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研究成果の概要： 

本研究は、我々の開発したIP3分子センサーLIBRAを唾液腺細胞に導入し、刺激によるIP3動態を明

らかにすることを目的とする。LIBRAを腺房細胞に発現させるため、その初代培養法を検討した。培養

細胞が腺房細胞としての形態と機能を保持していることを確かめ、腺房細胞へのGFP付加蛍光タンパ

ク質の導入に成功した。またｐH抵抗性の改良型LIBRAを開発した。細胞培養法をさらに改良し、改良

型LIBRAにより培養腺房細胞のIP3動態を解析中である。 
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１．研究開始当初の背景 

 唾液腺細胞の受容体を刺激すると、腺腔側か

ら基底側へCa2+上昇が波のように伝わる細胞内

Ca2+ウェーブが観察される。このCa2+ウェーブの

発生機構に、ホスホリパーゼC(PLC)の活性化を

介したイノシトール三リン酸（IP3）の産生によるIP3

受容体（IP3R）からのCa2+放出が重要な役割を果

たしている。細胞内Ca2+ウェーブの発生機構とし



 

て、IP3に対する感受性の高いIP3Rが腺腔側に

存在し、そのIP3RからのCa2+放出によって惹起さ

れるといった仮説が考えられているが、このよう

な仮説を実証することは、生きた細胞のIP3濃度

を測定する良いプローブが無かったことから困

難であった。 

 近年、我々の開発したIP3分子センサーLIBRA

含め、いくつかのIP3プローブが開発され、培養

細胞のIP3動態をリアルタイムに測定することが

可能となった。 

 唾液腺細胞にIP3分子センサーを導入すること

で、生きた唾液腺細胞のIP3動態を測定すること

が可能となる。しかし、唾液腺細胞は、培養系に

移すことで細胞の極性が失われるといった唾液

腺細胞の特徴的な機能が失われることが多く、

このような分子センサーを唾液腺細胞に導入す

ることは困難であった。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、唾液腺細胞における受容

体刺激を介した細胞内IP3動態をリアルタイムで

モニターし、細胞内のIP3産生とCa2+動態の相互

関係を明らかにすることである。本目的を達成す

るため、１）耳下腺腺房細胞の初代培養法の確

立を試みる。２）IP3センサーLIBRAを腺房細胞に

導入し、受容体刺激による細胞内IP3濃度のモニ

ターを試みる。 

 

 

３．研究の方法 

（1）ラット耳下腺腺房細胞の初代培養 

 ①ラット耳下腺腺房細胞の初代培養法： 

ラットを麻酔により屠殺後、耳下腺を摘出し、

酵素処理によって単離腺房細胞を調整した。単

離腺房細胞を 10％血清入り培養液中あるいは

牛血清アルブミン含有 Hanks’緩衝液中で

18-24 時間培養した。最適な培養腺房細胞を得

るため、培養液、培養時間などを変えて検討し

た。得られた培養腺房細胞を、様々な染色法で

染色し、腺房細胞としての構造を保持している

か否かを検討した。 

 ②培養細胞のCa2+応答性の検討： 

培養腺房細胞にCa2+蛍光指示薬fura-2 を取り

込ませ、ムスカリン受容体刺激などによるCa2+応

答を測定し、得られた腺房細胞が受容体刺激に

対する反応性を保持しているか否かを検討し

た。 

 

 ① 培養腺房細胞への遺伝子導入法の検討。 

 効率のより遺伝子導入法を確立するため、マイ

クロインジェクション法、エレクトロポレーション法、

リポフェクション法などを検討した。発現した GFP

付加タンパク質は蛍光顕微鏡により確認した。 

 ② GFPタンパク質発現培養細胞のCa2+応答

性の検討： 

GFPタンパク質の発現した培養腺房細胞の

Ca2+応答を測定し、得られた細胞が受容体刺激

に対する反応性を保持しているか否かを検討し

た。 

 

（3）測定用 LIBRA の改良 

よりpH抵抗性の高いLIBRAを作成するため、分

子生物学的手法を用いて、LIBRAを構成する

YFPをpH抵抗性の高いVenus（LIBRAv）に置換

したものを作成した。 またその構造をベースとし

てpH、に抵抗性の高いIP3非感受性LIBRA

（LIBRAvN）を作成した。 

 

（4）LIBRAによる培養腺房細胞のIP3動態測定 

 腺房細胞にLIBRAを導入し、受容体刺激を介

したIP3動態の測定を試みる。LIBRAの蛍光比変

化測定は、AQUACOSMOS/ASHURA イメージ

ングシステム（浜松ホトニクス）を用いて検討し

た。 

 

