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緒言 

 唾液はほぼ水分で構成され，タンパク質や電解質を含み，口腔環境や機能を

維持する上で重要な役割を果たしている 1,2)．そのため，唾液が減少すること

で口腔内に様々な障害が起こることが知られている 3,4)．唾液分泌量の減少は

唾液腺の機能が低下することによって生じ 5,6)，また，高齢者によく認められ

る 7,8)ことから，唾液腺の加齢変化に関して研究が行われてきた． 

 唾液腺の加齢変化に関する組織学的研究は主に大唾液腺を対象として行われ

てきた．それらによると，腺実質に関しては，腺房細胞の萎縮 9-15)や増殖活性

の低下 16,17)，アポトーシスによる腺房細胞の消失 14)，腺房細胞内のリポフスチ

ン顆粒の出現 18)，小葉内導管の管腔拡張 9,10,19)などが報告されている．一方，

間質においては，脂肪組織の増加 9-13,20,21)，結合組織の増生 9-15,20,21)，アミロイ

ドの沈着 22)などが認められている．これらの所見はすべての報告で一致したも

のではなく，少数ながら一部の変化については認められないとしている報告も

ある 22-25)．しかしながら，大唾液腺の加齢変化に関しては以上のように比較的

多くの研究がなされており，組織学的知見はある程度得られていると思われ

る． 

 これに対して，小唾液腺を対象とした組織学的研究は大唾液腺のそれに比較

すると少ない．初めて小唾液腺の加齢変化を検索した Scott によると，ヒト口

唇線では腺房細胞の萎縮，導管の拡張，結合組織の増生と炎症性細胞浸潤，軽

度の脂肪組織の増生が認められるという 26)．以後，これらの所見を確認してい

る報告 27-29)がみられる一方，脂肪組織の増生は認められない 30)という報告もあ

る．以上の報告はすべてヒトを対象とし，検索方法は光学顕微鏡的（光顕的）

観察を主体としている．ヒトを対象として加齢変化を観察する方法はそれ自身

意義のあることではあるが，その結果には症例ごとに異なる背景が影響してい

ることを考慮しなければならない．この点を補うためには，個体条件や飼育環

境を統一した動物実験を実施する必要がある．さらに，ヒト口唇腺以外の小唾

液腺の加齢変化についてはヒト口蓋腺に関する研究が 2 つあるのみで 31,32)，デ

ータの蓄積がまだ不十分と考えられる．また，これらの研究は光顕的な検索に

限られていたため，大唾液腺の加齢変化で検索されているような細胞増殖活性

やアポトーシスの発生状況については未だに明らかではない． 
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 以上のような背景から，本研究では口蓋腺の加齢変化を明らかにするため，

ラットを対象として組織学的検索，免疫組織化学的検索および電子顕微鏡的

（電顕的）検索を行った． 

 

