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マウス顎下腺におけるエステロプロテァーゼ（TAMEase）
　　　　　　　　　　　　におよぼすプロスタグランジンの影響

　　　　　　　渋　井　　　暁

岩手医科大学歯学部口腔外科学第一講座

　　　　　（主任：工藤啓吾教授）

岩手医科大学歯学部口腔生化学講座

　　　　　（指導：太田　稔教授）

　Abstract：Some　kinds　of　prostaglandin（PGs）such　as　PGE1，　PGE2　and　PGF2、　are　known　to

regulate　the　secretion　and／or　synthesis　of　many　biologically　active　substances　ill　mouse

submandibular　glands．　This　study　was　undertaken　to　investigate　the　effects　of　prostaglandins，

especially　PGE2　which　is　the　main　PG　synthesized　in　the　submandibular　glands，　on　submandibular

esteroprotease，　p－tosyl－L－arginine　methyl　esterase（TAMEase）．

　Injection　of　PGE2　in　male　mice　increased　the　activity　of　TAMEase　of　the　submandibular　glands

after　20　minutes，　and　the　increased　level　was　maintained　for　24－48　hours．　PGF2、　also　increased　the

TAMEase　activity　after　24　hours．　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis（PAGE）under　reduced

conditions　and　immunoblotting　analyses　revealed　that　the　intensity　of　the　27．5　kilo　dalton（kDa）－

band　of　TAMEase　molecules　recognized　by　anti－mouse　TAMEase　rabbit　antibody　was　increased　l

hour　after　administration　of　PGE2　and　the　increased　level　continued　for　24　hours．　Moreover，　an

increase　in　TAMEase　molecules　was　induced　by　other　prostaglandins　such　as　PGE正，　PGF1。，　PGF2、

and　PGI2．　As　TAMEase　is　known　to　be　a　secreted　protein，　the　TAMEase　activity　in　saliva　was

measured　before　and　after　the　injection　of　PGE2．　The　TAMEase　activity　in　saliva　decreased　l　hour

after　the　injection　of　PGE2　in　contrast　with　the　increase　in　glandular　TAMEase　activity，　suggesting

the　inhibition　of　TAMEase　secretion　from　submandibular　gland　into　saliva　by　PGE2．　To　confirm　the

inhibition　of　the　secretion　of　TAMEase　by　PGE20r　PGF2。，　histological　and　immunohistochemical

analyses　were　performed．　Hematoxilin－eosin　staining　showed　the　accumulation　of　secretory

granules　in　convoluted　duct　cells　10　minutes　after　the　injection　of　PGE20r　PGF2。，　and　the

convoluted　duct　cells　with　increased　gra皿les　occupied　the　luminal　space　of　the　duct　l　O　minutes

after　the　injection　of　PGs．　Immunohistochemical　study　showed　that　the　abundant　granules　in　the

apical　portion　of　the　convoluted　duct　cells　were　positive　to　anti－TAMEase　antibody．　The　storage　of

secretory　granules　in　the　convoluted　duct　cells　was　still　observed　even　24　hours　after　the　injection．

　These　findings　suggested　that　the　increased　levels　of　TAMEase　activity　and　TAMEase　molecules

in　the　submandibular　glands　induced　by　the　administration　of　PGs　were　due　to　the　inhibition　of　the

secretion　of　TAMEase　molecules　from　the　submandibular　gland　into　saliva．
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緒 言
　　マウス顎下腺は形態的にも機能的にも性差が

認められD，現在まで多くの研究者によってそ
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の形態学的ならびに生化学的研究がなされてき

