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およびシナプトフィジン免疫陽性神経終末に関する免疫組織化学的研究
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Abstract
Previous submandibular ganglion studies have reported the presence of neuropeptide Y (NPY) and vasoactive 

intestinal peptide (VIP)-immunopositive nerve fibers as well as 5-hydroxytryptamine (5-HT, serotonin)-
immunopositive cells in epithelial cells of the main excretory duct. These studies have also demonstrated the 
association of these entities with secretion from the submandibular gland and modification of the saliva in the 
main excretory duct. However, a detailed investigation has yet to be conducted on the distribution of nerve endings 
that made contacts to submandibular gland acini or the main excretory duct. In this study, we therefore sought to 
determine the morphological characteristics and distribution of nerve endings in the submandibular gland acini, 
the main excretory duct, and arteries surrounding the duct. Immunostaining images observed under confocal laser 
microscopy showed that most nerve endings distributed to the main excretory duct and nearby arteries exhibited 
a VIP-immunopositive response. NPY-immunopositive nerve endings were common in the acinus. In addition, 
synaptophysin (SPN)-immunopositive nerve endings were most commonly observed in the acinus and arteries 
around the main excretory duct and the main excretory duct itself. Based on these results, it was concluded that the 
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緒 　 言

　顎下腺は顎下三角に存在し，上面は下顎骨の顎下腺
窩と顎舌骨筋に接し，下面は広頸筋に覆われる 1）。顎
下神経節は顎下三角に位置し，ラットでは顎下腺主導
管の長軸に沿う結合組織において，顎下腺の門より咬
筋後縁まで柱状の形態を呈する 2）。
　過去の研究で，顎下神経節中においては多くの
神経活性物質の存在が報告されている。免疫組織
化 学 的 研 究 で は calcitonin gene-related peptide3,4），
substance P4–6），vasoactive intestinal polypeptide 

（VIP）7,8），neuropeptide-Y （NPY）9,10），enkephalin11,12），
5-hydroxytryptamine （5-HT, serotonin）13）等の神経活
性物質の存在が明らかとなっている。われわれはこの
中で，VIP，NPY，5-HT に着目して，唾液腺の分泌，
吸収への関与を調査してきた 13,14）。
　VIP は消化管の分泌や運動を調節するペプチドホル
モンであり15–17），口腔領域においては顎下腺および口
唇の血管拡張に関与する 18,19）。NPY はブタ脳から近
縁ペプチドを分離・同定されたペプチドであり，末梢
神経においては，ノルアドレナリンと協調して持続性
の血管収縮を起こすことが知られる 20）。5-HT は，平
滑筋の収縮（血管平滑筋は収縮と弛緩），血液凝固作
用のほか，中枢神経系の伝達物質として作用する 21）。
　顎下腺の組織学的研究は腺房や線条部導管の検索
が主であり，主導管の構造の研究は限られていたが，
Young らによって主導管は分泌唾液へ電解質の添加
や吸収を行っていることが報告 22）されて以来，顎
下腺主導管上皮についても種々の報告がなされてい
る14,23,24）。神経活性物質である VIP や 5-HT は，含有
細胞の存在が主導管上皮中に報告され 23,25），VIP と
NPY についても，主導管およびそれを取り巻いてい
る血管，腺房部にも観察される 14,24）。また，顎下神経
節にも VIP と NPY，5-HT の存在が報告されている
ことから主導管および主導管周囲の血管，それと腺房
部に投射している神経線維は顎下神経節由来と考えら
れている 13,14）。
　しかし，それらの神経活性物質が含有されている神

経終末の顎下腺における定量的評価による分布の報告
は皆無である。
　本研究ではまず，ラット顎下腺の正常構造を観察す
る目的で，腺房，導管，導管周囲細動脈の微細構造に
ついて検索した。さらに神経終末に発現する VIP や
NPY，それと 5-HT の顎下腺における量的な分布を明
らかにするために，特異的局在を免疫組織化学的に検
索した。また，顎下腺各部位における神経終末の量的
な局在を明らかにするために，各部位における神経終
末の数を計測した。神経終末の確認には，シナプス小
胞タンパクに特異的に発現することが知られているシ
ナプトフィジン（SPN）を用いた。

