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緒言  

 唾液は口腔内の健康維持に必要不可欠である(Brosky, 2007)．唾液は三大唾液

腺と小唾液腺から分泌され，大部分が三大唾液腺に由来する(Schneyer & Levin, 

1955)．唾液分泌は自律神経系によって制御されており，交感神経は主にタンパ

ク質成分の分泌に関与し，副交感神経は水成分の分泌に関与する (Garrett & 

Thulin, 1975; Abe & Dawes, 1978; Garrett et al., 1991)．ヒトの耳下腺で味覚刺激に

よって唾液分泌速度が増加し(Froehlich et al., 1987)，アトロピン投与によって唾

液分泌速度と電解質濃度が減少することが報告されている(Shannon et al., 1969)．

一方で，ヒトの安静時唾液は，分泌速度と構成成分に日内変動のあることが知

られており(Dawes, 1972)，活動期に分泌量が増加し，休止期に減少する．また，

唾液には種々の酵素や成長因子が含有されており(Cohen, 1962; Levine, 1993)，マ

ウス顎下腺における上皮成長因子と神経成長因子の濃度(Siminoski et al., 1993)，

アドレナリン受容体の密度(Basso & Piantanelli, 2002)やラット耳下腺に含有され

る α-AMYLASE 活性に日内変動を示すことが報告されている(Bellavia et al., 

1992)．しかしながら，この様な唾液腺機能に概日リズムを生じるメカニズムは

明らかでない． 

 哺乳類において，視床下部視交叉上核は全身の概日リズムを調節するペース

メーカーとして機能し，生理機能や行動リズムを制御している．この概日リズ

ムは時計遺伝子：Period (Per)，Cryptochrome (Cry)，Brain and muscle Arnt-like 

protein-1 (Bmal1)及び Circadian locomotor output cycles kaput (Clock) で構成され

る転写・翻訳フィードバックループによって自律的に発振すると考えられてい

る(Reppert & Weaver, 2002)．また，視交叉上核以外の脳神経部位や肝臓，肺，腎
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臓や骨格筋の末梢組織も自律的な概日リズムを示すことが明らかとなっている

(Yamazaki, 2000; Abe et al., 2002; Yoo et al., 2004)．顎下腺において，時計遺伝子の

mRNA 発現が概日リズムを示すという報告がある(Furukawa et al., 2005; Zheng et 

al., 2012)．しかしながら，顎下腺の概日リズムが視交叉上核によって駆動される

受動的リズムであるのか，顎下腺自体の自律的な内因性リズムであるのか，ま

たは環境の周期的変化に応じて制御を受ける外因性リズムなのかの検証がなさ

れておらず，顎下腺機能の日内変動を制御している要素は明らかでない． 

 顎下腺の器官発生期において，概日時計発振機構の開始時期は不明である．

ラット視交叉上核では胎生 19 日齢から代謝活性に昼夜差を示し(Reppert & 

Schwartz, 1983; 1984)，ICR マウスでは胎生 17 日齢の視交叉上核で Per1 mRNA

発現に概日リズムを示すことが報告されており(Shimomura et al., 2001)，出生前

に時計機構が発振すると考えられる．末梢組織では，胎生 22 日齢ラットの肝臓

で Per1 発現に概日リズムを示すことが報告されている (Ohta et al., 2008)．しか

しながら，顎下腺で概日リズムの発振開始時期を明らかにした報告は存在せず，

また，発生期における概日リズムが果たす機能的役割は明らかとなっていない． 

 出生後，新生仔は母体からの血流を介した直接的な生理機能制御から解放さ

れる．生後発達における概日リズム位相は末梢組織ごとに異なることが明らか

にされており(Yamazaki et al., 2009)，各器官における機能発達に依存した概日リ

ズム位相の同調経路が示唆される．口腔機能は出生直後から生命活動に不可欠

な吸啜機能を担い，生後発達により咀嚼機能を獲得する．顎下腺では，生後の

口腔機能発達が分子時計機構の同調因子となり，機能発現の最適なタイミング

を制御している可能性がある． 
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 本研究は，唾液腺機能における概日リズムの制御機構を解明することを目的

とし，マウス顎下腺を用いて時計遺伝子発現と唾液腺機能分子の遺伝子発現の

時間変動を解析した．また，概日時計の発振開始時期を胎生期顎下腺で検出し，

生後発達期における顎下腺概日リズム位相の推移を比較検討した． 
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材料と方法 

