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緒 言 

 

唾液は口腔の健康を維持する上で重要な、消化、抗菌、潤滑、ミネラルの補

給などの機能を有しており、唾液腺は唾液を分泌することで、口腔内はもとよ

り全身の健康を維持している 1。しかしながら、頭頸部のがん治療やシェーグ

レン症候群に伴う重篤な唾液分泌障害は、齲蝕、歯周病をはじめとする様々な

口腔機能障害を引き起こし、QOL の低下をもたらす。世界規模のデータにおい

て、頭頸部がんは悪性腫瘍全体の約 5％を占めており、上から 6 番目に多いが

んとされ、世界全体の頭頸部がん患者 50万人の 5年生存率は約 50％である 2,3。

頭頸部がんに対して審美性と機能温存の観点から放射線治療が行われるが、唾

液腺が照射野に入ってしまうと不可逆的な唾液腺損傷が生じてしまい 4-6、口腔

乾燥症、摂食嚥下障害、会話困難、味覚障害、組織壊死、口腔細菌叢の変化、

口腔粘膜炎などの唾液腺障害による症状が引き起こされる 4。これらの放射線

障害を防ぐための防護剤については多くの報告があるが、副作用を伴ったり高

価であることから、副作用が少なく安価な防護剤の開発が望まれている 7。 

ラクトトランスフェリン、すなわちラクトフェリン（LF）はトランスフェリ

ンファミリーの 1つであり、唾液腺や乳腺の分泌物に含まれる 80KDa の鉄結合
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性糖タンパク質である。LFは多彩な生物活性を有しており、抗酸化物質として

宿主の保護に貢献し、細胞増殖と分化、骨形成、胚発生、細胞接着、サイトカ

イン産生に関与している 8-15。LFの受容体には、LDL受容体関連タンパク質 LRP16、

小腸上皮に存在するインテレクチン 17、RNA 結合タンパク質ヌクレオリン 18な

どがあり、その中でも LDL受容体関連タンパク質 LRPの機能についてはこれま

でに多くの報告がある 16。特に LRPのサブタイプの 1つであり全身に発現が認

められる LRP-1についてはシグナル伝達を担う受容体として機能していること

が報告されており、様々なリガンドを介して多くの機能を発揮する 19,20。 

近年、放射線医学研究所の西村らは LFが放射線防護作用を有することを示し

た 21。マウスに対する X 線を 1 回全身照射し、照射後 30 日間の生存率を観察

すると、コントロール群が 62%であったのに対し、LF含有飼料を用いた群では

85%であった。更に、経口投与ではなく腹腔内投与にすると、照射 30日後の生

存率はコントロール群が約 50%であったのに対し、LF 投与群では 90%以上の高

い生存率を示した。そこで本検討では、放射線による唾液腺障害を防ぐ物質の

開発を目指すべく、これまでに LF の放射線防護作用が唾液腺において検討さ

れていないこと、更にはその作用メカニズムが解明されていないことに注目し、

胎仔唾液腺の器官培養と成体マウスを使用して LF が唾液腺に与える影響と放

射線を照射した唾液腺に対する LFの効果を検討した。  
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材料と方法 

 

本研究は、大阪大学大学院歯学研究科動物実験委員会の審査を受け、承認を

得た上で行われた（承認番号: 動歯-25-004-0）。 

 

1.実験動物 

ICR系の妊娠マウス（日本 SLC株式会社）の胎仔を使用し、大阪大学大学院歯

学研究科動物実験委員会の規定に基づいて実験を行った。 

 

2.唾液腺の採取、唾液腺の器官培養 

胎生 12.5日齢（以下、E12.5）の胎仔マウスを摘出し、実体顕微鏡 Stemi2000-

CS（Carl Zeiss）を使用して胎仔の下顎を摘出した。更に、下顎から舌を摘出し、

舌の辺縁にある 2つの唾液腺を採取した。唾液腺を Nucleopore membranes(1 µm 

pore size)上で、150 µg/ml ビタミン C（Sigma-Aldrich）と 50 µg/ml トランス

フェリン（Sigma-Aldrich）を含んだ 200 µlの DMEM/F12培地（Life Technologies）

で 37℃、5％ CO2 条件下で培養した。培養 1 日後、0.1-1.0 mg/ml のウシ

Lactoferrin(LF)(Morinaga Milk Industry：総タンパク質中の LF含有が 90％以

上)が入った培地に交換し 48時間器官培養した。 
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3.増殖細胞の検出 

E12.5 の唾液腺を摘出し、LF添加群とコントロール群に分けて器官培養した。

培養 48 時間後の唾液腺を使用し、EdU 法によって増殖細胞を検出した。EdU 法

は、Click-iT Plus EdU Alexa 647 Fluor Imaging Kit(Life Technologies)を

用いて EdU（5-ethynyl-2'-deoxyuridine）標識し、3.7％ホルムアルデヒド

（Thermo Scientific）で 15分固定後、3％BSA（MPBiomedicals）でブロッキン

グした。続いて 0.5％Triton-Xに浸漬した後 EdU反応液に浸漬した。その後、唾

液腺を M.O.M.(Mouse Ig Blocking Reagent, Vector Laboratories)にてブロッ

キングし、抗 E-Cadherin 抗体(R&D Systems)で上皮細胞を、4',6-diamidino-2-

phenylindole（DAPI）(Thermo Scientific)で核を染色し、共焦点レーザー蛍光

顕微鏡 SP8（Leica）により観察した。ImageJ(National Institutes of Health, 

Bethesda)を用いて唾液腺全体の EdUの蛍光を定量した。 

 

