
ウシ唾液腺組織における 

免疫機構の解明 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

坂口佳菜子 



ウシ唾液腺組織における 

免疫機構の解明 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

酪農学園大学大学院 

獣医学研究科 

獣医学専攻博士課程 

 

坂口佳菜子 

 

獣医病理学教室 

指導教員 教授 谷山弘行 

 

2012年度 



目次 

 

1 目次 

 

2 凡例 

 

3 第Ⅰ章 緒言 

 

4 第Ⅱ章 ウシ唾液腺の組織学的検索 

1. 序文 

  2. 材料と方法 

   2-1.  供試動物 

   2-2.  組織学的検索 

   2-3.  免疫組織学的検索 

   2-4.  統計解析法 

  3. 結果 

   3-1.  組織学的所見 

     3-1-1.  HE染色 

     3-1-2.  PAS 反応，AB染色 

     3-1-3.  MGP 染色ならびに形質細胞数の計測 

   3-2.  免疫組織化学的所見 

  4. 考察 

  5. 小括 

 



5 第Ⅲ章 ウシ唾液腺における pIgR 発現の分子生物学的検索 

1. 序文 

  2. 材料と方法 

   2-1.  組織材料の採取 

   2-2.  RT-PCR法 

   2-3.  ウェスタンブロッティング法 

   2-4.  ゲル内消化法 

   2-5.  Nano-LC-Q-TOF-MS 法 

  3. 結果 

   3-1.  RT-PCR法による結果 

   3-2.  ウェスタンブロッティング法による結果 

   3-3.  Nano-LC-Q-TOF-MS 法による結果 

  4. 考察 

  5. 小括 

 

6 第Ⅳ章 ウシ唾液腺における pIgR を介した IgA分泌能 

1. 序文 

  2. 材料と方法 

   2-1.  供試動物 

   2-2  免疫組織化学的検索 

   2-3.  統計解析法 

  3. 結果 

   3-1.  抗ヒト pIgR 抗体を用いた免疫組織化学的所見 

   3-2.  抗ウシ IgA抗体, 抗ウシ IgM 抗体および抗ウシ IgG 抗体を用いた 

免疫組織化学的所見 

  4. 考察 

  5. 小括 



7 第Ⅴ章 ウシ全身粘膜ならびに腺組織における pIgR を介した IgA 分泌能 

1. 序文 

  2. 材料と方法 

   2-1.  供試動物 

   2-2.  組織学的検索 

   2-3.  免疫組織化学的検索  

   2-4.  抗ウシ IgA抗体陽性形質細胞数の計測 

  3. 結果 

   3-1.  抗ヒト pIgR 抗体を用いた免疫組織化学的所見  

   3-2.  抗ウシ IgA抗体を用いた免疫組織化学的所見 

  4. 考察 

  5. 小括 

 

8 総括 

 

9 謝辞 

 

10 文献 



凡例 

 

AB：alcian blue  

ABC：avidin-biotinylated peroxidase complex method  

BALT：bronchial-associated lymphoid tissue 

CBB: coomassie brilliant blue 

cDNA：complementary DNA 

CK：cytokeratin 

CMIS：common mucosal immune system  

dNTP：deoxynucleotide triphosphate 

DTT：dithiothreitol 

GALT：gut-associated lymphoid tissue 

HE：hematoxylin and eosin 

HRP：horseradish peroxidase 

IFN：interferon 

IgA：immunoglobulin A 

IgG：immunoglobulin G 

IgM：immunoglobulin M 

IHC：immunohistochemistry 

IL：interleukin 

MAMPs：microbial-associated molecular patterns 

MGP：methyl green-pyronin 

mRNA：messenger RNA 

NALT：nasal cavity-associated lymphoid tissue 

Nano-LC-Q-TOF-MS：nano-liquid chromatography quadruple time-of-flight mass 

spectrometry 

PAS：periodic acid-Schiff 



PBS：phosphate-buffered saline 

PCR：polymerase chain reaction 

pIgR：polymeric Immunoglobulin receptor 

PVDF：polyvinylidene difluoride 

RT-PCR：reverse transcription-PCR 

SC：secretory component 

SDS：sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE：SDS-polyacrylamide gel electrophoresis  

TAE：tris-acetate-EDTA 

TLR：toll-like receptor 

TNF：tumor necrosis factor 

VFA：volatile fatty acids 

WB：western blotting 
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第Ⅰ章 緒言 

ヒトや動物には，外敵から身体を守るために免疫系が備わっている．多くのウ

イルスや病原菌の侵入口である粘膜面には効果的な「粘膜免疫」が存在し，抗原特

異的な分泌型 IgA の応答や細胞障害性 T 細胞を誘導する［33, 56］． 

各々の粘膜組織は共通粘膜免疫機構（CMIS）により関連性を持ち，ある粘膜

組織で誘導された IgA 産生形質細胞や細胞障害性 T 細胞は他の粘膜組織にも帰巣

（ホーミング）する［13, 14, 18, 29, 33, 56］．特に分泌型 IgA 産生形質細胞は，鼻咽

頭関連リンパ組織（NALT）, 気管支関連リンパ組織（BALT）, 腸管関連リンパ組

織（GALT）などの誘導組織で誘導され，実効組織にホーミングする．実効組織に

は唾液腺を含め，涙腺，呼吸器粘膜，腸管粘膜，乳腺，泌尿生殖器などがある［13, 

14, 18, 29］．抗原により直接暴露された粘膜組織においては最も強いホーミングおよ

び免疫応答がみられ，それに準じた免疫応答が隣接する腺ならびに粘膜組織にも波

及する．鼻咽頭や腸管粘膜からの抗原は，それぞれパイエル板や NALT/BALT の M

細胞に取り込まれ，マクロファージや樹状細胞などの抗原提示細胞に送られ，その

後，抗原提示細胞によって局所の B 細胞および T 細胞に提示される．感作された B

細胞および T 細胞はホーミングを開始し，体内を循環した後に再び各実効組織に到

達する［13, 14］． 

形質細胞によって合成，分泌された多量体 IgA は，上皮細胞の基底側の細胞膜

に発現する polymeric Ig receptor（pIgR）と結合し，細胞内輸送により粘膜・管腔側

に移動する［4, 13, 14］．粘膜・管腔側に移動した多量体 IgA と pIgR の複合体は，

pIgR の細胞外領域が切断され，分泌型 IgA として管腔内に分泌される．分泌型 IgA

の一部である pIgR は secretory component（SC）と呼ばれる．多量体 IgA と複合体を

形成しない pIgR もまた，基底側から管腔側に移動し free-SC として分泌され，この

分泌型 IgA ならびに free-SC は侵入したウイルス，細菌，細菌毒素，アレルゲンな

どと免疫結合体を作り，これらを排除する機能を持つ［4, 13, 14, 18, 29］． 

ヒトやラットでは，3 大唾液腺（舌下腺，下顎腺および耳下腺）における免疫

グロブリン産生形質細胞の分布ならびに唾液腺における pIgR 発現が確認され，いず
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れの唾液腺からも唾液中に IgA を分泌している［12, 16, 34, 52, 59］．ヒトと同様，

ウシにおいても Mach と Pahud（1971）により口腔内の混合唾液，鼻汁，涙液にお

いて分泌型 IgA が豊富に含まれていることが報告されており，ウシの下顎腺組織培

養において分泌型 IgA の合成も確認されている［27, 37］．しかし，Cripps et al.（1976）

はヒツジの下顎腺は IgA を分泌するが，耳下腺は分泌していないと報告しており，

唾液腺の種類によって IgA 分泌の仕組みが異なる可能性が示唆されている［19］． 

ウシはヒトやラット，マウスと異なり，4 つの胃を有する複胃動物であり，食

物の消化方法も単胃動物と大きく異なる．このうちルーメンと呼ばれる第一胃が最

も大きく，ルーメン内には多くの種類の細菌や原生動物などの微生物が棲んでいる．

この微生物の中にはセルロースを分解する酵素（セルラーゼ）を持つものがおり，

ウシが食べた草やデンプンを発酵分解し，酢酸，プロピオン酸，酪酸を主体とする

揮発性脂肪酸（VFA）を産生する［20］．VFA はルーメン壁から吸収され，ウシの

エネルギー要求量の 60〜80％をこの VFA が賄っていると考えられている［20］．こ

のように，ルーメン内微生物との共生は，ウシを初めとする反芻動物に見られる栄

養学的特性であり，消化管から吸収されるブドウ糖を主なエネルギー源として利用

している単胃動物とは大きく異なる． 

ウシは 1 日におよそ 100〜180L もの唾液を分泌し，ルーメン内 pH の維持，適

度な水分を補い，ルーメン内微生物による発酵消化を円滑に行い，自身の健康を維

持するために重要な役割を果たしている［6-8, 20, 32］．このように唾液の機能は特

に反芻動物では重要であり，かつ自然免疫あるいは獲得免疫の実効器官として重要

であることは論をまたない．しかし，ウシの唾液腺における研究は乏しく，下顎腺

と耳下腺の唾液中の分泌型 IgA の有無についての研究報告はあるが，舌下腺を含め

た 3 大唾液腺における免疫学的役割について組織学，免疫組織化学，生化学および

分子生物学的分析手法を用いて多角的に検討した報告はされていない．本研究では，

ウシの 3 大唾液腺（舌下腺，下顎腺および耳下腺）の免疫機能を明らかにするため

以下の研究を行った．なお，第Ⅱ章〜Ⅳ章の検索に用いた各症例の臨床情報は Table 

1 にまとめて示した． 
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第Ⅱ章ではウシの舌下腺，下顎腺および耳下腺の組織学的特徴を明確にするた

め，頭部に病変を認めない成牛 16 頭の 3 大唾液腺組織を用いて組織学的ならびに免

疫組織化学的検索を行った．また，各唾液腺に分布する形質細胞数の差を明らかに

するために，特殊染色（MGP 染色）により形質細胞を染色し，一視野（×400）当り

における平均形質細胞数を求め統計解析を行った． 

第Ⅲ章ではウシの舌下腺，下顎腺および耳下腺における IgA の分泌能を検討す

るため，成牛の各唾液腺組織乳剤を用いて多量体免疫グロブリンの輸送を行う pIgR

の発現を検索した．まず， RT-PCR 法により各唾液腺組織における pIgR mRNA の

発現を解析した．続いて抗ヒト pIgR 抗体（SC-300, Santa Cruz）を用いてウェスタン

ブロッティング法により各唾液腺組織における pIgR 蛋白の検出を行い，最終的に抗

ヒト pIgR 抗体陽性蛋白を Nano-LC-Q-TOF-MS 法によるアミノ酸配列の同定を行っ

た． 

第Ⅳ章では，前述の抗ヒト pIgR 抗体を用いて免疫組織化学的に唾液腺組織に

おける pIgR の分布と細胞内局在を検索した．また，抗ウシ IgA 抗体, 抗ウシ IgM 抗

体, 抗ウシ IgG 抗体（すべて Bethyl Laboratories）を用いて各唾液腺組織に分布する

形質細胞が発現する免疫グロブリンのアイソタイプを確認し，第Ⅱ章と同様，一視

野（×400）当りにおける各アイソタイプの平均免疫グロブリン陽性形質細胞数を求

め統計解析を行った． 

第Ⅴ章では，ウシの唾液腺以外の全身粘膜ならびに腺組織における pIgR を介

した IgA の分泌能を検討するため，前述の抗ヒト pIgR 抗体ならびに抗ウシ IgA 抗

体を用いて免疫組織化学的検索を行った． 
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Table 1. 検索に用いた症例 

