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顎下腺を支配する自律神経を切断したラットに、塩酸セピメリンなどの薬を経口投与して、 AQP5と

AQP1の蛋白質およびmRNAレベルを観察するとともに、リ Yゾーム酵素の活性を測定した。これらの

結果を解析したところ、副交感神経によるAQP5蛋白質発現レベルの調節は転写段階で行われているの

ではなく、リ Yゾーム酵素京により制御されていると考えられた。
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要旨

【目的】本研究はラット顎下腺における水チャネノレ、アクアポリン (AQPs)の自律神経系による調節機構を明ら

かにする目的で行った。【方法】 7週齢雄性の SDラットを用い、顎下腺を支配する自律神経である交感神経また

は副交感神経切除を上頚神経及び鼓索神経を切断することにより行った(それぞれCSTD、CTDとする)。術後 15

日目から塩酸セピメリン (CM，10mg/kg体重)、ピロカルピン (PC，O. 3mg/kg体重)クロロキン (CQ，50mg/kg体重)

を連続7日間経口投与した。 AQP5とAQP1の蛋白質レベルをウエスタンプロッティングで、又mRNAレベルをノー

ザンプロッティングと RT-PCR、Pアノレタイム PCRにより解析した。【結果】 CSTDはAQP5及びAQP1蛋白質レベル

に大きな影響を与えなかった。 CTDはラット顎下腺の重量と AQP5蛋白質レベノレを減少させたが、 AQP5mRNAレベ

ルには顕著な影響を与えなかった。 CTDラットに対するムスカリンM3アゴニスト、塩酸セピメリンの投与は、低

下した AQP5蛋白質含有量を著明に回復させ、 AQP1含有量を増加させたが、ピロカノレヒ。ン投与はこれらに影響を

与えなかった。塩酸セピメリン投与はAQP5及びAQP1凶NAレベルに顕著な影響を示さなかった。 CTDはリソゾー

ム酵素カテプシンB、D、Eの活性を上昇させ、塩酸セピメリンはこの上昇を抑制した。カテプシンB、D、EのmRNA

レベルも CTDにより上昇したが、塩酸セピメリンはこの上昇を抑制しなかった。リソゾ}ム変性剤であるクロロ

キンの投与によりリソゾームを変性させ、その機能を抑制すると、副交感神経切除により減少した AQP5の発現

は回復した。【結論】副交感神経による AQP5発現レベルの調節は転写レベルによるのではなく、リソゾーム酵素

系により制御されていると考えられた。

Key Words :アクアポリン，自律神経切除，塩酸セピメリン，カテプシン
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これにより生体膜を隔てた水移動

言

アクアポリン

が浸透圧勾配依存的に行われる。水チャネノレAQPsはファミリーを構成し，現在までに 13種類のメンバーが存在

(AQP)は微生物から動植物まで広く分布する水チャネノレで，

緒

あるいは水とグリセロールや尿素などの小分子することが知られている。AQPsは細胞膜に存在し，選択的に水，

を輸送する。AQPsは細胞膜を6回貫通しているセノレベンチン型膜蛋白質で，分子内のノレープBとノレープEにファ

ミリー間で良く保存されたNPAモチーフがそれぞれlカ所ずつ存在する。これらはへミチャネノレを形成し，水は

この部位を通過することが明らかにされている。 AQPsの発現・機能のホノレモンによる調節については比較的よく

研究されている。一方， AQPsの発現に対する自律神経系による調節についてはこれまでほとんど研究されていな

い。唾液腺は交感神経と副交感神経によって二重支配されている。唾液腺AQPの発現や細胞内輸送が神経系・神

これを検証する目的で，本研究に着手した。経伝達物質により調節されている可能性が考えられ，

対象と方法

扇動と迎茸:実験には7週齢の SDラットを用い、上頚神経節(交感神経)切断、または鼓索神経(副交感神経)

