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諸 言

　飽食の時代を迎え，私たちの食べ物の嗜好も変化してい
る．特に若い世代はファーストフード等の柔らかい食品を
好む傾向にある1, 2）．一方，高齢者においては歯の喪失や
全身疾患などによる咀嚼，嚥下機能の低下に配慮し，ミキ
サー食，刻み食，ソフトフードなどが食べられており，こ
のような食物は多くの高齢者にとって安全な食事形態の一
つと考えられている3）．このように様々な年代において柔
らかい食品をとる機会が増えてきたことから，口腔関連諸
組織に対する影響が懸念されるようになってきた．
　そこで上記の問題点を解明するために様々な実験的研究
がなされ，いくつかの知見が蓄積されてきている．たとえ
ば頭蓋骨に関しては，液状食で飼育されたラットの前顔面
高は固形食で飼育されたラットより長く4），下顎窩はより

前方に位置し5），頭蓋骨縫合が早期に形成されること6）な
どが報告されている．また，生理学的研究によると咀嚼す
る食物の性状を識別する機能が低下し，咀嚼パターンは不
安定になること7）が明らかにされている．離乳直後の齧歯
類に液状食を与えると顎口腔機能の獲得に影響が出るとい
う報告もある8, 9）．
　液状食の影響を調べた研究の中には唾液腺に関するもの
もいくつかある．３大唾液腺の一つである耳下腺では萎縮
が誘導され，肉眼的な大きさが縮小し10-17），唾液の分泌
量18）およびアミラーゼ活性は減少する11, 19, 20）と報告され
ている．萎縮した耳下腺を形態学的に観察すると腺房細胞
の収縮12, 13, 17, 19）や空胞変性16），分泌顆粒の減少12, 19）など
が認められている．また近年の免疫組織化学的研究による
と腺房細胞の増殖活性は抑制される一方，アポトーシスは
促進されることも明らかとなった17）．これに対して舌下
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抄　録：現代人の食習慣では柔らかい食品が好んで摂取される傾向がある．このような食習慣が口腔諸組織にどの
ような影響を与えるかを明らかにするため，実験的研究が行われてきた．液状食飼育されたラット耳下腺に関して
は腺の萎縮，腺房細胞の縮小，細胞増殖活性の低下，アポトーシスの増加などが報告されている．一方，大唾液腺
とは異なり，小唾液腺に関する報告は見られない．本研究では代表的な小唾液腺である口蓋腺が液状食飼育により
どのような影響を受けるのかを組織学的，免疫組織化学的に検索した．実験には７週齢のWistar系雄性ラットを使
用した．対照群には固形食，実験群には液状食を１週～８週間与えた．飼育期間を終了した動物には5-bromo-2’
-deoxyuridine（BrdU）を腹腔内投与し，４％パラホルムアルデヒド灌流固定後口蓋腺を含む上顎を摘出した．
10％EDTAにて脱灰し，正中面にて切り出した試料をパラフィン包埋し，正中面から側方に向かって連続薄切した．
切片にはヘマトキシリン－エオジン染色（HE），過ヨウ素酸シッフ染色（PAS），アルシアンブルー染色（AB）を
行うとともに，口蓋腺の高径，長径，幅径を計測した．腺房細胞の増殖活性を調べるためにBrdU免疫染色，アポトー
シスの検索ためにCaspase-3免疫染色を行った．対照群の口蓋腺は殆どが粘液性腺房からなり，細胞質はPAS，
ABに陽性を示す粘液様物質で満たされていた．実験群でも同様の組織像で，腺房細胞の収縮やPASおよびABに対
する染色強度の差異は観察されなかった．また口蓋腺の高径，長径，幅径は各週において両群間に差はなかった．
BrdU陽性腺房細胞はいずれの標本においても観察されたが，各週の両群間には陽性細胞数の有意差は認められな
かった．Caspase-3陽性細胞は両群共にどの週においても極めて少なかった．以上の結果より，ラット口蓋腺は液
状食飼育の影響を受けず萎縮性変化を示さないことが明らかになった．

