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長寿医療研究開発費 平成３０年度 総括研究報告 

 
高齢者ドライマウスの原因究明とその克服に向けた基盤研究（３０－１４） 

 
主任研究者 山越 貴水 国立長寿医療研究センター 老化機構研究部（室長） 

 
 研究要旨 
本研究課題では、高齢者においてドライマウス症状が発生するメカニズムを解明するた

め、老化過程における顎下腺のムチンとその糖鎖に着目し、本年度は、ヒト顎下腺を用い

た老化過程での組織病理学的解析、ヒト顎下腺を用いたムチンの多検体分析を実施する前

段階としてマウス顎下腺をモデルとした多検体分析方法論の確立、炎症と糖鎖プロファイ

ル変化の関係解明に向けたヒト顎下腺試料からの RNA 抽出・精製方法について検討した。 
 
 
 主任研究者 
  山越 貴水 国立長寿医療研究センター 老化機構研究部（室長） 
 分担研究者 
  村山 繁雄 東京都健康長寿医療センター 神経内科（部長） 
  亀山 昭彦 産業技術総合研究所 創薬基盤研究部門（上級主任研究員） 
 
 
Ａ．研究目的 

高齢者の多くが罹患する口腔乾燥症状（ドライマウス）は、唾液粘性の亢進を伴い、

高齢者のQOLを低下させるだけでなく高齢者の死亡原因の第三位である肺炎の発症

リスクを高める。このため、老化に伴い唾液粘性が亢進するメカニズムの解明が急務

となっている。しかし、唾液の粘液成分は、高分子量のコア蛋白質に大量の糖鎖が高

密度に結合した巨大分子であり、その取扱いの難しさから、一体何故、老化により唾

液粘性が亢進するかについての研究は全く行われてこなかった。我々は最近、動物モ

デルを用いた研究から、高分子糖蛋白質を分離分析できる新たな技術（分子マトリク

ス電気泳動：SMME）を利用して、マウスでは老化により唾液腺の一つの顎下腺にお

いて唾液粘性物質の主成分であるムチンの糖鎖の末端構造や長さが変化する結果を得

た（Iida et al., Arch. Oral Biol., 12(97), 52-58, 2019; Kameyama et al., Biochim. Biophys. 

Acta, Proteins Proteom., 1867(1), 76-81, 2019）ことから、老化により生じる糖鎖シグナ

ル異常が粘性物質の糖鎖プロファイルを変化させることで唾液粘度を増加させる可能

性を見出した。顎下腺は口腔内へ唾液を分泌する機能をもつことから、唾液粘性物質
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の糖鎖シグナルの解析は口腔乾燥症の発症機序を解明するうえで大変重要である。そ

こで、本研究では、ヒトが老化した場合においても類似のメカニズムにより唾液粘度

が亢進する可能性について、ヒト顎下腺を用いて粘液成分の分離と各成分量及び糖鎖構

造の解析を行い、ドライマウス症状が発生するメカニズムの解明を目指す。また、老

化の過程では様々な組織において炎症状態が惹起され、慢性的な炎症環境が構築され

ることが知られているため、炎症と糖鎖プロファイル変化の関係についても検証する

ことを目的とした。 
 
 
Ｂ．研究方法 
（１）ヒト顎下腺の凍結試料採取 

69 歳までの若中年齢者（女性 2 名、男性 7 名）と 85 歳以上の高年齢者（女性 5 名、

男性 9 名）のヒト顎下腺は、摘出後半割し、そのうちの一つをドライアイスパウダー法

による迅速凍結標本の方法で凍結した。 
 
（２）ヒト顎下腺のパラフィン包埋薄切切片試料の作製 
 69 歳までの若中年齢者（女性 2 名、男性 7 名）と 85 歳以上の高年齢者（女性 5 名、

男性 9 名）のヒト顎下腺は、摘出後半割し、そのうちの一つを 4%パラフォルムアルデ

ヒドにより固定した。固定した顎下腺は two overnight 後、脱水、脱脂を行いパラフィン

に包埋した。パラフィン包埋ブロックは、薄切装置（ミクロトーム）により、Kluever Barrera
染色と中枢神経系免疫染色と合わせるため、6µm の厚さに薄切された。 
 
（３）ヒト顎下腺試料のヘマトキシリン＆エオジン(HE)染色及びアルシアンブルー染色 

若中年齢者（69 歳まで）と高年齢者（85 歳以上）のヒト顎下腺ホルマリン固定パラ

フィン包埋薄切切片は東京都健康長寿医療センター・高齢者ブレインバンクから提供さ

れた。これらの試料を用いて、HE 染色及び酸性糖（カルボキシ基・硫酸基を含む糖）

とイオン結合することで酸性の粘液多糖類を特異的に染めるアルシアンブルー染色（武

藤化学 4085-2）を行った。 
 
（４）顎下腺組織を試料とした水溶性ムチンの抽出 

ブタ顎下腺およびマウス顎下腺をモデルとして水溶性ムチンを抽出した。顎下腺組織片

をアセトン中でホモジナイズすることによりアセトンパウダーとし、PBS にて水溶性成分

を抽出した。この水溶液に飽和酢酸カルシウム溶液を添加後、エタノールを加えて冷却し

沈殿物を得た。これに 2M ウレア溶液を加えて得られた溶液を別のチューブに移したのち、

さらにエタノールを加えて冷却し沈殿物を得た。この沈殿物を 8M ウレアに溶解し水溶性

ムチン抽出液とした。 
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（５）分子マトリックス電気泳動（SMME）によるムチンの分離 
マウス顎下腺組織から抽出した水溶性ムチン抽出液を SMME にて電気泳動した。SMME