     (3)＊ (4)＊

No. 年齢 雌雄 主訴，その他の所見 (2)＊ PCR WB IHC

 1  2y F 第四胃変位術創部の線維性癒着 ＋   ＋ 

 2  2y F 壊死性乳房炎  ＋ ＋ ＋ 

 3  3y F 仙椎骨折, 肺炎 ＋   ＋ 

 4  3y F 股関節脱臼 ＋  ＋ ＋ 

 5  4y F 後肢筋断裂  ＋   

 6  4y F 仙椎骨折, 化膿性子宮内膜炎  ＋   

 7  4y F 大腿骨頭靭帯断裂 ＋   ＋ 

 8  4y F 股関節脱臼 ＋   ＋ 

 9  4y F 後肢皮下膿瘍 ＋    

10  4y F 化膿性子宮内膜炎 ＋   ＋ 

11  4y F 化膿性乳房炎, 肋骨骨折 ＋   ＋ 

12  5y F 大腿骨頭靭帯断裂 ＋  ＋ ＋ 

13  5y F 肺膿瘍 ＋   ＋ 

14  5y F 浅趾屈筋・腓腹筋線維化 ＋  ＋ ＋ 

15  5y F 浅趾屈筋・腓腹筋断裂, 腹腔内膿瘍 ＋  ＋ ＋ 

16  6y F 腓腹筋断裂 ＋   ＋ 

17  6y F 第四胃変位術創部の線維性癒着 ＋   ＋ 

18  7y F 大腿骨頭靭帯断裂 ＋   ＋ 

19  7y F 膀胱粘膜ポリープ状腫瘤 ＋   ＋ 

20 10y M 頸部皮下組織に間葉系腫瘤  ＋   

21 15y F 第四胃変位術創部の線維性癒着   ＋ ＋ 
＊ （2）,（3）,（4）はそれぞれ第Ⅱ章，Ⅲ章，Ⅳ章で用いた症例（＋）を記してい

る．症例 No. 20 を除くすべてがホルスタイン種の乳牛（雌）である．No. 20 は繁殖

用牛として飼育されていたホルスタイン種の種牛（雄）である．WB，ウェスタン

ブロッティング法．IHC，免疫組織化学的検索．
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第Ⅱ章 ウシ唾液腺の組織学的検索 

1. 序文 

ほ乳類の唾液腺は大唾液腺と小唾液腺に大別される．大唾液腺は長い導管系に

よって腺体は導管の開口部位から離れた場所に大きな腺塊を作る［21, 62］．その存

在部位によって，舌下腺，下顎腺および耳下腺と呼ばれ，これらをまとめて 3 大唾

液腺と呼ぶ．一方，小唾液腺は導管系の発達がさほど著明でなく，導管開口部に近

い粘膜固有層または粘膜下組織内に局在する．小唾液腺もその存在部位によって口

唇腺，前舌腺または前突腺，舌根腺，小舌下腺，口蓋腺，頬腺などが区別される．

唾液腺実質は導管と腺房からなり，それらを構成している細胞には導管上皮細胞，

腺細胞（粘液性ならびに漿液性），筋上皮細胞および導管基底細胞の 4 種類がある

［62］．特に 3 大唾液腺は組織構築上，次に示すような共通する特徴を有している． 

1）終末部と導管が区別され，両者を合わせて小葉という顕微鏡的なまとまり

を作る． 

2）終末部は 1 または 2 種の腺細胞より成る．2 種の場合，両細胞種は無秩序

に混在せず，漿液性腺細胞が腺房の辺縁に集まり，半月を作り非漿液性（粘

液性）腺細胞が中心部に集まる． 

3）導管は小葉内で介在部，線条部に分化する． 

4）腺房終末部と導管には筋上皮細胞がある． 

また，以前は筋上皮細胞と基底細胞は混同されていたが，超微形態，免疫組織化学

技術の進歩により，これらの細胞は形態，機能的に異なることが明らかにされ，現

在では筋上皮細胞と導管基底細胞に区別されている［42, 62, 63］． 

ウシの唾液腺組織は，腺房を構成する腺細胞の HE，PAS および mucicarmine

の染色性によって，漿液性腺，粘液性腺および混合腺に分類されている［32, 62］．

漿液性腺の腺房は小さく，腺細胞の細胞質はPASならびにmucicarmine陰性を示し，

腺組織の中に粘液細胞はみられない．一方，粘液性腺の腺房は漿液性のものよりも

大きく，腺細胞の細胞質は PAS ならびに mucicarmine 陽性顆粒が細胞内に広がる．

そして混合腺は漿液性腺と粘液性腺が混在し，PAS ならびに mucicarmine 陽性顆粒
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を含む大きめの粘液性腺細胞は，PAS ならびに mucicarmine 陰性の漿液性半月細胞

で覆われる．ウシの耳下腺は漿液性腺細胞のみからなり，下顎腺は漿液性と粘液性

腺細胞が均一に存在するが，舌下腺は漿液性腺細胞が少なく粘液性腺優位である．

すなわち，耳下腺は漿液腺，下顎腺および舌下腺は混合腺に区分される． 

唾液腺は唾液中の主な免疫グロブリンの供給源として，口腔内免疫において重

要な役割を果たしており，ヒトやラットではいずれの大唾液腺からも免疫グロブリ

ンが分泌されている［12, 16, 34, 52, 59］．形質細胞は，主に外来抗原刺激に反応して

B リンパ球から分化し，炎症の局所やリンパ節，扁桃，脾臓といった二次リンパ組

織に分布するが，一部は粘膜関連リンパ組織と呼ばれる消化管上皮，粘膜組織など

外界に直接暴露されている広大な粘膜面にも移動する［13, 14, 18, 29, 33, 56］．粘膜

関連リンパ組織を主体とする粘膜免疫系で刺激されたリンパ球は，特異的な接着分

子の発現により全身の特定の粘膜免疫系組織に移動することができ，唾液腺もその

一つの場と考えられている． 

本章では，頭部に炎症や腫瘍性病変などの異常を認めないウシ（ホルスタイン

種）16 頭の舌下腺，下顎腺および耳下腺について組織学的に観察した後，形質細胞

の RNA 活性を利用した MGP 染色により，形質細胞を特異的に染色し各唾液腺組織

に分布する形質細胞数を計測した. 各唾液腺組織の一定範囲内に分布する形質細胞

数の平均値を求め統計学的に解析を行い，それぞれの唾液腺における免疫機能につ

いて考察した．また抗 Keratin（AE1/AE3）, 抗 cytokeratin14（CK14）および抗 α-smooth 

muscle chain（α-SMA）抗体を用いた免疫組織化学的検索により正常なウシの唾液腺

構造を検索した．
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2. 材料と方法 

2-1. 供試動物 

本学で剖検に供されたホルスタイン種ウシ, 2〜7 齢の 16 頭からそれぞれ舌下

腺，下顎腺および耳下腺を採取し，検索に用いた（Table 1）．いずれの症例も病理解

剖学的ならびに病理組織学的に，唾液腺やその周囲組織において炎症または腫瘍な

どの病変は認められなかった． 

 

2-2. 組織学的検索 

全ての症例の唾液腺組織は 10%ホルマリン緩衝液で固定，アルコール脱水後パ

ラフィンに包埋した．パラフィン包埋組織を 4 μm に薄切し，常法に従い HE 染色を

施した．また，唾液腺の腺房内ならびに導管上皮細胞内の粘液基質を観察するため

PAS 反応ならびに AB 染色（pH 2.5）を行った．さらに，形質細胞を識別しその細

胞数を計測するため DNA と RNA を染め別ける MGP 染色を行った．MGP 染色では

DNA はメチルグリーンにより青緑色に，RNA はピロニンによりピンク色にそれぞ

れ選択的に染め出され，RNA 活性が高い形質細胞は特に細胞質が濃いピンク色に染

まる. 

 

2-3. 免疫組織化学的検索 

免疫組織化学的検索には酵素抗体法（ABC 法）を用いた．一次抗体およびそ

れぞれの前処置は Table 2 に示す．免疫組織化学染色を行うにあたり，作製したパラ

フィン切片をキシレンで十分に脱パラフィンした後，エチルアルコールを通し，水

洗した．抗原賦活の目的で 0.01 M クエン酸緩衝液（pH 6.0）に浸漬し，電子レンジ

（microwave，500 W）を用いて 15 分間の煮沸処理を行った．内因性ペルオキシダ

ーゼ除去には 0.3%H2O2 加 PBS に 5 分浸漬した．十分に水洗後，非特異反応除去の

目的で 10%ヤギ正常血清を用いて 37 °C で 30 分間のブロッキング処置を行った．一

次抗体を PBS で希釈して切片上にのせ，保湿箱内で 4 °C，16 時間反応させた．反

応終了後，PBS で洗浄し，二次抗体（ビオチン標識抗マウス IgG 抗体，Vector 
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Laboratories）を切片上にのせ，室温，30 分間反応させた．その後 PBS で洗浄し，

西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（Vector Laboratories）を切片

上にのせ，室温，30 分間反応させた．反応終了後，PBS で洗浄し，0.05% 

3,3-diaminobenzidine 水溶液に 5% H2O2 を最終濃度が 0.005%になるように加えた発

色液に室温，10 分間浸漬して発色反応を行った．すべての組織の対比染色には Mayer

のヘマトキシリン染色をおこなった．陰性対照では, 一次抗体を省いた．  

 

2-4. 統計解析法 

MGP 染色を施した舌下腺，下顎腺および耳下腺組織は，×400 視野で 3 カ所，

腺細胞周囲に分布する形質細胞数を計測した．計 16 頭の各唾液腺組織を計測し，そ

れぞれ平均値±標準偏差を求めた．舌下腺，下顎腺および耳下腺の 3 つのグループ

間の比較には SPSS 15.0J を用いて，二元配置分散分析法（パラメトリック法）によ

り検定を行った．P 値に関しては P < 0.05 を有意差ありとした．  
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3. 結果 

3-1. 組織学的所見 

3-1-1. HE 染色 

舌下腺，下顎腺および耳下腺組織の導管系は共通して小葉内導管と小葉間導

管が観察された．小葉内導管のうち腺房から続く介在部は背の低い単層立方上皮で

構成され，基底側に円形から楕円形核が位置していた（Figs. 1, 2, 3［i］）．線条部は

背の高い単層円柱上皮で構成され，円形の核が中央から管腔側に位置し，基底部に

明瞭な線条構造が認められた（Figs. 1, 2, 3［s］）．舌下腺では腺房から続く介在部導

管は少なく不明瞭であった．一方，下顎腺および耳下腺では比較的長く発達した介

在部導管が明瞭に観察された．  

HE 染色において舌下腺の腺房は主に粘液性と漿液性の 2 種類の腺細胞より構

成されていた（Fig. 1）．粘液性腺細胞は弱好酸性の泡沫状細胞質を有し，核は扁平

で基底側に偏在していた．漿液性腺細胞は好酸性細胞質で，管腔側によりエオジン

好性の小顆粒が観察された．核は円形から楕円形で，粘液性腺細胞と混合し，腺房

の奥に位置し不明瞭な半月状を形成していた．線条部導管周囲に限局して漿液性腺

細胞のみから成る腺房も認められるが，数は 2 種混合の腺房に比べると圧倒的に少

なかった．また，舌下腺の腺房や導管周囲には多数の形質細胞浸潤が認められた．

形質細胞は線条部導管周囲の腺房に分布する傾向が認められた．  

下顎腺の腺房もまた，粘液性ならびに漿液性の 2 種類の細胞より構成されて

いた（Fig. 2）．粘液性腺細胞は舌下腺のものよりも明るく，泡沫状の微弱好酸性細

胞質を有し，核は扁平で細胞の基底側に偏在していた．漿液性腺細胞は，腺房の奥

に明瞭な半月状を成して存在し，漿液性腺細胞の細胞質は好酸性顆粒状に染まるの

が観察された．核は円形から楕円形で細胞の基底側に偏在していた．下顎腺におい

ても腺房や導管周囲間質に形質細胞の浸潤が認められるが舌下腺よりは少なかった． 

耳下腺腺房は好酸性細胞質を有する漿液性腺細胞のみからなる（Fig. 3）．耳下

腺では形質細胞は舌下腺や下顎腺とは異なり，腺房や導管周囲間質において稀に数

個認められる程度であった． 
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3-1-2. PAS 反応，AB 染色 

舌下腺の粘液性腺細胞は細胞質内のほとんどが網目状に PAS 強陽性に染まり，

基底側にわずかに PAS 弱陽性を示す細胞質が観察された（Fig. 4）．また，この網目

状物質は AB 染色に陽性であった（Fig. 5）．漿液性腺細胞は細胞質が PAS 弱陽性，

管腔側に PAS 強陽性を示す顆粒が見られた（Fig. 4 の矢頭）．AB 染色は細胞質にわ

ずかに陽性または陰性を示し，顆粒は陰性であった（Fig. 5 の矢頭）． 

下顎腺の粘液性腺細胞もまた網目状に PAS 陽性に染まり AB 染色においても

同様に網目状に陽性を示していた（Figs. 6, 7）．漿液性腺細胞は細胞質が顆粒状に

PAS 強陽性に染まるが，AB 染色は弱陽性であった． 

耳下腺では，腺細胞の細胞質は PAS に弱陽性反応を示し，AB 染色は陰性であ

った（Figs. 8, 9）． 

 