ピロカノレピン (PC，O. 3 mg/kg 切断を行った。切断術は実験により、片側または両側に行った。一部の実験では，

あるいはクロロキン (CQ，50 mg/kg体重)を術後 15日目か体重)および塩酸セピメリン (CM，10 mg/kg体重)， 

1日に一回経口投与した。ら7日間，

Fig.l 
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d()Ps若男の療が:AQP1、AQP5蛋白質発現は当教室の方法により行った。即ち膜分画を調製した後、蛋白定量を

Bradfordの方法により、またAQPsは教室作成の特異抗体を用いたWesternblot法により行った。 AQPsmRNAの

定量はディゴキシグニン標識したプロープを PCRにより作成し、 Northernblot法、リアルタイム PCRにより行

った。
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ES分埠賓館葉居住のB'JE:市販の消光性蛍光基質を使って 正常群、対照群、投与群それぞれのリソゾーム、プ

ロテアソームの酵素活性を測定した。

_!fL_ ~ CSTD ___l:!L_ CfD 
R r. C D C D R I. C D 

ξ三;正子;ネオξ三34AU5
L
U
 S

S

5

B

S

 

内

'e

角

4

・且

'

A

A

U

E
2
2
2
a担
E
U通
Z
a
E
Z
U白】

E
g
g
-
a
E
m
g
-
E
E的
貧
困

O
〈
』
。

E
Z
S区

。

AQPS AQPl 

NT Cfn NT CTD 

時F5-Eヨ芭さ問問1

wr CTD 
AQPl 

Fig.2 

2.0 

a 

。

e

a

n

M

E

S

 

I

-

-

(固ま

sa宮
且

E
C通
S
E』
ω
E白
}

m
z
h
s
z
E
a
E』
品
目
・
同

L
U〈
司
自
国
園
内
圃

O
d
、加。
R
g
a
g

CTD NT CSTn Sham NT 

結果と考察

AQP5およびAQPl蛋白霊童翠'1.::.対1"'-3車掌塾経切断およびムスカリンアゴ、ニスト投与の影響:
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副交感神経(鼓索神経)を切除したラットにおける顎下腺重量と AQP5蛋白質レベルを解析した。そのまず，

副交感神経切除 (CTD)を行った場合，術側の顎下腺相対重量(腺重量/体重)は直ちに減少し，術後 l週結果，

この術側と対照側での腺相対重量の違いには有意差が認めら以降4週までにおいて対照側の約60%で推移した。

れた (p<O.01， n=5， Fig. 1a)。また，術側の対照側に対する AQP5蛋白質レベノレの相対率は術後徐々に減少し，対

との有意差 (p<0.05)が術後2週目から認められ， 4週目にはこの率は対照側の 37土9.45見(p<O.Ol，

n=5)にまで減少した (Fig.1b) 0 AQP1発現レベ/レは術後4週目においても有意に減少しなかった (Fig.2a)。交
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感神経切除 (CSTD)後4週において，顎下腺相対重量(腺重量/体重)は対照側の約 81.00:t3. 61 % (p(O. 01， n=5) 

にまで減少したが， AQP5蛋白質発現レベルに顕著な差が認められなかった(Fig.2b) 0 M3受容体アゴニストであ

副交感神経切除によって減少したAQP5る塩酸セピメリンを， 1日l回， 1週間経口投与 (10mg/kg体重)すると，

蛋白質発現レベノレは有意 (pく0.01，n=5)に回復した。また，副交感神経切除による影響が認められなかったAQP1

蛋白質発現レベノレは塩酸セピメリン投与により有意に増加した (p(O.05， Fig. 3 a)。ピロカノレピンを経口投与 (0.3

副交感神経切除により減少したAQP5蛋白質発現レベノレは回復しなかった (Fig.3b)。なお、mg/kg体重)しても，
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顎下腺重量は塩酸セピメリン投与により増加しなかった。

