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研究成果の概要（和文）：多光子レーザー顕微鏡を用いた解析によって、ラット唾液腺導管細胞

において自発的 Ca2+オシレーションが起こることが明らかになった。この自発的 Ca2+オシレー

ションには、プリン受容体が関与することが薬理学的解析で示めされた。また、Ca2+応答と同

調して、細胞容積増大が起こることがわかった。この Ca2+オシレーションは、導管細胞からの

自発的 ATP 放出によって起こり、電解質再吸収の調節に関与する可能性が示唆された。	
 

 
 
研究成果の概要（英文）：Using	
 multiphoton	
 microscopy,	
 the	
 present	
 study	
 established	
 that	
 

rat	
 salivary	
 ductal	
 cells	
 exhibit	
 spontaneous	
 oscillations	
 in	
 intracellular	
 Ca2+	
 

concentration	
 ([Ca2+]i).	
 Pharmacological	
 examinations	
 indicate	
 that	
 purinergic	
 receptors	
 

play	
 major	
 roles	
 in	
 these	
 spontaneous	
 Ca2+	
 oscillations.	
 It	
 was	
 also	
 found	
 that	
 spontaneous	
 

elevations	
 of	
 [Ca2+]i	
 were	
 well	
 correlated	
 with	
 spontaneous	
 cell	
 swelling	
 of	
 ductal	
 cells.	
 	
 

These	
 results	
 indicate	
 the	
 possibility	
 that	
 the	
 Ca2+	
 oscillations	
 are	
 induced	
 by	
 the	
 

spontaneous	
 ATP	
 release	
 in	
 salivary	
 ductal	
 cells	
 in	
 the	
 resting	
 state	
 and	
 regulate	
 

electrolyte	
 reabsorption.	
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研究分野： 
科研費の分科・細目：歯学・機能系基礎歯科学 
キーワード：歯科薬理学 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)唾液腺の導管部は、腺房部から分泌され

た源唾液の輸送経路であると同時に、Na+、

Cl-の再吸収や K+、HCO3
-の分泌の機能を持つ事
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が知られている。また、それらに加えて、成

長因子などの生理活性分泌を分泌や唾液腺

の再生に唾液腺導管が関与する可能性が示

唆されている。さらに、唾液腺導管部が形態

的に異なる細胞で構成されることが組織学

的研究によって明らかにされている。これら

の結果から、唾液腺導管が異なる機能を持っ

た細胞から構成される可能性が示唆される。

しかし、唾液腺導管細胞の機能を調節するし

くみや多様性はほとんどわかっていなかっ

た。	
 

	
 

(2)	
 多光子レーザー顕微鏡を用いて、種々の

受容体刺激による唾液腺導管細胞の Ca2+応答

を解析した我々の結果から、導管細胞の中に

特定のアゴニストに対して高い感受性を示

す細胞が存在することが明らかになった。こ

れらの高感受性細胞は、生理的な分泌刺激に

おいて重要な役割を担っていると考えられ

る。	
 

	
 

(3)	
 IP3 を測定できる FRET 型分子センサー

（LIBRA）を世界で最初に開発し、培養細胞

の細胞内 IP3 濃度を定量的に測定する独自の

技術を確立していた。さらに、この蛍光セン

サーの改良に成功していた。	
 

 
 
２．研究の目的 
(1)	
 多光子レーザー顕微鏡は、組織に対する

ダメージが低く、生理的な反応の解析に適し

ている。その特徴を利用して、多光子レーザ

ー顕微鏡による Ca2+イメージング解析によっ

て、唾液腺導管細胞の Ca2+応答の調節機構と

それらの生理的役割を明らかにする。	
 

	
 

(2)	
 Ca2+応答の調節には、細胞内ストアから

の Ca2+放出とチャネルからの Ca2+流入が関係

し、それらによって Ca2+ウェーブやオシレー

ションなどの時・空間的に調節された Ca2+シ

グナルが発生する。本研究では、唾液腺導管

細胞における Ca2+シグナルの調節機構を明ら

かにする。	
 

	
 