3-1-3. MGP 染色ならびに形質細胞数の計測 

舌下腺では多数の MGP 陽性形質細胞の浸潤が認められた（Fig.10A）．下顎腺

においても腺房や導管周囲間質に MGP 陽性形質細胞の浸潤が認められた（Fig.10B）．

耳下腺では腺房や導管周囲間質において，MGP 陽性形質細胞は稀に数個認められる

程度であった（Fig.10C）． 

舌下腺，下顎腺および耳下腺に分布する一視野（×400）当りの形質細胞数（平

均値±標準偏差）は舌下腺（126.9 ± 17.5）で最も多く，下顎腺（29.1 ± 8.0）ならび

に耳下腺（3.0 ± 2.4）に比べて有意な差が得られた（P < 0.05）．また下顎腺において

も，一視野当りにおける形質細胞数の平均は耳下腺に比べて有意に多かった（P < 

0.05）．耳下腺における一視野当りの平均形質細胞数は 3 大唾液腺のなかで最も少な

かった．各唾液腺における MGP 陽性形質細胞数の一視野当りにおける平均値をグ

ラフに表した（Fig. 10D）． 
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3-2. 免疫組織化学的所見 

舌下腺，下顎腺および耳下腺組織において，上皮細胞マーカーの Keratin 

（AE1/AE3）は導管上皮の細胞質に瀰漫性に陽性を示し，特に介在部の上皮に強く

染まっていた（Figs. 11, 12, 13）．また，舌下腺ならびに下顎腺の漿液性腺細胞は，

細胞質辺縁部（細胞膜）に陽性像を認めたが，粘液性腺細胞では陽性像は認められ

なかった．耳下腺の腺細胞は細胞質に瀰漫性に弱陽性像が認められた． 

舌下腺，下顎腺および耳下腺組織の小葉間導管から小葉内線条部導管にかけ

て，導管基底側に CK14 陽性細胞が多数認められた（Fig. 14）．また，舌下腺ならび

に下顎腺では介在部の上皮基底側に CK14 陽性細胞が認められた（Fig. 15）． 

平滑筋マーカーである α-SMA は舌下腺，下顎腺および耳下腺組織において腺

房終末部から介在部導管にかけて腺房や導管の基底側に，それらを取り囲む扁平細

胞に陽性像が認められた（Figs. 16, 17, 18）．一方，線条部から小葉間導管では α-SMA

陽性細胞は認められなかった． 

また，一次抗体を省いた全ての陰性対照の組織では陽性像は認められなかっ

た． 
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Fig. 1．ウシの舌下腺．HE 染色． 

介在部導管（i）は背の低い単層立方上皮，線条部導管（s）は背の高い単層円柱上

皮で基底部に明瞭な線条構造を認める．舌下腺の腺細胞は明るい細胞質を有する粘

液性と好酸性細胞質を有する漿液性の 2 つの細胞から成る．漿液性腺細胞は腺房の

奥に位置し，漿液半月は不明瞭である．線条部導管周囲に限局して漿液性腺細胞の

みから成る漿液性腺房が観察される（矢頭）．腺房ならびに導管周囲間質には多数の

形質細胞浸潤が認められる（矢印）．  
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Fig. 2．ウシの下顎腺．HE 染色． 

介在部導管（i）は背の低い単層立方上皮，線条部導管（s）は背の高い単層円柱上

皮で基底部に明瞭な線条構造を認める．下顎腺の腺房は舌下腺よりも明るい粘液性

腺細胞と好酸性顆粒状細胞質の漿液性腺細胞からなる．漿液性半月は明瞭である．

腺房ならびに導管周囲間質には形質細胞の浸潤が見られる（矢印）． 
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Fig. 3．ウシの耳下腺．HE 染色． 

介在部導管（i）は背の低い単層立方上皮，線条部導管（s）は背の高い単層円柱上

皮で基底部に明瞭な線条構造を認める．腺房は好酸性細胞質を有する漿液性腺細胞

のみからなる．間質には少数の形質細胞が観察される（矢印）．  
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Fig. 11．舌下腺．抗 Keratin（AE1/AE3）抗体を用いた免疫組織化学染色． 

上皮細胞マーカーの Keratin（AE1/AE3）は線条部導管（s）の上皮細胞質に瀰漫性

に陽性を示す．漿液性腺細胞では，細胞質辺縁部（矢印）に明瞭な陽性像が認めら

れる．  
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Fig. 12．下顎腺．抗 Keratin（AE1/AE3）抗体を用いた免疫組織化学染色． 

上皮細胞マーカーの Keratin（AE1/AE3）は線条部導管（s）の上皮細胞質に瀰漫性

に陽性を示し，特に介在部導管の上皮（i）に強い陽性像が認められる．漿液性腺細

胞では，細胞質辺縁部（矢印）に陽性像が認められる． 
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Fig. 13．耳下腺．抗 Keratin（AE1/AE3）抗体を用いた免疫組織化学染色． 

上皮細胞マーカーの Keratin（AE1/AE3）は線条部導管（s）の上皮細胞質に瀰漫性

に陽性を示す．腺細胞の細胞質が瀰漫性弱陽性〜辺縁部の強陽性像と様々であり，

染色性はまばらである．  
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Fig. 16．舌下腺．抗 α-SMA 抗体を用いた免疫組織化学染色． 

平滑筋マーカーである α-SMA は腺房終末部から介在部導管（i）にかけて，それら

を取り囲む扁平状細胞に陽性像を認める．線条部導管（s）では同様の陽性細胞を認

めない．  
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Fig. 17．下顎腺．抗 α-SMA 抗体を用いた免疫組織化学染色． 

舌下腺と同様，腺房終末部から介在部導管（i）にかけて腺房や導管の基底側に，そ

れらを取り囲む扁平細胞に陽性像が認められる．線条部導管（s）では陽性像を認め

ない．  
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Fig. 18．耳下腺．抗 α-SMA 抗体を用いた免疫組織化学染色． 

舌下腺，下顎腺と同様，腺房終末部から介在部導管（i）にかけて腺房や導管の基底

側に，それらを取り囲む扁平細胞に陽性像が認められる．線条部導管（s）では陽性

像を認めない．  
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4. 考察 

3 大唾液腺のうち，舌下腺ならびに下顎腺の導管は平行に走って舌の下側のほ

ぼ同一部位に開口する［21, 62］．一方，耳下腺は一般的にそれらとは離れた頬の内

側に開口する．3 大唾液腺は肉眼解剖学的に舌・下顎腺グループと耳下腺グループ

に大きく別けられ，組織学的にも漿液性と粘液性の 2 種の腺細胞を含む混合腺と，

漿液性腺細胞のみを含む漿液腺でそれぞれ肉眼解剖学的分類と合致する［62］．さら

に反芻動物の唾液腺は腺房を構成する腺細胞の種類によって舌下腺，下顎腺，耳下

腺はそれぞれ粘液豊富な混合腺，混合腺，漿液腺と特徴づけられている［32, 62］．

本組織学的検索においても，これらの特徴と一致していることが確認された． 

ウシやヒツジでは本検索と同様，下顎腺ならびに耳下腺において形質細胞の

分布が確認されており，さらに耳下腺唾液よりも下顎腺唾液の方が IgA を多く分泌

していると報告されている［19, 27, 36, 37, 60］．今回の検索では，新たにウシの舌下

腺は下顎腺よりも多くの形質細胞が間質に分布していることが明らかとなった．ヒ

トやラットではいずれの大唾液腺からも免疫グロブリンが分泌されており，大きな

差は見られていない［12, 16, 34, 52, 59］．しかし，本検索においてウシの大唾液腺は

部位によって分布する形質細胞数に著しい差が見られ，それぞれの免疫機能にも違

いがある可能性が見いだされた．今回の検索でウシの唾液における免疫グロブリン

の主な供給源はこれまで報告されている下顎腺［19, 27, 36, 37, 60］ではなく，舌下

腺である可能性が新たに見いだされた． 

ケラチンは上皮細胞の主な構造蛋白で約 20 種類のサブタイプが知られている．

分子量による分類では低分子ケラチン（40〜54 kDa: CK7, 8, 17-20）と高分子ケラチ

ン（48〜67 kDa: CK1-6, 9-16）に，等電点による分類では酸性の TypeⅠケラチンと

塩基性～中性の TypeⅡケラチンに分類される［44］．AE1/AE3 のうち AE1 が Type

Ⅰの CK10/12/14/15/16/19 を，AE3 が TypeⅡの CK1/3/4/5/6/7/8 を認識するため Keratin

（AE1/AE3）抗体はすべての上皮細胞や癌に反応する［44, 55, 57, 61］．イヌでは通

常，舌下腺，下顎腺および耳下腺の導管上皮や舌下腺の漿液性腺細胞，筋上皮細胞，

導管基底細胞が複数のケラチン（CK5/6/8/17/19）を認識する抗体に陽性を示すが，
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一方ですべての大唾液腺の粘液性腺細胞，下顎腺ならびに耳下腺の漿液性腺細胞は

陰性を示すことが報告されている［54］．本検索において，Keratin 抗体は舌下腺，

下顎腺および耳下腺すべての漿液性腺細胞ならびに導管上皮細胞に陽性像が確認さ

れたが，イヌの唾液腺と同様，舌下腺ならびに下顎腺における粘液性腺細胞では明

瞭な Keratin 抗体陽性像は認められなかった［54］．  

筋上皮細胞は汗腺，乳腺，涙腺，唾液腺，気管支腺および食道腺で認められ，

篭細胞（basket cell）とも呼ばれている［42, 62, 63］．筋上皮細胞は豊富な平滑筋ア

クチン（α-SMA）を有し，それらが収縮することにより外分泌腺の分泌物放出が促

進すると考えられている．導管基底細胞（basal cell）もまた多くの外分泌導管の基

底層において認められる［42, 62, 63］．ヒトやラットの唾液腺組織では，筋上皮細胞

ならびに導管基底細胞はともに CK14 陽性，また α-SMA は筋上皮細胞のみに陽性を

示すことが報告されている［42］．一方，Zedda と Frarina（1995）は，本検索と同様，

ウシの唾液腺において CK14 は導管基底細胞のみ陽性を示し，筋上皮細胞は陰性を

呈し，ウシの乳腺組織では筋上皮細胞は CK14 陽性であると報告している［63］．よ

って，ウシの唾液腺組織における筋上皮細胞は乳腺組織とは異なる可能性が考えら

れるが，詳細については不明である． 
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5. 小括 

大唾液腺は哺乳動物に独特な構造であり，大唾液腺には主に舌下腺，下顎腺

および耳下腺がある．これら唾液腺は 3 大唾液腺と呼ばれ，肉眼解剖学的ならびに

組織学的特徴により，一般に舌・下顎腺グループならびに耳下腺グループに大きく

分けられている．さらに，免疫学的特徴に関してもこれらの 2 グループ間でヒトや

ラットでは大きな差は見られていない．しかし，ウシやヒツジなどの反芻動物では，

これまでヒトやラットと同様，唾液中に IgA が分泌されていることが確認されてい

るにも関わらず，耳下腺からの IgA の分泌は確認されていない．さらに，本検索に

おいても，舌下腺や下顎腺と比較して耳下腺に分布する形質細胞数は極めて少ない

ことが判明し，今回新たにウシの 3 大唾液腺のなかでも舌下腺が最も多く形質細胞

が分布していることが判明した．すなわち，ヒトやラットと異なり，ウシの 3 大唾

液腺では腺によって免疫機能に大きな違いがある可能性が見いだされた． 
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第Ⅲ章 ウシ唾液腺における pIgR 発現の分子生物学的検索 

 

1. 序文 

ウシ，ヒト，ラットおよびマウスを含めた多くの哺乳動物の唾液中には，豊富

な IgA が含まれている［12, 15, 16, 33, 52, 56, 60］．この IgA は抗原特異的な免疫応

答により，口腔内液性免疫において重要な役割を担っている［13, 14, 18, 29］．IgA

には，IgA と同じく形質細胞より合成される J 鎖と呼ばれるアミノ酸によって 2 量

体を形成する多量体 IgA と, 単量体で存在する単量体 IgA が存在し，ヒトでは唾液

中 IgA の大部分が多量体 IgA を占める．一方，血清中では多量体 IgA よりも単量体

IgA が多いことが知られている［13, 14, 18, 29, 53］． 

ヒトやラットと同様，ウシの pIgR は 5 つの Ig-like 構造を有する細胞外領域，

細胞膜を貫通する細胞膜領域および細胞質内領域の 3 つの領域から構成される 1 回

貫通型膜蛋白である［4, 9-11, 53］．ウシやウサギでは，これに加えて細胞外領域で

ある Ig-like 構造の 2，3 番目を欠く short type の pIgR mRNA の存在が確認されてい

る［23, 24, 35, 40, 50］． 

ウシとヒト，ラットおよびマウス間の pIgR 蛋白（NCBI database Accession Nos. 