実験材料および方法

1．成体ラット顎下腺の正常構造の観察
　1）実験動物
　実験動物には生後 8〜15 週の成体 Wistar 系ラット 

（体重 260〜350 g）10 匹を用い，計 20 の顎下腺を観
察した。実験動物の飼育条件は室温 20℃，明暗周期 
12 時間，給餌，給水については自由摂取とした。
　本実験は，神奈川歯科大学動物倫理委員会の承認を
受け，定められた動物実験指針を遵守して行われた（承
認番号 18-022）。実験動物は「動物実験の飼育および
保管等に関する基準」 （昭和 55 年 3 月 27 日総理府広
告 6 号） に基づいて，倫理的に取り扱った。
　2）試料作製と観察
　実験動物に対してバルビタール酸ナトリウムを腹
腔内投与（50 mg/kg）し麻酔を施した後に，左心室
より生理食塩水を灌流し，2.5% グルタールアルデヒ
ド溶液（0.1 M リン酸緩衝液（PBS, pH7.4））にて 20
分間潅流固定を行った。固定後，直ちに顎下腺と主
導管を摘出した。摘出した試料はさらに同固定液に
て 1 時間浸漬固定した後，1％オスミウム酸（PBS, 
pH7.4）で 1 時間固定した。その後，エタノール系
列で脱水，酸化プロピレンを介して Quetol 651 樹脂

（Polysciences; Warrington, USA）に包埋した。包埋
した試料は MT-1 型ウルトラミクロトームを用いてガ
ラスナイフにて厚さ約 1 μm の切片を作製し，1% ト

type and number of nerve fibers projected in the main excretory duct and acini differ. In the future, the search for 
receptors expressed in the main excretory duct and acini cells and the changes in salivary secretion by VIP, NPY 
and 5-HT administration experiments will lead to the elucidation of the salivary secretion mechanism.
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ルイジンブルーで染色し，光学顕微鏡で観察した。
2．成体ラット顎下腺の免疫組織化学
　1）実験動物
　実験動物は生後 8〜15 週の成体 Wistar 系ラット（体
重260〜350 g）12匹を用い，計24の顎下腺を観察した。
　2）試料作製
　実験動物はバルビタール酸ナトリウム（50 mg/kg） 
を腹腔内注射することにより麻酔し，左心室より 4%
パラホルムアルデヒドを含む 0.1 M PBS（pH7.4）に
て灌流固定を行った。灌流固定の後に顎下腺主導管
と顎下腺組織を一塊として摘出し，直ちに 0.1 M PBS 

（pH7.4）にて希釈した 4% パラホルムアルデヒド溶
液を用いて 12 時間，後固定した。その後，O.C.T. 
compound（Tisse-Tek，SAKURA，大阪，日本）を
用いて凍結包埋し，凍結ミクロトームにて厚さ約
20 μm の凍結切片を作製した。
　3）免疫組織化学
　試料を血清（10% normal goat serum （NGS）/0.75% 
Triton X-100/0.05% NaN3）を含有した 0.1 M PBS 中
に 1 時間洗浄した。続いてウサギ抗 SPN ポリクロ
ナール抗体（abcam；Cambridge, UK, 1/500 in 0.1 M 
PBS containing 10% NGS/ 0.75% Triton X-100/ 0.05% 
NaN3）とマウス抗 NPY モノクロナール抗体（abcam；
Cambridge, UK, 1/100），マウス抗 SPN モノクロナー
ル抗体（abcam；Cambridge, UK, 1/100）とウサギ抗
VIP ポリクロナール抗体（abcam；Cambridge, UK, 
1/500），マウス抗 SPN モノクロナール抗体とウサギ
抗 5-HT ポリクロナール抗体（abcam；Cambridge, 
UK, 1/500）中に，4℃で一晩浸漬した。その後 PBS
に て 洗 浄 し， ヤ ギ ビ オ チ ン 化 抗 マ ウ ス IgG 抗 血