た。マウス顎下腺中には神経成長因子（nerve

growth　factor，　NGF）2・3），上皮成長因子

（epidermal　growth　factor，　EGF）34），　レニ

　　　　　　　　　　ふン3・5），トニンぴ6），カリクレイン珊やその他のエ

ステロプロテアーゼa8），あるいはアミラーゼ3・9）

や酸性フォスファターゼ3）などの多くの生理活

性物質が存在する。これら生理活性物質のう

ち，顎下腺頼粒管細胞中に含まれるNGFや

EGFの量は雌に比べ雄で顕著に多く1口1），また

レニンなど多くのプロテアーゼ活性にも同様な

著しい雌雄差が認められる12）。

　マウス顎下腺のエステロプロテァーゼには，

カリクレイン，　レニン，　トニンおよびβ一NGF

エンドペプチダーゼ13）や，EGFあるいはNGF

と結合する結合タンパク質の存在が知られてい

る1価）。EGFおよびNGF結合タンパク質は，

この分子自身がエステロプロテアーゼ活性を

持っており，EGFやNGFの前駆体から活性型

への変換に関わっていると考えられてい
る14　16）。これらエステロプロテアーゼは，合成

基質のアルギニンのエステル類を水解する酵素

の総称である。しかし，私共は今回合成基質とし

てp－tosyl－L－arginine　methyl　ester（TAME）を

用いていることから17），以下これをTAMEaseと

称する。私共のこれまでの研究からTAMEase

は，督歯類の中でもマウスとラット顎下腺に特

異的にかっ多量に存在するエステプロテアーゼ

で，主として27．5kDaの分子であること，また

アンドロゲン依存性であり，成熟雄に特に多量

に存在し，去勢により消失すること，成長に伴

いアンドロゲンレベルに応答して出現するこ

と，また，雌ではその活性は雄の約1／10と低

いことなどが明かとなった18－21）。しかし，顎下

腺内におけるTAMEaseの生理的役割に関し

ては，EGFやNGFのプロセッシングに関わっ

ている1617）ということなど，一部明らかになっ

ている点を除けばなお不明な点が多い。また，

TAMEaseは分泌タンパクであが22）唾液中に

もその存在が知られているが，唾液中に存在す

る意義にっいても定かではない。
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　一方，TAMEaseをはじめ顎下腺に存在する

多くの生理活性物質は性ホルモン23－25）のみなら

ず，甲状腺ホルモンや副腎ホルモン112札27）さらに

炎症メディエーターとして知られるプロスタグ

ランジン（Prostaglandin，　PG）22）による調節も

受けているとの報告がある。PGは20個の炭素

鎖の不飽和脂肪酸誘導体の一族であり，ロイコ

トリエン，トロンボキサンなどと同様に，アラ

キドン酸に由来する局所性化学仲介物質で多種

の細胞から分泌されることが知られている。

PGは9群，16種以上もあるが，各種PGは細

胞表面にあるそれぞれに特異的な受容体に結合

し28），リン酸化情報伝達系を介し29）多様な生物

的効果をもたらすと考えられる。

　PGの唾液腺におよぼす作用に関してはこれ

までにいくっかの報告があるが，そのほとんど

は唾液の分泌量とこれに伴う唾液成分の分泌量

の変動にっいてのものである，唾液の分泌に関

しては，PGE1，　E2ならびにF2、が唾液流量を増

加させる3ぴ31）との報告があるが，一方，副交感神

経系の興奮による唾液分泌，すなわち副交感神

経作動薬の投与などによる唾液分泌に関しては

逆にこれを抑制する鍋）との報告もある。また，

唾液成分に関してはNa，　C1やCaイオンなど

の電解質3334），ムチン35）やレニン36）などの生理活

性物質の変動に関する報告があるが，用いる

PGの種類や濃度の違い，また顎下腺，耳下腺

唾液といった唾液の種類の違いなどにより唾液

腺細胞のPGに対する応答は異なる。このよう

に，PGは唾液腺の生理機能調節に重要な役割

を有するものと考えられるものの，その作用機

構の分子レベルでの詳細な検討や細胞学的検索

も少なく多くは不明である。

　そこで本研究においては，唾液腺で主として

生成されるPGE237）をはじあとした各種PGの

マウス顎下腺のエステロプロテアーゼである

TAMEaseにおよぼす影響を，活性の変動，分

子の消長ならびに分子の組織内における局在の

各面からそれぞれ活性測定法，免疫学的手法な

らびに免疫組織化学的手法を用いて検討を行

い，PGによる顎下腺内エステロプロテアーゼ
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の調節機構について検索した。

材料と方法

1．実験材料

　（1）実験動物

　12週齢の自由飲水と固形飼料で飼育した雌

雄のddYマウス（体重32－34　g）は静岡実験

動物より購入し，また，3kgの雌家兎も同様に

飼育し，ポリクローナル抗体の作製に供した。

　②　試　　薬

　以下に使用した試薬とその購入先を示した。

p－tosyl・L・arginine　methyl　ester（TAME）：

半井化学，完全フロイントァジュバント：

Gibco社，ダルベッコPBS（一）：日水製薬，ウシ

血清アルブミン（BSA）：Sigma社，抗ウサギペ

ルオキシダーゼ標識ヤギ抗体：Cappel社，ア

クリルアミド，N，　N’一メチレンビスアクリ

ルアミド（電気泳動用特製試薬）：半井化学，ラ

ゥリル硫酸ナトリウム（SDS）：半井化学，イン

ドメタシン：Sigma社，レインボーマーカー

（分子量測定用）：Amersham社，ヒストス

キャンキット（免疫組織化学染色試薬）：

Biomeda社，プロスタグランジンE2，　F2、：

Sigma社また，ご好意により小野薬品から

PGE1，　E2，　F1。，　F2、ならびに12を供与された。

2．実験方法

　（1）粗酵素液の調製

　マウスを頸椎脱臼にて屠殺し，ただちに顎下

腺を摘出した。摘出顎下腺は氷冷0．9％NaCl

で洗浄後，結合組織を除去し，同じく氷冷した

10倍容の10mM　Tris－HCI緩衝液（pH　7．6）を

加えて，テフロンホモジナイザーで粉砕した。

その懸濁液を10，000×g，20分間2℃で遠心

し，得た上清を粗酵素液とした。

　（2）TAMEase活性の測定

　TAMEを基質とし，　CastellinoとSodetzの

方法38）によりTAMEase活性を測定した。すな

わち，粗酵素液を0．1MTris－HCI緩衝液（pH

8．2）で50－1000倍に希釈後，希釈酵素液0．2ml

と0．1MTAME溶液0．05　mlを22℃にて10分

間反応させた。その反応液に，3．5NNaOH・2
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Mhydroxylamine　1：1混合液0．2　mlを加え