4.アポトーシス細胞の検出 

In Situ Cell Death Detection Kit TMR-red(Roche Applied Science) を使

用した TUNEL 法により、アポトーシス細胞を検出した。唾液腺を 2％PFA にて 1

時間固定し、洗浄後浸透化液（0.1％クエン酸ナトリウム、0. 1％Triton-X）に
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浸漬した後、TUNEL 反応液を加えて 1 時間反応させた。その後、DAPI(Thermo 

Scientific)にて共染色し、共焦点レーザー蛍光顕微鏡 SP8（Leica）を使用して

観察した。 

 

5.ウエスタンブロッティング 

唾液腺を PBS（BIO-RAD）にて洗浄し、RIPA lysis buffer（Nacalai）で溶

解した。溶解液を 15,000 rpm、10分間、4℃で遠心分離し、上清を回収した。上

清に 2×Laemmli sample buffer（BIO-RAD）を添加した後、更に 5％ 2-

Mercaptoethanol（BIO-RAD）を加えてサンプルとした。ミニプロティアン Tetra

レディーゲルセル（BIO-RAD）を用いて電気泳動し、トランスブロット Turbo転

写システム（BIO-RAD）にて PVDF メンブレン（BIO-RAD）に転写した。転写した

メンブレンを 0.05％Tweenを含む PBS（PBST）で洗浄した後、スキムミルクでブ

ロッキングした。一次抗体反応は抗 AKT抗体(Cell Signaling Technology)、 抗

リン酸化 AKT抗体(Cell Signaling Technology)、抗 ERK1/2抗体(Cell Signaling 

Technology)、抗リン酸化 ERK1/2抗体(Cell Signaling Technology)、抗 PCNA抗

体(BD)、抗サイクリン D1 抗体(abcam)、抗 LRP-1 抗体(abcam)、抗 GAPDH 抗体

(Cell Signaling Technology)を使用した。反応後、PBSTで洗浄し、二次抗体の

反応には HRP 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体を使用した。Clarity Western ECL 
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Substrate（BIO-RAD）でメンブレンの発光反応を行い、シグナルを Versa doc イ

メージングシステム（BIO-RAD）にて検出した。 

 

6.蛍光免疫組織染色 

唾液腺を 4％パラホルムアルデヒド（PFA; Paraformaldehyde）（Alfa Aesar）

と 5％ スクロース（Wako Pure Chemical）で固定し、パラフィン切片を作成し

た。パラフィン切片はパラフィン溶解後、抗原賦活化液 H（三菱化学メディエン

ス）を使用して抗原賦活化処理を行った。リン酸緩衝液（Cambrex Corporation）

にて洗浄後、VECTOR® M.O.M. immunodetection Kit（VECTOR Laboratories Inc.）

でブロッキングした。一次抗体には、抗 E-Cadherin 抗体（BD Biosciences）、抗

LRP-1 抗体(abcam)、抗 AQP5 抗体（Alomone）を使用し、室温で 3 時間反応させ

た。Cy2、Cy3、Cy5（Jackson）と結合している二次抗体を反応させ、DAPI(Thermo 

Scientific)で共染色を行い、共焦点レーザー蛍光顕微鏡 SP8（Leica）を使用し

て観察した。 

 

7.阻害剤実験   

シグナル経路の阻害剤(Cell Signaling Technology)を DMSOで溶解し、既定

の濃度になるように培地に加えた。ウエスタンブロット用の唾液腺は、LF を投
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入する 1 時間前から阻害剤で処理し、LF を培地へ添加後 10 分と 60 分で回収し

た。また、形態変化を観察するため、阻害剤投与後 0時間と 48時間で SLRカメ

ラ(Fuji FinePix)を使用して撮影した。 

  

8.Quantitave real time RT-PCRによる定量的遺伝子発現解析 

唾液腺から Pure Link ® RNA Mini Kit（ Life Technologies）を使

用して全 RNA を抽出し、 DNase 処理を行った。 Genomic DNA の混入を

防ぐため、 DNaseⅠ（ Roche）を用いた。 Prime Script ® RT reagent 

Kit（ Takara Bio Inc.）を用いて mRNA と特異的な cDNA の合成を行

った。遺伝子発現の定量は MyiQT M single-color real-time PCR 

Detection System（ BIORAD）を用いて SYBR Green PCR protocol に

従 っ た 。 目 的 遺 伝 子 の 発 現 量 は ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 で あ る

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（ GAPDH）遺伝子を内部

標準物質として補正した。用いたプライマーは下記に示す通りであ

る。  

AQP5: forward 5’ -GAGGACTGGGAAGATCATAGAGAGG-3’ and reverse 

5’ -CAAACTCTTCGTCTTCCTTTTCTCC-3’  

Gapdh: forward 5’ -CCATCACCATCTTCCAGGAG-3’and reverse 5’ -
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GCATGGACTGTGGTCATGAG-3’  

LRP-1: forward 5’ -GTGCTTCAATGGTGGTAGTTGTTTC-3’ and reverse 

5’ - AGCTCACACTTATCGCCTGTGTAAC-3’  