1. 動物  

 8-12 週齡雄 C57BL/6J Jms Slc（B6）マウス，8-12 週齡雄 Per2::luc ノックイン

マウス，8-12 週齡雄 Cry1
-/-マウス，8-12 週齡雄 Cry2

-/-
 マウス及び 6-10 か月齢雌

Cry1
-/-

Cry2
-/-マウスを用いた．B6 マウスは日本 SLC より購入し，実験と同じ環

境下で 2週間飼育した後，実験に使用した．Per2::lucノックインマウス(Yoo et al., 

2004)は Jackson Laboratory（Maine, USA）より購入し，Cry1
-/-，Cry2

-/-
 マウス

(Vitaterna et al., 1999)は大阪大学医学系研究科 藤堂 剛教授より提供を受け，

歯学研究科動物飼育施設にて交配，繁殖を行った．飼育は，明期 8:00-20:00，暗

期 20:00-8:00 の明暗サイクル下で行い，自由給水摂食とした．明期の開始時刻を

Zeitgeber time（ZT）0，暗期の開始時刻を ZT12 と定めた． 

 すべての動物実験は，大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の承認を受

け行った（動歯-20-042-0）． 

2. 顎下腺における生物発光イメージング  

 ヘテロ接合型 Per2::luc ノックインマウスにエーテル麻酔を施し，頸椎脱臼を

行った．顎下腺を摘出し，7.5% Sodium bicarbonate solution（SIGMA），10 mM 

HEPES（SIGMA），100 U/ml penicillin 及び 100 μg/ml streptomycin（GIBCO
®）を

添加したHank’s緩衝溶液（GIBCO
®）に移した．D.S.K LinearSlicer

TM
 PRO 7（Dosaka 

EM Co., Ltd.）を使用して，摘出した顎下腺を 50 μm 厚に薄切した．薄切した顎

下腺を MilliCell
®
-CM Culture Plate Inserts（MILLIPORE）上に静置し，7.5% Sodium 

bicarbonate solution，10 mM HEPES，25 U/ml penicillin，25 μg/ml streptomycin，

B27 supplement（GIBCO
®）及び 0.1 mM luciferin を添加した Dulbecco’s modified 
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eagle medium（GIBCO
®）1.2 mL を加えた 35 mm Non-Treated Dish（IWAKI）に移

した．Dish はシリコーングリース（Shin-Etsu Chemical Co.,Ltd.）と FEP film 25F

（T･G･K Co.,Ltd.）で封入した．顎下腺薄切切片の明視野像及び発光像を CCD

カメラ（Hamamatsu Photonics K.K.）を用いて撮影した． 

3. 視交叉上核および顎下腺における生物発光測定  

 Cry1
-/-または Cry2

-/-ヘテロ接合型 Per2::Luc ノックインマウスにエーテル麻酔

を施し，頸椎脱臼を行った．顎下腺と脳を摘出し，Hank’s 緩衝溶液に移した．

脳はスライサーを用い 300 μm 厚の冠状断切片を作成した．視交叉上核を含有す

る切片を選択し，メスで同神経核を含む小切片を切り出した．摘出した顎下腺

は 2 mm × 2 mm × 2 mm の小片に分離した．視交叉上核小切片と顎下腺小片を培

養膜上に移し，記録用培地を加えた 35 mm dish に静置した．培養組織を 36℃イ

ンキュベーター内へ移動し，Photomultiplier Tube（Hamamatsu Photonics K.K.）を

用いて、ルシフェリンを基質とする生物発光を連続的に測定した． 

4. 顎下腺採取・顎下腺組織培養  

 B6 マウス及び Cry1
-/-

Cry2
-/-マウスを ZT4，8，12，16，20，24 の 6 点で，エー

テル麻酔を施し頸椎脱臼を行った後，顎下腺を採取した．片側顎下腺を 1.5 ml

マイクロチューブ中の 800 μl TRIzol® reagent（Life Technologies）に浸漬して液

体窒素で急速冷凍を行い，－80℃で保存した． 

 Per2::luc ノックインマウスから両側顎下腺を摘出した．組織採取は ZT6 に行

い，12 の小片に分離後 3 片ずつ 4 枚の 35 mm dish に分割して培養した．培養開

始後，生物発光状態を記録しながら 6 時間ごとに顎下腺組織を回収し，1.5 ml
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マイクロチューブ中の 800 μl TRIzol® reagent に浸漬して液体窒素で急速冷凍を