反応を停止させた。室温に30分間放置後，3％

トリクロル酢酸0．4mlつづいて0．11　M　FeCl3

4mlをそれぞれ加え発色させ，　Beckman社製
　　　　　　　　　ぷDU⑪一65Spectrophotometerを用いて
525nmの吸光度を測定した。タンパク定量は

ウシ血清アルブミン溶液を標準とし，Lowry

らの方法39）に準じて行った。

　①PG投与によるTAMEase活性の測定

　無水エタノールで3mMに調製したPGE2，

PGF2．を使用時に0．9％NaClで10倍に希釈

し，投与量が480ng／g体重となるよう雌雄

ddYマウスの腹腔内へ投与した。対照群には無

水エタノールの0．9％NaCl　10倍希釈液を同様

に投与した。投与後10分，20分，1時間，3時

間，24時間，48時間の各時間に顎下腺を摘出

し，前述のごとくTAMEase活性を測定した。

　②唾液内TAMEase活性の測定

　唾液は以下のごとく採取した。すなわち，雄

マウスにPGE2（480　ng／g体重）の投与を行

い1時間後に全唾液（3匹分，約5一ユ0μの

を採取し，ただちに屠殺，顎下腺を摘出した。

採取した唾液を0．9％NaC1で1，000－2，000倍

に希釈し，TAMEase活性を測定した。

　③インドメタシン投与によるTAMEase活

性の測定

　インドメタシンの無水エタノール1％溶液を

作製し，さらにプロピレングリコールを加え希

釈し0．1％溶液に調製した。インドメタシンの

投与量は，0．1ml（100μgのインドメタシン含

有）とし，対照群には，無水エタノールのプロ

ピレングリコール10倍希釈液0．1m1を屠殺24

時間前に雄マウスの頸部皮下へ投与した。

PGE2併用群に対しては，前述のごとくインド

メタシン投与を行った後，屠殺1時間前にさら

にPGE2の投与を行った。屠殺後ただちに顎下

腺を摘出しTAMEase活性を測定した。

　（3）抗マウスTAMEaseウサギポリクロ

ナール抗体の作製

　雄iマウス顎下腺より精製したTAMEase
O．8㎎18）と完全フロイントァジュバントを混合
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し充分乳化後，3kgの雌ウサギに2週間に1回

の間隔で7回皮下注射し免疫を行った。耳静脈

から試験採血し，オクタロニー法で抗体価を調

べた。抗原である精製TAMEase（3．9　mg／ml）

に対して抗血清の10倍希釈液まで沈降線を形

成したところで，ネンブタール麻酔下に開胸

し，心臓採血により全血採血した。血液を30℃

で2時間加温後，3，000rpm　10分遠心により抗

血清を得た。これを40％飽和硫安で塩析し

12，000rpm20分遠心後の沈澱物をPBSに溶

解後，これをPBSに一晩透析した。得られた

部分精製のIgG画分を抗TAMEaseポリク
ローナル抗体とした。

　（4）SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動

法（SDS－PAGE）とイムノブロット法による

TAMEase分子の検出

　精製した抗TAMEase抗体を用いて，
SDS－PAGEならびにイムノブロット法により，

PGE2投与後の雄マウスTAMEase分子の経

時的変動（10分，1時間，24時間）と各種PG

の投与によるTAMEase分子の変動を検討し

た。各種PG投与の実験において，雄マウスは

エタノールの0．9％NaCl　10倍希釈液投与群

（対照群），PGE1，　PGF、。，　PGF2、ならびにPGI2

各投与群に分け，また雌マウスは対照群，PGE2

ならびにPGF2、各投与群に分けた。各PGの投

与量ならびに投与方法は前述と同様に行い，各

群とも投与後24時間で屠殺し，ただちに顎下

腺を摘出した。

　顎下腺より調製した各粗酵素液はタンパク量

を1mg／mlに調整した後，その5μ影を
SDS－PAGEで展開した。つづいて，ゲル中のタ

ンパク質を25mM　Tris，192　mM　glycine，

10％（v／v）メタノール，pH　8．3の緩衝液中

で10V，200賦で，1時間，4℃で，ニトロセル

ロース膜上に電気泳動的に移行させた。膜を

PBSで洗浄後，2％gelatinを含むPBS（2％

gelatin－PBS）中で2時間室温で反応させ，膜

上の空いている吸着部位をブロックした。その

後，膜に1次抗体として1，000倍に希釈した抗

TAMEaseウサギ抗体を4℃で一晩反応させた。
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なお，抗体の希釈には非特異的な結合を防ぐた