 

9.組織学的解析 

パラフィン包埋した唾液腺を脱パラフィンした後、組織切片を 4 µmの厚さで

薄切し、ヘマトキシリンおよびエオジンで染色した。細胞間隙および腺房細胞の

面積を ImageJ(National Institutes of Health, Bethesda)によって測定した。 

 

10.放射線照射実験 

 放射線照射実験では X 線照射機である MX-80Labo（MediXtech）を使用した。

MX-80Laboの仕様は X線管電圧（40 kV～80 kV）、管電流（0.15 mA～1.25 mA）、

焦点寸法（1.5 mm）、菅構造（密封型）、照射角（25度）、照射面積（試料テー

ブル上で直径 110 mm）である。胎仔唾液腺への照射は、装置内にある電動化回

転テーブル上に培養デッシュをのせ、上部から 2 から 10 Gy の範囲で X 線照射

した。ICR雄性マウスへの照射は電動化回転テーブル上にマウスを拘束し、上部

から全身に 9 Gyで X 線照射した。 

 



10 

 

11.マウスへの処理  

6 週齢の ICR 雄性マウス（日本 SLC）を清浄な条件下で飼育し、市

販のペレットである MF（ Oriental Yeast Co. Ltd）および水を与え

た。ウシ LF を 0.3 ml の生理食塩水に溶解して 1 匹あたり 4.0 mg の

濃度で導入するように調製した。放射線照射のためにマウスを拘束

し、 MX-80Labo（ MediXtech）を用いて 9 Gy で全身に照射した。照射

直後に LF を含む生理食塩水をマウスに腹腔内投与した。対照群とし

て、 LF を含まない生理食塩水をマウスに腹腔内投与した。照射後、

両方の群を MF で維持して 1 週間後にマウスから唾液腺を摘出した。 

 

12.アミラーゼ活性の測定  

マウス 1 kg 当たりにペントバルビタールナトリウム 50 mg を用い

て麻酔した。唾液産生のため、マウス 1 kg 当たりにピロカルピン 0.1 

mg によって刺激した。唾液分泌は 20 秒以内に起こり、吸引装置

Ringcaps（ Hirschmann Laborgera GmbH＆ Co.KG）を用いて唾液を 1 分

間隔で計 30 分間集めた。分泌された唾液のアミラーゼ活性は、2−ク

ロロ−4−ニトロフェニル 6 5−アジド−65−デオキシ−β−マルトペンタオ

シド（ N3−G5−β−CNP）を基質とするα−アミラーゼアッセイキット（キ
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ッコーマン社）を用いて測定した。 2−クロロ−4−ニトロフェノール

（ CNP）の生成量は、 Nano Drop 2000C（ Thermo Scientific）を使用

して測定した。 1 単位のα -アミラーゼ活性は 1 分以内の 1 µmol の

2-クロロ -4-ニトロフェノールの放出として決定した。  

 

13.飲水量測定  

9 Gy の放射線照射後、 LF 導入マウスと LF 非導入マウスを別々に

プラスチックケージに収容し、食物と水を自由に摂取させた。5 日間

連日の飲水量測定のために給水ボトル（信濃製作所）を用いて水の消

費量を測定し、 1 日当たりのマウスの平均飲水量を計算した。  

 

14.統計分析  

実験結果は平均±標準誤差（ S.E.M）で表し、t 検定を用いた 2 群

間の比較と Bonferroni 検定を用いた多重比較検定を行った。  
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結  果  

 

1.LF による胎仔唾液腺の形態学的変化  

唾液腺が活発に分枝形成をする初期発生段階において、シグナル

伝達を担う LF 受容体 LRP-1 の発現が高いことから（図 1a-c）、我々

は LF が初期発生段階期の唾液腺の発達に影響を及ぼすと仮定した。 

LF は唾液、涙などに見られ、特に乳汁中に高濃度で存在する（マウ

ス：0.2-2.0 mg/ml、ヒト：1.0-2.0 mg/ml）22 ,2 3。したがって、毒性

反応を回避するための薬理学的濃度として、我々は胎仔唾液腺研究

に 0.1-1.0 mg/ml の範囲の外因性 LF を使用した。他の研究におい

ても in vitro で 0.1-1.0 mg/ml の LF が使用されている 2 4, 25。通常

培地による胎生 12.5 日（ E12.5）唾液腺の培養 24 時間後に 1.0 mg/ml

の LF 入り培地に交換した（図 2a-f）。 LF を添加してから 0 時間、

24 時間、および 48 時間後に分枝形態形成の尺度として測定される

唾液腺の腺房数を計数した（図 2g） 2 6, 27。その結果、 1.0 mg/ml の

LF の添加が唾液腺の腺房数を有意に増加させたことを示した。  

 

2. LF による胎仔唾液腺の細胞増殖能の変化  
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我々は、 LF が唾液腺の分枝形態形成を調節し、腺房数を有意に増

加させることを見出した。次に唾液腺上皮細胞の増殖に対する LF の

効果を調べるために、培養 24 時間後に E12.5 唾液腺の器官培養培地

に LF を添加した。 48 時間後、細胞増殖活性を解析するための 5-エ

チニル -2'-デオキシウリジン（ EdU）の免疫組織化学を行った（図 2p）。

その結果、 LF（ 1.0 mg/ml）は、唾液腺中の EdU の蛍光強度を増加さ

せた（図 2h,i,p）。これらの結果は、LF が唾液腺の分枝形態形成中に

細胞増殖を誘導することを示した。  

 