P81265, NP_002635, NP_036855, AAA67440）のアミノ酸相同性はそれぞれ 67%, 61%, 

60%である. また，ヒトとラット，マウス間の pIgR 蛋白のアミノ酸相同性はそれぞ

れ 64%と 65%である．すなわち，ウシとヒト間ではマウスやラットよりもアミノ酸

配列の相同性が高いことが明らかにされている． 

本章では，5 つの Ig-like domain を有する long form と, 一部の Ig-like domain を

欠く short form を同時に検出するプライマーを設計し, RT-PCR 法を用いて，ウシの

舌下腺, 下顎腺および耳下腺における long type ならびに short type の pIgR mRNA 発

現の有無を検索した．また, ウシとアミノ酸配列の相同性が最も高かったヒトの

pIgR 蛋白の細胞質内領域を認識する，抗ヒト pIgR 抗体を用いて, ウシの舌下腺, 下

顎腺および耳下腺組織乳剤より細胞質内可溶性画分ならびに細胞膜画分を抽出し，

ウェスタンブロッティング法により各唾液腺組織の異なる分画における pIgR 蛋白
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の発現について検索した．ウェスタンブロッティング法を用いて確認された抗ヒト

pIgR 抗体陽性蛋白のアミノ酸配列を Nano-LC-Q-TOF-MS 法を用いて明らかにした．
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2. 材料と方法 

2-1. 組織材料の採取 

採取した唾液腺は, 直ちに液体窒素で急速凍結し, 使用時まで − 30 °C にて保

存した． 

 

2-2. RT-PCR 法 

検索には 4 頭のウシの舌下腺, 下顎腺および耳下腺組織を用いた（Table 1）．

凍結保存した組織 10 mg から mRNA を抽出した． 抽出は自動核酸抽出機（MagNA 

Pure LC, Roche）を用い, MagNA Pure LC mRNA Isolation Kit II（Roche）の操作手順

書に従って行った．得られた mRNA 抽出液 12 μL を用いて, cDNA を合成した．合

成は Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit（Roche）の操作手順書に従った．

mRNA 抽出液 12 μL に Anchored-Oligo（dT）18 Primer（50 pmol/mL）1.0 μL を加え, 

サーマルサイクラーを用いて 65 °C で 10 分間インキュベートした後, Transcriptor RT 

Reaction Buffer 4.0 μL, Protector RNase Inhibitor（40 U/μL）0.5 μL, dNTP Mix（10 mM 

each）2.0 μL Transcriptor Reverse Transcriptase（20 U/μL）0.5 μL を加え, サーマルサ

イクラー（iCycler, Bio-Rad）を用いて 50 °C で 60 分間インキュベートして cDNA を

合成し, 85 °C，5 分間インキュベートして反応を停止させた．これを cDNA 溶液と

した． 

合成した cDNA 溶液を用いて PCR を行った．PCR にはサーマルサイクラー

（iCycler, Bio-Rad）を用い, Expand High FidelityPlus PCR System（Roche）の操作手順

書に従った．反応液は 5 倍希釈の Buffer（with MgCl2）5.0 μL, cDNA 1.0 μL, dNTPmix

（2.5 mM each）0.5 μL（最終濃度 200 μM）, F-primer（10 pmol/μL）1.0 μL（最終濃

度 0.4 μM）, R-primer（10 pmol/μL）1.0 μL（最終濃度 0.4 μM）, Expand High FidelityPlus 

（5 U/μL）0.25 μL（最終濃度 2.5 U）, PCR-grade water 16.25 μL を混和した．使用し

たウシの pIgR 遺伝子に対するプライマーは既報の遺伝子配列（GenBank Accession 

No. BC149032）より，R-primer 5’-TGAAGAGTCCCATCTTCGGT-3’；と F-primer 

5’-TTGAGGATGACGGTGTAGGT-3’（Hokkaido System Science Co. Ltd.）を設計した．
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予測される PCR 産物は 1231 bp および 574 bp で，それぞれウシの long pIgR mRNA

ならびに short pIgR mRNA に相当する［35］．PCR の条件には 94 °C で 2 分間, プレ

インキュベートした後, 94 °C, 20 秒間, 55 °C, 30 秒間, 72 °C, 30 秒間を 1 サイクルと

して 35 サイクル行い, 72 °C, 7 分間で伸長させる方法を採用した． 

1.5%TAE アガロースゲルを作製し, PCR 産物を電気泳動した．泳動したゲルを

エチジウムブロマイドに反応させ, UV トランスイルミネーターで発光させ，暗室に

て観察した． 
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2-3. ウェスタンブロッティング法 

検索には 6 頭のウシの舌下腺, 下顎腺および耳下腺組織を用いた（Table 1）．

凍結保存した組織 200 μg に 4 倍量の PBS を加えホモジナイズ後, 9000 ×g, 20 分間, 

4 °C で遠心分離し, その上清をさらに 154000 ×g, 60 分間, 4 °C で超遠心分離した．

その上清を可溶性画分, 沈渣にPBSを100 μL加えホモジナイズしたものを膜分画と

し, SDS-PAGE 法, ウェスタンブロッティング法, CBB 染色に用いた．サンプルは使

用時まで − 30 °C で保存した． 

サンプルを等量の DTT 入試料緩衝液と混和後，室温から温め，5 分間煮沸し

た．その後, 30 °C, 210 ×g, 30 分間遠心し上清をサンプル液とした．14 穴ゲル板を泳

動槽に取り付け, SDS-PAGE 用電極液を満たした後, サンプル液 10 μL を 1 well にア

プライし, ゲル 1 枚につき濃縮ゲル（4.5%）および分離ゲル（10%）を 500 V, 15 mA

で泳動を行い, CBB 染色またはウェスタンブロッティング法に用いた． 

泳動後のゲルは, PVDF 膜（ATTO）にセミドライブロッティング装置を用いて

転写（2 nA/cm2, 90 分間）した．転写後のメンブレンを 1.5 %スキムミルクに 4 °C で

24 時間浸漬した．一次抗体は 200 倍に希釈した抗ヒト pIgR 抗体（H-300, Santa Cruz）

を用い, メンブレンを室温 2 時間反応させた後, PBS-T（0.05% Tween20 加 PBS）で

15 分間洗浄を４回行った．二次抗体は PBS で 5000 倍に希釈した二次抗体（抗ウサ

ギ IgG 抗体, Bio-Rad）に室温で 1 時間反応させた後, PBS-T で 15 分間洗浄を４回行

った．その後, Amersham ECL Western Blotting Detection Reagents（GE Healthcare）を

用いて化学発光させ, Ez-CaptureⅡImage Saver 5（ATTO）を用いて画像を取り込んだ． 

CBB 染色の際に，固定液（50%エタノール, 10%酢酸）で，1 時間振とうした

後, 固定液を除き, CBB 染色液（0.25% CBB R250, 5%メタノール, 7.5%酢酸）を加え

て 30 分間振とうした．CBB 染色液を除き, CBB 脱色液（25%メタノール, 7.5%酢酸）

で背景の色が落ちるまで脱色した．染色後のゲルは保存液（10%酢酸，3%グリセロ

ール）に入れ 4 °C で保存した．  
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2-4. ゲル内消化法  

Nomura et al.（2009）によるゲル内消化法を参考に, 次に述べる方法にてゲル

より蛋白の抽出を行った［41］. ウェスタンブロッティング法にて抗ヒト pIgR 抗体

に陽性を示すバンドに相当する位置の CBB 染色ゲルを切り出した．切り出したゲル

片を，脱色液（50% MeOH, 50 mM NH4HCO3）で 10 分間震盪を 2 回繰り返し，遠心

後，脱色液を除去し, 100%アセトニトリルを加えて 10 分間震盪, 脱水した．遠心後, 

上清を除去し次に示す方法で還元アルキル化を行った．還元液（10 mM DTT, 25 mM 

NH4HCO3）に 56 °C で 1 時間反応後, 溶液を除去し, 25 mM NH4HCO3 で洗浄した．

続いて遮光下にてアルキル化液（50 mM ヨードアセトアミド, 25 mM NH4HCO3）に

室温で 45 分間震盪し, 溶液を除去し 25 mM NH4HCO3で 10 分間, 震盪させ溶液を除

去した．脱水液（50%アセトニトリル, 25 mM NH4HCO3）で 10 分間, 震盪を 3 回繰

り返し, 遠心後, 溶液を除去した．100%アセトニトリルでゲル片を収縮させ, 溶液

を除去し, ゲルにトリプシン溶液（10 ng/μL, 50 mM NH4HCO3）および 100 mM 

Tris-HCl を等量注入し, 37 °C で 15 時間反応させた． 

 

2-5. Nano-LC-Q-TOF-MS 法  

分析機器には Easy-nLC システム, micrOTOF-QII time-of-flight mass spectrometer

（Bruker Daltonics）, captive spray ionization を使用した（すべて Bruker Daltonics）．

サンプルを分析するための分離カラムには L-column micro（C18, 75 μm x150 mm, 粒

子径 3 μm）を用い, サンプルを吸着するためのカラムには直径 300 μm×5 mm, 粒子

径 5 μm のものを用いた（いずれも化学物質評価研究機構）．サンプル注入量は 1 μL, 

分離カラムにて 300 nL/min の流速でポジティブイオンモードにて分析した．移動相

の溶媒組成は（A）水/蟻酸（99.5/0.05, 体積比）,（B）アセトニトリル/水/蟻酸

（95/4.95/0.05）であり, 分離にはアセトニトリル濃度を上げるグラジエント溶出に

て行った．グラジエント条件は B 液を 60 分間で 8%から 60%に増加させ, さら 5 分

間で95%に到達させた．解析にはポジティブイオンを用いて, 走査範囲50〜2500 m/z, 

オート MS/MS モード, キャピラリー電圧を 1500 V, ドライガス流量を 3.0 L/min, ガ
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ス温度を 160 °C にそれぞれ設定し行った． 

得られたデータは MASCOT（http://www.matrixscience.com）を用いて Swiss-Prot 

のデータベースに照合し解析した．全てのデータ解析は Data analysis 4.0 ならびに

biotools 3.2 software（いずれも Bruker Daltonics）により行った． 
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3. 結果 

3-1. RT-PCR 法による結果 

検索した 4 検体全ての舌下腺, 下顎腺において設計したプライマーから予測さ

れた 1231 bp ならびに 574 bp, すなわち long と short type の pIgR mRNA に相当する

バンドが検出された．一方, 4 検体全ての耳下腺からは舌下腺と下顎腺で検出された

いずれのバンドも認められなかった．3 検体（症例 Nos. 5, 6, 20）の舌下腺, 下顎腺

および耳下腺の結果を Fig. 19 に示す．  

 

3-2.ウェスタンブロッティング法による結果 

検索した 6 頭全ての舌下腺ならびに 6 頭中 4 頭の下顎腺組織の膜画分より, 大

きさ約 80 kDa のバンドが検出された．また, 下顎腺で認められた大きさ約 80 kDa

のバンドは舌下腺よりも発色がいずれも弱かった．症例 No. 20 の結果を Fig. 20 に

示す．一方, 6 頭全ての耳下腺組織の膜画分サンプルにおいてバンドは検出されなか

った．また, 検索した 6 頭の舌下腺, 下顎腺, 耳下腺全ての可溶性画分からはバンド

は検出されなかった（Fig. 20）． 

 

3-3. Nano-LC-Q-TOF-MS 法による結果 

舌下腺膜画分の SDS-PAGE ゲルから, 抗ヒト pIgR 抗体に陽性を示すバンドに

相当する位置のCBB染色陽性バンドを切り出し, トリプシンによるゲル内酵素消化

の後, Nano-LC-Q-TOF-MS 法で分析し, 得られたデータを MASCOT により, 

Swiss-Prot のデータベースに照合し解析した結果, polymeric immunoglobulin receptor 

precursor［Bos taurus］が同定された（Fig. 21）．Protein Score は 223 で，この蛋白質

が pIgR であると判断できる．この Score は結果として得られた相同が偶然おこる確

率から算出される値で，66 以上で P < 0.05 となる．検索結果の配列から計算された

整数質量は 83717 Da, 等電点は 7.07，得られたペプチドがその配列のどれだけの範

囲を網羅しているかを示した Protein sequence coverage は 9%であった（Fig. 21）． 
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Fig. 19．各唾液腺組織における pIgR mRNA の発現． 