キーワード：液状食飼育，口蓋腺，組織計量，免疫組織化学
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腺では形態学的，生理学的に液状食飼育の影響はないとい
う意見が多い10, 13）．また，顎下腺では液状食飼育により
萎縮するという報告10, 21）がある一方で萎縮性変化は起こ
らないという報告13）もあり，結論はまだ得られていない
ように思われる．以上のように液状食に対する唾液腺の反
応は３大唾液腺の種類によって異なる可能性があると考え
られるが，他の唾液腺，すなわち小唾液腺に関する同様の
研究はなく，詳細は不明である．
　そこで本研究では小唾液腺の中でも比較的体積が大きく
代表的な口蓋腺を研究対象とし，液状食飼育によってどの
ような影響を受けるかを明らかにすることにした．ヒトで
は口蓋腺は上顎義歯の吸着の維持に重要22-24）である事か
ら，臨床的にも興味深い小唾液腺である．この目的のため
に，液状食飼育されたラットの口蓋腺を組織学的に検索す
るとともに，増殖活性やアポトーシスの促進または抑制が
あるかどうかを免疫組織学的に検索した．

材 料 と 方 法

１．動物実験
　実験動物には７週齢のWistar系雄性ラット24匹を用い，
実験群12匹，対照群12匹に分けた．動物の体重は実験期間
中毎日計測した．対照群のラットには通常固形食としてラ
ボMRスタンダード（日本農産工業製）を与え，実験群に
は液状食として前述の固形食を粉末状にしたものと水道水
を１対２の割合で混和した飼料を与えた．実験期間は両群
とも１週，４週，８週（各４匹ずつ）とした．実験期間を経
過したラットは屠殺１時間前に5-bromo-2’-deoxyuridine
（BrdU）（2.5mg/100g）を腹腔内投与した．ペントバル
ビタールナトリウムにて全身麻酔を施した後，0.2Mリン
酸緩衝液（pH7.4）で調整した４％パラホルムアルデヒド
溶液を用いて上行大動脈より灌流固定を行った．灌流固定
後断頭し，口蓋腺を含む上顎を摘出した．摘出後24時間同
固定液にて浸漬固定を行った．試料を10％ EDTA（pH7.4, 
室温）で30日間脱灰を行い，脱灰終了後，上顎を正中矢状
面にて切り出し，右側を通法に従ってパラフィン包埋した．
　本実験は「国立大学法人北海道大学動物実験に関する規
程（平成19年４月１日海大達61号）」に基づき行った．

２．組織学的検索および組織計量学的検索
　包埋したパラフィンブロックを切り出し面から側方に向
かって口蓋腺が無くなるまで厚さ４μmで連続薄切した．
切片にはヘマトキシリン－エオジン染色（HE），過ヨウ素
酸シッフ染色（PAS），アルシアンブルー染色（AB）を施
し，組織学的に検索した．
　作製したHE標本を用い，Nakamura et al.25）の方法に準
じて以下のように口蓋腺の大きさを測定した．口蓋腺の上
縁から下縁までの距離の最大値を高径，前縁から後縁まで
の距離の最大値を長径とした（図１）．高径，長径はすべ

ての切片で長さを計測しその最大値を本研究の高径，長径
の値として用いた．また，正中面から口蓋腺が無くなるま
での切片数に４μm（切片の厚さ）を掛けた値を口蓋腺の
幅径とした．

３．免疫組織学的検索
　免疫組織学的検索にはBrdU免疫染色，Caspase-3免疫
染色を行った．いずれの染色でも脱パラフィンした切片に
内因性ペルオキシダーゼ処理として0.4％過酸化水素/メタ
ノールを反応させた．BrdU染色では前処理として37℃で
0.1％トリプシン処理20分，3N/HCl処理を30分行った．ま
た，一次抗体には50倍希釈抗BrdU-マウスモノクローナル
抗体（Bu20a, DakoCytomation, Denmark）を120分，二次
抗体には100倍希釈ビオチン標識抗マウス-ウサギポリク
ローナル抗体（DakoCytomation）を60分反応させた．
Caspase-3染色では前処置として10mMトリス/1mM 
EDTA溶液（pH8.8）100℃，15分浸漬し，抗原性を賦活化
させた．20倍希釈抗cleaved-Caspase-3-ウサギポリクロー
ナル抗体（Asp175, BIOCARE MEDICAL, USA）を４℃
にて一晩，二次抗体として100倍希釈ビオチン標識抗ウサ
ギ-ブタポリクローナル抗体（DakoCytomation）を60分反
応させた．両染色とも二次抗体反応後の切片にはペルオキシ
ダーゼ標識アビジン・ビオチン複合体（DakoCytomation）
を30分間反応させ，陽性部位を3,3’-ジアミノベンチジン・
四塩酸塩で茶褐色に呈色させた．核染色にはヘマトキシリ
ンを使用した．陰性コントロールとしてBrdU染色では正
常マウス血清，Caspase-3染色では正常ウサギ血清を一次
抗体に代わりに用いた．各動物について免疫染色した３枚
の切片に対して光学顕微鏡下（×400）で陽性腺房細胞数
をカウントした．値は一視野（×400）あたりの平均数とし，
３枚の切片の平均値を各動物の代表値とした．そして４匹
の動物の代表値から各群，各週における平均値と標準誤差
を算出した．