め2％gelatin－PBSを用いた。反応後，0．05％

Tween－20を含むPBS（PBS－Tween）で洗浄

し，二次抗体として500倍に希釈したペルオキ

シダーゼ標識抗ウサギIgGヤギ抗体を室温で

2時間反応させた。っぎに膜をPBS－Tweenで

洗浄後，基質として0．3％過酸化水素，

4－chloro－1・naphthol　O．6　mg／mlを含むPBSと

反応させ，室温で10分間発色させた。発色後，

蒸留水で洗浄し風乾した。

　（5）免疫組織化学染色法によるTAMEase

の組織内局在の検討

　雄マウスにPGE2，　PGF2、をそれぞれ投与し，

10分ならびに24時間後に屠殺し顎下腺を摘出

した。摘出した顎下腺を10％リン酸緩衝ホル

マリン液で固定した後，パラフィン包埋し，薄

切しスライドを作成した。作成した切片をキシ

ロールとエタノールで順次脱パラフィン後，充

分に水洗を行い，最後にPBSで3分間洗浄し

た。つづいて，このスライド上の切片を1％

BSAを含むPBS（1％BSA－PBS）で100倍に希

釈した抗TAMEase抗体（一次抗体）と25℃

1時間インキュベートした。二次抗体以降は，

ヒストスキャンキット（Biomeda社）を用い，

アビジン・ビオチンペルオキシダーゼ法により

染色を行った。また，連続切片を用いてヘマト

キシリン・エオジン染色法を並行して行い，分

泌穎粒の局在を検索した。標本は光学顕微鏡に

より鏡検した。

結 果

　（1）PG投与後のマウス顎下腺TAMEase

活性の経時的変化

　12週齢の雄マウスにPGE2（480　ng／g体

重）を投与し，48時間までの経時的な
TAMEase活性を測定した。　Fig．1に示したご

とく，PGE2投与後20分でTAMEase活性は

急激に上昇し1時間後で最大値を示し，その後

活性は24－48時間にわたって高い値で持続さ

れた。この結果からPG投与後短時間で

TAMEase活性が上昇し，さらにその上昇はあ
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Fig．l　Time　course　of　TAMEase　activity　in　male　mouse　submandibular　glands　after　injection　of

　　　prostaglandin　E2．

　　　Twelve　week－old　mice　were　injected　intraperitoneally　with　480　ng／g　body　weight　of
　　　prostaglandin（PG）E2（open　circle）．　The　mice　were　killed　at　different　time　intervals　after　the

　　　injection．　The　activity　of　TAMEase　in　the　submandibular　glands　was　measured　as　described　in

　　　¶¶Materials　and　Methods”．　Control　mice　received　ethanol　in　10　volumes　of　O．9％NaCl，　and

　　　immediately　killed（O　hour）、　The　mice　were　injected　with　the　same　dose　of　PGF2、（triangle）and

　　　killed　24　hours　after．　Data　are　shown　as　the　mean±SD　from　three　mice　in　each　experiment．

る一定の時間持続されることが明かとなった。

投与後48時間以降の変動に関しては本実験に

おいては検討しなかった。またPGF2．の投与

は，PGE2と同様TAMEase活性を上昇させ
た。

　先に述べたが，私共のこれまでの研究で

TAMEase活性は雌マウスでは雄の約1／10

と低いことが明かとなっている18）。そこでつぎ

に，雌マウスにPGE2ならびにPGF2，を投与し

TAMEase活性におよぼす影響を検討した。そ

の結果，PGE2ならびにPGF2、の投与により

TAMEase活性の有意な変動はみられなかった

（データーは示さない）。

　②　PGE2投与によるマウス顎下腺内および

唾液中のTAMEase活性の変化

　TAMEaseは分泌タンパク質であるので，

PGE2投与による顎下腺内TAMEase活性の上

昇が唾液の分泌阻害によってもたらされた可能

性を考え，っぎにPGE2投与後の唾液中の

TAMEase活性の変動を調べた。その結果は

Table　1に示したごとく，　PGE2投与後1時間

で顎下腺内のTAMEase活性は上昇したが，唾

液中のTAMEase活性は顕著に減少した。

　（3）内因性プロスタグランジンの顎下腺内

TAMEase活性に対する影響

　内因性のPG合成を抑制する目的で，　PG合

成過程におけるシクロオキシゲナーゼ阻害剤で

あるインドメタシンをマウスに投与し，PGE2

投与と合わせて検討した。結果はTable　2に示

したごとく，対照群に比較しインドメタシン単

独投与群において，TAMEase活性の減少は認

められず，逆に活性は有意に上昇した。また，

インドメタシン・PGE2併用群で最も高い活性

を示したが，これはPGE2投与による



岩医大歯誌　1954－67，1994

Table　l　The　TAMEase　activities　in　male　mouse

　　　　submandibular　glands　and　saliva
　　　　following　injection　of　prostaglandin　E渉

　　　　　TAMEase　activities

　　　（μmoles／min／mg　PrOtein）

Treatment　　　　SMG　　　　　Saliva
Control

PGE2

34．2±2．73

48．3±5．84 0
9

8
∩
乙
民
U
2　Male　mice　were　injected　480　ng／g　body

weight　of　PGE2　intraperitoneally、　One　hour　later，

all　mixed－saliva　samples　were　collected　and　then

the　mice　were　killed　and　the　submandibular

glands　were　removed．　All　saliva　samples
collected　from　untreated　control　and　PG－treated