(3)	
 唾液腺導管細胞は、電解質輸送やタンパ

ク質分泌等の機能を持っている。これらの反

応をイメージングで可視化し、導管細胞の生

理的機能の調節における時・空間的 Ca2+シグ

ナルの役割を明らかにする。	
 

 
 
３．研究の方法 
(1)ラット耳下腺導管の Ca2+応答と機能解析	
 

①コラゲナーゼおよびヒアルロニダーゼ処理

によって単離したラット耳下腺導管を実験に

用いた。	
 

②単離下導管にCa2+蛍光色素fura-2を取り込

ませ、実験チャンバーに固定し、37℃での反

応を多光子レーザー顕微鏡で反応を解析し

た。また、一部の実験ではfura-2蛍光と同時

に微分干渉像を取得し、Ca2+応答と形態変化

の同時解析を行った。	
 

③耳下腺導管にfura-2を取り込ませた後、細

胞膜蛍光プローブ	
 FM-1-43で細胞膜を染色

し、Ca2+応答と形態変化の関係を多光子レー

ザー顕微鏡で解析した。	
 

④耳下腺導管の分泌顆粒をキナクリンで染

色し、多光子レーザー顕微鏡を使った解析で

それらの分布と動態を明らかにした。	
 

	
 

(2)唾液腺導管細胞（HSY-EA1細胞）のCa2+オ

シレーションとIP3動態の解析	
 

プラスミドベクターを用いて、HSY-EA1細胞

にIP3センサー	
 LIBRAvIISを発現させた。この

細胞にfura-2を取り込ませ、EM-CCDカメラを

使ったFRETイメージングシステムを用いて、

アゴニスト刺激によるLIBRAvIIS蛍光とfura

-2蛍光の同時測定によって、Ca2+応答とIP3動



態の解析を行った。	
 

	
 