清（DAKO; Glostrup, Denmark, 1/400 in 0.1M PBS 
containing 10% NGS/ 0.05% NaN3）とヤギ Alexa488
標識抗ウサギ IgG 抗血清（Wako; Osaka, Japan, 1/50 
in 0.1 M PBS containing 10% NGS/ 0.05% NaN3）混
液中に室温で 1 時間浸漬した。その後に PBS にて
洗 浄 し， さ ら に Cy3- streptavidin （KPL; Guildford, 
UK, 1/1000 in 0.1 M PBS containing 10% NGS/ 0.05% 
NaN3） に 1 時間浸した。免疫組織化学的に標識した
試料は 80% glycerin 溶液で封入し，共焦点レーザー
顕微鏡（ECLIPESE E800, Nikon, 東京，日本）にて
観察した。また各一次抗体は陽性組織コントロールと
して，ラット脳を用いてその発現を確認した。
　4）二重標識神経終末の解析
　二重標識法によるラット 12 匹の切片の中から，腺
房細胞，主導管上皮細胞，主導管に隣接する細動脈
を明瞭に観察できる切片を各 10 枚抽出し，SPN 免疫
陽性神経終末に対する二重標識神経終末の割合をそれ
ぞれ算出した。また腺房細胞，主導管上皮細胞，主導
管に隣接する細動脈の 2500 μm2 の視野を，ラット 12
匹の切片の中から 10 視野抽出して，神経終末の数を
計測し，各部位で比較した。得られた値は Kruskal-
Wallis 検定を行った後，マンホイットニーの U 検定
を有意水準 5% にボンフェロニーの補正（p<0.0167）
を行い検定した。

結 　 果

1. ラット顎下腺の正常構造の観察
　トルイジンブルー染色を施した，顎下腺各部位の光
学顕微鏡像を図 1 に示す。顎下腺腺房部には多くの腺
細胞や顆粒管が認められ，それらの間の結合組織中に
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図 1　ラット顎下腺のトルイジンブルー染色像
a：顎下腺腺房部の明視野顕微鏡像を示す。腺房細胞周囲に神経線維（→）が観察される。
scale bar=10 μm
b：顎下腺主導管および主導管周囲血管の明視野顕微鏡像を示す。主導管および主導管周
囲血管周囲に神経線維（→）が観察される。scale bar=50 μm，MD：主導管，A：細動脈，
B：神経線維束
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は細動脈や細径の神経線維も観察された。また主導管
の上皮は多列上皮より構成され，その直下に多くの毛
細血管が存在，さらに主導管を囲む結合組織中には神
経束および細径の神経線維が認められた。
2．SPNと各神経活性物質による二重免疫組織化学
　1）主導管上皮
　主導管周囲の SPN 免疫陽性神経終末における各神
経活性物質の二重標識の割合を図 2d に示す。SPN と
VIP, NPY, 5-HT の二重標識の割合の中央値（25〜75
パーセンタイル値）はそれぞれ 82.5（81.0〜84.0）%，9.5

（6.0〜12.0）%，17.5（15.0〜18.0）% であった。SPN と
VIP の二重標識の割合は，NPY, 5-HT との二重標識
の割合よりも有意に高かった。SPN と VIP では主導
管とその周囲の結合組織中に両者に共陽性の構造物が
点状に散在して認められた。さらに主導管上皮中に
も共陽性の構造物が観察された。これに対して，SPN
と NPY，SPN と 5-HT では二重標識された神経終末

はほとんど観察されなかった（図 2a, b, c）。
　2）腺房部
　腺房の SPN 免疫陽性神経終末と各神経活性物質の
二重標識の割合を図 3d に示す。SPN と VIP, NPY, 
5-HT の二重標識の割合の中央値（25〜75 パーセンタ
イル値）はそれぞれ 17.0（15.0〜19.0）%，77.0（76.0〜
79.0）%，36.5（21.0〜41.0）% であった。SPN と NPY
の二重標識の割合は，VIP, 5-HT との二重標識の割合
よりも有意に高かった。VIP と 5-HT の二重標識の割
合は，両者の間に有意な差は認められなかった。SPN
免疫陽性構造は腺房細胞や導管基底部に多数が認めら
れた。しかし VIP との二重標識はわずかに腺房細胞
間の結合組織中の血管周囲に観察された。一方，SPN
と NPY の二重染色では両者に共陽性を示す神経終末
が腺房間の結合組織中に多数認められた。さらに腺細
胞の基底部には両者に共陽性を示す点状構造が存在し
ていた。SPN と 5-HT においても腺房間の結合組織中