行い，－80℃で保存した． 

 冷凍保存した組織サンプルは室温で解凍後，TRIzol
®
 reagent 内で顎下腺をホモ

ジナイザーペッスルで破砕した．PureLink
TM

 RNA Mini Kit（Life Technologies）

を使用して total RNA を抽出し，DNaseⅠ（Roche）を用いて DNase 処理を行っ

た．Total RNA から PrimeScript RT reagent Kit（TaKaRa BIO INC.）を用いて逆転

写反応させ，mRNA 特異的な cDNA の合成を行った．  

5. Quantitative real-time Reverse Transcription Polymerase chain reaction

（qPCR）法を用いた遺伝子発現解析  

 qPCR 反応は iQ
TM

 SYBR
®
 Green Supermix（BIORAD）を使用して，MyiQ Single 

Color Real-Time PCR Detection System（BIORAD）にて 40 サイクル（95℃; 10sec / 

55℃; 30sec）行った．目的遺伝子である Per2, Bmal1, albumin D-element binding 

protein (Dbp), Aquaporin 5 (Aqp5), Amylase (Amy)の発現量は、β-Actin を内部標準

として相対値補正を行った。プライマー配列は以下の通りである．

  FW Rv Reference 

β-Actin 5’-ctcttttccagccttccttc-3’ 5’- atctccttctgcatcctgtc-3’ 

 
Per2 5’-ccagaggaactagcctataagaacca-3’ 5’-gaactcgcacttccttttcagg-3’ (Furukawa et al., 2005) 

Bmal1 5’-cagtgccactgactaccaagaaa-3’ 5’-cctcccaagcattcttgatcc-3’  (Furukawa et al., 2005) 

Dbp 5’-aggaactgaagcctcaaccaatc-3’ 5’-ctccggctccagtacttctcat-3’ (Furukawa et al., 2005) 

Aqp5 5’-ggccctcttaataggcaacc-3’ 5’-ttgcctggtgttgtgttgtt-3’ (Zheng et al., 2012) 

Amy 5’-ggatggagaaaagatgtcctac-3’ 5’-catcacccgtgtgaaacc-3’ (Mishima et al., 2012) 
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6. 胎仔および新生仔顎下腺における生物発光測定  

 胎生期顎下腺を採取するため，雌マウスの輪回し行動を測定し交配日を決定

した．発情前期に該当する雌マウスを ZT12 から ZT0 まで雄 Per2::luc マウスと

同一ケージ内に入れて交配させた．妊娠の成立は交配後の輪回し行動量の減少

を以て確認した．交配翌日の ZT6 を胎生 0.5 日齢とした．実験には胎生 13.5 日

齢，14.5 日齢，15.5 日齢，16.5 日齢及び 17.5 日齢の胎仔を各 8 匹使用した．ZT6

に母マウスにエーテル麻酔を施し，頸椎脱臼を行い，Sakai らの方法に従って顎

下腺を摘出した(Sakai & Onodera, 2008)．母マウスの腹部から子宮を摘出し，4℃

の DMEM/F-12（GIBCO
®）に移した．子宮から胎仔を摘出してガラス製の解剖

プレート上へ横向きに静置した．実体顕微鏡下においてメスにて頸部と口角の 2

点で平行に切断し，下顎を分離した．下顎から舌に付着している顎下腺を分離

し， Nuclepore Track-Etch Membranes（Whatman
®）上に載せ，150 μg/ml ascorbic acid, 

50 μg/ml transferrin 及び 0.1 mM luciferin を添加した DMEM/F-12 を加えた 35 mm 

dish で浮遊培養した．Dish を封入し，5% CO2条件下 36℃インキュベーター内で

生物発光を連続的に測定した． 

 新生仔は出生日を生後 0 日齢とし，生後 0 日齢，生後 1 日齢，生後 7 日齢，

生後 14 日齢，生後 21 日齢及び生後 28 日齢を使用した．ZT6 にエーテル麻酔を

施し頸部切断または頸椎脱臼を行い，顎下腺と脳を摘出した．視交叉上核は前

述の方法で切片を作成し，生物発光を記録した．顎下腺は，生後 0 日齢，生後 1

日齢及び生後 7 日齢は全体を使用し，生後 14 日齢，生後 21 日齢及び生後 28 日
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齢は小片に分離して生物発光を記録した．成体マウスは 8-12 週齡を 10 匹使用し

