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研究成果の概要（和文）：細胞内の亜鉛レベルの恒常性は亜鉛トランスポーター(ZIP)により制御されている。我々はZ
IPファミリーが唾液腺の発生・再生に重要であるとの仮説を立てその検証を行った。ZIP6遺伝子欠損マウスの解析では
、唾液腺の組織構造に著変はみられず、蛋白質分泌にも影響を与えなかったが、水分泌に関わる機能を有することが示
唆された。一方ZIP10はヒト唾液腺由来培養細胞株を用いた解析では、ZIP10は細胞増殖には関与しないが、導管上皮細
胞の放射線細胞障害による細胞死の抑制に関与することが明らかとなった。本研究成果はZIP10の発現コントロールに
よる唾液分泌障害の新たな治療法開発への一助となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Homeostasis of intracellular zinc level is regulated by zinc transporter (ZIP). 
We hypothesized that zinc transporter family is inovolved in salivary gland development and regeneration. 
In the analysis of ZIP6 knockout mouse, there is no morphological difference of salivary glands between 
knockout mouse and wild one. It is suggested that ZIP6 may participate in water secretion but not in 
protein secretion. ZIP10 was found to be inhibition of cell death of NS-SV-DC (human normal salivary 
gland cell lines showing ductal cell phenotype) induced by irradiation. These results may be expected to 
give important finding for ZIP10 to be a promising target molecule of dry mouth and be of some benefit 
for renewed medical treatment of saliva secretion disorder by using control of ZIP10 expression.

研究分野： 口腔病理学

キーワード： 唾液腺　亜鉛輸送体

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 亜鉛は外環境から摂取する必要がある微
量必須金属元素であり、その欠乏は成長遅延
や免疫不全を引き起こす。また、口腔組織の
機能維持とも密接に関わっており、亜鉛欠乏
が味蕾の恒常性の維持に破綻を来たし味覚
障害を招くことや、舌痛症などの口腔灼熱症
候群の原因となること、さらに胎児の発育に
必須であることが明らかとなっている。亜鉛
の細胞内の恒常性は亜鉛トランスポーター
により制御されており、細胞内の亜鉛レベル
を上昇させるZIPファミリーと細胞内の亜鉛
レベルを減少させるZnTファミリーに大別さ
れる。一部の ZIP ファミリーの遺伝子欠損マ
ウスでは胚発生異常や胎生致死が生じるこ
とや骨代謝障害により成長遅延が生じるこ
とから、我々は ZIP ファミリーがより胎生期
の組織発生に深く関与するのではないかと
考え、唾液腺の組織発生と ZIP ファミリーの
関わりについて検討を行った。その結果胎生
14 日目の顎下腺において ZIP6 と ZIP10 が成
体マウス比較して5倍以上の高い発現を示す
ことを見いだした。加えて、唾液腺と同じ外
分泌腺である膵臓においては、発生の過程で
重要な因子が、成熟組織においても再生の誘
導に重要な役割を担っていることが明らか
となっていた(Cell 132:197-207, 2008)。こ
れらのことから我々は、ZIP ファミリーによ
る亜鉛輸送は唾液腺の発生・再生に重要であ
るとの仮説を立て、本研究を遂行した。 
 
２．研究の目的 
 唾液腺の発生メカニズムには未だ不明な
点が多く、より確実な再生医療技術の確立の
ためには発生から再生までの一連の過程を
詳細に解析する必要がある。我々は前述の背
景に基づいて亜鉛トランスポーター、特に
ZIP に焦点を当て、唾液腺の発生再生過程の
メカニズムの詳細について検討する。 

３．研究の方法 
(1) 唾液腺外分泌機能における ZIP ファミ
リーの機能解析－形態学的および生理学的
検討－ 
 唾液腺に亜鉛が果たす役割を形態形成、
水・タンパク質分泌機能の観点から評価する
ことを目的として以下の解析を行った。 
①ZIP6 遺伝子欠損がマウス顎下腺に与える
影響について形態学的な検討を行った。Zip6

ノックアウトマウスは理化学研究所より
C57BL/6J-Zip6 null マウス(Zip6-null)の譲
渡を受けた。8 週齢の雄性 ZIP6-KO マウスお
よびコントロールとしてC57BL/6マウスから
顎下腺を摘出し、パラホルムアルデヒド固定
後に通法に従って HE 染色標本を作成し検討
した。 
②ZIP6 遺伝子欠損マウスにおける水分泌機
能を解析した。深麻酔下の ZIP6 遺伝子欠損
マウスとコントロールの野生型マウスに 1％
ピロカルピン 50 ug/g を腹腔内注射し、投与
1 分後から分泌唾液を 1 分ずつマイクロキャ
ピラリーで回収し、15 分間の経時的唾液分泌
量を測定した。 
③Zip6 遺伝子欠損マウスにおけるアミラー
ゼ分泌機能について検討を行った。酵素処理
により調製したラット耳下腺腺房細胞を用
いてイソプロテレノールを用いたβ受容体
刺激によるアミラーゼ分泌量を経時的に測
定した。 
 
（2）唾液腺細胞の細胞増殖能に対する Zip10
の関与についての検討 
 ZIP10 過剰発現用プラスミドベクターを作
製した。ヒト Zip10(hZip10)全長配列の ORF
クローンプラスミドはDNAform社より購入し
た。このプラスミドをテンプレートとして
PCR により hZip10 を増幅後、pMX-IRES-GFP
プラスミドのマルチクローニングサイトに
挿入し、pMX-IRES-GFP-hZip10 プラスミドベ
クター(hZip10 ベクター)を得た。 
 In vitroの検討にはヒト正常顎下腺由来培
養細胞株 3種を用いた。すなわち腺房細胞の
性格を有する NS-SV-AC、導管細胞の性格を有
する NS-SV-DC、筋上皮細胞の性格を有する
NS-SV-MC である。これらの細胞に hZip10 ベ
クターとコントロールベクターをリポフェ
クション法にて導入し、96穴プレートに各細
胞を播種し、0,1,2,7 日後の細胞数を MTT ア
ッセイにより計測した。 
 