mice　were　diluted　with　O．9％NaCl　to　the　final

volume　of　10ml．　the　TAMEase　activities　of　the

submandibular　glands　and　the　saliva　samples

were　measured　as　descrived　in‘tMaterials　and

Methods”。　Data　of　the　TAMEase　activities　of　the

submandibular　glands　are　shown　as　the　mean±

SD　from　three　mice　in　two　experiments．　Data　of

the　TAMEase　activities　in　the　saliva　samples　are

indicated　as　the　mean　of　tripricated
determinations　in　one　experiment．

TAMEase活性上昇効果にインドメタシン投与

によるTAMEase活性上昇効果が加わったも
のと思われた。

　（4）SDS－PAGEならびにイムノブロット法

による顎下腺TAMEase分子の検出

　馬場18）はマウス顎下腺中のTAMEaseには活

性を持ち抗体で認識されるものと抗体では認識

されるが活性を持たない分子種があることを報

告している。そこで，抗TAMEaseポリクロー

ナル抗体を作成し，抗体で認識される顎下腺内

のTAMEase分子に対するPG投与の影響を

SDS－PAGEとイムノブロット法により検討し
た。

　はじめにPGE2投与後のTAMEase分子の
経時的変動を非還元条件下ならびにメルカプト

エタノール・ジチオスレイトール（DTT）還元

条件下にて検討した。非還元下では，26kDaの

メインバンドのほかに23kDa，22　kDaと全部

で3本のバンドを認めたが，これらバンドは

PGE2投与後1時間で有意に増強し，24時間後

も維持された（Fig．2A，1anes　1－4）。一方，

還元下では雄で27．5kDaのメインバンドの他
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Table　2　The　effect　of　indomethacin　on　the
　　　　　activity　of　TAMEase　in　male　mouse
　　　　　submandibular　glands．

Treatment
　TAMEase　activity
（μmo正es／min／mg　Protein）

Control

PGE2

1ndomethacin

Indomethacin十PGE2

35．8±0．14

46．5±1，87

50．0±0．33

65．9±1．23

　Male　mice　were　injected　subcutaneously　witll

O．1％ethanol　in　propylene　glycol　containing　100

μg　indomethacin　24　hours　before　sacrifice．

Control　mice　received　a　vehicle　alone．480　ng／g

body　weight　of　PGE2　were　administrated
intraperitoneally　l　hour　before　the　sacrifice　and

the　TAMEase　activity　was　measured．　Data　are

shown　as　the　mean±SD　from　three　mice　in

each　experiment．

に14－17kDa付近に2～3本（Fig．2A，

lanes　5－8），雌で27．5　kDaならびに16　kDa

にバンドを認めた（Fig　2B，1anes　6－8）。こ

のうち雄の27．5kDaのバンドはPG　E　2投与1

時間から24時間後にわたり有意に増強した

（Fig．2A，　lanes　7，　8）。

　っぎに，各種PG投与の顎下腺TAMEase分

子におよぼす影響を検討した。雄マウスにおい

ては，27．5kDaの抗TAMEase抗体と結合す

る分子の増加が，PGE2と同様にPGF1、，　PGF2、

ならびにPGI2投与群（Fig．2B，1anes　3，4，

5）で認められた。一方，雌マウスでは対照群

と比較しPG投与による明らかな変動はみられ

なかった（Fig．2B，　lanes　6－8）。

　⑤　ヘマトキシリゾ・エオジン染色法による

分泌頼粒と免疫組織化学染色法による顎下腺内

TAMEase分子の局在

　ヘマトキシリン・エオジン（H・E）染色に

よる雄マウス顎下腺の頼粒管細胞内の分泌頼粒

の局在をFig．3に示した。対照群では，頼粒管

細胞の核は基底側に明瞭に位置し，腺腔側には

好酸性の分泌頼粒が中等度に存在した。管腔は

広く，一部管腔内に滴状の穎粒が観察されるこ

ともあった（Fig．3E）。　PGE2投与後10分では

対照群と比較して，穎粒管細胞内に分泌穎粒が

多量に存在し，管腔は狭小化，あるいはほとん
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Fig．2　1mmunoblotting　detection　of　TAMEase　molecules　in　male　and　female　mouse　submandibular
　　　glands．　A）Male　mice　were　injected　with　a　vehicle（lane　1．5）or　480　ng／g　body　weight　of　PGE2

