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研究成果の概要（和文）：本研究は、生きた動物において、唾液腺のCa2+応答はどのように変化し、唾液分泌に関わる
のかを明らかにすることを目的とした。
　ラットの顎下腺に蛍光Ca2+センサーを導入し、唾液分泌刺激薬を投与すると腺全体に細胞内Ca2+濃度上昇が観察され
、Ca2+応答の時間・空間的変化は薬物ごとに異なることが明らかになった。薬物によるCa2+応答と唾液分泌を同時測定
すると、低濃度ではCa2+応答より遅れて分泌が起こり、Ca2+応答と分泌に時間差があることが明らかになった。またCa
2+流入を増強させる分子の強制発現は、受容体刺激によるCa2+応答を増強させることから、分泌機能改善に有用である
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the relationships between Ca2+ responses and salivary secretion in 
living animals, we measured Ca2+ responses in the rat submandibular gland (SMG) and salivary secretion fro
m the SMG in real-time. First, we measured sialogogue-induced Ca2+ responses and salivary secretions. Admi
nistration of various agonist induced increase in intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) throughout th
e Ca2+ sensor-expressed SMG. In addition, acetylcholine frequently shows Ca2+ oscillations in whole gland.
 We found that there is the difference among the agonist-induced spatio-temporal changes in [Ca2+]i in liv
ing animals. When salivary secretions were measured with Ca2+ responses using the micro pressure sensor, s
ecretions occurred with a delay from the increase in the [Ca2+]i. The expression of Stim1, which is essent
ial for the activation of Ca2+ entry, increased agonist-induced Ca2+ responses in SMG cells, therefore it 
may be a suitable gene therapy strategy for dry mouth in the future.
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１．研究開始当初の背景 
 唾液腺は、腺房細胞と唾液の輸送路となる
導管細胞から構成される。腺房細胞では、イ
オンチャネルや共輸送体の働きにより電解
質と水が分泌される。この電解質と水分泌は、
主にムスカリン受容体を介したイノシトー
ル三リン酸（IP3）依存性の Ca2+応答によって
調節される。 
 これまでに、唾液腺細胞の Ca2+応答は、受
容体刺激により腺腔側から上昇した[Ca2+]i

が基底膜へと伝播する Ca2+ウェーブや、腺腔
側で[Ca2+]i が規則正しく上昇と下降を繰り
返す Ca2+オシレーションといった特徴的な
Ca2+応答を起こすことや、導管に自発的な Ca2+

オシレーションを起こす細胞が存在するこ
とが明らかにされてきた。 
 また、腺房細胞ではIP3産生を介した[Ca2+]i

上昇が cAMP 系の作用により増強されること
や、腺房と導管細胞では、アゴニストに対す
る感受性が大きく異なり、導管細胞に、腺房
細胞にはない cAMP 産生系を介した Ca2+放出
経路が存在することが明らかになっている。 
 これらの Ca2+応答の時間・空間的変化や細
胞内情報伝達機構は生体内の唾液腺で起こ
るのか？また、唾液腺の Ca2+応答は唾液分泌
にどのような影響を与えるのか？これらを
実際に調べた研究は現在行われていない。さ
らに、アゴニストによる[Ca2+]i上昇の大きさ
と唾液分泌量が必ずしも一致しない場合が
ある。この矛盾がどのような機序により起こ
るのか調べるには、単離細胞の実験では限界
があった。 
 近年、イメージング技術の進歩により、生
きた動物の組織内の Ca2+応答の可視化が可能
となり、脳内の神経細胞における Ca2+応答の
in vivo イメージングが行われるようになっ
た。この技術を唾液腺組織へ応用により生き
た動物で唾液腺の Ca2+応答の解析が可能にな
るのではないかと考え、本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、生きた動物において、唾液腺の
Ca2+応答はどのように変化し、唾液分泌に関わ
っているのかを明らかにすることを目的とし、
以下の実験を行った。 
（１）ラット顎下腺開口部から逆行性に Ca2+

蛍光センサーを導入し、アゴニストの投与に
よる顎下腺の細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）変化
の in vivo イメージングを行う。顎下腺開口
部にカニューレを挿入し、アゴニストによる
唾液分泌量変化を Ca2+イメージングと同時に
測定する。 