４．研究成果	
 

(1)ラット耳下腺導管細胞の自発的 Ca2+オシ

レーションとその発生機構	
 

①	
 Fura-2 を取り込ませたラット耳下腺導管

細胞を３７℃で環流し、多光子レーザー顕微

鏡で観察すると、極少数の導管で自発的 Ca2+

オシレーションが観察された。この自発的

Ca2+オシレーションは、よりマイルドな酵素

処理を行うことによって、多くの導管で見ら

れるようになった。自発的 Ca2+オシレーショ

ンは、平均１０分間に２回程度の比較的大き

な Ca2+上昇として認められた。この頻度は細

胞によって大きく異なった。	
 

②	
 自発的 Ca2+オシレーションは、プリン受容

体の遮断薬である PPADS やスラミンによって

抑制された。一方、ムスカリン受容体遮断薬

（カルバコール）やαアドレナリン受容体遮

断薬（フェントラミン）は、自発的 Ca2+オシ

レーションを抑制しなかった。これらのこと

から、自発的 Ca2+オシレーションの発生には

プリン受容体が関与することが示唆された。

また、この自発的 Ca2+オシレーションは、細

胞外 Ca2+の除去によって抑制されたが、完全

には消失しなかった。この結果は、自発的 Ca2+

オシレーションが主に細胞内ストアからの

Ca2+放出によって起こることが示唆された。	
 

③	
 ラット耳下腺導管には、P2Y2 および P2X7

の２種類のプリン受容体が発現することが

示されている。P2X7 はチャネル型受容体であ

り、しかもその活性化には 1mM 程度の高濃度

の ATP が必要である。一方、P2Y2 は G タンパ

ク質共役型で、ホスホリパーゼ Cの活性化を

介して IP3 依存性の Ca
2+放出を起こすことが

明らかにされている。これらのことから、ラ

ット耳下腺導管の自発的 Ca2+オシレーション

は P2Y2 受容体を介する反応と考えられた。	
 

	
 このことを確認するため、ラット耳下腺導

管の Ca2+応答に対する ATP(1µM)	
 あるいは

UTP(1µM)刺激の影響を解析した。その結果、

これらの刺激によって Ca2+オシレーションの

頻度が増加することが確認された。これらの

結果から、ラット耳下腺導管の自発的 Ca2+オ

シレーションは、P2Y2 受容体を介する反応で

あることが明らかになった。	
 

④	
 ATP を含む分泌顆粒を染色する色素キナ

クリンで、ラットの導管を染色すると、導管

内の多くの分泌顆粒の染色が確認された。こ

れらの結果から、導管細胞内の ATP を含む分

泌顆粒の放出によって自発的 Ca2+オシレーシ

ョンが起こるのではないかと考えられた。	
 

	
 