　　　（lane　2－4，6－8），　and　killed　immediately（lane　1，5），10　minutes（lane　2，6），1hour（lane　3，7），and

　　　24hours（1ane　4，8）aft6r　the　injection．　Fiveμl　of　crude　extracts　of　mouse　submandibular
　　　glands　were　run　on　a　SDS－PAGE　gel　under　the　non－reduced（lane　l－4）or　the　reduced（lane　5－8）

　　　condition．　The　immunoblotting　analysis　was　performed　using　a　specific　antibody　to　purified

　　　TAMEase　as　described　in　eMaterials　and　Methods”．　Arrows　indicate　the　positions　of　molecular
　　　w。ight　m。，kers・ca・b・ni・anhyd・ase（30　kD・），　t・yp・i・i・hibit・・（21・5　kD・），・nd　ly…ym・（14・3

　　　kDa）．
　　　B）Male（lane　1・5）and　female（lane　6－8）mice　were　injected　with　a　vehicle（lane　1，6），　PGE1

　　　（1ane　2），　PGE2（lane　7），　PGF、。（lane　3），　PGF2、，（lane　4，8）or　PGI2（lane　5）．　After　24　hours，

　　　SDS－PAGE　was　carried　out　under　the　reduced　condition，　and　immunoblotting　was　performed．

　　　Arrows　indicate　the　positions　of　molecular　weight　markers：ovalbumin（46　kDa），　carbonic
　　　anhydrase（30　kDa），　trypsin　inhibitor（2L5　kDa），1ysozyme（14．3　kDa），and　aprotinin（6．5　kDa）．