3. LF による胎仔唾液腺のサイクリン D1 の発現変化  

以前の研究でサイクリン D1 が細胞増殖の G1 期の細胞周期調節に

おいて重要な役割を果たしていることが示されている 2 8。 G1 期は細

胞外刺激に反応することができる唯一の段階であり、細胞周期にお

ける細胞の運命を決定する。したがって、我々は LF がサイクリン D1

を介した細胞周期の調節に関連しているかどうかを調べた。 24 時間

の唾液腺培養後に LF を添加し、その 48 時間後にサイクリン D1 の発

現をウエスタンブロットにより解析した。その結果、 LF 添加後サイ

クリン D1 の発現が増加していることを明らかにした（図 2q）。これ
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らの結果は、 ex vivo の唾液腺の器官培養において LF がサイクリン

D1 の調節する細胞周期の進行に影響を与えていることを示した。  

 

4. LF による胎仔唾液腺のリン酸化 ERK1/2 および AKT の発現変化  

LRP-1 は LF を含む多様なタンパク質の受容体である 1 6, 1 9, 20。LRP-1

は唾液腺において様々な発生段階で発現しており（図 1a-c）、E13 で

の発現は、E15、E17、P1、および P42 などの後期発生段階での発現よ

りも有意に高い。 ERK1/2 および AKT シグナル伝達経路は、唾液腺の

分枝形態形成に大きく関与している 2 7, 29 ,3 0。以前の研究では、 LRP-1

が ERK1/2 および AKT の活性化に関連していること 19 ,2 0, 3 1、更にリン

酸化した ERK1/2 および AKT がサイクリン D1 の活性化を制御し、細

胞増殖および細胞周期の進行を調節することを示している 3 2- 34。し

かしながら、唾液腺でこれらの分子に関連する LRP-1 の機能は解明

されていないため、我々は E12.5 の唾液腺を 72 時間培養後、LF を添

加してリン酸化 ERK1/2 および AKT の発現をウエスタンブロットにて

解析した。その結果、リン酸化 ERK1/2 および AKT の発現は、LF の添

加 10 分後に増加し、次いで添加 60 分後に減少した（図 3）。また、

LF の添加が無い状態であってもリン酸化 ERK1/2 および AKT の弱い
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発現は観察された（図 3）。更に、リン酸化 ERK1/2 と AKT の発現が LF

の用量依存的に変化するかを調べた。漸増濃度の LF（ 0.1, 1.0 mg/ml）

を用いて唾液腺を刺激すると、リン酸化 ERK1/2 および AKT の発現は

LF の用量依存的に増加した（図 4）。これらの結果は、 LF が ex vivo

の器官培養において ERK1/2 および AKT シグナル伝達経路を介した細

胞増殖やサイクリン D1 によって調節される細胞周期の進行に影響を

与える可能性を示唆した。  

 

5. ERK1/2経路と AKT 経路の阻害剤による LF 誘導分枝形態形成の変化  

 ERK1/2 および AKT シグナル伝達経路が LF 誘導性分枝形態形成に

必要であるかどうかを更に検証するために、阻害剤を使用して解析

した。シグナル伝達阻害剤（ U0126; MEK1/2（ ERK1/2 の上流因子）阻

害剤 : 20 μ M と LY294002; PI3K（ AKT の上流因子）阻害剤 : 20 μM）

を培地に添加し、 DMSO 処理した対照唾液腺と比較して唾液腺の分枝

形態形成を評価した（図 5a-h）。その結果、U0126 で処理した唾液腺

では、中程度に分岐した細長い上皮の伸長を示した（図 5f）。この形

態は、 DMSO 処理した対照唾液腺に見られる高度に分岐した上皮とは

著しく異なり、腺房数も少なかった（図 5j）。LY294002 で処置した唾
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液腺の腺房数は U0126 で処置した唾液腺よりわずかに多く（図 5j）、

DMSO 処理した対照唾液腺と比較して腺房の形態は類似していたが全

体の大きさは小さかった（図 5g）。 U0126 と LY294002 の両方の組み

合わせは、分枝形態形成に対してより強い効果を示し（図 5h）、腺房

数は各阻害剤単独より少なかった（図 5j）。更に、阻害剤の有無にお

ける LF 添加後のリン酸化 ERK1/2 および AKT の発現をウエスタンブ

ロットにて解析した。リン酸化 ERK1/2 および AKT の発現は、阻害剤

の存在下において LF 添加後 10 分で減少した（図 5i）。これらの結果

は、LF が ERK1/2 および AKT シグナル伝達経路を介して唾液腺の分枝

形態形成に影響を及ぼすことを示した。  

 

6.放射線照射による胎仔唾液腺の変化  

以前の研究において LF は放射線防護作用を有することが示されて

いる 2 1。唾液腺における LF の放射線防護作用を解析するため、器官

培養をしている唾液腺に放射線を照射した。放射線（ 2-10 Gy）の照

射後 72 時間培養した E12.5 の唾液腺は、照射線量に依存して萎縮が

大きくなっていた（図 6）。本研究では唾液腺の形態変化を検出する

のに最も適していた 4 Gy の放射線量を使用した。また、照射後 48 時
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間培養した唾液腺は細胞間隙を増加させた（図 7a,b）。更に、細胞の

