液
腺の機能低下と唾液腺組織での DNA ハ
イパーメチレーションに着目し、加齢
に伴うメチル化が AQP5 遺伝子のプロ
モ ー タ ー 領 域 に お い て 惹 起 さ れ る 結
果、唾液腺機能としての唾液分泌低下
が起こると想定するものである。すな
わち、加齢に伴う唾液分泌量の低下は、
唾液腺細胞における AQP5 の発現低下
に起因するためであり、これに対する
DNA 脱メチル化剤による AQP5 発現誘
導 は 唾 液 腺 分 泌 促 進 に つ な が る こ と
を明らかにするものである。本研究は
このことから、唾液腺疾患に対するア
ンチエイジング（抗加齢）療法として
の 新 規 治 療 法 の 開 発 を 目 的 と す る も
のである。 
 

２．研究の目的  
加齢に伴う唾液腺機能の低下によ

り、唾液分泌量の減少することが口腔
乾燥症発症の一つの原因であると推
察されている。本疾患に対する現在の
治療法は、人工唾液の使用や症状緩和
のための薬剤内服などの対症療法で
あり、根本的治療法は存在しない。そ
こで本研究においては、加齢に伴う唾
液分泌量低下の原因は唾液腺細胞に
お け る 水 輸 送 膜 蛋 白 で あ る
Aquaporin(AQP5)の発現低下に起因し
ているという仮説のもと、脱メチル化
剤 (デシタビン )による唾液腺細胞で
の AQP5 発現増強を介した唾液分泌促
進を目的とするものである。すなわち、
アンチエイジング (抗加齢 )療法とし
ての新規治療法の開発を行うことを
目的とする。 

 
３．研究の方法  
(1)マウスと実験手法  
 6 週齢および 24 週齢のマウス（雌
性 C57BL/6CrSlc マウス）に対して、
コントロール群（生理食塩水投与群、
n＝ 10） と 5-Aza-CdR 投 与 群 （ 1 mg 
5-Aza-CdR /マウス kg、 n＝ 10）に分
けて検討した。 
(2)唾液分泌量の測定 
 コ ン ト ロ ー ル 群 お よ び 5-Aza-CdR
投与群マウスの唾液分泌量の測定は、
塩酸ピロカルピン 5 mg/kg を腹腔内投
与後 15 分間の唾液分泌総量を測定し、
体重 1 g あたりの唾液分泌量として算
出した。 
(3)病理組織 
 唾液腺組織（顎下腺、舌下腺、耳下
腺）を摘出後、ヘマトキシリン・エオ



 

 

ジンにて染色した。 
(4)唾液腺組織における AQP5 のウエ
スタンブロット法による解析 
(5)唾液腺組織における AQP5 の免疫
組織化学的染色 
(6)DNA メチル化シトシンの定量 
 5-Aza-CdR 投与群とコントロール群
マウスの唾液腺組織におけるメチル
化の相対的レベルは、 MethylFlash T M  

Methylated DNA Quantification Kit 
(EPIGENTEK) を用いて行った。 
(7)AQP5 遺伝子プロモーター領域にお
ける methylation-specific 
polymerase chain reaction (PCR) 
 5-Aza-CdR 投与群とコントロール群
マウスの唾液腺組織から抽出したゲ
ノム DNA は Sodium bisulfite 処理に
より修飾を行った。変換された DNA を
PCR に て AQP5 プ ロモ ータ ー領 域 内
（ GenBank T M/EMBL Data Bank no. 
NM009701 ） の CpG 部 位 を 含 む
methylated form と unmethylated 
form の 2 種類のプライマーを用いて
増幅した。PCR 産物は 2%アガロースゲ
ルにて電気泳動し、エチジウムブロマ
イドにて染色し、UV 透過光下に観察
した。各プライマーの塩基配列は以下
に示す。 
primers : methylated form  
(sense)5,- TCGTTACGGGCGGATAAGGA -3,  
(antisense) 5,- GCGACCGAAACATCTTAACCC -3,  
primers : unmethylated form  
(sense)5,-TGTTTTTGTTATGGGTGGATAAGGA -3,  
(antisense) 5,- TCACACAACCAAAACATCTTAACCC 
-3,  
(8)統計的解析法 
 得られたデータは平均値±標 準偏
差で表記し、Student’ s t 検定を用
いて有意差検定を行い、p<0.05 を有
意差ありとした。 
 