は 0.1 M ピリジン/ギ酸緩衝液（pH 4.0）を泳動緩衝液として、1 mA/ cm の定電流にて 30
分間通電した。泳動後の膜をアルシアンブルーで染色することによりムチンを可視化した。 

 
（６）SMME により分離されたアルシアンブルー陽性バンドのデンシトメトリー 

アルシアンブルーで染色した膜を乾燥後、エチレングリコールに浸し透明化した。ポリ

プロピレンフィルムに挟み、イメージングシステム ChemiDoc（バイオラッド社）を用い

て染色像を画像化した。得られた画像のアルシアンブルー陽性バンドを Image J(NIH)にて

デンシトメトリー解析した。 
 

（７）SMME により分離されたムチンの糖鎖抽出および完全メチル化 
SMME 膜上のアルシアンブルー陽性バンドを切り取り、50 mM 水酸化ナトリウムを含

む 0.5 M 水素化ホウ素ナトリウム溶液に浸し、45℃にて一晩放置した。氷冷後、少量の酢

酸を添加し水素化ホウ素ナトリウムを分解した後、イオン交換樹脂 Dowex C-50（H+）を

加えて攪拌後、固相抽出カートリッジ SepPak-C18 に通じてろ液を回収した。遠心エバポ

レーターにてろ液を濃縮乾燥後、１％酢酸を含むメタノール溶液を加えて再度濃縮乾燥し

た。得られた残渣をヨードメタンと水酸化ナトリウムを用いて完全メチル化し、固相抽出

カートリッジ SepPak-C18 に吸着後、50％アセトニトリル溶液にて溶出し、質量分析に供

した。 
 

（８）SMME により分離されたムチンの糖鎖解析 
完全メチル化された糖鎖を MALDI-TOF 型質量分析計にて解析した。レーザーは窒素ガ

スレーザー、マトリックスは 2,5-ジヒドロキシ安息香酸(DHB)を使用し、リフレクターを用

いた陽イオンモードにて測定した。また、詳細な構造解析のために MALDI-QIT-TOF 型質

量分析計によるタンデム質量分析も行った。 
 
（９）ヒト顎下腺試料の Total RNA 抽出・精製 
約 50mg のヒト顎下腺試料からホモジナイザー(IKA, T10 basic ULTRA-TURRAX)と TRI 
Reagent(Molecular Research Center, Inc. TR118)を用いて、acid guanidinium 
thiocyanate-phenol-chloroform extraction 法により、破砕した試料から Total RNA を抽

出した。混入したゲノム DNA は、RNase-Free DNase Set(Qiagen, 79254)を用いて除去さ

れた。その後、Total RNA は RNeasy Mini Kit (Qiagen,74104)を用いて精製された。 
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（倫理面への配慮） 
 本研究計画の遂行にあたっては、「人を対象とする医学系研究に関する倫理指針」

に則り、国立研究開発法人国立長寿医療研究センター 倫理・利益相反委員会、東京

都健康長寿医療センター 倫理委員会及び国立研究開発法人産業技術総合研究所 倫
理委員会の承認を得て、個人情報の保護を徹底し行われる。 
また、遺伝子組換え生物等の使用については、国立研究開発法人国立長寿医療研究

センター遺伝子組換え実験安全規程に従って行われ、適切な拡散防止措置が取られる。

動物実験に際しては国立研究開発法人国立長寿医療研究センター動物実験規則に従

い行う。 
 
 
Ｃ．研究結果 

ヒト顎下腺の組織病理学的観察とアルシアンブルー染色 
ヒト顎下腺試料の HE 染色及びアルシアンブルー染色を行い、組織構造及び酸性糖と酸

性粘液多糖類の大まかな量についてそれぞれ可視化した。アルシアンブルー染色では、若

中年齢者と高年齢者との間に顕著な染色濃淡の違いは観察されなかったものの、若中年齢

者に比べ、高年齢者では染まりの良い腺房と細胞核が散見された。 
  
 

