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研究成果の概要（和文）：刺激持続時の唾液分泌の大部分は傍細胞分泌である。その経路、駆動力、タイト結合
の開閉を明らかにする目的で本研究は行われた。経路の査定のため、種々の分子量の蛍光マーカーを用い、水分
分泌速度に対する、唾液/灌流液のマーカー濃度比をプロットした。異なる大きさのマーカーでも同様の関係が
得られ同じ経路を通ることが示された。また、その駆動力は主としてタイト結合の両側にかかる静水圧差であっ
た。タイト結合の周辺の振動の精密測定のために灌流線全体の動きを蛍光ビーズを定置させこれを3次元で追尾
する手法を開発した。また、ムスカリン受容体刺激により、毛細血管の増加を形態的に捉え、微小循環で駆動力
の増加を評価できた。

研究成果の概要（英文）：Paracellular transport is domminant during sustained stimulation of 
muscarinic receptor. Using various size of fluorescent marker, the relationship between fluid 
secretion and marker riatio in perfusate/saliva, whch revealed the paracellular route for various 
size of molecules is same. The driving force for paracellular fluid transport was assessed mainly 
hydrostatic pressure across tight junction. For measurement of vibration near the tight junction, 
the movement of gland by peristaltic pump was monitored three-demensionally in reference to the 
position of fluorescent bead fixed inside of the vasculature. In addition, the capillary was 
observed in the perfused gland morphologically. The number of capillary increased by muscarinic 
stimulation, suggesting that the increase in the area of vascular bed, causing a pressure decrease 
in the feeding artery but increase in the pressure surrounding acinar region due to th e increase in
 fluid flow across capillary endothelial cells. 

研究分野： 生理学
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１．研究開始当初の背景 
唾液腺は大量に水分を分泌し、食物の入り

口である口腔を洗浄し清潔に保ち、食物の咀
嚼を助け、栄養素の溶媒として、味覚を発生
し、消化吸収のための重要な役割を果たす。
17 世紀、ニコラス ステンセンはウシ口腔に
ある穴からゾンデを進め、水分を分泌する臓
器(唾液腺)を発見した。以来、同様の分泌線
が多く発見され、その分泌機序が深く追求さ
れ、腺房細胞の管腔膜に存在する Cl―ﾁｬﾝﾈﾙ
(TMEM16A)が開口し、電気化学的勾配に従
って細胞内から管腔に Cl―イオンが流出し、
電気的中立維持のため、細胞間隙を Na+イ
オンも管腔に入り、管腔浸透圧が上昇し、細
胞内からアクアポリン 5 を通過し、経細胞的
に水分が浸透的に分泌されることが研究開
始当初の共通理解であった。 
しかし、唾液腺腺房では等張ないしやや低

張唾液が分泌されること、大量の分泌が起こ
ること、経上皮の電気抵抗が低いことなどの
理由で、細胞間隙を通過する傍細胞輸送が経
細胞輸送と並行に起こると一部では提唱さ
れていた。ことに、Garret らは分泌刺激によ
り巨大分子が細胞間隙を通過して管腔に出
現したことを見出し、また Case らは中性分
子の唾液中への出現と分泌速度の関係を調
べ、傍細胞経路を認識した。村上は Hill らと
ともに、種々の分子量のデキストランをトリ
チウムで標識し、血管灌流により、ラット顎
下腺に流し、分泌刺激による唾液分泌速度と、
分泌されるデキストランの大きさと濃度か
ら唾液腺傍細胞経路の分子フィルターとし
ての大きさを決定し、分泌刺激中に、水分子
は自由にタイト結合を通過できることを明
らかにした。 
同時期に月田らは、上皮タイト結合を構成

する claudin3 と 4 に enterotoxin(CPE)が結
合し、バリア機能を阻害することを見出した。
瀬川と村上は、CPE が市販の collagenase に
含まれ、分離した腺胞細胞では、管腔内に蛍
光色素が移行し、分泌刺激による経細胞水分
泌で管腔内蛍光色素が希釈される経過を共
焦点レーザ顕微鏡で観測した。この希釈経過
から経細胞水分分泌の時間経過を世界で初
めて計算することができた。摘出灌流線全体
の水分分泌は、この経細胞分泌よりはるかに
大量であった。刺激開始 30 秒以内では経細
胞経路から分泌される唾液は全分泌の大部
分を占めるが、その後、次第に傍細胞経路か
らの分泌が増加し、刺激持続期には 60%以上
になると計算された。 
また橋本と村上は、血管灌流している唾液