材料と方法 

1. 実験動物 

 5週，10 週，50週，100週齢の Wistar 系雄性ラット(日本クレア，日本)を各

週齢８匹，計 32匹用いて実験を行った．ラットは室温約 22 ℃，明暗 12時間

周期のもとで，固形飼料と水を自由に与えて飼育した． 

 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．（動物実験計画承認番号： 第 15-0117号） 

2. 組織学的検索 

 組織学的検索のため各週齢 6匹ずつのラットを用いた．ラットには安楽死 3

時間前より 5-bromo-2’-deoxyuridine(BrdU)(2.5 mg/100 g)を 1時間毎に腹腔内

投与した．ペントバルビタールナトリウムの腹腔内投与による全身麻酔下で

0.2 M リン酸緩衝液(pH 7.4)で調整した 4 %パラホルムアルデヒド溶液にて灌

流固定を行った．次に口蓋腺を含む軟口蓋を摘出し，同溶液に 24 時間浸漬し

た．その後，軟口蓋を正中断し，通法に従ってパラフィン切片を作製した． 

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)，アザン染色(Azan)を施し，光学顕微鏡

(MICROPHOTO-FXA, Nikon, 日本)にて観察した． 

3. 免疫組織化学的検索 

 細胞増殖活性を明らかにするために抗 BrdU 抗体，アポトーシスを明らかに

するために抗 cleaved-caspase-3(Casp-3)抗体を用いた免疫染色を行った．両染色

ともに内因性ペルオキシダーゼ処理として脱パラフィンした切片を 0.3 % 

H2O2/メタノールに 10 分，室温で反応させた．BrdU 免疫染色では抗原賦活化

処理として 37 ℃で 0.1 %トリプシン処理を 20分，3 N/HCl 処理を 10分行っ

た．一次抗体には 50 倍希釈した抗 BrdU-マウスモノクロナール抗体

(DakoCytomation, Denmark)を 120 分，二次抗体には 100 倍希釈したビオチン

標識抗マウス-ウサギポリクロナール抗体(DakoCytomation)を 60分，湿箱内に
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て室温で反応させた．Casp-3 免疫染色では抗原賦活化処理として 100℃で 10 

mM トリス/1 mM EDTA 溶液(pH 8.8)に 15 分浸漬した．一次抗体には 20倍

希釈した抗 casp-3-ウサギポリクロナール抗体(Biocare Medical, USA)を 4 ℃で

一晩，二次抗体として 100倍希釈したビオチン標識抗ウサギ-ブタポリクロナ

ール抗体(DakoCytomation)を室温で 60分，湿箱内にて反応させた．各過程の間

ではリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で洗浄した．両染色ともに二次抗体反応後の

切片にペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン(ヒストファイン, ニチレイ

バイオサイエンス, 日本)を室温で 30分反応させ，反応部位を 3,3’-ジアミノ

ベンチジン・四塩酸塩(同仁化学研究所, 日本)で茶褐色に呈色した．核はヘマ

トキシリンで染色した．免疫染色の陰性コントロールとして，一次抗体を PBS

に置き換えて同様に染色した． 

 BrdU 免疫染色では腺房細胞の BrdU 陽性率を調べた．動物につき 3枚の標本

を対象とした．1枚の標本あたり 1,000個の腺房細胞を光学顕微鏡下(×400)で

無作為に観察し陽性細胞数を計測した．そして，各標本の陽性率を算出し，３

枚の標本の平均値を各動物の代表値とした．BrdU 陽性率の各週齢間における

有意差を調べるため，R version 3.3.3(R Foundation for Statistical Computing, 

Austria)を用いて統計解析を行った．クラスカル・ウォリス検定で多重検定を

行った後に，ボンフェローニ補正したウィルコクソンの順位和検定で多重比較

を行った．有意水準は 5 %とした． 

4. 電顕的検索 

 電顕的検索のため各週齢 2匹ずつのラットを用いた．同様の全身麻酔下で

0.1 M カコジル酸緩衝液(pH 7.4)で調整した 2 %パラホルムアルデヒド-

1.25 %グルタールアルデヒド溶液にて灌流固定を行った．固定後，摘出した軟

口蓋を約 1 mm3片に細切し，同溶液に 2時間浸漬した．その後，1 %四酸化オ

スミウム溶液で 2時間後固定し，通法に従って Epon 812 に包埋した．エポンブ

ロックから準超薄切片を作製し，トルイジンブルー染色を施して部位を確認し

た後，超薄切片を作製した．切片には酢酸ウラン・クエン酸鉛で電子染色を施

し，透過型電子顕微鏡(JEM-1400, 日本電子, 日本)にて観察した． 

 