DNA 合成に必須であり、細胞の増殖と相関している増殖細胞核抗原

（ PCNA） 35 ,36 の発現は放射線の線量依存的に減少した（図 7c）。この

結果は、放射線照射が唾液腺の DNA 合成や細胞増殖に影響を与える

ことを示した。放射線照射された唾液腺では、アポトーシス、壊死、

および自食作用を含む 3 つの細胞死のプロセスすべてが起こる可能

性があり、成体マウス、胎仔唾液腺の発達段階、照射環境、マウスの

種などの違いが細胞死のプロセスに影響を及ぼす 5, 37 -3 9。我々の実験

における細胞死の過程を明らかにするために、放射線照射後の唾液

腺を使用して DNA 断片化を検出するためのターミナルデオキシヌク

レオチジルトランスフェラーゼ dUTP ニックエンドラベル（ TUNEL）

染色 40 および活性化カスパーゼ 3 の発現 41 をウエスタンブロットに

て解析した。その結果、放射線照射された唾液腺はアポトーシスによ

る細胞死の徴候を示さなかった（図 7d,e）。放射線照射による細胞死

の種類を正確に判断することは困難とされているが、この結果は唾

液腺の細胞死が壊死または自食作用の可能性が高いことを示した。  

 

7. 放射線照射後の LF 導入による胎仔唾液腺の変化  
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LF が放射線防護作用をもつことが示されているが 2 1、この効果の

詳細なメカニズムは不明である。我々は LF の放射線防護作用を解析

するために E12.5 の唾液腺を 24 時間培養した後、 0.1 mg/ml の LF

を 48 時間培養液に添加した（図 8a-d）。一方、 E12.5 の唾液腺を 24

時間培養した後、唾液腺に対し 4 Gy で X 線照射し、次いで培養液に

0.1 mg/ml の LF を添加して 48 時間培養した（図 8e-h）。その結果、

放射線照射をせずに LF を導入した唾液腺は図 2g の結果と同様に腺

房数の増加を示した（図 8i）。一方、放射線照射後 LF を導入した唾

液腺は LF 非導入唾液腺とは対照的に形態や腺房数を維持した（図

8f,h,j）。更に、放射線照射前の LF の前処理が防護作用をより高め

ることができるかどうかを解析するため、放射線照射の 3 時間前に

LF の前処理を行った。しかしながら、照射前と照射後の LF の導入に

よる防護作用に違いはなかった。次に、放射線照射後の LF 導入、非

導入の唾液腺において、細胞間隙および AQP5（腺房細胞マーカー）

の発現を評価した。以前の研究では、 AQP5 が唾液腺における腺房細

胞構造および機能マーカーとして使用していることを示している

36 ,4 2, 43。 その結果、LF を導入した唾液腺は、LF 非導入の唾液腺と比

較して細胞間隙が小さく（図 8k-s）、AQP5 の発現が高かった（図 8t）。
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これらの結果は、 LF が唾液腺の腺房細胞構造を維持し、 ex vivo の

唾液腺器官培養において放射線防護作用を有することを示した。  

 

8.放射線照射後の LF 導入による成体唾液腺の変化  

近年の LF を使用した放射線研究では、1 匹のマウスあたり 4.0 mg

の LF（血中最終濃度： 1.7 mg/ml）が放射線防護のために使用され

た 2 1。LF は雌マウスにおいてエストロゲンサイクルにより誘導され

るタンパク質であるため、本研究では ICR 雄マウスを用いることに

より内在性の LF の用量が変化する可能性を除外した 4 4。以前に報

告された線量 21 を参考にして、マウス（ 6 週）を 9 Gy の線量で全身

X 線照射し、続いて LF（ 4.0 mg/動物）を含んだ生理食塩水、一方は

対象として生理食塩水のみを腹腔内投与した。照射の 1 週間後、マ

ウスから唾液腺を採取した。参考にした以前の照射設定条件では、

照射から約 10 日後にマウスが死亡することから、本研究では 1 週

間を評価期間として設定した 2 1。検討の結果、唾液腺において顕著

な形態学的変化が観察され、照射された唾液腺において腺房細胞の

間隙の減少が見られた（図 9a-e）。以前の研究では唾液腺への放射

線照射後の急性反応において、腺房細胞の消失が見られることが示
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されている 5。 ex vivo の器官培養で見られるように、 LF 導入マウ

スの唾液腺は細胞間隙を減少させ（図 9e）、腺房細胞の面積を維持

した（図 9f-h）。また、放射線照射後の DAB 染色を用いた検討では

照射によって AQP5 が局在を変えると報告されているが 45、本研究

の蛍光共焦点画像における AQP5 の局在は、LF 導入マウスと LF 非導

入マウスの両方において類似していた（図 9j,k）。次に、AQP5 の発

現を mRNA と以前示された蛍光強度を測定する方法 46 ,4 7 で検討した

結果、 LF 導入唾液腺の AQP5 の mRNA 発現（図 9i）および蛍光強度

（図 9l）が、LF 非導入唾液腺よりも高いことを明らかにした。この

結果は、 LF が AQP5 の発現に影響を及ぼし、局在には影響を及ぼさ

ないことを示した。  

次に照射後の LF 導入唾液腺の機能を評価するため、照射後の LF

非導入マウスおよび LF 導入マウスのアミラーゼ活性を調べた。そ

の結果、アミラーゼ活性に有意差はなかった（図 9m）。これまでの

報告から唾液腺において漿液性腺房が粘液性腺房よりも放射線の

感受性が高いと考えられているが 4 8、本研究における放射線照射後

の急性効果では、両群の漿液性腺房を完全には破壊しなかったため、

アミラーゼ活性に有意な差がないと示唆された。また、照射後のア
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ミラーゼ濃度には日々の変動が見られることから 48、アミラーゼ活