腺から素早く組織片を切り出し液体ヘリウ
ム温度に冷やした銅ブロックに組織片を急
速に圧着し、凍結割断試料を作成し、唾液腺
の管腔を形作る細胞間分泌細管を電子顕微
鏡観察した所、タイト結合は数本の occludin
と claudin からなる並行索条であり、タイト
結合直下の細胞骨格の動きにより開閉が可
能であると推測された。申請者は 2008-2010

および 2011-2013 科学研究費により傍細胞
の駆動力と開閉細胞内信号について研究し、
１）静水圧が主として傍細胞水輸送を駆動し、
この水輸送による溶媒牽引により傍細胞気
質輸送が完遂される。２）タイト結合が開く
のは細胞内 Ca 濃度を増加させる刺激薬、あ
るいは細胞内 cAMP を増加させる刺激薬で
あり、また non-adrenergic,non-cholinergic
の刺激薬でも開くことを明らかにしてきた。 
これまでタイト結合の機能は月田らによ

り MDCK 培養細胞シートを用い、生化学、
形態学、生理学の手法を駆使し多くの成果を
上げてきた。この材料のタイト結合は、網目
構造を成し、主としてバリア機能に主眼が置
かれて研究されてきた。唾液腺のタイト結合
は腺房細胞の頂点（apical）を縁取り囲むと
信じられてきたが、RivaはSEMを駆使して、
唾液腺腺房のタイト結合は、細胞側壁を基底
方向に深く長く入り込み、細胞間の微小な細
管を形成する。この細胞間分泌細管(IC：
intercellular canaliculi)は盲管であり、細管
の内面は管腔膜である。（細胞頂点に留まら
ない）。傍細胞輸送はタイト結合を超えて細
胞外溶液が結合組織側より管腔側へと移送
されるものであり、タイト結合の調節により
通過する基質の大きさと透過性を調節する
と予測される。そしてその調節には、裏打ち
する細胞内骨格(アクチンなど)の動きがその
候補である可能性が高い。 

 
２．研究の目的 
 申請者らは、経細胞輸送の開始と傍細胞輸
送の最大になる時間には、約 30 秒の時間差
があることを発見した。当初、この 30 秒間
にタイト結合直下の細胞骨格の動的変化を
観測することを目的に計画を立案した。１）
タイト結合直下の細胞骨格の動きを推定す
るために、２）タイト結合周辺の細胞表面運
動の変化を高速共焦点レーザ顕微鏡で観測
することにあった。しかし、共焦点レーザ顕
微鏡による振動観測実験とその実験後のデ
ータ処理がビーズの位置を３Ｄで特定する
ことを含むため、多大のマンパワーを要する
ことが予測された。そこで、先に１）傍輸送
経路の基質移送機序が、より大きな分子にも
適用できるかどうかの確認実験、２）灌流唾
液腺の小動脈・毛細血管・小静脈の唾液分泌
時の形態変化観察を行い、仮説の基礎を盤石
にすることとし、タイト結合の振動の観測は
先延ばしすることとした。 
 
３．研究の方法 
（１）ラット顎下腺の血管灌流。材料はあ

らかじめフォーレンにより痛みを除去した
雄性Wistar/STラットをチオペンタールで麻
酔し、顎下腺を摘出、唾液排出導管、動脈、
静脈にチューブを挿管し、酸素 100%ガスを飽
和した人工灌流液を拍動ポンプにて動脈よ
り定流灌流した。臓器は恒温チャンバーに設
置し 37oC の条件を保った。 



（２）傍細胞輸送は、灌流液から唾液へシ
フトする蛍光色素量から評価した。蛍光色素
には、従来使用した Lucifer Yellow および
Sulfo-rhodamin B (これらの色素の分子量
は約 400 Dalton)、これに、生理活性をもた
ないペプチド鎖に蛍光タグを付けた高分子
の蛍光色素(分子量 800, 1500, 4000 dalton)
を外注合成し用いた。収量は 80-90%のものを
得ることができた。唾液および灌流液試料は
microplate reader にて定量した。 
（３）高速共焦点レーザ顕微鏡により、1