結果 
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1. 組織学的検索 

 実験期間を通じて口蓋腺は軟口蓋粘膜下にあり，口腔とは複数の導管によっ

て連絡していた．腺実質は基本的に管状構造を呈する腺房からなり，導管は認

められなかった．5週及び 10週では，ほとんどの腺房は粘液性腺房細胞からな

っていた．これらは低円柱状で，基底側に位置する扁平な核を有していた．細

胞質は明るく，PAS 及び AB に陽性を示していた．このような腺房細胞には少

数ながら分裂像が認められた．粘液性腺房細胞に加えて，口蓋腺の後方部には

漿液半月が散見された．漿液性腺房細胞は PAS 強陽性を示していた．間質には

Azan でアニリン青に弱く染色される疎な結合組織がまばらに認められた(図

1A-H)．50 週以降では腺腔の拡張した腺房がしばしば認められ，腺腔内には

PAS や AB に陽性を示す絮状の物質が認められるようになった．粘液性腺房細

胞の形態や AB に対する染色性に変化は認められなかったが，PAS に対しては

強陽性を示していた．粘液性腺房細胞の分裂像や漿液半月は観察されなかっ

た．間質にはアニリン青にやや強く染まる密な結合組織が増生した(図 1I-P)．

一方，すべての週齢において間質に脂肪組織は認められなかった． 

2. 免疫組織化学的検索 

 5週では多くの腺房細胞が BrdU に対して陽性を示していた(図 2A)．10週に

なると BrdU 陽性腺房細胞は急減し(図 2B)，50週及び 100週ではほとんど観察

されなかった(図 2C, D)．腺房細胞の BrdU 陽性率を算出したところ，各週の中

央値は，5 週が 2.85 %，10週が 0.70 %，50 週が 0.10 %，100週が 0.00 %であ

り，50週と 100週の間を除くすべての週齢間において統計学的に有意差が認め

られた(図 3)．一方，Casp-3 陽性腺房細胞は検索したいずれの週においても認

められなかった(図 2E-H)．そのため，腺房細胞の Casp-3 陽性率の算出は行わ

なかった． 

 一次抗体の代わりに PBS を用いて行った陰性コントロールでは，両染色とも

に陽性反応は認められなかった． 

3. 電顕的検索 

 5週及び 10週には漿液半月が少数ながらみられた．複数の粘液性腺房細胞か

らなる集団の基底側に三日月状を呈する 1〜２個の漿液性腺房細胞が位置して

いた(図 4A)．漿液性腺房細胞は楕円形の核を持ち，その周囲には発達した粗
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面小胞体がみられた．細胞質内には電子密度の高い分泌顆粒がみられ，その近

くにゴルジ装置が認められた(図 4B)．5週にみられる粘液性腺房細胞は基底側

に扁平な核を持ち，その周囲には粗面小胞体が観察された．細胞質の大部分は

電子密度の低い分泌顆粒で占められていた(図 4C)．このような電顕的特徴は

他の週齢にみられる粘液性腺房細胞でも同様であり，100 週においても大きな

差異は認められなかった(図 4D)．一方，5，10週の間質には，膠原細線維が散

在していた(図 4E)が，50週以降では密集し束状をなす多くの膠原細線維で間

質は占められていた(図 4F)． 

 

考察 

 小唾液腺の加齢変化における増殖活性に関する先行研究はヒト口唇線を対象

とした Dayan の研究 33)があるのみである．この研究では，抗 Ki-67 抗体を用い

た免疫染色を行っているが，若年者から高齢者まですべての症例において陽性

細胞はほとんど認められず，細胞増殖活性に関する十分な情報が得られていな

いと思われる．このことは，加齢変化における細胞増殖活性の検索には十分感

度の高い検索法を選ぶことが重要であることを示している．そこで，本研究で

は動物に BrdU を 3回反復投与することにした．その結果，ラット口蓋腺では

加齢に伴い，腺房細胞の増殖活性が低下することが初めて明らかとなった．唾

液腺の加齢変化における腺房細胞の増殖活性を検討した研究は Dayan の研究を

除くとすべて顎下腺を対象としている．それらによると，加齢に伴う変化はな

いと述べている報告 34)もあれば，加齢に伴い増殖活性は低下すると述べている

報告 16)もある．さらには，粘液性腺房細胞では加齢に伴い増殖活性が低下する

が，漿液性腺房細胞は変化しないという報告 17)もあり，それらの結果は一致し

ていない．先行研究と本研究の結果を合わせると，加齢変化において唾液腺の

腺房細胞の増殖活性が少なくとも上昇することは無いと考えられるが，さらに

他の唾液腺についても検討が必要であろう． 

 これまでの研究により，ラット口蓋腺は粘液性腺房細胞が圧倒的に優勢では

あるが，少数の漿液性腺房細胞を含む混合腺であることが明らかとなっている

35-38）．本研究でも，口蓋腺実質のほとんどが粘液性腺房細胞からなっていた

が，10週まではラット口蓋腺に漿液性腺房細胞が光顕的，電顕的に少数ながら
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確認された．一方，50 週以降では漿液性腺房細胞は認められず，すべてが粘液