た． 

7. データ解析  

 生物発光の測定記録解析は，Nakamura らの方法を一部改変して行った

(Nakamura et al., 2005)．1 分ごとの時系列データとして取得された生物発光記録

から 24 時間移動平均を減じ，3 時間の移動平均により平滑化した．平滑化した

データにおいて，生物発光の測定開始後 12-36 時間の最高点を頂値位相とした．

概日周期は，測定開始から 12 時間後以降の 4 サイクルの頂点間の時間を算出し，

その平均値とした． 

 RNA 発現解析には，ΔCT 法を改変して用いた(Wong & Medrano, 2005)．各遺

伝子の qPCR の CT 値を β-Actin で相対値補正し，6 点（生体内）または 4 点（生

体外培養下）の平均値により標準化した．Cry1
-/- 

Cry2
-/-顎下腺の mRNA 発現量は

β-Actin で相対値補正し，対照群野生型の平均値により標準化した．時間依存的

な mRNA 発現の日内リズム解析はコサイナー法で行い，Circadian Physiology 

software (http://www.circadian.org/softwar.html) を使用した．多群間の統計学的解

析には，one-way analysis of variance（ANOVA）及び Scheffe’s post-hoc test，Dunnett’s 

test を用い，2 群間の比較は Student’s t test で行った． 
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結果 

1. 野生型と Cry1
-/-

Cry2
-/-マウス顎下腺における遺伝子発現の日内変動  

 野生型マウス顎下腺（各点 n = 6）における mRNA 発現を時刻依存的に定量し

た．Per2 mRNA の発現量は日内変動を示し［F (5, 30) = 115.2, P < 0.01］，コサイ

ナー法を用いた解析から頂値位相は ZT15 であった（Fig. 1a）．Bmal1 mRNA の

発現量は日内変動を示し［F (5, 30) = 47.3, P < 0.01］，ZT23 に発現の頂値位相を

示した（Fig. 1b）．Per2 と Bmal1 mRNA の日内発現リズムは互いに逆位相であっ

た．Dbp mRNA の発現量は日内変動を示し［F (5, 30) = 51.1, P < 0.01］，頂値位相

は ZT11 であった（Fig. 1c）．Per2 と Dbp の発現リズムは 4 時間の位相差を示し

た．Aqp5 の mRNA 発現は日内変動を示し［F (5, 30) = 3.96, P < 0.01］，ZT15 に頂

値位相を示した（Fig. 1d）．一方，Amy mRNA の発現は有意な日内変動を示さな

かった［Fig. 1e; F (5, 30) = 0.63, P = 0.68］． 

 Cry1
-/-

Cry2
-/-顎下腺では，Per2 ［Fig. 1a; F (5, 12) = 0.71, P = 0.63］， Bmal1 ［Fig. 

1b; F (5, 12) = 0.53, P = 0.75］，Dbp ［Fig. 1c; F (5, 12) = 0.07, P = 0.99］，Aqp5 ［Fig. 

1d; F (5, 12) = 0.18, P = 0.96］及び Amy［Fig. 1e; F (5, 12) = 0.86, P = 0.53］mRNA

の発現に日内変動を示さなかった（Fig. 1; 各点 n = 3）． 

2. Cry1
-/-及び Cry2

-/-マウス視交叉上核および顎下腺における PER2 概日リズム  

 生物発光を指標とした局在測定の結果，顎下腺において PER2 は腺房部に発現

を示した（Fig. 2a）．連続的な生物発光測定の結果から成体から摘出した培養顎

下腺組織は，野生型，Cry1
-/-，Cry2

-/-いずれも概日リズムを示した（Fig. 2c）．顎

下腺の PER2 概日リズムは，2 サイクル以降に振幅の減衰を生じた［Fig. 2d; F(4, 
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24) = 12.9, P < 0.01］．PER2 概日リズムの周期は，野生型顎下腺で 23.0 ± 0.8 時間