４．統計学的解析
　すべての数的データ，すなわち実験期間の動物の体重，

L H 
D M

O 

N 

図１　口蓋腺の高径と長径の測定部位
Ｌ：長径　Ｈ：高径　Ｎ：鼻腔　Ｏ：口腔　Ｍ：近心側　Ｄ：
遠心側
　口蓋腺の上縁から下縁までの距離の最大値を高径（Ｈ），前
縁から後縁までの距離の最大値を長径（Ｌ）として測定した．
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口蓋腺の３次元的大きさ，免疫染色の陽性細胞数に関して
は対照群と実験群との間において有意差検定を行った．検
定法にはMann-Whitney U検定を用い，有意水準は５％と
した．

結 果

１．体重変化
　動物の体重は対照群，実験群とも実験期間が進むにつれ

て増加していったが，両群間にはいずれの日においても有
意差は認められなかった（図２）．また，実験期間中に下
痢などは認められず，動物の全身状態は良好であった．

２．組織学的検索
　対照群の口蓋腺ではその実質のほとんどが粘液性腺房細
胞からなっており，導管は腺体内には認められなかった．
腺房細胞はピラミッド状ないし低円柱状をしており，基底
側には細胞質に充満した分泌顆粒により圧平された核が観
察された（図３a）．この様な腺房細胞の細胞質はPASに対
して陽性（図３b），ABに対して強陽性を示しており（図
３c），中性粘液多糖や酸性粘液多糖の存在が確認された．
実験群の口蓋腺はいずれの実験期間においても対照群と同
様の組織像を示しており，腺房細胞の萎縮などは見られな
かった（図３d）．またPAS（図３e）およびAB（図３f）
に対する実験群の腺房細胞の染色傾向もほぼ同様であった．

３．組織計量学的検索
　実験群，対照群共に高径（図４a）は約1000μm，長径（図
４b）は約8000～9300μm，幅径（図４c）は約2800μm程度
の値を示していた．高径，長径，幅径すべてにおいて各週
の両群間に有意差は認められなかった．

４．免疫組織化学的検索
　BrdU陽性を示す腺房細胞は対照群（図５a），実験群（図
５b）を問わず，いずれの週においてもしばしば観察され
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図２　ラットの体重変化のグラフ
　 ：対照群 ：実験群
　体重は経時的に両群とも増加した．両群間では体重に有意差
は見られなかった．（p＜0.05）
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図３　実験期間８週の口蓋腺の組織像
　対照群（a, b, c）　実験群（d, e, f）　HE（a, d）　PAS（b, e）　AB（c, f）
　対照群では口蓋腺はほとんどが粘液性腺房細胞で管状胞状腺となっている（a）．腺房細胞の細胞質はPAS（b）に陽性
およびAB（c）に強陽性を示す．同様の組織像は実験群でも観られた（d, e, f）．スケールバー＝30μm
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た．一視野（×400）のBrdU陽性細胞数を図６に示す．対
照群も実験群も経時的に減少傾向を示したが，一視野あた
りの陽性腺房細胞数は各週において両群間に有意差は無
かった．Caspase-3陽性を示す腺房細胞は対照群（図５c），
実験群（図５ｄ）共にどの週においても極めて少なく，

Caspase-3陽性腺房細胞が全く観察されない標本も多かっ
た．このためCaspase-3染色標本に関しては陽性細胞数の
測定並びに統計学的検定を行わなかった．またBrdU染色，
Caspase-3染色ともに陰性コントロールには陽性反応は認
められなかった．

  

 

(a) 

(d) (c) 

(b) 

BrdU 

Caspase-3 

図５　実験期間８週のBrdUおよびCaspase-3免疫染色像
　対照群（a, c），実験群（b, d）　BrdU染色（a, b），Caspase-3染色（c, d）
　両群ともBrdU（a, c）およびCaspase-3（b, d）に対して陽性を示す腺房細胞が確認できたが，Caspase-3陽性腺房細胞
の数は非常に少なかった．矢印は各陽性細胞　スケールバー＝30μm