性腺房細胞から構成されていた．このことは，口蓋腺は若年時には混合腺であ

るが，加齢とともに純粘液腺に変わっていくということを示している．加齢に

伴い，漿液性腺房細胞が観察されなくなるメカニズムには 2つの可能性が考え

られる．1 つ目の可能性は漿液性腺房細胞のアポトーシスによる消失である．

マウス顎下腺では，高齢になるにつれ漿液性腺房細胞のアポトーシスが多く認

められ 14），Choi らはこれにより腺房細胞が減少すると考察している．2つ目の

可能性は漿液性腺房細胞の粘液性腺房細胞への変化である．これと類似の現象

は出生前後の唾液腺で観察されている．Ikeda らは，ラット耳下腺では出生時

に粘液性腺房細胞が認められるが，比較的短期間のうちに消失すると報告して

いる 39)．また，Kikuchi らによれば，ラット舌下腺では出生時に多くの漿液性

腺房細胞が観察されるが，経時的にその数が減少するという 40)．前者の研究で

は粘液性腺房細胞から漿液性腺房細胞へ，後者の研究では漿液性腺房細胞から

粘液性腺房細胞への移行像が電顕的に観察されていることから，腺房細胞の性

状変化が経時的に起こったと考えられている．本研究では，10週から 50週に

かけて，腺房細胞のアポトーシスおよび漿液性腺房細胞から粘液性腺房細胞へ

の移行像のどちらも認められなかったので，口蓋腺の加齢変化における漿液性

腺房細胞の消失は 2つの可能性のどちらか(あるいは両方)によるものなのかは

断定できなかった．この点の解明には，10週から 50週の期間をさらに細かく

検索する必要があると思われる． 

 PAS は中性粘液多糖類を赤紫色に，AB は酸性粘液多糖類を青色に染色する

ことから 41)，唾液腺における分泌物などの性状の検索に有用な組織化学的染色

として多くの先行研究において用いられてきた．加齢変化に関する研究では，

Kikuchi らはラット舌下腺の粘液性腺房細胞において AB の染色性に変化がみら

れないと報告している 22)．本研究でも口蓋腺の粘液性腺房細胞では AB の染色

性に変化はみられなかったが，PAS に対する染色性は増強していた．このよう

なことから，少なくとも口蓋腺の粘液性腺房細胞では加齢に伴い，分泌物の化

学的性状が変化すると考えられる．さらにマウス顎下腺の漿液性腺房細胞にお

いては，AB の染色性が低下すると報告されている 14)ことから，加齢に伴う分

泌物の化学的性状の変化はこれら以外の動物種や他の種類の唾液腺においても
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しばしば起こっているのかもしれない． 