であった．Cry1
-/-

 顎下腺の概日周期は 20.3 ± 0.4 時間であり，野生型顎下腺と比

較して有意な短縮を示し，Cry2
-/-

 顎下腺では 25.1 ± 0.8 時間と有意な延長を示し

た［Fig. 2e; 各 n = 8, F (2, 21) = 93.3, P < 0.01］． 

 視交叉上核は破線で示す領域に存在し（Fig. 2b），その生物発光強度は概日リ

ズムを示した（Fig. 2f）．視交叉上核では，顎下腺の PER2 概日リズムで見られ

たような，生物発光リズム振幅の減衰が認められなかった［Fig. 2g; F(4, 20) = 0.47, 

P = 0.76］．PER2 発現の概日リズム周期は，野生型視交叉上核で 24.2 ± 1.1 時間

であった．Cry1
-/-視交叉上核の概日周期は 22.1 ± 0.6 時間であり，野生型視交叉

上核と比較して有意な短縮を示し，Cry2
-/-視交叉上核では 26.3 ± 1.1 時間と有意

な延長を示した［Fig. 2h; 各 n = 8, F (2, 21) = 38.2, P < 0.01］．視交叉上核と顎下

腺の PER2 概日リズム周期を比較すると，いずれの遺伝型においても顎下腺が示

す概日周期が短かった． 

3. 培養顎下腺組織における遺伝子発現の概日変動  

 培養条件下顎下腺における Per2，Bmal1，Dbp，Aqp5，Amy の時間依存的な

mRNA 発現の変動を定量した．Per2 mRNA の発現は概日変動を示し，組織摘出

前の飼育条件における ZT18 に最大値を示した［Fig. 3a; n = 5, F (3, 16) = 15.9, P < 

0.01］．Bmal1 mRNA の発現は概日変動を示し，Per2 発現が最大であった ZT18

に最小値を示した［Fig. 3b; n = 5, F (3, 16) = 8.3, P < 0.01］．Per2 及び Bmal1 mRNA

発現の概日変動は互いに逆位相であり，生体内における Per2 及び Bmal1 発現変

動の位相関係と同様であった． 
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 Dbp mRNA の発現は概日変動を示し，最大値は ZT12 であった［Fig. 3c; n = 5, 

F (3, 16) = 50.5, P < 0.01］．Dbp mRNA の発現リズムは，生体内と生体外培養下で

類似していた． 

 Aqp5 mRNA の発現は概日変動を示し［Fig. 3d; n = 5, F (3, 16) = 106.3, P < 0.01］，

ZT12 に最大値を示した．生体外培養下における Aqp5 のリズム位相は，生体内

と比較して 4 時間前方に変位していた．生体内で発現変動を示さなかった Amy 

mRNA は生体外培養下では概日変動を示し［Fig. 3e; n = 5, F (3, 16) = 40.9, P < 

0.01］，発現の最大値は ZT12 であった．概日変動の有意性と概日リズム位相か

ら，培養顎下腺における Aqp5 及び Amy mRNA は，Dbp mRNA と同様の発現パ

ターンを示した． 

4. 胎生期顎下腺における PER2 概日リズム  

 胎生期顎下腺の概日リズム発振時期を明らかにするため，単房状の胎生 13.5

日齢顎下腺と出生直前の胎生 17.5 日齢顎下腺における PER2 発現について検討

を行った．胎生 13.5 日齢顎下腺では分枝形態形成が進行する一方で，PER2 発現

は一定状態で推移し，概日リズムを示さなかった（Fig. 4a, c）．胎生 13.5 日齢顎

下腺に対して，胎生 17.5 日齢顎下腺では明瞭な PER2 発現概日リズムを示した

（Fig. 4b, d）． 

 出生前の顎下腺に PER2 概日リズムが発振することが明らかとなったため，胎

生 13.5 日齢から 17.5 日齢まで 1 日ごとに顎下腺における PER2 発現の測定を行

い，概日リズムの発振開始時期の同定を試みた．PER2 発現は各胎生日で発現パ

ターンが異なり，胎生 17.5 日齢で明瞭な概日リズムを確立した（Fig. 5a, b, c, d, e; 
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各 n = 8）．8-12 週齡顎下腺における PER2 概日リズムは培養開始から 12.7 ± 1.8