図 2　主導管の免疫染色像
a：主導管周囲に SPN（赤）と VIP（緑）の二重標識像（→）
が観察される。
b：主導管周囲に SPN（赤）NPY（緑）の二重標識像は観
察されない。
c：主導管周囲に SPN（赤）と 5-HT（緑）二重標識像は観
察されない。
scale bars=500 μm

d：主導管上皮細胞に対する各神経活性物質の二重標識の割
合
主導管上皮周囲には VIP 免疫陽性神経終末が多数存在する。
ボンフェローニ補正を用いたマン・ホイットニーの U 検定
＊：p<0.0167

図 3　腺房の免疫染色像
a：腺房細胞周囲に SPN（赤）と VIP（緑）の二重標識像

（→）が少数観察される。
b：腺房細胞周囲に SPN（赤）と NPY（緑）の二重標識像

（→）が多数観察される。
c：腺房細胞を取り囲むように SPN（赤）と 5-HT（緑）二重
標識像（→）が観察される。
scale bars=50 μm

d：腺房に対する各神経活性物質の二重標識の割合
腺房周囲には NPY 免疫陽性神経終末が多数存在する。
ボンフェローニ補正を用いたマン・ホイットニーの U 検定
＊：p<0.0167
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に二重標識神経終末が散見された（図 3a, b, c）。
　3）主導管周囲細動脈
　主導管周囲細動脈の SPN と各神経活性物質の二重
標識の割合を図 4d に示す。免疫陽性神経終末の SPN
と VIP, NPY, 5-HT の二重標識の割合の中央値（25〜
75 パーセンタイル値）はそれぞれ 71.5（63.0〜88.0）%，
8.5（6.0 〜 21.0）%，4.0（2.0 〜 4.0）% で あ っ た。SPN
と VIP の二重標識の割合は，NPY, 5-HT との二重標
識の割合よりも有意に高かった。SPN と VIP の二重
免疫染色では細動脈内皮中に二重標識神経終末が多数
観察された。一方 SPN と NPY, 5-HT との二重染色で
は SPN 免疫陽性神経終末は散見されたが，二重標識
はわずかであった（図 4a, b, c）。
　4）顎下腺各部位における神経終末数
　腺房，主導管，主導管周囲細動脈の切片の中から，
2500 μm2 の視野を 10 視野抽出し，SPN 免疫陽性神経

終末の数を算出した結果を図 5 に示す。腺房，主導管，
細動脈での中央値（25〜75 パーセンタイル値）はそ
れぞれ 17.5（16.0〜21.0），1.0（1.0〜2.0）， 7.0（6.0〜
10.0）であった。腺房と主導管，主導管と細動脈，腺
房と細動脈の間で有意な差を認めた。

考 　 察

　ラット顎下腺を光学顕微鏡にて観察した結果，腺房
部，主導管，そして主導管周囲細動脈のいずれにおい
ても神経線維が観察された。小口らの報告においても
主導管周囲結合組織や主導管周囲の細動脈に神経線維
が確認されており14），本研究の結果と一致した。これ
らのことから，顎下腺からの唾液分泌には，腺房，主
導管，そして主導管周囲細動脈に投射する神経線維が
関与するものと考えられる。
　次に顎下腺におけるVIP, NPY, 5-HT, およびSPN免
疫陽性神経終末の局在を観察した結果，SPN 免疫陽性
神経終末における各神経活性物質の二重標識を示す割
合は，腺房部では SPN と NPY の組み合わせが多く，
主導管部および主導管周囲細動脈では SPN と VIP の
組み合わせが多い結果となった。また神経終末は腺房
に最も多く分布し，ついで主導管周囲の細動脈，主導
管の順であった。小口らは主導管および主導管周囲細
動脈に VIP 免疫陽性神経線維の存在を報告し 14），中村
らは腺房部血管に NPY 免疫陽性神経線維を報告して
いるが26），各神経活性物質を定量的に評価することで，
それらの分布が明確となったのは新知見である。これ
までに，VIP は消化管粘膜に散在する内分泌細胞にお
いて産生され，平滑筋弛緩，膵重炭酸塩の分泌促進，
インスリン分泌の促進などの機能を果たすことが報告