ど閉塞していた（Fig．3A）。24時間後では細胞

内に穎粒が多量に残存するものの，管腔は対照

群とほぼ同程度に広く，穎粒の管腔への分泌の

回復が示唆された（Fig．3B）。　PGF2。でも同様

な所見がみられた（Fig．3c，　D）。これらの組織

を抗TAMEase抗体を用いて免疫組織化学的

に検索したところ，対照群では管腔は広く，穎

粒管細胞の管腔側に抗TAMEase抗体陽性穎

粒が中等度に認められた（Fig．4E）。　PGE2投与

後10分では，抗TAMEase抗体に陽性の頼粒

は対照群に比較しH・E染色と同様に頼粒管細

胞の管腔側に多量に存在し，管腔は顕著に狭く

なった（Fig．4A）。24時間後では頼粒管細胞の

管腔側には抗TAMEase抗体陽性の頼粒が未

だ多量に認められたが，管腔の空隙は観察され

た（Fig．4B）。　PGF2、でも同様の所見が観察さ

れた（Fig．4C，　D）。

考 察

　PGは炎症メディエーターとしての作用のほ

かに，骨の吸収および形成4°），血球および免疫

細胞の分化誘導，癌遺伝子の制御などに関連す

るきわめて多様な機能を果たしている41）が，臨

床的には，その多彩な生理活性のため，さまざ

まな疾患の治療に使われるようになってきた。

生体中では常に生理作用を行う部位で産生さ

れ，作用を発現した後は，ただちにその部位な

いしは近傍の細胞で分解されてしまうたあ“局

所ホルモン”とも呼ばれている。PGは顎下腺

においてレニンなど多くの生理活性物質の合成

や分泌に影響を及ぼすことが知られているもの

の，その作用機序をはじめとして細胞あるいは

分子レベルでの解析は進んでいない。本研究で

は，各種PGがマウス顎下腺のエステロプロテ

アーゼであるTAMEaseにおよぼす影響を検
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討した。

　PGE2投与後のTAMEase活性を経時的に測

定した結果，投与後20分より活性が上昇し，48

時間経過後でも活性は維持されていた（Fig．

1）。すなわち，短時間でマウス顎下腺内の

TAMEase活性が上昇するという本研究の結果

は，本酵素の活性上昇がタンパク質合成を介さ

ないで誘導されることを示唆し，他方では活性

上昇が頼粒管細胞からの分泌阻害の結果である

可能性を支持するものである。TAMEaseは分

泌タンパクであるので，PGE2投与による顎下

腺内TAMEaseの活性上昇が，　TAMEaseの合

成促進によるものか唾液の分泌阻害による結果

もたらされたものかを検討する目的で，つぎに

顎下腺内と唾液中0）TAMEase活性をそれぞ

れ測定し，その分布を調べるとともにPGE2投

与の効果を検討した。その結果，対照群と比較

しPGE2投与群では相反したTAMEase活性

の分布を呈した。すなわち，PGE2投与群では

顎下腺内のTAMEase活性の著明な上昇とと

もに唾液中の活性の減少が認められた（Table

1）。これらの結果から，PGE2投与による顎下

腺内TAMEase活性の上昇は，唾液中への

TAMEaseの分泌が抑制された結果惹起された

ものと考えられた。

　内因性のPG合成を抑制する目的で，　PG合

成過程におけるアラキドン酸より中間代謝産物

のPGG2（PGエンドペルオキシド）を生成する

過程を触媒する酵素であるシクロオキシゲナー

ゼに対する阻害剤のインドメタシンをマゥスに

単独投与およびPGE2と併用投与した。結果は

予想に反し，インドメタシン単独投与により顎

下腺内TAMEase活性は抑制されず，逆にPG

を投与した群と同様に上昇した（Table　2）。ま

た，PGと併用した群では活性はさらに上昇し

た。この結果は，定常状態における雄マウス顎

下腺内の内因性PG量がもともと少ないたあ阻

害剤の効果は無視できるほど少なく，活性の抑

制として検出されなかったという可能性，ある

いはインドメタシンの投与がPGの合成阻害を

介さずにあらたにTAMEaseの活性上昇をも
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たらした可能性を示唆するものである。

Fazekasら42）はウサギを用いた実験においてイ

ンドメタシンが唾液流量を減少させるとの報告

をしており，本実験においてもインドメタシン

自身が唾液の分泌を抑制した結果，顎下腺内

TAMEase活性上昇をもたらした可能性が考え

られた。

　PGE2投与後の顎下腺内TAMEase分子の経

時変動をイムノブロット法により検討した結

果，還元，非還元各条件下ともに経時的にメイ

ンバンド（27．5kDa，26　kDa）の有意な増強が

確認され，抗体で認識されるTAMEaseの量的

な増加が示された（Fig．2A）。この結果ならび

にFig．1でみられた活性上昇の結果から，

PGE2投与によるTAMEase活性の上昇は，26

kDaならびに27．5　kDaのTAMEase分子の増

加と相関することが明らかとなった。各種PG

を投与し還元条件下におけるTAMEase分子

の変動を調べた結果は，PGE2の他にPGF1。，

PGF2。およびPGI2にもPGE2と同様に27．5

kDaの抗TAMEase抗体と結合する分子の増

加作用のあることが明かとなった（Fig．2B）。

　H・E染色と免疫組織化学染色法を用いた

TAMEase分子の顎下腺内の局在を調べた結果

は，TAMEase分子が顎下腺穎粒管細胞の分泌

頼粒に局在することを示し（Fig．3E，　Fig．4

E），これまでの多くの報告と一致した4344）。ま

た，PGE2およびPGF2、投与後10分には管腔

は閉塞するほど，頼粒管細胞には分泌穎粒が充

満し，TAMEase分子を含む分泌穎粒の管腔へ

の分泌阻害が起こっていることが判明した

（Fig．3A，　c，　Fig．4A，　c）。さらに，再び管腔

の空隙がみられるようになる24時間後も頼粒

管細胞内には抗TAMEase抗体陽性穎粒が，未

だ多量に存在していたことから（Fig．4B，　D），

TAMEaseの分泌阻害は比較的長時間にわたり

維持されることが示された。また，これら免疫

組織化学的所見は，PGE2ならびにPGF2、投与

によるTAMEase活性の上昇（Fig．1）および

イムノブロット法によりみられたTAMEase

分子の増加（Fig．2）が投与後24時間後も維持
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Fig．3　Ph。t。mi…g・aph・・f　the　subm・ndib・1・・gl・nd・・f　m・1・m・use　admi・i・t・・ed　with　p…t・glandin

　E20r　F2。．　Mice　were　injected　intraperitoneally　with　a　vehicle（E），480　ng／g　body　weight　of　PGE2

　（A，B）。，　the　sam，　d・se・f　PGF，。（C，　D）．　Th・mice　were　kill・d　10　minutes（A・C・E）・・24　h°u「s

　（B，D）1。t，E　and　the　subm・ndib・1・・gland・w・・e・em・v・d・Th・g1・nd・w・・e　imm・di・t・ly　fi・・d　in

　f。，m。ld，hyde　and・mb・dd・d　i・p・・affi・．　Secti・n・w・・e　cut，　d・p・・affi・ized’・nd・t・i・・d　with

　hematoxilin・eosin．　Light　microscopic　photographs　were　taken（×260）．
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Fig，4　1mmunohistostaining　of　TAMEase　in　male　mouse　submandibular　glands　using　anti・TAMEase
　　　　antibody　after　the　injection　of　PGE20r　PGF2。．　Mice　were　injected　intraperitoneally　with　a　vehicle

　　　　（E），480ng／g　body　weight　of　PGE2（A，　B）or　the　same　dose　of　PGF2、（C，　D），　and　knled　lO

　　　　minutes（A，　C，　E），　or　24　hours（B，　D）later．　The　deparaffinized　tissue　sections　obtained　as

　　　　described　in　the　Legend　of　Fig．3were　incubated　with　anti－TAMEase　antibody　at　25℃for　lhr，

　　　　and　stained　according　to　avidin－biotin　peroxidase　method．（×260）

されているという結果とも一致した。これらの

結果から，PG投与後の顎下腺内TAMEaseの

上昇は頼粒管細胞から導管への分泌阻害により

もたらされたものと考えられた。

　PGの作用は，細胞膜にその存在が証明され

ているPGレセプター28’45）とそれに続くキナー
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ゼを中心とした各種酵素系の活性化29）によるも