時間後に頂値を示したのに対し，胎生 17.5 日齢顎下腺では培養開始から 21.5 ± 

0.4時間後であり，互いの PER2概日リズムは逆位相を示した（Fig. 5e, f; 各 n = 8）．

また，組織摘出・培養開始直後には概日リズムを示さなかった胎生 13.5 日齢顎

下腺は，17 日間の器官培養を行うことで，培養 13 日目に明瞭な概日リズムを確

立した（Fig. 5g; n = 8）． 

5. 視交叉上核および顎下腺における PER2 概日リズムの生後発達  

 出生後における PER2 概日リズムの頂値位相の変位過程を検証するため，生後

0 日齢，1 日齢，7 日齢，14 日齢，21 日齢及び 28 日齢の視交叉上核と顎下腺に

おける PER2 概日リズムを比較した．視交叉上核及び顎下腺の PER2 発現は生後

0 日齢から明瞭な概日リズムを示した．視交叉上核における頂値位相は，生後 0

日齢で ZT15.5 ± 1.1，生後 1 日齢で ZT15.0 ± 1.7，生後 7 日齢で ZT14.5 ± 1.8，生

後 14 日齢で ZT14.4 ± 0.3，生後 21 日齢で ZT12.5 ± 0.7，生後 28 日齢で ZT13.6 ± 

0.9 であり，8-12 週齢の成体マウス視交叉上核の ZT13.8 ± 0.9 と違いはなかった

（Fig. 6a, Fig. 7a）．顎下腺の頂値位相は，8-12 週齢の成体マウス顎下腺で ZT18.5 

± 1.8 であった．これに対して，生後 0 日齢で ZT2.3 ± 2.2，生後 1 日齢で ZT3.4 ± 

5.2 であり，頂値位相は有意に前方変位していた（Fig. 7b, d; P < 0.01）．生後 7 日

齢で ZT12.6 ± 1.3，生後 14 日齢で ZT12.1 ± 1.2，生後 21 日齢で ZT14.3 ± 0.8 であ

り，頂値位相の後退を示したが，8-12 週齢と比較すると有意に前方であった（P 

< 0.01）．生後 28 日齢では ZT16.4 ± 1.4 となり，8-12 週齢の成体マウス顎下腺と

有意差を示さなかった（Fig. 6b, Fig. 7b; P > 0.05）． 
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考察 

1. 顎下腺 PER2 発現の概日リズム  

 概日時計の分子機構は，時計遺伝子のプロモーター領域に存在する E-box に

よる発現制御を中心とした転写・翻訳フィードバックループ機構によって発振

することが示唆されている(Ueda et al., 2005)．概日リズムのフィードバックルー

プモデルの中で，CRY1 及び CRY2 は，E-box モチーフに結合する転写活性化因

子・BMAL1-CLOCK ヘテロ二量体の機能を制御する抑制因子として作用する

(Kume et al., 1999)．Cry1 欠損マウスまたは Cry2 欠損マウスは行動概日リズムの

自由継続周期が各々短縮，延長し(van der Horst et al., 1999; Vitaterna et al., 1999)，

Cry1
-/-

Cry2
-/-マウスは行動，代謝や生理機能に概日周期性を示さないことが明ら

かになっている(Matsuo et al., 2003; Doi et al., 2010)．本研究において，培養顎下

腺組織は明瞭な PER2 概日リズムを示すと共に，Cry1 欠損により概日周期の短

縮を，Cry2 欠損により概日周期の延長を認めた．更に Cry1
-/-

Cry2
-/-マウスは顎下

腺における遺伝子発現に概日リズムを示さず，Per2 発現量は定常高値，Bmal1

発現量は定常低値を示した．また、顎下腺における Per2 および Bmal1 の発現リ

ズムの位相関係が逆位相となることも分子時計フィードバックループモデルに

合致する．以上より，顎下腺に転写・翻訳フィードバックループによる分子時

計機構が存在し，CRY は概日周期を調節すると共にリズム発振に不可欠な因子

であると結論できる． 
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2. 顎下腺における時計制御遺伝子及び唾液腺機能分子発現の概日変動  

 Dbp は E-box を介した発現制御を受け，明瞭な概日リズムを示す時計制御遺伝

子である(Ueda et al., 2005)．顎下腺の Dbp mRNA 発現は生体内と生体外培養下の

両方で概日変動を示し，頂値位相はいずれも ZT12 であった．Cry1
-/-

Cry2
-/-顎下

腺では E-box を介する強力な抑制因子である CRY が存在せず，Dbp mRNA の発

現は常に高値で発現し，日内変動を示さなかった．これらの結果は，顎下腺に

おいても Dbp 発現が E-box を介した転写制御に強く依存していることを示して

いる． 

 Aqp5 mRNA の発現は生体内と生体外培養下の両方で概日変動を示したが，

Dbp の発現リズムと比較した場合，生体内ではリズム位相の後退を示した．

Cry1
-/-

Cry2
-/-顎下腺では発現量は定常高値を示した Dbp mRNA と異なり，中間で

一定値を示した．これらのことから，Aqp5 mRNA は E-box を介した発現制御を

受け概日発現リズムを示すが，複合的に生体内の何らかの同調因子によるリズ

ム調節を受けていると考えられる．AQP は水チャネルとして機能する膜タンパ

ク質であり(Preston et al., 1992)，現在までに AQP0-12 までの 13 種類が発見され

ている．その中で唾液腺には AQP1，3，4，5 及び 8 が発現している (Castle, 2005; 