性を正確に測定することが難しい可能性も示唆された。  

次に、放射線照射後のマウスの飲水量を解析した。これまでに唾

液量の減少と口腔乾燥は、放射線照射の急性副作用として観察され

ている 3 7, 48。照射された LF 非導入マウスは、 LF 導入マウスよりも

多くの水分を摂取していた（図 9n）。この結果は放射線照射により

LF 非導入マウスに唾液量の減少と口腔乾燥が強く起こり、マウスが

水分をより欲したために水分の摂取量を増加させたこと、更には LF

の導入が放射線による副作用を抑制した可能性を示唆している。こ

れらの結果は、LF が in vivo における唾液腺に対して放射線防護作

用を有することを示した（図 9a-l,n）。  
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考 察 

 

細胞内にはサイトカインおよび成長因子の受容体によって活性化される多く

のシグナル伝達経路があり、それらのリガンドは唾液腺の分枝形態形成に関与

することが知られている 29,30。本研究で我々は LRP-1を介して細胞内シグナル伝

達を引き起こすことが知られている LF の役割を調べた。これまでに LF が関わ

るシグナル伝達経路が胎仔唾液腺の分枝形態形成に関与するかどうかは調べら

れていない。本研究において、我々は LFが細胞増殖を伴う唾液腺の分枝形態形

成を誘導することを見出した。更に、ERK1/2 と AKTシグナル伝達経路が LFの誘

導する唾液腺の分枝形態形成に関与することを明らかにした。ERK1/2 と AKT シ

グナル伝達経路に対する阻害剤を使用した検討では、ERK1/2 シグナル伝達が主

に腺房の形成に関連しており、AKT シグナル伝達が細胞増殖の過程に影響を及ぼ

すことを明らかにした。また、LFによる ERK1/2 および AKTのリン酸化は、LFの

単回投与後の分枝形態形成の誘導が少なくとも 48時間続いていたのにも関わら

ず、投与後 24 時間および 48 時間においては検出することができなかった。し

かしながら、本研究では、単回投与の LFが複数回投与による継続的な ERK1/2お

よび AKT のリン酸化を必要とせずに唾液腺の分枝形態形成に大きな影響を及ぼ

していた。LFの複数回投与を評価した場合、24時間と 48時間でも ERK1/2およ
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び AKTのリン酸化を検出できる可能性が示唆される。 

 細胞周期系の構成要素であるサイクリン D1 は、細胞周期を調節する因子とし

て、また転写を調節する因子として機能している。我々は、サイクリン D1の発

現が LF添加後 48時間で増加することを示した。サイクリン D1の発現は ERK1/2

および AKTシグナル伝達経路に依存すると言われていることから 32-34、サイクリ

ン D1 が関わる細胞周期の調節は、唾液腺の分枝形態形成において ERK1/2 およ

び AKT シグナル伝達経路によって調節される可能性が示唆される。リン酸化し

た ERK1/2 および AKT は、LF を添加した後わずか 10 分で増加したが、サイクリ

ン D1 の発現が増加したのはそれよりも後であった。実際は LF 添加後に唾液腺

が分枝形態形成を促進していることから、細胞周期の進行も LFを添加した直後

に始まると考えられる。ex vivoによる唾液腺の器官培養は、器官本来の生物学

的な生理反応を検出する点においては in vitro での細胞株培養よりも有用なシ

ステムであると考えられるが、この培養システムは非常に複雑である。従って、

細胞株よりも複雑なシグナルメカニズムを有する ex vivo の器官培養法が原因

でサイクリン D1の発現の増加に遅れが生じた可能性が示唆される。しかしなが

ら、本研究ではリン酸化した ERK1/2および AKTの発現の増加から、サイクリン

D1 の発現の増加までに時間差がある明確な理由を明らかにすることはできなか

った。           
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最近の研究において LF が放射線防護作用を持つことが示されたが 21、そのメ

カニズムは明らかにされていなかった。本研究で我々は唾液腺に焦点を当てた

in vivo と ex vivo の検討において、LFが放射線防護作用を有することを初め

て示した。放射線照射後に腺房細胞の損傷および形態学的変化が観察されたが、

LFを導入すると腺房構造が維持されていた。以前の研究で ERK1/2および AKTシ

グナル伝達経路が放射線作用に関与していることが報告されている 7,49。また成

長因子の 1 つである FGF-20 は ERK1/2 および AKT シグナル伝達経路を介して放

射線防護に関与している 50。我々は分枝形態形成や細胞増殖を促進する LF がこ

れらのシグナル伝達経路の活性化を誘導することを示したことから、LF の放射

線防護作用が ERK1/2および AKTシグナル伝達経路を介したメカニズムによるも

のであると考えられた。更に、我々は放射線防護作用が他のメカニズムからも誘

導されている可能性も考えている。放射線照射による曝露は細胞周期の遅れを

もたらす 51。G1 期は細胞外刺激を受け入れることができる唯一の段階であり、

この重要な段階は細胞周期における細胞の運命を決定する。そして、サイクリン

D1 は G1 期を通じて細胞周期の進行を制御する上で重要な役割を果たしている

28。本研究では、LFの誘導によるサイクリン D1の発現増加が、ERK1/2と AKTシ

グナル伝達経路により調節されている可能性を示した。成長因子は細胞周期が

遅延している細胞に対して、G0/G1 から S期への移行を促進して細胞増殖を促し
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ていることから 28、LF も ERK1/2と AKTシグナル伝達経路を介してサイクリン D1