M，100 bp ラダーマーカー（左側に 1500 bp と 500 bp を示す）．Lines 1, 4, 7 は舌下

腺，lines 2, 5, 8 は下顎腺，lines 3, 6, 9 は耳下腺を示す．サンプル 1-3, 4-6, 7-9 はそれ

ぞれ症例 No. 5, 6, 20 から得られた唾液腺サンプルである．3 検体のウシ舌下腺なら

びに下顎腺からは 1231 bp ならびに 574 bp の位置にバンドが確認される（黒矢印）．

2 本のバンドの大きさは設計したプライマーから予測され，それぞれ long と short

の pIgR mRNA に相当する． 
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Fig. 20．各唾液腺における pIgR 蛋白の発現． 

M，マーカー（kDa，左側に大きさを示す）．Line 1 は舌下腺膜画分，line 2 は下顎腺

膜画分，line 3 は耳下腺膜画分，line 4 は舌下腺可溶性画分を示す（サンプルは全て

症例 No. 20）．舌下腺ならびに下顎腺膜画分には大きさ約 80 kDa のバンド（黒矢印）

が確認される（lines 1, 2）．一方，耳下腺膜画分（line 3）ならびに舌下腺可溶性画分

（line 4）からは同様のバンドは認められない． 
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Fig. 21．MASCOT サーチの結果． 

ウェスタンブロットにおいて抗ヒト pIgR 抗体陽性バンドに相当する舌下腺膜分画

の SDS-PAGE ゲルより切り出したゲル片を，Nano-LC-Q-TOF-MS 法 によって解析

を行い, MASCOT によって Swiss-Prot のデータベースに照合した結果，polymeric 
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immunoglobulin receptor precursor, pIgR［Bos taurus］が同定された．下の段は pIgR

のアミノ酸配列であり，同定時に検出できたペプチドが対応する部分を赤の太字で

示しており，配列全体の 9%を占める．
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4. 考察 

ウシの pIgR は 5 つの Ig-like 構造を有する細胞外領域，細胞膜を貫通する細胞

膜領域，細胞質内領域の 3 つの領域から構成されることが明らかにされている［4, 

9-11, 53］．この pIgR は long type と呼ばれ，ウシを含めヒト，ラット，マウスおよ

びウサギにおいて確認されているが，ウシとウサギではさらに short type の pIgR の

存在が確認されている［23, 24, 35, 40, 50］．さらにウシでは空腸ならびに乳腺におい

て long ならびに short type の pIgR 両型の発現が確認されている［35］．本検索にお

いて，実験に用いた 4 頭のウシは年齢，性別，臨床所見の全てが異なっていたが（第

Ⅰ章，Table 1 参照），同一結果が得られたことから，ウシでは年齢，性別，健康状

態に限らず，恒常的に舌下腺と下顎腺において long pIgR mRNA と short pIgR mRNA

が発現していると考えられた． 

ウシの long type の pIgR 蛋白は大きさ約 80 kDa の膜 1 回貫通型蛋白であり，

ウェスタンブロッティング法では RT-PCR と同様，舌下腺と下顎腺の膜分画におい

てウシの long typeのpIgR蛋白に相当する大きさ約80 kDaのバンドが確認された［10, 

11, 53］．RT-PCR において mRNA の発現が確認された，short type の pIgR 蛋白に相

当するバンドは，いずれのサンプルにおいても確認されず，ウェスタンブロッティ

ング法で検出するのに十分な量の蛋白が発現していない可能性が考えられた．また，

舌下腺ならびに下顎腺組織の可溶性画分ならびに耳下腺組織の膜ならびに可溶性画

分においてもバンドは検出されなかった．検索に用いた抗ヒト pIgR 抗体は pIgR 蛋

白の細胞質内領域を認識する抗体であり，本抗体がウシの唾液腺組織の膜分画に局

在する pIgR 蛋白の細胞質内領域を特異的に認識していると考えられた．さらに，6

頭中 4 頭の下顎腺において，舌下腺と同様，ウシの long type の pIgR 蛋白に相当す

る約 80 kDa のバンドが確認されたが，下顎腺のバンドは発現強度が弱く，また，6

頭中 2 頭ではバンドが確認できなかったことから，舌下腺に比べて発現している

pIgR 蛋白の量が少ないと考えられた． 

ウェスタンブロティング法に続いて行った Nano-LC-Q-TOF-MS 法では，本検

索で用いた抗ヒト pIgR 抗体陽性蛋白がウシの long type の pIgR 蛋白であることが確
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認され，ウェスタンブロッティング法に用いた抗ヒト pIgR 抗体の特異性が証明され

た．この抗体の特異性によって免疫生化学的にウシの舌下腺ならびに下顎腺におい

て pIgR が発現していることが確認された． 

これまでもウシやヒツジでは腸管，乳腺，肝臓，腎臓，肺において pIgR の発

現が報告されている［22, 35, 46, 47, 58］．Kulseth et al.（1995）らは，ノーザンブロ

ット法によりウシの唾液腺における pIgR mRNA の検出を試みたが，その発現は確

認されなかったと報告している［35］．また，ウシではヒトやラットと同様，唾液中

に IgA が豊富に存在することは知られているが，その産生部位に関してはあまり知

られていない［12, 15, 16, 37, 52, 60］．本検索により初めてウシの唾液腺において

pIgR の発現が確認されたと同時に，舌下腺，下顎腺および耳下腺においては pIgR

の発現に差があることが明らかにされた．そして，舌下腺は下顎腺よりも多く pIgR

を介して IgA を分泌している可能性が示された． 
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5. 小括 

ウシの pIgR は 5 つの Ig-like 構造を有する細胞外領域，細胞膜を貫通する細胞

膜領域，細胞質内領域の 3 つの領域から構成されており，この pIgR は long type と

呼ばれ，ウシを含めヒト，ラット，マウスおよびウサギにおいて確認されている．

ウシではさらに Ig-like 構造の 2, 3 番目の構造を欠く short type の pIgR の存在が確認

されている．本検索では，long type pIgR ならびに short type pIgR の両型の mRNA を

検出するよう設計したプライマーを用いて RT-PCR 法を行った．その結果，実験に

用いた 4 頭のウシ全てにおいて，舌下腺ならびに下顎腺において両型の mRNA が検

出された．検索に用いた 4 頭の年齢，性別，臨床所見は全て異なっているにも関わ

らず，同一の結果が得られたことから，ウシの唾液腺では，年齢，性別，健康状態

に関わらず，恒常的に舌下腺と下顎腺において long type pIgR mRNA と short type 

pIgR mRNA が発現していると考えられた．また，ウェスタンブロッティング法では，

舌下腺は下顎腺よりも pIgR 蛋白をより多く発現していたことから，舌下腺では下顎

腺よりも多くの IgA を唾液中に分泌している可能性が示唆された．一方，耳下腺で

は RT-PCR 法ならびにウェスタンブロッティング法，いずれの検索においても pIgR

の発現が認められなかったことから，ウシの耳下腺では pIgR を介した IgA の分泌

がなされていないことが示唆された． 
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第Ⅳ章  ウシ唾液腺組織における pIgR を介した IgA 分泌能 

1. 序文 

ヒトやラットの唾液中 IgA は，主に大唾液腺である舌下腺，下顎腺ならびに耳

下腺から分泌されている［12, 16, 34, 52］．ヒトの唾液腺における pIgR を介した IgA

の分泌メカニズムは次に説明する通りである． 

1）唾液腺の腺房周囲に分布する形質細胞から産生された多量体 IgA を腺細胞

の基底側に発現する pIgR が受け取る． 

2）pIgR は多量体 IgA を受け取り，複合体を形成すると，細胞内トランスサイ

トーシスにより基底側から管腔側に輸送される． 

3）管腔側に輸送された複合体は pIgR の細胞外領域の一部（SC）が切り離さ

れ，SC と多量体 IgA の複合体として分泌される． 

4）また，形質細胞によって局所産生された，もしくは血清由来の単量体 IgA

ならびに単量体 IgG は pIgR による細胞内輸送ではなく，傍細胞経路により

唾液中に拡散する． 

  ヒトの舌下腺，下顎腺ならびに耳下腺では，それぞれの漿液性腺細胞ならびに

導管上皮細胞に pIgR が発現していることが報告されているが，著者の知る限り，ウ

シの唾液腺における pIgR の発現に関する報告は見当たらない［12, 34］． 

  ヒトと同様，ウシにおいても口腔内の混合唾液を含めた鼻汁および涙液におい

て分泌型 IgA が豊富に含まれていることは以前から報告されている［15, 37, 60］．

また，ウシの下顎腺の組織培養によって分泌型 IgA が合成されることも確認されて

いる［27, 37］．さらには，Cripps と Lascelles（1976）は，ヒツジの下顎腺唾液分泌

量は耳下腺組織のおよそ 1/7 倍と少ないが，IgA の分泌量は耳下腺の約 34 倍も多い

と報告している［19］．すなわち，これまでウシやヒツジといった反芻動物では唾液

中 IgA の分泌に関して，下顎腺と耳下腺のみが研究対象とされおり，下顎腺は IgA

の分泌能を有しているが耳下腺では IgA の分泌能がほとんどないことを報告してい

る． 

  本検索では，ウシ 17 頭の舌下腺，下顎腺および耳下腺組織を用いて，第Ⅲ章で
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使用した抗ヒト pIgR抗体による免疫組織化学的検索を行い，各唾液腺における pIgR

の発現と分布について検索を行った．また，同 17 頭の舌下腺，下顎腺および耳下腺

組織を用いてウシの各免疫グロブリンアイソタイプを特異的に認識する抗ウシ IgA

抗体, 抗ウシ IgM 抗体および抗ウシ IgG 抗体による免疫組織化学的検索を行い，異

なる唾液腺における免疫グロブリン産生形質細胞の分布を比較し IgA, IgM, IgG の

分泌能を検討した．
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2. 材料と方法 

2-1. 供試動物  

本学で剖検に供されたウシ（ホルスタイン種）17 頭の舌下腺，下顎腺および

耳下腺を免疫組織化学的検索に用いた（Table 1）．いずれの症例も病理解剖学的なら

びに病理組織学的に唾液腺とその周囲組織における炎症または腫瘍などの病変は認

められなかった． 

 

2-2. 免疫組織化学的検索 

免疫組織化学的検索には ABC 法を用いた．用いた一次抗体およびそれぞれの

前処置は Table 3 に示す．免疫組織化学染色を行うにあたり，作製したパラフィン切

片をキシレンで十分に脱パラフィンした後，エチルアルコールを通し，水洗した．

抗原賦活の目的で使用直前に作成したトリプシン溶液に 37 °Cにて 10分間インキュ

ベートを行った（トリプシン処置）．内因性ペルオキシダーゼ除去には 0.3%H2O2 加

PBS に 5 分浸漬した．十分に水洗後，非特異反応除去の目的で 10%ヤギ正常血清を

用いて 37 °C で 30 分間のブロッキング処置を行った．一次抗体を PBS で希釈して

切片上にのせ，保湿箱内で 4 °C，16 時間反応させた．反応終了後，PBS で洗浄し，

二次抗体（ビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体，Vector Laboratories）を切片上にのせ，

室温，30 分間反応させた．その後 PBS で洗浄し，西洋ワサビペルオキシダーゼ標

識ストレプトアビジン（Vector Laboratories）を切片上にのせ，室温，30 分間反応さ

せた．反応終了後，PBS で洗浄し，0.05% 3,3-diaminobenzidine 水溶液に 5% H2O2 を

最終濃度が 0.005%になるように加えた発色液に室温，10 分間浸漬して発色反応を

行った．すべての組織の対比染色には Mayer のヘマトキシリン染色をおこなった．

陰性対照では一次抗体を省いた． 
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2-3. 統計解析法 

免疫組織化学染色を施した舌下腺，下顎腺および耳下腺組織を×400 視野で 3

カ所，腺房周囲に分布する抗ウシ IgA 抗体, IgM 抗体および IgG 抗体陽性の形質細

胞数を計測した．計 17 頭の各唾液腺組織を計測し，それぞれ平均値±標準偏差を求

めた．舌下腺，下顎腺および耳下腺の 3 つのグループ間の比較には，SPSS 15.0J を

用いて，二元配置分散分析法（パラメトリック法）により検定を行った．P 値に関

しては P < 0.05 を有意差ありとした． 
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3. 結果 

3-1. 抗ヒト pIgR 抗体を用いた免疫組織化学的所見 

検索した全ての舌下腺組織において，多くの漿液性腺細胞ならびに介在部導

管上皮細胞に抗ヒト pIgR 抗体に対する陽性像が観察された．特に漿液性腺細胞なら

びに介在部導管上皮細胞の管腔側細胞質において強い陽性像が観察された（Fig. 