Verkman, 2005; Delporte & Steinfeld, 2006)．ノックアウトマウスを用いた研究から，

AQP5 が顎下腺からの水分泌に関与することが明らかとなっている (Ma et al., 

1999; Krane et al., 2001)．本研究の結果と共に，Aqp5 の発現変動が安静時唾液の

概日リズム形成に重要な役割を担っていると考えられる． 
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 Amy mRNAの発現は生体内で概日変動を示さなかったが，生体外培養下でDbp 

mRNA と類似した発現パターンの概日変動を示した．ヒトでは味刺激によって

アミラーゼ分泌量が亢進することが知られており(Froehlich et al., 1987)，さらに

“ストレスマーカー”として用いられることからもわかるように交感神経活動

を反映した急性分泌制御を受ける．アミラーゼは糖質分解酵素として機能し，

口腔領域への刺激に応じて発現するタイミングが調整されることは合目的であ

ると考えられる．本研究の結果から，Amy は培養条件下のような定常状態では

E-box を介した概日発現リズムを示すが，生体内ではその発現制御は軽微であり，

むしろ環境応答がベースにある概日変動をマスクしていると考えられる． 

3. 胎生期顎下腺の PER2 概日リズム  

 マウスの唾液腺発生は胎生 11-12 日に間葉組織に上皮組織が陥入することか

ら開始される．単房状の上皮組織にクレフトが生じ，分枝形成及び導管伸長に

よる形態形成が進行する(Tucker, 2007)．この過程は腎臓，肺，涙腺，乳腺などに

共通しており，唾液腺は上皮‐間葉相互作用及び分枝形態形成のモデル器官と

して用いられてきた(Borghese, 1950a; b)．顎下腺において単房状の胎生 13.5 日で

は概日リズムを示さなかった．しかしながら，胎生 13.5 日齢顎下腺を長期間の

器官培養を行うことで，生体外試験管内で PER2 発現の概日リズムが出現した．

この結果は，顎下腺には発生初期段階で既に内在性に時計機能を獲得している

ことを示しており，胎生期顎下腺の器官培養を用いることで，唾液腺初期発生

における形態形成と機能獲得及び概日時計機能獲得の機構解明に応用可能であ

ると考えられる． 
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4. PER2 概日リズムの生後発達  

 生後発達期において，視交叉上核では出生直後から成体と同位相の概日リズ

ムを示したことから，一貫して環境明暗サイクルが主要な同調因子として機能

することが推察される．これまでに，新生仔ラットでは親ラットと過ごす時間

帯が変化すると，リズム位相が一定である視交叉上核に対し，肝臓ではリズム

位相が変位することが報告されている(Yamazaki et al., 2009)．本研究では，吸啜

期の生後 0 日齢，1 日齢と 7 日齢，吸啜と咀嚼が可能な生後 14 日齢と 21 日齢，

離乳後咀嚼のみを行う生後 28 日齢の顎下腺概日リズムを比較・検討した．顎下

腺の概日リズムは経日的にリズム位相が変位し，離乳直前まで成体マウス顎下

腺より有意にリズム位相が前進していた．これに対して，離乳 1 週間後の生後

28 日齢では，成体マウス顎下腺と同位相の概日リズムを示した．これらの結果

は，顎下腺が出生直後に環境明暗サイクルに同調する視交叉上核の制御が主要

同調因子として作用していないことを示すと共に，生後発達過程において，母

仔行動のタイミング，口腔機能の発達に伴い推移する食餌時間・様式等が概日

リズム同調因子として作用すると考えられる． 

結論 

 マウス顎下腺は，時計遺伝子の転写・翻訳フィードバックループに依存した

自律的な内因性概日リズムを発振することが明らかとなった．唾液腺機能分子

の遺伝子発現は顎下腺自体の内因性概日リズムと共に，視交叉上核によって駆

動される受動的な概日リズムに制御される．また，顎下腺発生初期には概日リ

ズム発振機構が内在しており胎生期に明瞭な概日リズムが確立する．顎下腺は
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生後発達期に受動的な内因性リズムを基盤に外因性リズムを同調因子として，