のと推測されるが，その詳細は不明な点が多

い。これまでに知られている作用としては，

PGE1やPGE2がアデニル酸サイクラーゼを活

性化してcAMP濃度の上昇を引き起こすこ

と31・46），PGF2．は細胞膜リン脂質のホスホリ

パーゼCによる加水分解を促進してジアシルグ

リセロールとイノシトール三リン酸を産生さ

せ，このジアシルグリセロールとイノシトール

三リン酸がそれぞれCキナーゼの活性化と細胞

質へのCa＋＋の動員を引き起こす47）ことなどが

ある。本実験におけるPGE2ならびにPGF2、に

よるTAMEaseの分泌阻害もキナーゼ系によ

る調節を介している可能性が考えられ今後の検

討課題となろう。

　本実験で用いた精製mouse　esteroprotease

は，馬場の報告18）からprorease　A（EC　3，4，

21，40）に相当すると考えられていたが，最近

のesteroproteaseに関するクローニングを含

めた一連の研究の進歩により，各々の研究者に

より別個に命名されていた多くの
esteroprotease2‘48）は，腺性カリクレインgene

familyとして統一された49）。このなかで，マウ

スの腺性カリクレイン　（mouse　glandular

kallikrein，　mGK）は機能や構造の違いから26

種に分類された。これらカリクレインは，顎下

腺のアンドロゲン応答性を示す頼粒管細胞に発

現されている4a44）。　mGK・9ならびに13はEGF

結合タンパクであり，mGK－3ならびに一4は

それぞれNGFのγならびにαサブユニットで

あり，mGK－22はβ一NGFエンドペプチダーゼ

を示すものとされた。本実験で抗体の作成に用

いた精製esteroprotease，すなわち馬場らの報

告によるprotease　Aは，分子量27　kDa，等電

点5．8ならびにアミノ酸分析の結果より，新し

く統一された命名法においてはmGK－22，すな

わちβ一NGFエンドペプチダーゼに相当すると

考えられる1拠5°）。

　β・NGFエンドペプチダーゼはβ・NGFのN

末端ペプチドを加水分解する酵素であり，NGF

機能の調節に関わっていると考えられている。
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顎下腺において，NGFはProNGFの形で合成

され，その後proteolysisによるプロセッシン

グを経て活性型すなわちβ一NGFに変換さ

れ1516），こうして生成された活性型β一NGFは，

外分泌あるいは内分泌により生体内の標的組織

へと運ばれる。ここで，もしPGがTAMEase

の分泌を阻害し，その結果顎下腺内の
TAMEase活性が上昇すると，顎下腺内におけ

るNGFの合成やプロセッシングに変化が起こ

り得ることが予想される。従って今後は，PG

投与後の顎下腺内NGFの合成やプロセッシン

グの詳細を検討することも，PGの顎下腺にお

よぼす生理作用をより深く理解するために必要

と思われる。

　かくして，マウス顎下腺におけるPGによる

TAMEase活性の調節機構ならびに活性NGF

合成の制御機構をアンドロゲンなどの関連ホル

モンとの関係で，またキナーゼ系を介した転写

調節のレベルで解明していくことは非常に興味

深いと考えられる。

結 語

　マウス顎下腺エステロプロテアーゼ
（TAMEase）におよぼす各種プロスタグランジ

ン（PG）の効果を活性の変動，分子の消長，組

織内における局在の各面から検討し，以下の成

績を得た。

　1．PGE2ならびにPGF2。を雄マウスに投与

すると顎下腺内のTAMEase活性は上昇した。

　2．PGE2による顎下腺内TAMEase活性上

昇は投与後20分でみられ，1時間で最大とな

りその後48時間後もほぼ維持された。一方，顎

下腺内における活性上昇に反し，口腔内に分泌

された唾液中のTAMEase活性は投与1時間

後では減少した。

　3．PGE2，　PGF1。，　PGF2、ならびにPGI2は

26－27．5kDaの抗TAMEase抗体で認識され

る顎下腺内TAMEase分子を増加させた。

　4．PGE2およびPGF2、を投与後10分で，雄

マウス顎下腺の頼粒管細胞内の抗TAMEase

抗体陽性の穎粒が穎粒管の管腔をほぼ閉塞させ
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るほど顕著に増加した。

　　以上の所見から，雄マウス顎下腺において各

種PGにより誘導されたTAMEase活性の上

昇あるいはTAMEase量の増加は，　PG投与に

よる顎下腺頼粒管細胞からのTAMEaseの分

泌阻害による結果もたらされたものと考えられ

た。
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