秒に z軸方向 32 スライスをスキャンし、１
秒毎の 3D 像を再構成した。さらにタイト結
合周辺の細胞膜がスライス内に収まる場所
を選択し、このスライスに集中して 32 倍の
時間分解(30ms/s)で観測する計画であった。
この手法は極めて独創的であり、組織内部で
原子間力顕微鏡では観測不可能な領域もカ
バーできると考えられた。しかし、血管灌流
臓器では拍動ポンプにより灌流液を駆動す
る必要があり、この拍動が３Ｄ画像に影響を
与え、解析が不可能であった。 
そこで蛍光ビーズを血管内に注入して組

織内に設置し、蛍光ビーズを画像アーチファ
クトのマーカーとして位置を 3D で計測する
ことで、その軌跡をもとに３Ｄ画像のポンプ
によるアーチファクトを消去することに成
功した。このプロトコールは 2015 末に完成
し、日本唾液腺学会で発表した。しかし、実
験協力者をはじめ実験チームのマンパワー
の不足により、フルスペックでの実験は不調
に終わり、最終的な結果にいたらなかった。
しかし、preliminary のポンプ拍動を除去し
ない画像で、細胞間分泌細管の位置の標準偏
差の変化を経時的に求め、振動が増加するこ
とを示唆することができた。 
さらに、これまでの実験で灌流圧を変化さ

せた時、傍細胞輸送が増加することを示して
きたが、この推測を唾液腺内においても確実
なものにするために、唾液腺の血管の染色を
行い、灌流線の小動脈、毛細血管、小静脈が 
分泌刺激により、どのように変化するかを観
察した。 
 
４．研究成果 
（１）麻酔下で Wistar 雄性ラットの顎下

腺を個体から遊離し、Sulforhodamine B(SRB, 
Sigma)を含む Krebs 液で灌流を行った。振動
のマーカーとして微小緑色蛍光ビーズを実
験前に動脈より注入し、静脈壁に留置され不
動になることを確認した。SRB を加えない状
態でビーズの動きを 3D で撮像し、実験後
Imaris(Bitplane)上で追尾し軌跡を記録し
た。次に SRB を灌流液に加え、定常状態でビ
ーズが高輝度で観察されることを確認し、刺
激実験を行った。 
ペリスタポンプの駆動により血管内の蛍

光ビーズの三次元的な振動が観察された。2
波長のレーザーの混合照射により赤色の蛍
光色素であるSRBと緑色蛍光ビーズの同時シ

グナル検出を行なった。相対的に緑色蛍光ビ
ーズのシグナル強度が強くSRBと容易に識別
することが可能であった。 
Imaris 上で蛍光ビーズの軌跡を記録し三

次元座標化し、ビーズが固定されるように画
像の再構成を行った。これらの操作により、
ポンプの振動および刺激時の細胞収縮に起
因する蛍光ビーズの比較的大きな移動によ
るアーチファクトの除去が可能となった。 
（２）従来の蛍光マーカーおよび新たに合

成した大きい蛍光マーカーにより、400, 800, 
1500, 4000 Dalton の蛍光色素の唾液内濃度
と唾液分泌速度の関係をプロットすること
ができ、いずれの大きさの分子も溶媒牽引に
より、タイト結合を通過することが明らかに
なった。 
（３）タイト結合を通過する水分の駆動力

を主として静水圧とすれば、分泌刺激による
血管拡張および毛細血管床の増加により分
泌終末部の血流が増加し、局所の圧が増加す
ることを想定し、観察確認しなければならな
い。しかし、唾液腺においてこの変化は形態
的に観察されていなかった。 
今回、形態的に血管床が増加することを血

管内皮細胞を染色して微小循環を評価する
システムを完成させた。ムスカリンによる刺
激時に細い毛細血管が増加することを観察
した。 
本研究計画のタイト結合近辺での振動の

観察のための３つの重要な基本研究を実施
でき、最終段階である振動の観測につなぐこ
とができた。 
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