図４　口蓋腺の高径（a），長径（b），幅径（c）
■：対照群，□：実験群　平均値+標準誤差　
各週において対照群と実験群の間には高径，長径，幅径とも有意差は無かった．（p＜0.05）
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考 察

　ソフトフードの影響を調べる多くの実験的研究では，飼
料として液状食を用いている4-21）．これらの研究では実験
群（液状食群）と対照群（固形食群）との間に体重差は認
められず，実験群の動物に体調不良などは見られな
い5, 8, 14, 16, 17, 19）．このようなことより液状食飼育はラット
の全身状態に影響を与えないと考えられている5, 16, 17, 19）．
一方，本研究でも体重や全身状態については同様の結果で
あった．従って本研究における口蓋腺への影響がもしある
とするならば，全身状態の変化によるものではなく，液状
食の直接的な影響によるものであると考えられる．
　これまで耳下腺などの大唾液腺の萎縮の程度を検索する
指標として湿重量が用いられてきている10-17）．ラットの
大唾液腺は一塊として摘出することが容易である一方，変
形し易いため長さの測定が困難だからである．今回の研究
の観察対象である口蓋腺は小さく，軟口蓋の内部にあるた
め，口蓋腺だけを摘出することが困難であった．そこで本
研究では口蓋腺を含む上顎を摘出し，HE染色連続切片標
本を用いた組織計量によって，口蓋腺の３次元的な大きさ
を測定した．その結果，実験群と対照群との間には長径，
高径，幅径いずれにおいても差はなかったことから，ラッ
ト口蓋腺は液状食飼育によって萎縮を起こさない事が明ら
かとなった．耳下腺では液状食飼育開始後，短期間すなわ
ち７日目～30日目には萎縮が認められる10-17）．本研究で
は最大８週間飼育した動物においても口蓋腺は萎縮しな
かった事から，仮に，液状食の飼育期間をさらに長くした
としても口蓋腺に萎縮は誘導されないと推測される．これ
までの報告と本研究の結果を合わせて考えると唾液腺でも
耳下腺10-17）のように液状食飼育により萎縮するものと舌
下腺10, 13）や口蓋腺のように萎縮しないものがある，すな

わち唾液腺の種類によって液状食に対する反応が異なるこ
とがより明白となった．従ってソフトフードの唾液腺に対
する影響を解明するためにはさらに多くの種類の唾液腺を
検索することが必要である．
　組織の萎縮は個々の細胞の縮小と構成する細胞数の減少
の主に二つの要因からなると考えられる13）．液状食によ
る萎縮性耳下腺では腺房細胞の収縮が光顕的13, 16, 17）およ
び電顕的19）に観察されている．また，腺房細胞の数に関
してはScott et al.12）は腺組織内のＤＮＡ量の減少11）から，
Takahashi et al.17）は腺房細胞の増殖活性の抑制とアポ
トーシスの促進から腺房細胞数は減少していると推測して
いる．このように耳下腺の萎縮性変化は細胞の大きさと数
の両方の要因によって引き起こされていると考えられる．
本研究でも口蓋腺において上記の２つの要因が関与してい
るか検討した．検索方法は，細胞の大きさについては通常
の光顕的観察とし，細胞数についてはTakahashi et al.17）