22A）．一方，粘液性腺細胞では明らかな陽性像は観察されなかった．17 検体中 12 検

体の下顎腺組織において，漿液性腺細胞とそれに続く介在部導管上皮細胞において

pIgR 陽性像が確認された．下顎腺では抗ヒト pIgR 抗体に陽性を示す細胞は比較的

太い主要な小葉内線条部導管の周囲に位置する腺房に限られており，検索した腺組

織全体のごく一部でしか陽性像は観察されなかった．さらに，下顎腺の漿液性腺細

胞における pIgR 陽性像はおもに細胞質の基底側において観察された（Fig. 22B）．下

顎腺の介在部導管上皮細胞における pIgR 抗体陽性像は舌下腺と同様，管腔側細胞質

に認められたが，極まれにしか観察されなかった．また，残り 5 検体の下顎腺組織

ではいずれの細胞も陽性像を認めなかった．耳下腺では検索した全ての組織におい

て pIgR 抗体陽性像は観察されなかった（Fig. 22C）．また，一次抗体を省いた全ての

陰性対照の組織では陽性像は認められなかった． 

 

3-2. 抗ウシ IgA 抗体, 抗ウシ IgM 抗体および抗ウシ IgG 抗体を用いた免疫組織化学

的所見 

舌下腺や下顎腺では腺細胞や導管上皮細胞の細胞質管腔側に抗ウシ IgA 抗体

陽性像が観察された（Figs. 23A, B）．抗ウシ IgM 抗体や抗ウシ IgG 抗体においても

同様の陽性像が舌下腺や下顎腺の腺細胞ならびに導管上皮細胞の細胞質管腔側にお

いて観察されたが，抗ウシ IgA 抗体に比べると陽性像は弱い傾向にあった．しかし，

このような上皮細胞における抗ウシ IgA 抗体，抗ウシ IgM 抗体および抗ウシ IgG 抗

体陽性像はいずれの耳下腺組織においても観察されなかった（Fig. 23C）． 

舌下腺，下顎腺および耳下腺に分布する抗ウシ IgA 抗体，抗ウシ IgM 抗体お

よび抗ウシ IgG 抗体陽性形質細胞数の一視野当りにおける平均値±標準偏差を
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Table 4 に示す．免疫グロブリン陽性形質細胞の総数は舌下腺（一視野当り平均 77.5

個）が最も多く，下顎腺ならびに耳下腺に比べて有意な差が得られた（P < 0.05）．

一方，耳下腺の免疫グロブリン陽性形質細胞の総数（一視野当り平均 1.6 個）は最

も少ない結果が得られた．舌下腺における抗ウシ IgA 抗体陽性形質細胞数（53.2 ± 

8 .7）は他の唾液腺に比べて有意に多い結果となった（1.1 ± 0.7 ~ 22.5 ± 7.0，P < 0.05）．

抗ウシ IgM抗体ならびに抗ウシ IgG抗体陽性形質細胞数もまた舌下腺は他の唾液腺

よりも有意に多い結果が得られた（抗ウシ IgM 抗体陽性形質細胞数の平均 17.8 ± 6.0，

抗ウシ IgG 抗体陽性形質細胞数の平均 6.5 ± 2.1，P < 0.05）．また，抗ウシ IgA 抗体

陽性形質細胞はいずれの唾液腺においても他の免疫グロブリン陽性細胞よりも多い

という結果が得られた．さらに，舌下腺ならびに下顎腺では，抗ウシ IgG 抗体陽性

形質細胞よりも抗ウシ IgM 抗体陽性形質細胞が多いという結果が得られた．
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Fig. 22. 免疫組織化学的検索 
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Table 4. 唾液腺一視野当りにおける免疫グロブリン陽性形質細胞数の平均 

 IgA IgM IgG 合計 

舌下腺 53.2 ± 8.7  17.8 ± 6.0  6.5 ± 2.1   77.5   

下顎腺 22.5 ± 7.0  5.2 ± 2.4  3.1 ± 1.4   30.8   

耳下腺 1.1 ± 0.7  0.2 ± 0.3  0.3 ± 0.5   1.6   

舌下腺，下顎腺および耳下腺（いずれも n=17）における一視野当りの抗ウシ IgA 抗

体，抗ウシ IgM 抗体および抗ウシ IgG 抗体陽性形質細胞数（平均値±標準偏差）な

らびに各抗体陽性形質細胞数の平均値の合計を示す．舌下腺の抗ウシ IgA 抗体陽性

形質細胞の平均数は 3 つの異なる唾液腺のなかで最も多い．また，舌下腺と下顎腺

では抗ウシ IgA 抗体陽性形質細胞数が抗ウシ IgM 抗体陽性形質細胞や抗ウシ IgG 抗

体陽性形質細胞よりも有意に多い．耳下腺は唾液腺のなかで，各抗体陽性形質細胞

数がもっとも少ない．  
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4. 考察 

免疫組織化学的に，ヒトの舌下腺，下顎腺および耳下腺では，それぞれの漿

液性腺細胞，介在部導管上皮細胞および線条部導管上皮細胞に pIgR の発現が確認さ

れており，一方，粘液性腺細胞では pIgR の発現は認められなかったと報告されてい

る［34］．本検索では，検索した全ての舌下腺ならびに一部の下顎腺組織において，

漿液性腺ならびに介在部導管上皮細胞に pIgR 陽性像が観察されたが，線条部導管上

皮細胞では確認されなかった．また，すべての唾液腺における粘液性腺細胞におい

ても，ヒトと同様，明らかな pIgR 陽性像は認められなかった．さらに，ウシでは検

索した全ての耳下腺組織において，ヒトの耳下腺とは異なり，腺ならびに導管上皮

細胞において pIgR 陽性像は認められなかった． 

反芻動物であるウシやヒツジのルーメンでは，多量の飼料を貯蔵し，ルーメ

ン内に生息する微生物によって飼料を分解している．ルーメン内容物の約 9 割は水

分であり，微生物による発酵を充分に行えるよう，主に耳下腺からアルカリ性に富

んだ唾液を絶えず分泌し，微生物発酵による pH の上昇を抑え，なおかつ適度な水

分を補給している［6-8, 20, 32］．過去の報告では，ヒツジの耳下腺唾液は持続的か

つ多量に分泌されるため，外来抗原の刺激が妨げられ，IgA が局所産生されないと

いった考察がなされている［60］．しかし，全身の粘膜ならびに腺組織におけるリン

パ球のホーミングは各組織の上皮細胞が産生する種々のケモカインとリンパ球が発

現する種々のケモカインに対するリガンドによって調節されている［14, 33］．従っ

て，反芻動物と単胃動物であるヒトやラットでは，ルーメン内微生物による発酵消

化という決定的な消化システムの違いが少なくとも耳下腺における免疫機能に影響

を与えている可能性は否定できないが詳細については不明である． 

pIgR を介した IgA 分泌メカニズムは，イヌ腎臓尿細管上皮細胞由来の細胞株

（Madin-Darby canine kidney cell）を用いた in vitro 実験で詳細に解明されている［4］．

さらに，近年では腸管における IgA 分泌活性因子や pIgR の発現またはトランスサ

イトーシスの増加機序が明らかにされつつある［13, 14, 18, 28, 29］．しかしながら，

pIgR の発現調節は臓器ごとに特異的な調節因子が存在し，腸管における pIgR 発現
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調節機構がすべての臓器に当てはまるとは言い難い．また, Carpenter et al.（2004）

の報告では，ラットの唾液腺における IgA 分泌活性機序について，自律神経刺激が

唾液腺の腺細胞に発現する pIgR の動員を亢進させ，結果，IgA 分泌量の増加をもた

らすということを明らかにしている［16］． 

本検索では, 免疫組織化学的に舌下腺の多くの漿液性腺細胞の細胞質におい

て管腔側に pIgR 陽性像が認められ，さらに同部位に抗ウシ IgA 抗体陽性像も観察

された．これらの結果から，舌下腺では IgA が積極的に分泌されていると考えられ

た．一方，下顎腺では抗ウシ IgA 抗体陽性像は舌下腺と同様，管腔側細胞質におい

て観察されたにもかかわらず，pIgR 陽性像は少数の漿液性腺細胞の細胞質の主に基

底側でしか認められなかった．すなわち，積極的に IgA を分泌している舌下腺とは

異なり，下顎腺では発現している pIgR は主に基底側に留まり，これらの pIgR が管

腔側に移動するためには何らかの刺激が必要である可能性が考えられた．ウシやヒ

ツジの舌下腺ならびに耳下腺は断続的に唾液を分泌しており，特に反芻時に最も多

く唾液を分泌しているが，下顎腺はこれらの唾液腺と異なり，摂食時のみに限って

唾液を分泌している［6-8, 32］．本検索において，下顎腺の漿液性腺細胞における抗

ヒト pIgR 抗体陽性像が，舌下腺と異なり，細胞質の基底側に観察されたのは，pIgR

を介した IgA の輸送には，少なくとも唾液の分泌刺激が必要である可能性が考えら

れたが，詳細については不明な点が多い． 
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5. 小括 

ヒトやラットの唾液中 IgA は，主に大唾液腺である舌下腺，下顎腺および耳

下腺から分泌されている．ヒトでは，免疫組織化学的に，これら全ての大唾液腺に

おいて，漿液性腺細胞に pIgR 陽性像が確認されている．本検索においても，ヒトと

同様，免疫組織化学染色においてウシの舌下腺と下顎腺の漿液性腺細胞に抗ヒト

pIgR 抗体陽性像が観察された．しかし，これら唾液腺における漿液性腺細胞では，

抗ヒト pIgR 抗体陽性部位が異なるという結果が得られた．さらに，ウシの舌下腺は，

一視野当りにおける抗ウシ IgA 抗体陽性形質細胞の平均数が下顎腺よりも有意に多

いことから，舌下腺は下顎腺よりも IgA 分泌能が高いと考えられた．本検索におい

て，下顎腺の腺細胞における抗ヒト pIgR 抗体陽性像が主に基底側に観察されたこと

に関しては，その解釈には不明な点が多いが，少なくともウシの下顎腺では pIgR

を介した IgA の輸送には何らかの刺激が必要である可能性が考えられた．よって，

ウシでは，ヒトやラットと異なり，舌下腺，下顎腺および耳下腺における pIgR の発

現ならびに分布に大きな差が見られ，これらの唾液腺における pIgR 発現制御ならび

に IgA 輸送機構は非常に興味深い．反芻動物の唾液腺，特に下顎腺では，どのよう

な pIgR 制御因子が存在するのか今後も検索を進める必要がある． 
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第Ⅴ章  ウシ全身粘膜ならびに腺組織における pIgR を介した IgA 分泌能 

1. 序文 

近年，ヒト，ラットおよびマウスにおいて，全身粘膜ならびに腺組織におけ

るpIgRの発現調節機構に関して多くの制御因子が解明されている［13, 14, 16, 18, 28, 

29, 31］．ヒトでは，腸管を中心に pIgR 発現調節機構が明らかとされつつある．ヒト

の腸管内における共生微生物叢が有する MAMPs と呼ばれる特徴的な分子群は，腸

管上皮細胞における pIgR の発現を刺激し，分泌型 IgA の産生を増加させることが

知られている［13, 14, 18, 28, 29］．すなわち 2 本鎖 RNA や lipopolysaccharide が，哺

乳動物において免疫応答を誘導する際に重要な役割を担っている TLR-3 や TLR-4

のリガンドとなって腸管上皮細胞内での pIgR 発現を亢進する．また，腸管上皮細胞

における pIgR の発現は様々な宿主サイトカイン，例えば IFN-γ, TNF , IL-1, IL-4 な

どによっても上方制御されている．さらに，pIgR は多量体 IgA と複合体を形成しな

くても本質的トランスサイトーシスは起きており，粘膜側に free-SC を供給するこ

とが知られているが，粘膜上皮細胞の基底側において pIgR と多量体 IgA が結合す

ることで上皮細胞内における pIgR と多量体 IgA の複合体のトランスサイトーシス

率が増加することも報告されている［28］．しかし，臓器によってはホルモンや自律

神経系などといった，腸管で明らかにされている pIgR の発現制御因子とは異なる調

節機構の存在もまた明らかにされている［1, 5, 16, 31, 45-47］．すなわち，ヒト，ラ

ットおよびマウスにおいても，全身粘膜ならびに腺組織における pIgR 発現調節機構

の全体像はよくわかっていない． 

著者は，第Ⅱ〜Ⅳ章において，ウシでは大唾液腺の種類によって免疫応答に

違いがあることを明らかにした．本章では第Ⅲ章においてウシの pIgR 蛋白を特異的

に認識することを確認した抗ヒト pIgR 抗体を用いて，唾液腺以外のウシの全身粘膜

ならびに腺組織における pIgR の局在について免疫組織化学的検索を行い，また，同

組織における IgA 産生形質細胞の分布を調べ，各組織における pIgR を介した IgA

分泌能について比較，検討した．  



 59

2. 材料と方法 

2-1. 供試動物 

ウシ（ホルスタイン種）の涙腺，消化管，肺，乳腺，胆嚢，肝臓，腎臓，膵

臓の各組織を採取し，10%中性緩衝ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックを常法

に従い作製した. なお，病理解剖学的ならびに組織学的に炎症ならびに腫瘍等を認

めない標本を検索に用いた．検索に用いた症例の年齢，性別，主訴・死因および免

疫組織化学的検索に用いた組織を Table 5 に示す. 