４．研究成果 
(1)病理組織像 
 5-Aza-CdR 投与群とコントロール群
マウスの唾液腺組織（顎下腺、舌下腺、
耳下腺）について、27 週齢マウスの
5-Aza-CdR 投与群とコントロール群マ
ウスの唾液腺組織においては、単核細
胞の浸潤や腺房細胞の萎縮ならびに
脂肪組織や線維組織への置換などの
変化は認められなかった。実験期間中
および実験後において、5-Aza-CdR 投
与による体重減少や寿命の短縮など
の有害事象は認められなかった。 
(2)コントロールマウスの加齢（生後
6 週から 24 週までの間）に伴う唾液
分泌量の変化 

生後 6 週から 24 週までのマウスに
対して塩酸ピロカルピンの腹腔内投
与を行い、唾液分泌量を測定した。そ

の結果、唾液分泌量は生後 6 週マウス
に比較して加齢に伴い、有意に唾液分
泌量の減少を示した（下図）。また、
唾液分泌総量においても 24 週まで
徐々に減少を示した。したがって、唾
液分泌量の減少は加齢と因果関係が
みられることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) マ ウ ス の 唾 液 分 泌 量 に 及 ぼ す
5-Aza-CdR の影響  

マウスの加齢に伴う唾液分泌量減
少に対する 5-Aza-CdR の治療効果に
つき検討した。その結果、5-Aza-CdR
投与群（1 mg 5-Aza-CdR /マウス kg）
マウスにおいては経時的に唾液分泌
量は増加し、コントロール群と比較し
て有意に唾液分泌量の増加を認めた
（下図）。なお、本実験の条件下にお
いては、5-Aza-CdR 投与マウスの唾液
腺組織の病理組織像は、コントロール
マウスとほぼ同様の組織像を示して
いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) 5-Aza-CdR 処理によるマウス唾液
腺組織における AQP5 蛋白の誘導 

AQP5 蛋白の発現レベルを検索する
ために、粗細胞膜抽出蛋白についてウ
エスタンブロット法により解析を行
った。顎下腺組織における AQP5 蛋白
の発現は、3 週間の 5-Aza-CdR 投与に
より著しい増強が認められた。さらに、
6 週マウスと比較すると 27 週マウス
では AQP5 蛋白の発現は低下しており、
このことは顎下腺組織において AQP5
蛋白の発現は加齢に関連して減少す
ることが示唆された。また、舌下腺・



 

 

耳下腺組織においても 5-Aza-CdR 投
与群の AQP5 蛋白の発現量は、コント
ロール群および 6 週マウスよりも増
強していることが明らかとなった。 
(5)5-Aza-CdR 投与マウスの唾液腺組
織おける AQP5 蛋白の発現増強 
5-Aza-CdR 投与マウスの唾液腺組織に
おける誘導された AQP5 の局在につい
て検索するために、免疫組織化学的染
色を行った。その結果、コントロール
マウスの唾液腺細胞における AQP5 の
発現は弱く認められた。一方、3 週間
の 5-Aza-CdR 投 与 マ ウ ス に お い て
AQP5 の発現は、腺房細胞の管腔側に
増強が認められた。なお、AQP5 発現
の多くはすべての唾液腺組織におけ
る腺房細胞の管腔側に限定して認め
られた。さらに、漿液性腺房細胞にお
いてはすでに報告されているように、
管腔側から放射状に分泌細管におい
て AQP5 の発現がみられた。この AQP5
発現増強は、5-Aza-CdR 投与マウスに
おいて認められた。 
(6)5-Aza-CdR 投与マウスの唾液腺組
織おける DNA 総メチル化 
5-Aza-CdR 投与マウスとコントロール
マウスの唾液腺組織における DNA 総
メチル化量を測定するために、マウス
の唾液腺組織からゲノム DNA を抽出
した後、遺伝子 DNA に含まれる 5-メ
チルシトシン含有量を定量した。その
結果、5-Aza-CdR 投与マウスの 5-メチ
ルシトシン含有量は、コントロールマ
ウスと比較して有意に低値を示した。
また、5-Aza-CdR 投与老齢マウスは 6
週齢マウスと同程度のメチル化レベ
ルであった（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(7)5-Aza-CdR 投与マウスの唾液腺組

織における AQP5 遺伝子プロモーター
領域 CpG 部位での低メチル化 
 AQP5 遺伝子内 CpG アイランドのメ
チ ル 化 状 態 を 検 討 す る た め 、
5-Aza-CdR 投与老齢マウスとコントロ
ールマウスの顎下腺組織を用いて、
methylation-specific PCR 法を行っ
た。その結果、5-Aza-CdR 投与マウス
の唾液腺組織において非メチル化シ
トシンに特異的なバンドの増強が認
められた。したがって、AQP5 の発現
は、遺伝子プロモーター領域での低メ
チル化との関連が示唆された。 
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