唾液腺機能が最適なタイミングで発揮される概日リズム位相を確立すべく成熟

していく． 
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図説明 

Figure 1 マウス顎下腺における遺伝子発現の日内変動  

 野生型マウス顎下腺（●）及び Cry1
-/- 

Cry2
-/-マウス顎下腺（○）における Per2

（a），Bmal1（b），Dbp（c），Aqp5（d），Amy（e）mRNA の発現を示す．mRNA

の相対発現量を平均値 + 標準偏差で表している．横軸は同調時間（ZT）を表し

ており，明期の開始時刻を ZT0，暗期の開始時刻を ZT12 とした．縦軸は対数で

表記し，6 点の mRNA 発現量の平均値で標準化した．図中の白黒のバーは明期

と暗期を示している．統計学的処理は one-way ANOVA と Scheffe’s post-hoc test

にて行った（* P < 0.01）． 

Figure 2 Cry1
-/-及び Cry2

-/-マウスの視交叉上核，顎下腺における PER2 概日リ

ズム  

 マウス顎下腺の明視野像と発光像を示し，発光強度は擬似色で表している（a）．

視交叉上核を破線で示している（b）．野生型，Cry1
-/-及び Cry2

-/-顎下腺 PER2 概

日リズムの代表例を示し，縦軸は発光強度，横軸は培養時間を表している（c; 各

n = 8）．野生型顎下腺 PER2 概日リズム振幅を平均値 ± 標準偏差で示し，横軸

はサイクル数を表している（d）．各遺伝型における顎下腺 PER2 概日周期を平均

値 ± 標準偏差で示す（e）．野生型，Cry1
-/-及び Cry2

-/-視交叉上核の生物発光リ

ズムの代表例（f; 各 n = 8）と野生型視交叉上核 PER2 概日リズム振幅強度の推

移（g）を平均値 ± 標準偏差で表している．各遺伝型における視交叉上核 PER2

概日周期を平均値 ± 標準偏差で示す（h）．スケールバーは 250 μm を表す．統

計学的処理は one-way ANOVA と Scheffe’s post-hoc test にて行った（* P < 0.01）． 
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Figure 3 生体外培養条件下顎下腺における遺伝子発現の概日変動  

 Per2（a），Bmal1（b），Dbp（c），Aqp5（d）及び Amy（e）mRNA 発現を示す．

周期性の有無を明確にするため 14:00 はダブルプロットで表記している．縦軸は

4 点の mRNA 発現量の平均値で標準化し，平均値 ± 標準偏差で表している．横

軸は時刻を示し，白黒のバーは組織摘出前の飼育条件における明期と暗期を表

している．統計学的処理は one-way ANOVA と Scheffe’s post-hoc test にて行った

（* P < 0.01）． 

Figure 4 胎生期顎下腺における PER2 概日リズム  

胎生 13.5 日顎下腺の明視野像と発光像を示し，発光強度は擬似色で表している

（a）．黒スケールバーは 500 μm を示している．胎生 17.5 日齢顎下腺の明視野像

と発光像を示す（b）．白スケールバーは 500 μm を示している．胎生 13.5 日齢顎

下腺（c）及び胎生 17.5 日齢顎下腺（d）の生物発光を指標とした PER2 概日リ

ズムを示す．縦軸は生物発光強度，横軸は培養開始後の経過時間を示している． 

Figure 5 経日的な胎生期顎下腺の PER2 概日リズム発振過程  

 胎生 13.5 日齡（a），14.5 日齡（b），15.5 日齡（c），16.5 日齡（d），17.5 日齡

（e）及び 8 週齡（f）顎下腺の PER2 発現変動を示す．胎生期顎下腺は代表 4 例

を，成体顎下腺は代表 1 例を示す（各 n = 8），縦軸は生物発光量を，横軸は培養

経過時間を示し，培養開始時刻を 0 と表している．胎生 13.5 日齢顎下腺の長期

器官培養における PER2 発現変動を示す（g）。図中の矢印は培地交換を表してお

り，縦軸は生物発光強度，横軸は培養開始後の経過日数を示している． 
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Figure 6 視交叉上核及び顎下腺における概日リズムの生後発達  

 生後 0 日齡，1 日齡，7 日齡，14 日齡，21 日齡，28 日齢における視交叉上核

（a）及び顎下腺（b）PER2 概日リズムの代表例を示す．縦軸は生物発光強度，

横軸は培養開始後の経過時間を示し，各組織を調整した時間を 0で表している． 

Figure 7 生後発達における視交叉上核と顎下腺PER2発現概日リズム位相の変

遷  

 生後 0 日齡，1 日齡，7 日齡，14 日齡，21 日齡，28 日齢及び 8-12 週齡の視交

叉上核（a）と顎下腺（b）における PER2 概日リズムの頂点位相を平均値 ± 標

準偏差で示している．横軸は時刻を示し，縦軸は日齢及び週齡を示している．

白黒のバーは明期と暗期を表す．統計学的処理は one-way ANOVA と Dunnett’s 

test にて行った（* P < 0.01）． 
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