 

2-2. 組織学的検索 

全ての症例の唾液腺組織は 10%ホルマリン緩衝液で固定し，アルコール脱水

後パラフィンで包埋した．パラフィン包埋組織を 4 μm に薄切し，常法に従い HE 染

色を施した. 

 

2-3. 免疫組織化学的検索  

第Ⅲ，Ⅳ章で用いた抗ヒト pIgR 抗体ならびに抗ウシ IgA 抗体を用いて， ABC

法により免疫組織化学染色を行った．免疫組織化学染色を行うにあたり，作製した

パラフィン切片をキシレンで十分に脱パラフィンした後，エチルアルコールを通し，

水洗した．抗ウシ IgA 抗体は，その後，抗原賦活化の目的でトリプシンによる 37 °C，

10 分間の酵素反応を行った．次に，内因性ペルオキシダーゼ除去のため 0.3%H2O2

加 PBS に 5 分浸漬した．十分に水洗後，非特異反応除去の目的で 10%ヤギ正常血清

を用いて 37 °C で 30 分間のブロッキング処置を行った．一次抗体を PBS で希釈し

て切片上にのせ，保湿箱内で 4 °C，16 時間反応させた．反応終了後，PBS で洗浄

し，二次抗体（ビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体, Vector Laboratories）を切片上にのせ，

室温，30 分間反応させた．その後 PBS で洗浄し，西洋ワサビペルオキシダーゼ標

識ストレプトアビジン（Vector Laboratories）を切片上にのせ，室温，30 分間反応さ

せた．反応終了後，PBS で洗浄し，0.05% 3,3-diaminobenzidine 水溶液に 5% H2O2 を

最終濃度が 0.005%になるように加えた発色液に室温，10 分間浸漬して発色反応を
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行った．すべての組織の対比染色には Mayer のヘマトキシリン染色をおこなった．

陰性対照として一次抗体を省いた． 

 

2-4. 抗ウシ IgA 抗体陽性形質細胞数の計測 

抗ウシ IgA 抗体を用いて免疫組織化学的染色を施した各組織は，第Ⅳ章と同

様，一視野（×400）で 3カ所，腺房周囲間質または粘膜固有層に分布する抗ウシ IgA

抗体陽性形質細胞数を計測し，それぞれの平均値±標準偏差を求めた． 
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Table 5. 免疫組織化学的検索に用いた症例 

免疫組織化学的検索に用いた臓器  

No. 

 

年齢 

 

性別 

主訴,  

その他所見 涙腺 腸管 肺 乳腺 胆嚢 肝 腎 膵 

 1 4m M 異常なし ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ 

 2 4m M 異常なし ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ 

 3 4m M 異常なし － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ 

 4 4m M 異常なし － ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ 

 5 4m F 異常なし ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ 

 6 4m F 異常なし ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ 

 7 4m F 異常なし ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ 

 8 4m F 異常なし ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ 

 9 4m F 異常なし ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ 

10 4m F 異常なし ＋ － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ 

11 4y F 飛節周囲炎 － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ 

12 2y F 腰椎損傷 － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ 

13 4y F 飛節周囲炎 － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ 

14 5y F 起立不能症 － － － ＋a － － － － 

15 6y F 橈骨神経麻痺 － － － ＋b － － － － 

16 5y F 後肢筋変性 － － － ＋c － － － － 

17 4y F 坐骨神経麻痺 ＋ ＋ ＋ ＋d ＋ ＋ ＋ ＋ 

18 4y F 飛節周囲炎 － － － ＋c － － － － 

19 4y F 異常なし ＋ － ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ 

   計 10 12 14  5 12 15 15 15 

m: 月齢, y: 年齢, M: オス, F: メス 

＋: 検索に用いた, −: 検索には用いていない 
a 分娩後 30 日, b 分娩直後（当日）, c 生産周期は不明, d 分娩後 20 日 
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3. 結果 

3-1. 抗ヒト pIgR 抗体を用いた免疫組織化学的所見 

涙腺組織（n=10）；検索した 10 検体全てにおいて，多くの腺ならびに導管上皮

細胞において pIgR 陽性像が認められた．pIgR 陽性像は主に細胞質の管腔側に認め

られ，特に導管上皮で強い陽性像が観察された（Fig. 26）． 

消化管粘膜組織（n=12）；第四胃から大腸にかけて，幽門部，小腸および大腸

の多くの粘膜上皮細胞に pIgR 陽性像が認められた（Fig. 27）．pIgR 陽性像は主に細

胞質の管腔側に観察された．第四胃底粘膜上皮細胞ならびに幽門腺細胞，十二指腸

腺細胞では pIgR 陽性像は認められなかった． 

肺組織（n=14）；4 ヶ月齢の子ウシ 9 検体中 8 検体において，一部の気管支粘

膜上皮ならびに多くの気管支腺細胞の管腔側に pIgR 陽性像が認められた（Figs. 28, 

29）．また，2〜4 歳齢の成牛では，5 検体中 2 検体において，一部の気管支腺細胞に

おける pIgR 陽性像が認められた．成牛では 5 検体中全ての肺組織において気管支粘

膜上皮における pIgR 陽性像は認められなかった． 

乳腺組織（n=5）；分娩後 20 日ならびに 30 日の 2 検体（症例 Nos. 14, 17）にお

いて，一部の乳腺細胞に pIgR 陽性像が認められた（Fig. 30）．pIgR 陽性像は主に細

胞質の管腔側で認められた．検索した他の 3 検体（症例 Nos. 15, 16, 18）ではいずれ

の乳腺細胞も pIgR 抗体陽性像を認めなかった． 

胆嚢組織（n=12）；検索した 12 検体全ての胆嚢組織において，一部の粘膜上皮

細胞に pIgR 陽性像が認められ，特に粘膜陰窩の上皮細胞において強い陽性像が観察

された（Fig. 31）． 

肝臓，腎臓および膵臓組織（いずれも n=15）；検索した 15 検体全ての肝臓，

腎臓および膵臓組織において，実質細胞における pIgR 陽性像は認められなかった

（Figs. 32, 33）． 
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3-2. 抗ウシ IgA 抗体を用いた免疫組織化学的所見 

各々の腺組織ならびに粘膜組織における抗ウシ IgA 抗体陽性細胞数（平均値±

標準偏差）を Fig. 34 に示した． 

涙腺組織（n=10）；小葉間結合組織において多数の抗ウシ IgA 抗体陽性形質細

胞が観察された（23.7 ± 7.1）． 

消化管粘膜組織（n=12）；空腸粘膜固有層において多数の抗ウシ IgA 抗体陽性

形質細胞が観察された（56.6 ± 14.9）． 

肺組織；子牛（4 ヶ月齢，n=9）の検体において気管支粘膜固有層（10.3 ± 2.1）

ならびに気管支腺周囲（11.3 ± 2.1）に抗ウシ IgA 抗体陽性形質細胞が認められた．

一方，成牛（2〜4 歳齢, n=5）の検体では気管支粘膜固有層（3.4 ± 1.0）ならびに気

管支腺（6.0 ± 1.4）において抗ウシ IgA 抗体陽性形質細胞が認められた． 

乳腺組織（n=5）；乳腺小葉内の腺腔周囲間質に浸潤する形質細胞の一部に抗ウ

シ IgA 抗体陽性像が認められた（2.5 ± 2.9）．  

胆嚢組織（n=5）；粘膜下固有層における腺周囲において抗ウシ IgA 抗体陽性形

質細胞は極めて少なく，稀に観察される程度であった（0.7 ± 0.6）． 

肝臓，腎臓および膵臓組織（いずれも n=5）；肝小葉間結合組織，腎尿細管周

囲間質ならびに膵小葉間結合組織では少数の抗ウシ IgA 抗体陽性形質細胞が認めら

れた（肝臓：1.7 ± 1.3, 腎臓：1.7 ± 1.5, 膵臓：1.0 ± 0.8）． 
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Fig. 34. 腺組織ならびに粘膜組織一視野当りにおける平均抗ウシ IgA 抗体産生形質

細胞数． 

各組織（n=5〜12）の一視野当り（×400）における形質細胞数（平均値+標準偏差）

をグラフに示す．グラフより，抗ウシ IgA 抗体産生形質細胞数は涙腺ならびに消化

管（空腸）において他の腺ならびに粘膜組織と比較して多い．また，子牛と成牛の

肺では，気管支粘膜固有層ならびに気管支腺に分布する抗ウシ IgA 抗体産生形質細

胞数はそれぞれ子牛の方が成牛よりも多い． 
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4. 考察 

IgA はヒト，ラットおよびマウスの粘膜表面に分泌される免疫グロブリンアイ

ソタイプの中で最も多く，腸管分泌液，鼻腔ならびに気管分泌液，尿生殖管分泌液

中，涙液，唾液および乳汁に含まれている［33, 56］．ヒトでは消化管，上下気道，

子宮頚管，結膜を覆う粘膜上皮細胞ならびに涙腺，唾液腺，乳腺などの外分泌腺細

胞において pIgR の発現が報告されており，pIgR を介した多量体 IgA の分泌が確認

されている［13, 14, 18, 29, 33, 56］． 

ウシにおいても，ウェスタンブロッティング法による消化管組織の膜成分よ

り SC が検出されたという報告や，ノーザンブロット法による pIgR mRNA の発現報

告がなされており，pIgR の発現と IgA 分泌の関連性が以前より報告されてきた［10, 

11, 35, 58］．涙液を分泌する腺組織には涙腺，マイボーム腺，瞬膜腺があり，Schlegel 

et al.（2003）によって免疫組織化学的にウシの瞬膜腺における pIgR 陽性像ならびに

IgA 分泌能に関する報告がなされているが，涙腺における pIgR ならびに IgA に関す

る報告はない［51］．本検索では，検索したウシの全ての涙腺ならびに第四胃幽門部

以下の消化管組織に抗ヒト pIgR 抗体陽性像が確認され，また，これらの組織では腺

周囲間質組織ならびに粘膜固有層において多くの抗ウシ IgA 抗体陽性形質細胞の分

布が観察された．よって，ウシの涙腺ならびに消化管粘膜では，本研究の第Ⅳ章に

おけるウシの舌下腺と同様，pIgR を介して IgA が積極的に分泌されていると考えら

れた．  

Anderson et al.（1986）は，子牛は 18 ヶ月齢に至るまで肺気管支樹における免

疫グロブリン抗体産生細胞の数は上昇し，その後年齢の経過とともに下降し，年齢

の経過に関わらず免疫グロブリン抗体産生細胞の多くを抗 IgA 抗体陽性形質細胞が

占めると報告している［2, 3］．さらに，4 ヶ月齢の子牛の肺における IgA の割合は

66%と最も高い［2, 3, 39］．本検索では，主に子牛（4 ヶ月齢）の気管支粘膜上皮な

らびに腺細胞に抗ヒト pIgR 陽性像が認められ，成牛（2〜4 歳齢）の肺では 2 検体

のみ，一部の気管支腺細胞に認められただけであった．また，抗ウシ IgA 抗体陽性

形質細胞の分布は子牛で多く，成牛では少ないという結果であった．すなわち，今
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回検索に用いた子牛の年齢は，肺の免疫機構が最も発達している時期で，子牛は成