 唾液腺組織内の導管の拡張も加齢変化の 1 つとしてこれまで報告されている

9,10,19,26,27,31)．Scott はヒト口唇腺で導管の拡張とともに導管内にエオジン好性の

物質を認めている．このことより，Scott は導管内に流出を妨げる物質が出現

し，内腔圧が上昇することで導管が拡張したのではないかと推測している 26)．

また，江口はラット顎下腺において，拡張した導管の中にオンコサイトが充満

して導管を閉塞していることを確認している 9)．本研究のラット口蓋腺では，

腺組織内に導管自体がないので導管の拡張は認められないが，類似の組織変化

として管状構造をとる腺房の腺腔の拡大が認められた．腺腔内には PAS や AB

に陽性を示す物質が充満しており，Scott26)が述べているような組織変化と共通

していた．従って，ラット口蓋腺の加齢変化において何らかの原因で流出障害

が発生し，腺腔が拡張したと考えてもよいであろう．  

 これまでの研究によれば，加齢に伴う唾液腺の変化は間質にも認められてい

る．その主なものが脂肪組織の増生 9-13,20,21,27,29,31)と結合組織の増生 10-15,19-

21,26,27,30,31)である．いくつかの先行研究では，このような組織学的変化は加齢に

より縮小する腺房を置換するために起こると推測されている 10-13,20,27)．一方，

本研究では結合組織の増生が Azan と電顕的検索により確認されたが，脂肪組

織の増生は認められなかった．本研究では他の報告に見られるような腺房の変

化がみられなかったことから脂肪組織の増生が起こらなかったのかもしれな

い．また，ヒト口蓋腺では加齢に伴い，脂肪組織の増生や腺房の萎縮が報告さ

れており 31,32)，本研究の結果とは異なっている．この違いの理由は本研究だけ

では明らかにならないが，研究対象がヒトとラットと異なっていることが関係

しているのかもしれない． 

 

結論 

 ラット口蓋腺では加齢に伴い，粘液性腺房細胞の増殖活性低下やその分泌顆

粒の性状の変化，漿液性腺房細胞の消失，腺腔の拡張といった実質の変化と間

質における結合組織の増生が起こることが本研究において明らかとなった． 
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図１ 口蓋腺の組織像 

HE(A, E, I, M)，PAS(B ,F, J, N)，AB(C, G, K, O)，Azan(D, H, L, P)；5週(A-

D)，10週(E-H)，50週(I-L)，100 週(M-P)：5，10週では多くの粘液性腺房細

胞に加え，少数の漿液半月(▶)が認められる(A, E)．漿液性腺房細胞(→)は PAS

強陽性である(B, F)．粘液性腺房細胞の分裂像も認められる(A 挿入図)．50，

100週では粘液性腺房の腺腔は拡張し，腺腔内には絮状の物質が認められる(I, 

J, K, M, N, O)．粘液性腺房細胞は PAS 強陽性を示している(J, N)．間質には

Azan のアニリン青に強く染まる結合組織(L, P)が観察される．スケールバー：

30 μm(A-P)，10 μm(A 挿入図) 

 

図２ BrdU および Casp-3 免疫染色像 

BrdU(A-D)，Casp-3(E-H)；5週(A, E)，10週(B, F)，50週(C, G)，100週（D, 

H）：5週では多くの BrdU 陽性腺房細胞(→)が観察されるが(A)，10 週ではそ

の数は減少し(B)，50，100週ではほとんどみられない(C, D)．Casp-3 陽性細胞

は各週齢で認められない(E-H)．スケールバー：30 μm 

 

図 3 腺房細胞の BrdU 陽性率 

50，100週間を除くすべての週齢間で有意差が認められる(※p<0.05)．数値は中

央値． 

 

図 4 電子顕微鏡像 

A：5週の漿液半月．腺房のほとんどを粘液性腺房細胞が占め，基底側に漿液

性腺房細胞と筋上皮細胞が認められる．スケールバー：5.0 μm．B：5週の漿

液性腺房細胞．発達した粗面小胞体と電子密度の高い分泌顆粒，その周囲にゴ

ルジ装置がみられる．スケールバー：2.0 μm．C：5週の粘液性腺房細胞．細

胞質のほとんどを電子密度の低い分泌顆粒が占め，基底部には圧平された核や

粗面小胞体がみられる．スケールバー：2.0 μm．D：100 週の粘液性腺房細

胞．5週の粘液性腺房細胞と同様の特徴を有している．スケールバー：2.0 

μm．E：10 週の間質．腺房間には膠原細線維が散在している．スケールバー：

2.0 μm．F：100週の間質．腺房間は密集し束状をなす膠原細繊維により満た
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されている．スケールバー：2.0 μm ．S；漿液性腺房細胞，M；粘液性腺房細

胞，MEC；筋上皮細胞，N；核，ER；粗面小胞体，G；ゴルジ装置，SG；分泌

顆粒． 
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