図 4　主導管周囲細動脈の免疫染色像
a：細動脈周囲を取り囲むように SPN（赤）と VIP（緑）の
二重標識像（→）が多数観察される。
b：細動脈周囲に SPN（赤）と NPY（緑）の二重標識像（→）
が少数観察される。
c：細動脈周囲に SPN（赤）と 5-HT（緑）二重標識像はほと
んど観察されない。
A：細動脈，scale bars=500 μm

d：主導管周囲細動脈に対する各神経活性物質の二重標識の
割合
主導管周囲の細動脈には VIP 免疫陽性神経終末が多数存在
する。
ボンフェローニ補正を用いたマン・ホイットニーの U 検定
＊：p<0.0167

図 5　顎下腺各部位における 2500 μm2 の SPN 免疫陽性神経
終末数の平均
神経終末は腺房，主導管周囲血管（細動脈），主導管の順に
多く存在する。
ボンフェローニ補正を用いたマン・ホイットニーの U 検定
＊：p<0.0167
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されている18）。また，顎下腺においては血管平滑筋に
作用し，血管の拡張に関与するとされる 19）。さらに顎
下腺主導管は単に唾液の輸送にとどまらず，イオンの
吸収，添加により修飾を受け，口腔内に分泌される 27）。
このことから本研究で主導管部および主導管周囲血管
に VIP 免疫陽性神経終末が多く観察された事実によ
り，唾液の成分が修飾される可能性が考えられる。
　一方，腺房部においては NPY 免疫陽性神経終末
が多く観察された。NPY は中枢神経系において，視
床下部，大脳皮質，海馬に多く存在し，視床下部ホ
ルモンの遊離調整，食欲，記憶，血圧調整に関与す
る28–30）。末梢神経系では，交感神経に広く分布し，特
に血管周囲交感神経や副腎髄質細胞に豊富に存在，ノ
ルアドレナリンと協調して持続性の血管収縮を引き起
こす29,31）。志賀らの研究においても，NPY 免疫陽性
線維が腺房に分布していることが確認されており，本
研究の結果と一致する24）。NPY が各神経物質の中で
腺房の神経終末に多く分布した事実は，唾液の分泌調
整に関わると考えられる。
　また秋本らは顎下腺を血液鋳型標本により，腺体内
の導管から主導管周囲に存在する細動脈は網工状に
なっており，また有窓性毛細血管の小孔の数が多いこ
とを報告した32）。このことから，主導管周囲に存在す
る細動脈が主導管の機能を補充していると仮定する
と，本研究における，主導管よりも主導管周囲細動脈
に神経終末が多く観察された事実は，この仮定を裏付
ける結果となった。これまで小口や川邊らは，顎下神
経節ニューロンにおける VIP，NPY，5-HT の局在に
ついては報告したが，これらニューロンの神経終末の
局在に関する報告は本研究が初めてである。
　以上より，顎下腺主導管と腺房では投射する神経線
維のタイプと数が異なるという結論が得られた。今後
は主導管や腺房部の細胞が発現している受容体の検索
や，VIP，NPY，5-HT などの投与実験による唾液分
泌量の変化などを検索することで，さらなる唾液分泌
機構の解明につなげたいと考えている。

結 　 論

　われわれは神経活性物質である VIP, NPY, 5-HT の
ラット顎下腺における局在について調査し以下の結論
を得た。
　1．顎下腺腺房では各種神経活性物質において NPY
免疫陽性神経終末の割合が多く，主導管および主導
管周囲細動脈では VIP 免疫陽性神経終末の割合が多
かった。
　2．顎下腺各部位における神経終末の分布は，腺房，
主導管周囲細動脈，主導管の順で多かった。
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