（２）Ca2+応答に関与するタンパク質を過剰発
現あるいはノックダウンさせ、それが Ca2+応
答と唾液分泌に与える影響を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）ラット顎下腺における Ca2+応答の in 
vivoイメージング 
 麻酔したラットの顎下腺開口部にカニュ
ーレを挿入し、Ca2+蛍光指示薬の fura-2/AM
あるいは超高感度 Ca2+蛍光バイオセンサー
（YC-Nano50）発現アデノウイルスベクター
を逆行性に注入した。顎下腺の Ca2+応答は、
正立顕微鏡に取り付けた高感度 3CCD カメラ
付きイメージングシステム（AQUACOSMOS）を
用いて fura-2 あるいは YC-Nano50 の蛍光強
度変化を測定した。測定はマクロズームレン
ズ（x1）を使い、顎下腺全体の Ca2+応答を可
視化した。薬物は、腹腔内投与あるいは大腿
静脈に挿入したカニューレより持続的に注
入した。 
①分泌刺激薬による顎下腺 Ca2+応答の in 
vivoイメージング：ムスカリン受容体やアド
レナリン受容体などのアゴニストを腹腔内
あるいは静脈内に投与し、その Ca2+応答をイ
メージングした。 
②各種拮抗薬、阻害薬の顎下腺 Ca2+応答に対
する影響：受容体拮抗薬、神経節遮断薬およ
び酵素阻害薬を前処理した後、薬物による顎
下腺の Ca2+の応答をイメージングした。 
 
（２）ラット顎下腺における唾液分泌のリア
ルタイムモニタ― 
 麻酔したラットの顎下腺開口部に挿入した
カニューレに測定用の微小圧力センサーを設
置し、変化する圧力を測定した。この手法に
より、Ca2+応答で用いた分泌刺激薬や、その作
用に対する受容体拮抗薬や阻害薬の影響を検
討した。 
 
（３）顎下腺の Ca2+応答あるいは唾液分泌に
関与するタンパク質の同定とその機能解析 
 Ca2+応答に関与するタンパク質（受容体、
細胞内センサー分子、チャネル、酵素など）
を強制発現するアデノウイルスベクターを
作製し、顎下腺に導入する。標的タンパク質
の強制発現が唾液腺細胞の Ca2+応答にどのよ
うな影響を与えるのかを、単離細胞を用いて
検討した。 
①蛍光タンパク質発現ウイルスベクターの
作成と標的遺伝子の顎下腺細胞への導入：
GFP などの蛍光タンパク質標識分子の発現プ
ラスミドから融合タンパク質をコードする



cDNA 部分を切り出し、アデノウイルスベクタ
ーに組み込んだ。 
②標的タンパク質の強制発現した単離細胞
の Ca2+応答の解析：倒立顕微鏡に取り付けた
高感度CCDカメラ付きイメージングシステム
（ARUGS HiSCA）を用いて fura-2 の蛍光強度
変化を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）ラット顎下腺における Ca2+応答の in 
vivoイメージング 
 ラット顎下腺に有機系 Ca2+センサー、
fura-2 を導入し、アセチルコリン（ACh）に
よる Ca2+応答の測定に成功した。しかし
fura-2 は細胞外への漏出や細胞内小器官へ
の再分布を起こし、長時間の実験には使用で
きなかった。 
 そこで、蛍光タンパク質を利用した
YC-Nano50（Ca2+に対する親和性：Kd=50 nM）
を用いて実験を行った。YC-Nano50 発現ベク
ターを顎下腺に逆行性に注入すると顎下腺
で蛍光が観察され、舌下腺には蛍光は観察さ
れなかった。YC-Nano50 は主に腺房細胞に発
現していた。YC-Nano50 を顎下腺に導入した
ラットの腹腔内にベタネコール（Bet)を投与
すると大きな YC-Nano50 の蛍光比（Ratio）
上昇が観察され、この反応は 30 分以上持続
した（図１）。 
 また唾液腺細胞に小さな Ca2+応答を起こす
ピロカルピン（Pilo）の投与でも小さな[Ca2+]i

を検出できた。YC-Nano50 を用いることで、
低濃度の[Ca2+]i 変化の検出と長時間測定が
可能となった。 
 

 
図１）蛍光 Ca2+センサー（YC-Nano50）を用い
た顎下腺 Ca2+応答の測定。 

A：顎下腺細胞に発現した YC-Nano50。B およ
び C ： YC-Nano50 を 用 い た 顎 下 腺 の
Ratio([Ca2+]i）変化。Bet（10 mg/kg）と Pilo
（3 mg/kg）を腹腔内に投与した。 
 
 この方法を用いて、薬物の静脈内投与によ
る顎下線の Ca2+応答のイメージングを行った。
ACh を静脈内に投与すると顎下腺全体に大き
な[Ca2+]i上昇が観察された。ACh では顎下腺
で同期した Ca2+オシレーションがしばしば観
察された（図２）。この Ca2+応答は投与速度に
依存して上昇し、投与を止めると速やかに安
静時レベルまで低下した。またアドレナリン
(AD）、サブスタンス P（SP）およびイソプレ
ナリン(ISO）を静脈内に投与すると ISO を除
いた全ての薬物で腺全体に Ca2+応答が観察さ
れた。AD や SP では Ca2+オシレーションは観
察されず、これらの結果は、顎下腺の Ca2+応
答の時間・空間的変化が薬物によって異なる
ことを示す初めての成果である。 
 