 



 

 

４．研究成果 

（1）ラット耳下腺腺房細胞の初代培養 

ラットより単離調製した耳下腺腺房細胞を細胞

培養用培地あるいは Hanks 緩衝液中で 6～24

時間細胞を培養した。培養後の腺房細胞を光

学顕微鏡で観察したところ、腺房細胞に特徴的

な房状の構造が観察され、細胞内に分泌顆粒

が観察された。 

 腺房細胞が受容体刺激に対する反応性を保

持しているか否か確かめるため、培養腺房細胞

にCa2+蛍光指示薬を取り込ませ、受容体アゴニ

スト刺激に対するCa2+応答を調べた。培養腺房

細胞をムスカリン受容体アゴニストのカルバコー

ルで刺激したところ、用量依存的な細胞内Ca2+

濃度（[Ca2+]i）上昇が観察された（図１）。この

[Ca2+]i上昇は、培養時間を 18 時間以下に短縮

することで改善した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（2）培養腺房細胞への GFP 発現法 

 培養腺房細胞に LIBRA などの GFP 蛍光タン

パク質を発現させるため、蛍光タンパク質発現

ベクターの導入方法について検討した。マイクロ

インジェクション、エレクトロポレーション、リン酸

カルシウム法、昆虫由来のバキュロウイルスを用

いた方法、リポフェクション法などの方法を検討

した。小胞体局在シグナルを付加した mKO(赤

色蛍光タンパク質；ER-ｍKO)を腺房細胞に導

入を試みたところ、リポフェクション法によって、 

培養腺房細胞に ER-mKO の発現が観察された。

（図２；発現効率 5％以下） 
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 培養した腺房細胞では、培養前と比べ強い自

家蛍光が観察された。これは細胞培養が、腺房

細胞の細胞内環境を変化させたことによるものと

考えられ、このような自家蛍光は LIBRA の蛍光

観察に影響を与える。そこで、これらの影響を抑

制するため、以下の 2 つについて検討した。１）

より細胞への負荷の少ない培養方法の確立、2）

pH 変化などの環境変化に対しより安定なプロー

ブの開発することである。 

 

（4）測定用 LIBRA の改良 

 pH変化に対して抵抗性の高いLIBRAを開発

するため、LIBRAを構成するYFPをVenusに改良

したLIBRAvを作成した。この改良により、IP3に

対する感受性を保持し、pH 6～8 の範囲で安定

なプローブとなった（図 3A）。 

またLIBRAvをもとに、LIBRAvのIP3結合部位（リ

ジン 507 をアラニンに変換；K507A）に変異を加

え、IP3に対する感受性を消失させたLIBRAvNを

作成した。 

我々はこれらの改良型LIBRAを用いて、培養

細胞における細胞内IP3濃度の定量法を開発し、

IP3濃度変化とCa2+振動との相互関係について

の報告を行った（論文（1）；Tanimura A., et al 

JBC., 2009）。また、これらの改良型IP3センサー

を用いて、機械刺激による細胞内および細胞間

Ca2+ウェーブの発生にIP3濃度変化が重要な役

図 1：培養 18 時間後の腺房細胞の

Ca2+応答。 

a) fura-2 を取り込ませた培養腺房細

胞（○）。カルバコール（CCh）刺激

による fura-2 蛍光比変化の経時測

定。CCh 刺激は 3 および 100 µM で

行った。 

図 2：ER-mKO 発現ベクターを導入

後、18 時間後の培養腺房細胞。 

a)腺房細胞の透過像。b)ER-mKO

の発現。Bar: 10 µm
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割を果たしていることを明らかにした（図 3B：およ

び学会発表（1），（3）～（5））。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（4）改良型LIBRAを用いた培養腺房細胞のIP3

動態測定 

現在、改良型 LIBRA（LIBRAv および LIBRAvN）

を培養腺房細胞への導入を試みている。 

 

 現在、細胞培養の方法のさらなる改良を行うと

ともに、他の手法による唾液腺腺房細胞への

LIBRAv の導入方法についても検討している。 

 1) 培養細胞より抽出したLIBRAvタンパク質を

直接腺房細胞へ注入する方法、2) ウイルスベク

ターにより生きた動物の唾液腺組織へLIBRAを

発現させる方法である。これらの方法を用い、最

終目的である、唾液腺腺房細胞のIP3動態のリア

ルタイム測定を検討中である。 
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図 3：改良型IP3バイオセンサーLIBRAvを

用いた細胞内IP3動態測定。 
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