(3)唾液腺障害時における ZIP10 機能につい
ての解析 
①唾液腺障害時における Zip10 の mRNA の発
現量の変化を検討した。6 穴プレートに
NS-SV-AC, NS-SV-DC, NS-SV-MC の 3 種類の細
胞株をそれぞれ播種した。播種 1日後、放射
線照射装置MBR-1520R-3を用いて放射線を対
照群に 0 Gy, 実験群に 10 Gy 照射し、48 時
間後に mRNA を抽出した。mRNA 発現量は定量
的 PCR 法で確認した。 
②唾液腺障害時にZIP10が細胞死の抑制に関
与するのか否かを検討した。hZip10 ベクター
を用いて NS-SV-AC, NS-SV-DC, NS-SV-MC の 3
種類の細胞株に hZip10 遺伝子を過剰発現さ
せた後、96 穴プレートに各細胞を播種した。
播種 1日後、放射線照射装置 MBR-1520R-3 を
用いて 0, 10, 30 Gy の放射線を照射し、48
時間後の細胞生存率をMTTアッセイにより計
測した。 

図１ 亜鉛トランスポーターZIP が唾液腺の再生に果
たす役割(仮説) 



 
４．研究成果 
(1) 唾液腺の外分泌機能への ZIP ファミリ
ーの役割の検討－形態学的および生理学的
検討－ 
①Zip6 遺伝子欠損がマウス顎下腺に与える
影響について形態学的な検討を行ったとこ
ろ、Zip6 ノックアウトマウスの唾液腺の組織
構造は野生型と比較して顕著な差は認めら
れなかった。 
②Zip6 遺伝子欠損マウスにおける水分泌機
能について検討を行ったところ、ピロカルピ
ン刺激により誘導された唾液量は、対照群と
比較して若干減少する傾向が認められた(図
2)。 
この結果からZIP10により細胞内に流入する
亜鉛イオンが水唾液の分泌に重要な働きを

有している可能性が示唆された。 
③Zip6 遺伝子欠損マウスにおけるβ受容体
刺激によるアミラーゼ分泌能について解析
した結果、Zip6 遺伝子欠損マウスでは野生型
と比較して分泌量に有意な差は認められな
かった。Zip6 は蛋白質分泌よりも水分泌の経
路に重要な役割がある可能性が示唆された。 
 
（2）ZIP10 の唾液腺細胞の細胞増殖への機能
的役割の有無についての検討 
①ZIP10 過剰発現用プラスミドベクターを
NS-SV-AC, NS-SV-DC, NS-SV-MC の 3 種類の細
胞株に導入し、Western blot にて ZIP10 の過
剰発現が生じることを確認した。 
hZip10 ベクターとコントロールベクターを
NS-SV-AC, NS-SV-DC, NS-SV-MC の 3 種類の細
胞株にそれぞれ導入し、細胞増殖を MTT アッ
セイにて検討したところいずれの細胞にお
いても有意な差は認められなかった(図 3)。 
ZIP10 はヒト正常唾液腺組織においては、腺
房細胞、導管上皮細胞、筋上皮細胞のいずれ
においても細胞増殖への関与はないことが
示唆された。 
 
 
(3)唾液腺障害時における Zip10 の機能解析 

①唾液腺障害時における Zip10 の mRNA の発
現量の変化を NS-SV-AC, NS-SV-DC, NS-SV-MC
の 3種類の細胞株への放射線照射により検討
したところ、放射線未照射群と比較して特に
NS-SV-DC の照射群で有意な発現量の減少が
認められた。一方、NS-SV-AC と NS-SV-MC に
おいては有意な差が認められなかった。 
この結果は細胞の分化の違いによる放射線
感受性の差をみている可能性が考えられる
ものの、ヒト正常唾液腺組織においては、導
管上皮細胞に比べて腺房細胞や筋上皮細胞
において障害時にZIP10の恒常性を維持しな
くてはならない何らかの理由とそのための
メカニズムが存在する可能性が考慮された。 
②唾液腺障害時にZIP10が細胞死の抑制に関
与するのか否かを検討したところ、Zip10 を
過剰発現させた NS-SV-DC において細胞死が
抑制された(図 4)。 
NS-SV-AC と NS-SV-MC においては有意な差が

認められなかった。 
ZIP10 がヒト正常唾液腺組織において導管上
皮細胞の細胞障害による細胞死の抑制に関
わる可能性と、①でも考慮された導管上皮細
胞とは異なる腺房細胞と筋上皮細胞におけ
る細胞障害時にZIP10の恒常性を維持する仕
組みが既に備わっている可能性が示唆され
た。 

図 3  ZIP10 過剰発現が各唾液腺由来細胞株
(NS-SV-AC, NS-SV-DC, NS-SV-MC)の細胞増殖に与え
る影響についての検討 

図 2  Zip6 遺伝子欠損マウス(KO)と野生型(WT)マ
ウスとのピロカルピン刺激による唾液分泌量の経時
的変化の比較 

図 4 Zip10 を過剰発現した NS-SV-DC において、放射
線による細胞死が抑制された。 



 
ZIP10 の発現をコントロールすることにより、
特に器質的な唾液腺の破壊を伴う疾患に対
して患者の唾液分泌機能障害の進行を抑制
する新たな手段の確立への一石となること
が期待し得るものと考える。 
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