(2)ラット耳下腺導管細胞の自発的 Ca2+オシ

レーションと細胞形態の変化	
 

①ラット耳下腺導管の自発的 Ca2+オシレーシ

ョンの生理的役割を明らかにするために、

Ca2+応答と微分干渉像を使った細胞形態の同

時解析を行った。ラット耳下腺導管の微分干

渉像の変化を解析すると、自発的な細胞形態

の変化が観察された。この微分干渉像の差分

イメージと fura-2 蛍光イメージの変化を使

って Ca2+応答と形態変化を解析すると、両者

が一致することが明らかになった。	
 

	
 カルバコールなどのムスカリン受容体ア

ゴニスト刺激は、唾液腺腺房細胞や導管の細

胞内 Ca2+濃度を持続的に上昇させ、それに伴

って細胞容積の減少を起こすことが知られ

ている。従って、自発的 Ca2+オシレーション

による細胞形態の変化も、細胞容積の減少を

反映したものであると考えられた。	
 

②自発的 Ca2+オシレーションに伴う導管細胞

の形態変化が細胞容積の減少なのかを確か

めるために、導管の細胞膜を FM-1-43 で染色

し、多光子レーザー顕微鏡を使って解析した。

その結果、予想に反して細胞容積の増大が観

察された。この反応が本当に Ca2+応答に伴う



反応か否かを確かめるために、fura-2 を取り

込ませた導管を FM-1-43 で染色し、自発的

Ca2+オシレーションと細胞形態の同時解析を

行った。その結果、自発的 Ca2+オシレーショ

ンが細胞容積増大を起こすことが明らかに

なった（図 1）。	
 

	
 この反応が、自発的 Ca2+オシレーションだ

けで起こる反応なのか、それともアゴニスト

刺激による Ca2+応答でも起こるのかを明らか

にするために、ATP によるプリン受容体刺激

およびカルバコールによるムスカリン受容

体刺激による Ca2+応答と細胞形態の変化を解

析した。ATP 刺激は自発的 Ca2+オシレーショ

ンの頻度を増大させ、その Ca2+オシレーショ

ンと同調した細胞容積の増大を起こした。同

様の反応はカルバコール刺激でも観察され

た。また、高濃度のカルバコール刺激は、一

部の導管細胞に Ca2+オシレーションを起こす

と同時に、導管全体で持続的な細胞内 Ca2+濃

度上昇を起こした。この場合は、持続的な細

胞内 Ca2+濃度上昇に伴って、導管の管腔拡大

が起こった。また、その場合でも Ca2+オシレ

ーションに伴って一過性の細胞容積増大が

観察された。	
 

	
 さらにイオノマイシンを使って、持続的で

大きな細胞内 Ca2+濃度を起こすと、導管全体

で同調した細胞容積増大が起こり、それに伴

って導管の伸長が起こった。これらの結果は、

比較的小さく持続的な細胞内 Ca2+濃度上昇は、

導管の管腔拡大を起こし、大きな細胞内 Ca2+

濃度上昇が細胞容積増大を起こすことがわ

かった。この細胞容積増大は導管細胞におけ

る電解質吸収によるものと考えられた。一方、

それまでの研究では、管腔拡大は細胞容積減

少によるものであることが示唆されていた。

しかし、本研究で細胞膜の動きを直接的に観

察した結果、管腔拡大が必ずしも細胞容積減

少によるものではないと考えられた。一般的

に導管細胞では、電解質の再吸収が起こると

考えられてきた。しかし、導管の中には電解

質を分泌する部分があることが示唆されて

いる。この管腔拡大も、電解質分泌によるも

のである可能性があるが、詳細についてはよ

り詳しい解析が必要である。	
 

③唾液腺導管の細胞内 Ca2+濃度の変化によっ

て起こる細胞形態の変化が、導管細胞におけ

る電解質輸送と関係があると考え、イオンチ

ャネルの阻害剤やイオノフォアの影響を検

討した。Ca2+依存性 Cl チャネル阻害薬、cAMP

依存性 Cl-チャネル阻害薬、Na+チャネル阻害

薬が、イオノマイシンによる導管細胞の形態

変化を阻害した。また、K+イオノフォアでも

イオノマイシンによる導管細胞の形態変化

を阻害した。これらの結果から、細胞容積増

大は導管細胞におけるCl-と Na+の吸収によっ

て起こる可能性が示唆された。また、この反

応にK+イオンの濃度勾配が関与すると考えら

れた。	
 

	
 	
 

(3)唾液腺導管細胞の Ca2+オシレーションの

発生機構	
 

	
 耳下腺導管細胞の Ca2+オシレーションの発

生機構を明らかにするために、ヒト耳下腺導

管に由来する HSY-EA1 細胞を用いた実験を行

った。Ca2+シグナルの発生には、細胞外から

細胞質に Ca2+を流入させる様々な Ca2+チャネ

ルに加えて、細胞内ストアから Ca2+を放出す

るチャネルであるイノシトール 1,4,5-三リ

ン酸（IP3）受容体が関与する。特に非興奮性

細胞における Ca2+応答では、IP3受容体を介す

図１ラット耳下腺導管細胞の細胞容積増大 



る Ca2+放出が重要な役割を担っている。我々

は、以前から IP3 をリアルタイムで計測でき

る蛍光プローブ	
 LIBRA を開発し、その改良を

行ってきた。本研究では、その改良型 IP3 プ

ローブ	
 LIBRAvIISを発現させたHSY-EA1細胞

にfura-2を取り込ませて[IP3]iと[Ca
2+]iの変

化を同時に解析した。	
 

	
 HSY-EA1 細胞をムスカリン受容体やプリン

受容体アゴニストで刺激すると、Ca2+オシレ

ーションが発生し、それに伴って明らかなIP3

振動が観察された（図 2）。この時の IP3スパ

イクの大きさは 50-150nM 程度で、スパイク

頻度が小さい時ほど明確な IP3振動が観察さ

れた。この IP3振動は Ca
2+オシレーションの

結果であって、Ca2+オシレーションの発生に

必須では無いと考えられるが、なんらかの補

助的な役割があると推測される。	
 

	
 上記の研究手法を使って、ラット唾液腺導

管の Ca2+オシレーションの発生機構の解析す

るために、蛍光タンパク質発現ウイルスベク

ターを作成した。このベクターを顎下腺開口

部から逆行性に注入し、蛍光タンパク質を発

現させることに成功した。しかし、この方法

では唾液腺腺房細胞への発現が多く、導管細

胞の解析には適さないことがわかった。また

従来の細胞膜局在型 IP3分子センサーを細胞

質型に改変し、それを精製して唾液腺細胞へ

の導入を試みた。しかし、これまでに試みた

導入法では細胞に対するダメージが大きく

測定ができなかった。今後、唾液腺導管細胞

の Ca2+オシレーションと IP3動態の解明のた

めに、より高感度な IP3センサーと唾液腺導

管を標的にした遺伝子導入法の確立が必要

である。	
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