牛よりも pIgR を介して IgA が盛んに分泌されていると考えられた． 

乳用牛は，生産周期として分娩，泌乳期，乾乳期を繰り返しており，中でも

泌乳期はさらに4ステージに分かれ，特に分娩後51〜100日を泌乳最盛期という［30］．

乳用牛の乳腺は分娩してから泌乳最盛期まで拡張していき泌乳量を増大させ，そし

て泌乳最盛期を過ぎると，徐々に乳腺は退縮し泌乳量を減少させる．近年，反芻動

物であるヒツジでは，乳腺の発達を促すプロラクチンホルモンが pIgR の発現を誘起

させ，生産周期によって乳腺における pIgR の発現が異なることが報告されている

［47］．すなわち，ヒツジの乳腺は分娩後 3 日から pIgR mRNA の発現が認められ，

泌乳最盛期（分娩後 70 日）でさらに発現が増加する．本検索においても同様に，泌

乳初期の成牛 2 検体（分娩後 20，30 日）のみで乳腺細胞における抗ヒト pIgR 陽性

像が確認された．また，一般的に IgA が豊富なヒトやマウスの乳汁と異なり，ウシ

の乳汁は IgG1 が主体を占め，IgA は少なく，ウシの乳腺細胞には pIgR とは別に FcRn

を介した血清 IgG1 の選択的輸送機構が存在することが知られおり，ウシの乳腺で

はヒトやラットの乳腺と異なり，IgA による免疫機構は IgG1 の補助的な役割を果た

しているため，今回検索したウシの乳腺組織の間質に分布する抗ウシ IgA 抗体陽性

形質細胞の分布が少なかったと考えられた［15, 38, 46, 48, 49］． 

本検索に用いたウシの胆嚢では，涙腺や消化管，また第Ⅳ章で検索した舌下

腺と同様の抗ヒト pIgR 陽性像が見られたにもかかわらず，抗ウシ IgA 抗体陽性形

質細胞の分布は，これらの組織とは異なり，極めて少なかった．すなわち，本検索

により，ウシの胆嚢では形質細胞による多量体 IgA の局所産生が少ないと考えられ

る．ヒトの血中 IgA は主に単量体であるが，ウシの血中 IgA は主に 2 量体を形成し

ている多量体 IgA である［15］．ウシの胆汁からは IgA が検出されていることから，

後述のような肝臓の毛細胆管を介して胆汁中に分泌されている，もしくは胆嚢粘膜

上皮細胞が血中の多量体 IgA を取り込み分泌している可能性が考えられた［15, 37, 

60］．  

ウシの肝臓では，Beale と Hopley（1987）は肝細胞の膜成分から SC 蛋白を検
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出したと報告しているが，Kulseth et al.（1995）は肝組織から pIgR mRNA の検出を

試みるも，発現は見られなかったと報告している［10, 11, 35］． 近年，肝細胞にお

ける pIgR の発現は動物によって異なり，ラット，ウサギおよびニワトリの肝細胞膜

には pIgR が発現し，門脈を通って肝臓に運ばれた多量体 IgA と結合し，毛細胆管

に分泌することが明らかとされている［17, 25, 26, 53, 56］．一方，この経路はヒトや

反芻動物，イヌ，ブタの肝臓では極めて少ないことが報告されている［43, 56］．ま

た，ヒトやラットでは正常〜軽度の異常を示す程度の腎尿細管では pIgR を発現しな

いが，ある程度の障害を有する腎臓では主に遠位およびヘンレ尿細管上皮に pIgR

が発現することが報告されている［1, 5, 45］．ウシの腎組織においても pIgR mRNA

が検出されている［35, 58］．そして，膵臓では，ラットのみに腺細胞における pIgR

の発現が認められているが，他の動物種での報告はない［26］．本検索では肝臓，腎

臓，膵臓のいずれの細胞も抗ヒト pIgR 陽性を示さなかったことから，ウシではこれ

らの臓器における pIgR を介した IgA の分泌能が低いか，もしくは発現していない

と考えられる． 
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5. 小括 

哺乳動物の粘膜面には多くのウイルスや病原菌から身を守るための効果的な

「粘膜免疫」が存在する．その主体的役割を担っているのが，腺や粘膜上皮に発現

する膜蛋白 pIgR の一部と多量体 IgA との複合体である分泌型 IgA である．本検索

により，ウシの涙腺および第四胃幽門部以下の消化管粘膜では，舌下腺と同様，pIgR

を介して IgA が積極的に分泌されていると考えられた．また，肺気管支粘膜や乳腺

では，それぞれ年齢や生産周期によって pIgR を介した IgA の分泌が変化し，さら

に胆嚢では局所産生 IgA よりも血中もしくは肝細胞由来の IgA を分泌している可能

性が考えられた．一方，肝臓，腎臓，膵臓組織では pIgR を介した IgA 分泌能が極

めて少ないか，もしくは行われていない可能性が考えられた．従って，本検索によ

りウシの全身粘膜ならびに腺組織における分泌型 IgA による粘膜防御機構は組織に

よって異なる可能性が示唆された． 
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総括 

唾液には大量の免疫グロブリンが含まれ，特に分泌型 IgA は口腔内の粘膜免疫

機構の主役を果たしている．全身の粘膜ならびに腺細胞の基底膜側には， pIgR と

呼ばれる大きさ約 80〜100 kDaの膜 1回貫通型糖蛋白が分布している．この pIgRは，

主に間質に分布する形質細胞より合成された多量体 IgA と結合し複合体を形成する

と，トランスサイトーシスにより管腔側に輸送され，その後，pIgR の細胞外領域の

一部が切断され，分泌成分 SC として分泌される．この SC と多量体 IgA の複合体は

分泌型 IgA と呼ばれ外界からの抗原を排除する．ヒトやラット，マウスでは，多く

の研究者によって唾液腺を含め，涙腺，呼吸器粘膜，腸管粘膜，乳腺，泌尿生殖器

と全身における pIgR の発現ならびに，pIgR による多量体 IgA の分泌能が調べられ

ている．しかしながら，ウシでは唾液腺における pIgR の発現に関する検索はない． 

反芻動物であるウシにとって，特に唾液は第一胃（ルーメン）内微生物による

発酵消化を円滑に進め，自身の生命を維持して行く上で重要な役割を果たしている．

また，唾液の産生部位である唾液腺は，自然免疫あるいは獲得免疫の実効器官とし

ても極めて重要である．しかし，ウシの唾液腺における研究は乏しく，特に IgA の

分泌に関する検索はこれまで下顎腺と耳下腺のみしか扱われていなかった．よって，

本研究では舌下腺を含めたウシの 3 大唾液腺（舌下腺，下顎腺および耳下腺）の免

疫機能を明らかにするため，組織学，免疫組織化学，生化学ならびに分子生物学的

分析手法を用いて多角的に検討した．  

 

1. ウシ唾液腺の組織学的検索 

哺乳動物の大唾液腺は一般に，共通の特徴を有することで知られている．すな

わち，大唾液腺には主に舌下腺，下顎腺および耳下腺があり，これら唾液腺は肉眼

解剖学的ならびに組織学的特徴により，舌・下顎腺グループと耳下腺グループに大

きく分けられる．組織学的特徴として前者は混合腺，後者は漿液腺である．ヒトや

ラットでは，多少の差はあるものの，免疫担当細胞はいずれの唾液腺でも分布が認

められており，各唾液腺における IgA の分泌能に大きな差は見られていない．しか
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し，本検索ではウシの 3 大唾液腺のなかでも舌下腺が最も多く，次いで下顎腺に多

くの形質細胞が分布しているが，耳下腺では極めて少ないことが判明した．よって，

ヒトやラットと異なり，ウシの 3 大唾液腺では腺によって免疫機能に大きな違いが

ある可能性が見いだされた． 

 

2. ウシ唾液腺における pIgR 発現の分子生物学的検索 

ウシの pIgR 蛋白はヒト，ラットおよびマウスと同様，5 つの Ig-like 構造を有

する細胞外領域，細胞膜を貫通する細胞膜領域，細胞内領域の 3 つの領域から構成

されることが明らかにされている．さらにウシでは 5 つの Ig-like 構造のうち，2，3

番目の Ig-like 構造を欠く short 型の pIgR が確認されている．本検索では，RT-PCR

によって，ウシの舌下腺ならびに下顎腺では，恒常的に long type pIgR ならびに short 

type pIgR 両型の mRNA が発現していることが確認された．さらにウェスタンブロ

ッティング法により舌下腺は下顎腺よりも pIgR 蛋白の発現が多いことが確認され，

舌下腺は下顎腺よりも IgA をより多く分泌していると考えられた．また，耳下腺で

は RT-PCR 法ならびにウェスタンブロッティング法において，いずれも pIgR の発現

が認められなかったことから，ウシの耳下腺では pIgR を介して IgA が分泌されて

いないことが判明した． 

 

3. ウシ唾液腺組織における pIgR を介した IgA の分泌能 

本検索により，ウシの大唾液腺は腺によって IgA の分泌能が異なることが判明

した．すなわち，3 大唾液腺のなかでも，pIgR を介した IgA の分泌は舌下腺が主体

であることが判明した．下顎腺では pIgR の発現ならびに IgA 産生形質細胞の分布

を認めるも，腺細胞における主な pIgR 局在部位が舌下腺と異なり，細胞質内の基底

側で観察され，下顎腺では pIgR を介した IgA の分泌には何らかの刺激が必要であ

る可能性が示唆された． 
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4. ウシ全身粘膜ならびに腺組織における pIgR を介した IgA の分泌能 

全身粘膜ならびに腺組織において，pIgR を介した IgA の分泌機構は組織によ

って異なることが判明した．すなわち，涙腺ならびに第四胃幽門部以下の消化管で

は舌下腺と同様，間質に分布する IgA 産生形質細胞によって合成された IgA を pIgR

によって積極的に管腔側に分泌していると考えられた．また，肺や乳腺に関しては，

年齢や生産周期によって pIgR を介した IgA の分泌能が異なる可能性が示唆された．

さらに，胆嚢では間質には IgA 産生形質細胞の分布は見られず，pIgR は血中の多量

体 IgA を取り込み分泌しているか，もしくは肝細胞由来の IgA を分泌している可能

性が考えられた．一方，肝臓，腎臓および膵臓では，pIgR を介した IgA の分泌は極

めて少ないもしくはないと考えられた．  

 

近年，多くの研究者らによって pIgR の発現調節機構が解明されつつあるなか，

動物種や臓器ごとにその発現は異なり，ホルモンや炎症性サイトカインによっても

pIgR の発現に影響が及ぶことが明らかとされている．本検索により，ウシでは大唾

液腺の種類によって pIgR の発現が異なることが判明した．さらに抗ヒト pIgR 抗体

を用いた免疫組織化学的検索では，舌下腺漿液性腺細胞では細胞質管腔側に，下顎

腺の漿液性腺細胞では細胞質基底側に主な抗ヒト pIgR 抗体陽性像が認められ，舌下

腺と下顎腺で抗ヒト pIgR 抗体陽性部位が異なることが判明した．また，全身の粘膜

ならびに腺組織では涙腺の腺細胞ならびに導管上皮細胞，消化管粘膜上皮細胞，肺

気管支粘膜上皮ならびに気管支腺細胞，乳腺細胞および胆嚢粘膜上皮細胞のいずれ

も細胞質内管腔側に陽性像が認められた．すなわち，唯一，下顎腺のみ腺細胞の細

胞質内基底側に pIgR の陽性像認められたことは非常に興味深い．よって，ウシの唾

液腺，特に下顎腺における pIgR の発現調節機構の解明は，粘膜免疫における pIgR

を介した IgA 分泌機構の全体像を明らかにする鍵となると考えられた． 

ウシやヒツジといった産業動物は我々人間に良質な蛋白源すなわち乳製品や

肉製品を提供しており，これらの動物における粘膜免疫機構の解明は，より健康で

良質な産業動物の育成に大いに役立つことが期待される． 
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