マウス顎下腺をモデルとしたムチンの多検体分析方法論の確立 
ヒト顎下腺を用いたムチンの多検体分析を実施する前段階として、顎下腺からの水

溶性ムチン抽出の手法およびマウス顎下腺をモデルとしたムチンの多検体分析を行った。

まず、顎下腺からの水溶性ムチン抽出方法について、ブタ顎下腺を用い、多検体試料を処

理するためにビーズ式破砕機を用いてアセトンパウダーを作製する方法と従来の方法の手

動式ホモジナイザーを用いる方法を比較した。ビーズ式破砕機を用いた場合、手動式ホモ

ジナイザーを用いた場合よりヒアルロン酸とプロテオグリカンは多く回収されるがムチン

の回収量は低かった。このことから、実験全体の操作性を考えると、ムチン分析を目的と

する場合には、従来通り、手動式ホモジナイザーを用いる方法が適当と判断された。次に、

上記のムチン抽出法に従い、マウス顎下腺をモデルとしたムチンの多検体分析を行った。

月齢の異なるマウス（3、6、12、18、24 ヶ月齢）を各 3 個体用いて、顎下腺からムチンを

抽出し、SMME によるムチンの泳動分離を行った。いずれの月齢においても、全ての個体

に共通して出現するバンド（バンド―1）が観察された。このバンド以外にも、3 ヶ月齢と

6 ヶ月齢のマウスにのみ検出されるバンド（バンド―2）、12 ヶ月齢以上のマウスに高頻度

に検出されるバンド（バンド―3）が観察された。すなわち、老化により顎下腺ムチンに変

化が生じることが示唆された。また、本実験により分離されたアルシアンブルー陽性バン

ドのデンシトメトリー解析を行い、老化との関連を調べた。バンド（バンド―1，2，3）の
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強度の合計の平均値の比較では、統計的な有意差は検出されなかったものの、6 ヶ月齢にお

いてアルシアンブルー陽性バンドのシグナルが最も強くなり、その後、老化に伴って減弱

した。更に、ムチンの糖鎖種と老化との関連について調べるため、SMME により分離され

たムチンの糖鎖抽出と誘導体化を行い、完全メチル化された糖鎖を質量分析計により測定

した。バンド―1，2，3 のいずれも NeuAcGalGalNAc の組成を有する糖鎖が主成分であっ

たが、バンド―1 は老化とともに NeuAcGalGalNAc が減少し、NeuAcGalGlcNAcGalNAc
の組成を有する糖鎖が増加する傾向が観察された。 
 
 

炎症と糖鎖プロファイル変化の関係解明に向けたヒト顎下腺試料からの RNA 抽出・精

製方法の検討 
 ヒト顎下腺試料から Total RNA を抽出する方法を確立するため、25 歳男性の顎下腺を用

いて条件検討を行った。およそ 50mg の試料を TRI Reagent(Molecular Research Center, 
Inc. TR118)中でホモジナイザー(IKA, T10 basic ULTRA-TURRAX)により破砕し、acid 
guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction 法により破砕した試料から Total 
RNA を抽出した。抽出した Total RNA からゲノム DNA を除去するための反応条件を検討

するため、Total RNA を RNase-Free DNase で 3 分間、5 分間、10 分間処理した。その後、

RNeasy Mini Kit (Qiagen,74104)を用いて Total RNA を精製し、1％アガロースゲルによ

る電気泳動を行うことで、混入ゲノム DNA の挙動を観察した。3 分間、5 分間、10 分間、

全ての反応条件において、RNase-Free DNase で処理することによりゲノム DNA は観察さ

れなくなった。このことから、3 分間の RNase-Free DNase 処理によりゲノム DNA は十

分分解されることが示唆された。 
 
 
Ｄ．考察と結論 

ヒト顎下腺試料のアルシアンブルー染色では、若中年齢者と高年齢者との間に顕著な染

色濃淡の違いは観察されなかったものの、若中年齢者に比べ、高年齢者の顎下腺では染ま

りのやや良い腺房が散見されたことから、酸性糖と酸性粘液多糖類の量に違いのある可能

性が示唆された。また、本研究により、マウス顎下腺をモデルとしたムチンの多検体分析

方法論の確立に成功した。マウスでは、全体のムチン量は老化に伴い減少する傾向にあっ

たが、若齢時にのみ発現するムチンや老化に伴い発現するムチンが存在することが分かっ

た。ムチンの糖鎖はシアリル T（NeuAcα2-3Galβ1-3GalNAc）を主としたものだったが、

老化に伴い GlcNAc がさらに付加した構造が増えることから、マウス顎下腺では老化に伴

いムチン遺伝子及び糖鎖合成に関わる遺伝子群の発現が変化する可能性が示唆された。今

後は、ヒト顎下腺試料を用いて検討していく。更に、ヒト顎下腺の RNA 抽出方法の条件が

決定したので、今後、残りの試料についても同様に処理し RNA を抽出する。これらの試料
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をもとに、老化に伴い変動するムチンとムチン糖鎖の合成に関わるムチン遺伝子及び糖鎖

合成関連遺伝子について解析を進めていく。この解析により、各検体における炎症の程度

と糖鎖プロファイルの詳細な関係を明らかにできると考えられる。 
 
 
Ｅ．健康危険情報 
 なし 
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Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 
 １．特許取得 
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 ３．その他 
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