が媒介する細胞周期を促進させて放射線防護機能を獲得していると考えられる。 

 LF はヒドロキシルラジカルの消去活性を有することが報告されている 21,52。

放射線照射は水分子を生細胞内で分裂させ反応性フリーラジカル（ヒドロキシ

ルラジカル：OHなど）を生成し、生物にとって必要不可欠な成分である DNA、タ

ンパク質、およびアミノ酸に深刻なダメージを与える 53。酸化ストレスが弱い場

合、細胞はそれ自身の修復機能によって生き残ることができるが、より深刻なス

トレスの場合には細胞は死んでしまう。以前の研究では、LF が鉄をキレート化

することによってフェントン反応を抑制して酸化反応を防ぐこと 21、または活性

酸素種のためのラジカルスカベンジャーとして働くことを示している 52。これら

のヒドロキシルラジカルの消去活性は、我々がこの研究で明らかにした LFの放

射線防護機能と相互作用していると考えられる。 

 これまでに報告されている多くの放射線防護剤は被曝前の投与で予防的な効

果を示すと言われているが、唾液腺を使用した本検討では放射線被曝後に LFを

投与しても有効な効果を示した。この結果から、我々は将来に向けて LFがもつ

2 つの機能の可能性を提案する。第 1 に、LF は放射線照射後の唾液腺損傷を抑

制するための放射線防護剤になり得ること、第 2 に、LF は放射線照射後の唾液

腺損傷の回復促進剤になり得ることである。本研究で明らかになった LFの機能
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は、将来的に LFが放射線の防護剤や治療薬として臨床応用につながる可能性を

示している。臨床応用のためには LFの投与方法や投与後の血中濃度を高く維持

するための方法などの検討も必要であるが、LF は安全性が高く健康補助食品と

しても流通しており、経口剤や注射剤などとして利用できる。更には安価でもあ

ることから、有益な薬剤となるための利点が多くある。本研究で得られた知見を

もとにした更なるメカニズムの解析により、LF は放射線による唾液腺障害に対

する新たな治療戦略としての応用が期待される。  
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図説明  

 

図 1. 唾液腺における LRP-1 の発現と局在  

qPCR（ a）およびウエスタンブロッティング（ b）による E13 唾液腺

における LRP-1 の発現。E13、E15、E17、P1 および P42 の唾液腺に

おける LRP-1 の mRNA 発現（ a）。発現量は E13 唾液腺を 1.0 として

標準化。E13 唾液腺における LRP-1 のタンパク質発現（ b）。E13 唾

液腺における LRP-1、E-カドヘリン、DAPI、およびそれらの重ね合

わせの免疫蛍光画像（ c）。スケールバー :10 µm。バーは平均値±

SEM を表す。  

 

図 2. LF は ex vivo の器官培養において顎下唾液腺分枝形態形成

を誘導する  

1.0 mg/ml の LF 添加後、 0 時間、 24 時間、 48 時間の唾液腺におけ

る位相差顕微鏡画像 (a-f)。スケールバー :500 µm。  1.0 mg/ml の

LF 添加後、0 時間、24 時間、48 時間の腺房数 (g)。1.0 mg/ml の LF

添加後、48 時間後の唾液腺における細胞増殖のマーカーである EdU

の蛍光染色画像（ h, i）。細胞骨格である E-カドヘリンの染色画像
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（ j, k）。細胞核マーカーである DAPI の染色画像（ l, m）。（ n）：

（ h）の画像を（ j）と（ l）に結合したもの。（ o）：（ i）の画像を（ k）

と（ m）に結合したもの。スケールバー :500 µm。EdU の蛍光強度の

比較（ p）。EdU の蛍光強度は E-カドヘリンで正規化。0.1 mg/ml の

LF 添加後、 48 時間の唾液腺におけるサイクリン D1 の発現（ q）。  

バーは平均値±SEM を表す。 **p < 0.01 vs control  

 

図 3. ex vivo の器官培養において LF はリン酸化 ERK1/2 と AKT の

発現量を増加させる  

0.1 mg/ml の LF を添加後、 0 分、 10 分、60 分におけるリン酸化し

た ERK1/2 および AKT の発現量。  

 

図 4. ex vivo の器官培養におけるリン酸化した ERK1/2 および AKT

の発現量は LF の用量に依存する  

0、 0.1、 1.0 mg/ml の LF を添加後、 0 分、 10 分、 60 分におけるリ

ン酸化した ERK1/2 および AKT の発現量。  

 

図 5. ERK1/2 経路阻害剤 U0126 と AKT 経路阻害剤 LY294002 は唾液
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腺の分枝形態形成と LF 導入後に増加するリン酸化 ERK1/2 と AKT