と同様に細胞増殖活性とアポトーシスの発生状況から推察
することとした．事前に投与されたBrdUは細胞周期のＳ
期にある細胞の核内に取り込まれるので，その局在を免疫
組織化学的に検出することにより，増殖期に入っている細
胞を確認する事が出来る26, 27）．また，アポトーシスを調
べるためにCaspase-3免疫染色を行ったが，これは以下の
理由による．アポトーシスの誘導因子は多種多様であるが，
アポトーシスのシグナル伝達はカスパーゼカスケードの活
性化によって起こり，多くの場合，最終的にCaspase-3の
活性化によりアポトーシスの実行へとつながる28-30）．こ
のようなことからアポトーシスの検索法として従来用いら
れたTUNEL法に代わって活性化Caspase-3を免疫組織化
学的に検出する方法が用いられるようになってきたからで
ある31）．本研究の結果，液状食飼育されたラット口蓋腺
では対照群と比べて腺房細胞の大きさに違いが認められな
かった．また，腺房細胞の増殖活性やアポトーシスによる
消失も対照群と同様であったことから，腺房細胞数の違い
もほとんどないものと考えられた．従って，ラット口蓋腺
は見かけ上の萎縮が起きていないだけでなく，細胞の大き
さや数の点においても全く液状食の影響を受けていない事
が示唆された．
　本研究と過去の研究の報告を合わせると唾液腺は耳下腺
のように液状食飼育によって萎縮するものと舌下腺，口蓋
腺のように萎縮しないものに分けられる．このような違い
がなぜ起こるのかは本研究だけでは明らかにできない．し
かし，この問題を考察することは大変興味深いと思われる．
唾液腺は交感神経および副交感神経の二重支配を受けてい
るが，唾液腺の維持には副交感神経刺激が重要である．な
ぜならば，副交感神経作動薬により耳下腺腺房細胞の増殖
が誘導されたり32），ラット耳下腺に分布する副交感神経
である耳介側頭神経や舌下腺に分布する副交感神経である
鼓索神経の遮断により，耳下腺33）や舌下腺34）に萎縮が誘
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導されたりするからである．耳下腺の副交感神経の節前線
維は延髄の下唾液核から発し，舌咽神経などを経て耳下腺
へ達する35, 36）．一方，舌下腺や口蓋腺では延髄の上唾液核
から発し，顔面神経などを経てぞれぞれの腺に達する37, 38）．
つまり，液状食飼育により萎縮する唾液線とそうでない唾
液腺では支配する唾液核が異なっているのである．以上の
ことから考えると，液状食飼育に対する唾液腺の反応の違
いは唾液分泌中枢である唾液核の違いによるのかもしれな
い．言い換えれば液状食飼育により上唾液核は影響を受け
ないが，下唾液核は抑制されるかもしれないということで
ある．また，これらには上位中枢があり，口腔内各部の感
覚刺激，内臓からの刺激，視覚・嗅覚・聴覚からの影響を
受けているとされている39）．これらの刺激には液状食に
よって影響されやすいものや部位の違いがあることも考え
られる．こうしたことが上位中枢から上，下唾液核への命
令の違いを引き起こしているのかもしれない．このような
ことを検証するため，さらなる研究が必要である．

結 論

　本研究では実験群と対照群の口蓋腺は粘液性細胞からな
り，細胞質はPAS，ABに陽性を示す粘液様物質で満たさ
れており，両群とも同様の組織像を示していた．口蓋腺の
高径，長径，幅径には実験群と対照群との間には差は無かっ
た．また，腺房細胞の増殖活性の抑制やアポトーシスの促
進は認められなかった．
　本研究の結論として，ラット口蓋腺は液状食の影響を受
けず，萎縮性変化を示さないことが明らかとなった．
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Histological and Immunohistochemical Studies of the Effects
of Liquid Diet Feeding on Rat Palatine Glands

Fumihiko Yuge1）, Shigeru Takahashi2）, Takanori Domon2） and Noboru Ohata1）

ABSTRACT : It has been reported that the parotid glands of rats fed a liquid diet become atrophic and that reduction of 
proliferation and promotion of apoptosis of acinar cells take place in these glands. However, it is unknown whether such 
feeding induces atrophy in the minor salivary glands which are histologically different from the parotid glands. The aim 
of this study was to clarify the effects of liquid diet feeding on palatine glands which are the largest among minor salivary 
glands. For this purpose, palatine glands of rats were examined histologically, histomorphometrically, and 
immunohistochemically. Seven-week-old male Wistar rats were used. The control and experimental animals were fed a 
pellet of a liquid diet for 1 to 8 weeks, respectively. At the sacrifice the animals were perfused and the whole head was 
removed. Then parasagittal serial paraffin sections of the head including the palatine glands were stained with HE or 
Periodic acid Schiff （PAS） or Alcian blue （AB）. Heights, lengths, and widths of the palatine glands were measured with 
the histological specimens. Detection of cell proliferation and apoptosis used 5-bromo-2’-deoxyuridine （BrdU） and 
Caspase-3 immunohistochemistry, respectively. The number of immuno-positive cells were counted in the palatine glands 
under a light microscope （×400）. Histologically, the acinar cells in the experimental palatine glands did not show atrophy, 
and the intensity of the PAS and AB of the acinar cells in the experimental group was very similar to that in the controls. 
There were no statistically significant differences in any of the three dimensions of the palatine glands of the experimental 
and control groups. The BrdU-positive cells were commonly observed in the acinar cells of all palatine glands, and the 
BrdU-positive cell numbers in the experimental groups were not statistically significantly different from those in the 
controls.Caspase-3 positive cell numbers were very small in both groups. These findings suggest that liquid diet feeding 
does not induce atrophy of the palatine glands of rats, different from the situation observed for parotid glands.
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