Fig.4 
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AQP5およびAQPlmRNA発現に対する自律神経切断およびムスカリンアゴニスト投与の影響:J、ーザンブロラベン

と術側グによって検出した AQP5mRNAに相当する1.6 kbのバンドの強度は副交感神経切除後の対照側 (R，C) 

リアルタイム PCRによって確認された各群 AQP5mRNAのの聞で大きな差は認められなかった (Fig.4)。、‘.，，nu 
r
L
 

，，目、、

相対値(無処置群:NT， 100とした)は各群聞に有意差は認められなかった (n=5，Fig. 5)。副交感神経切除 (CTD)

による AQP5蛋白質レベルの減少および塩酸セピメリン (CM)投与による AQP5およびAQP1蛋白質レベルの増加

はmRNA発現レベルの変動に起因するのではないことが考えられた。

蛋岳質代謝レベルに対する自律神経切断及びムスカリンアゴニスト投与の影響二弘主弘主:!?執友恵栴経/M3了三

ニストによる AQP5蛋白質レベルの変化は転写調節によるものではなく翻訳又は蛋白質代謝レベルによって調節

されている可能性が示唆された。そこで蛋白質分解系の酵素に注目し、その活性変化を調べたところ、リソゾー

ム分解酵素カテプシンD/Eの活性が副交感神経切断によって上昇し、この上昇は塩酸セピメリン投与によって抑

制された(Fig.6b)。これらの処置はプロテアソームの酵素活性には顕著な影響を与えなかった(Fig.6 d)。顎下腺

は主として腺房細胞と導管細胞から構成され， AQP5は腺房細胞に局在する。副交感神経切除および術後塩酸セピ
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メリンを投与したラット顎下腺より Percoll密度勾配遠心法により導管細胞から腺房細胞を分離し (Fig.7) ，得

前述の組織サンプルでの測定結果と同様の傾向が認られた腺房細胞を用いてカテプシン活性を測定した結果，

これらの実験から AQP蛋白質レベルはリソソーム系蛋白質代謝酵素によって調節されていめられた (Table1)。

この可能性を検証するために、リソゾームを変性させる作用を有すると報告されてい-る可能性が強く示された。

るクロロキンを投与して、 AQPs蛋白レベルを調べたところ、クロロキンは塩酸セピメリンと同様に AQP5蛋白質

レベルを上昇させた(Fig.8)。即ちリソゾームの変性により AQP5分解が抑制され、 AQP5レベルが上昇したもの
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Table 1 Effects of the chorda tympani denervatios and SNI-2011 adminis仕ationon the cathepsin activities of isolated rat acinious celIs 

Cathepsin achIJi/ies (mll/mg pro/ein) 

B (%) 

O.o159:tO.oo24(I00土15.09)

O.o139:tO.oo29(87 A2:t18.24) 

o .0211::!:O .0058(132.70土3.65)

D(%)C 

3A4::!:O.36(1帥:!:lOA7)

4.51:tO.17(131.10:t4.94)* 

2.69:tO.30(78.20:l:8.72)** 

E(%)b 

OJ336土0.0142(100:1:10.63)

O.o705:tO.o094(52.77:t7.04) 

0.0435::!:O.oO臼(32.56会4.79)

D+E(%)a 

Normal I 3.58::!:O.37(100:tl0.33) 
CTD I 4.61:tO.20(128.77土5.59)*
CTD+SNI-2011I 2.74::!:O.31σ6.54:1:8.66)紳

* p<O.o5， significantly difTerent from the normal group.帥p<O.ol，significantly difTerent from the CTD group. c: Calculated by sub-
仕actingthe value in句"from those in “a". 

論結

凶NAの転写調顎下腺にある AQPsの発現レベルに対する副交感神経切除および塩酸セピメリン投与の影響は，

主にカテプシンDの活性調節によって制御されている可能性が強いと
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リソゾ}ム酵素，節によるものではなく，

考えられた。
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