の発現量を抑制する   

0.1 mg/ml の LF と共に U0126 または LY294002 を添加後、 0 時間、

48 時間の唾液腺の位相差顕微鏡画像（ a-h）。  スケールバー： 500 

µm。 0.1 mg/ml の LF と共に U0126 または LY294002 を添加後、 10

分、 60 分におけるリン酸化した ERK1/2 および AKT の発現量（ i）。

0.1 mg/ml の LF と共に U0126 または LY294002 を添加後、 48 時間

の腺房数の割合（ j）。腺房数は DMSO を 1.0 として標準化。バーは

平均値±SEM を表す。 **p < 0.01 vs control  

 

図 6. ex vivo の器官培養において唾液腺は放射線量の線量に依存

して形態変化する  

放射線 (2-10 Gy)照射後、 0 時間、 48 時間の唾液腺における位相差

顕微鏡画像。スケールバー :500 µm。  

 

図 7. ex vivo の器官培養において放射線照射が唾液腺の細胞増殖

能とアポトーシスに与える影響  

放射線（ 4 Gy）照射後、 48 時間の唾液腺におけるヘマトキシリン
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-エオジン染色像（ a）。上段の写真：スケールバー：100 µm。下段

の写真：スケールバー： 200 µm。下の 2 つの写真はそれぞれ上の

写真にある赤枠の高倍率。1 視野（100 µm２ /視野）当たりの細胞間

隙の面積の割合（ b）。放射線 (2-4 Gy)照射後、 48 時間の唾液腺に

おける PCNA（増殖細胞核抗原：細胞増殖マーカー）の発現（ c）。

放射線 (2-4 Gy)照射後、0 時間、48 時間の唾液腺における TUNEL 染

色画像。 DAPI による細胞核の染色画像（ d）。  下の 9 枚の写真は、

それぞれ上の 9 枚の写真の高倍率。スケールバー：150 µm。放射

線 (2-4 Gy)照射後、48 時間の唾液腺における活性カスパーゼ -3（細

胞アポトーシスマーカー）の発現（ e）。 **p < 0.01 vs control 

 

図 8. ex vivo における放射線照射された唾液腺に対する LF の効

果  

0.1 mg/ml の LF 添加後、 0 時間、 48 時間の唾液腺における位相差

顕微鏡画像（ a-d）。放射線照射（ 4 Gy）した唾液腺へ 0.1 mg/ml の

LF 添加後、0 時間、48 時間の唾液腺における位相差顕微鏡画像（ e-

h）。スケールバー：500 µm。 0.1 mg/ml の LF 添加後、 24 時間、 48

時間の腺房数（ i）および放射線照射した唾液腺に 0.1 mg/ml の LF
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添加後、 24 時間、 48 時間の腺房数（ j）。放射線照射（ 4 Gy）した

唾液腺に 0.1 mg/ml の LF 添加後、48 時間の唾液腺におけるヘマト

キシリン -エオジン染色画像（ k-p）。スケールバー：50 µm。（ m）お

よび（ n）は、それぞれ（ k）および（ l）の高倍率。（ o）および（ p）

は、それぞれ（ m）および（ n）の高倍率。（ q）および（ r）の黒い

領域は、（ o）および（ p）の細胞間隙。1 視野（50 µm２ /視野）当た

りの細胞間隙の面積の割合（ｓ）。放射線照射（ 4 Gy）した唾液腺

へ 0.1 mg/ml の LF 添加後、48 時間の唾液腺における AQP5 mRNA の

発現（ t）。バーは平均値±SEM を表す。 **p < 0.01 vs control  

 

図 9. in vivo における放射線照射された唾液腺に対する LF の効

果  

放射線（ 9 Gy）照射後 4.0 mg/動物の LF を腹腔内投与し、 1 週間

後に摘出したマウス唾液腺におけるヘマトキシリン -エオジン染

色画像（ n = 6）（ a-d）。スケールバー：100 µm。（ c）および（ d）

は、それぞれ（ a）および（ b）のより高倍率。（ f）および（ g）は、

それぞれ（ c）および（ d）のより高倍率。1 視野当たりの細胞間隙

および腺房細胞によって占められる面積（ 250 µm２ /視野）の割合
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（ e）および（ h）（ n = 3）。放射線（ 9 Gy）照射後 4.0 mg/動物の

LF を投与し、 1 週間後に摘出したマウス唾液腺における AQP5 の

mRNA 発現（ n = 9）（ i）。放射線（ 9 Gy）照射後 4.0 mg/動物の LF

を投与し、 1 週間後に摘出したマウス唾液腺の AQP5、 E-カドヘリ

ン、および DAPI を重ね合わせた蛍光染色画像。（ n = 4）（ j, k）。

スケールバー：50 µm。AQP5 の蛍光強度の比較（ l）。AQP5 の蛍光強

度は E-カドヘリンで正規化。放射線（ 9 Gy）照射後 4.0 mg/動物

の LF を投与し、 1 週間後に測定したマウス唾液腺のアミラーゼ活

性（ n = 3）（ m）。放射線（ 9 Gy）照射後 4.0 mg/動物の LF を投与

し、1 日後に測定した総摂水量。（ n = 12）（ n）。バーは平均値±SEM

を表す。 **p < 0.01 vs control 
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