 
図２）蛍光 Ca2+センサーYC-Nano50 を用いた
顎下腺 Ca2+応答の in vivoイメージング。 
Aおよび B:ラットの顎下腺に YC-Nano50 を発
現させ、この動物に ACh（10 mM）を 12 µl/
分の速度で持続注入した時の Ca2+応答。（A）
刺激前、(B）ACh 投与後の Ratio 画像を示す。
C：YC-Nano50 の発現した顎下腺における ACh
と AD による Ca2+応答の時間変化。ACh（10 mM, 
12 µl/分）と AD（10 mM, 18 µl/分）の速度
で静脈内に持続投与した。 
 



（２）ラット顎下腺における唾液分泌のリア
ルタイムモニタ― 
 ACh による Ca2+応答と唾液分泌との関係を
明らかにするため、顎下線の Ca2+応答と唾液
分泌の同時測定を行った。 
 FISO 微小圧力センサーは、カニューレ内の
流速を圧力として感知し、最低感度が 50 nl/
秒の微量な変化を捉えることが可能で、これ
を応用して顎下腺からの分泌量変化を開口
部に挿入したカニューレ内で測定した。 
 ACh の静脈内投与により、投与速度に依存
して唾液分泌速度は増大し、最大の[Ca2+]i上
昇を起こす濃度で約 600 nl/秒の分泌速度に
達した。興味深いことに、低濃度刺激のとき
Ca2+応答に続いて分泌が起こり、これらの反
応に時間差があることが明らかになった（図
３）。この時間差は薬物投与速度の増大とと
もに消失した。 
また ACh の Ca2+応答と唾液分泌は抗コリン薬
のアトロピンで抑制され、神経節遮断薬のヘ
キサメトニウムでは抑制されなかった。 
 これらの結果は、顎下腺において ACh によ
る Ca2+応答と唾液分泌には、神経節の興奮は
大きくないこと、また Ca2+応答と分泌には、
その後のイオン濃度変動が関わっている可
能性が示唆された。これは Ca2+応答と分泌同
時に測定することで初めて得られた知見で
ある。 
  

 
図３）顎下腺 Ca2+応答 と唾液分泌の同時測定 
変化。ACh（10 mM, 投与速度 6および 36 µl/
分）刺激よる Ca2+応答（赤線）と唾液分泌速
度変化（青線）。ヘキサメトニウム（20 mg/kg）
は腹腔内に投与した。 
 
（３）顎下腺の Ca2+応答あるいは唾液分泌に
関与するタンパク質の機能解析 
 Ca2+流入に関与する Stim1 を顎下腺腺房細
胞に強制発現させたときの、受容体刺激によ
る Ca2+応答に対する影響を調べた。 
Stim１発現ベクターを顎下腺に逆行性に注
入し、この分子を強制発現させた。この顎下
腺を酵素処理し単離腺房細胞を調製し、その

Ca2+応答をイメージングで解析した。Stim1
の強制発現した細胞をカルバコール（CCh）
で刺激すると、細胞内ストアからの Ca2+放出
は、Stim1 の発現していない細胞と比べ有意
に高く、さらに Ca2+流入は約 1.7 倍高かった
（図４）。この結果は Stim1 分子の強制発現
により、受容体刺激を介した Ca2+応答が増強
されたことを示し、この分子を強制発現させ
ることで腺房細胞からの分泌を増大するこ
とが出来ることを示唆している。このような
分子の発現量を調節することで口腔乾燥症
状の改善の新しい治療法へ利用が期待され
た。 
 

 
図４）Stim1 を強制発現させた細胞と非発現
細胞における受容体刺激を介した Ca2+応答の
比較 
A: Stim1発現ベクターを注入した顎下腺から
酵素処理により単離した細胞に fura-2 を取
り込ませ CCh 刺激したときの Ca2+応答のイメ
ージング。（a）Stim1 発現細胞（赤）を示す。
B:CCh による Stim1 発現細胞（赤）、非発現細
胞（黒）の Ca2+応答の経時変化。 
 
（４）まとめ 
 本研究では、Ca2+応答と唾液分泌との関係
を解析するため生きた動物の唾液腺、顎下腺
における[Ca2+]i 変化と分泌の同時測定法を
確立し、検討を行った。 
 その結果、①顎下腺の Ca2+応答は分泌刺激
薬によって異なった時間・空間的変化を起こ
すことを初めて明らかにした。②ACh による
Ca2+応答と分泌の同時測定により、低濃度刺
激では、Ca2+応答に遅れて分泌が起こること
が明らかとなった。さらに ACh では、Ca2+応



答と分泌に神経節の興奮の関与は少ない可
能性が示唆された。③Ca2+応答を増強させる
分子は、強制発現させることで細胞レベルで
の Ca2+応答を有意に増強した。 
 YC-Nano50 を用いた顎下腺 Ca2+応答の生体
イメージングは、分泌と Ca2+応答との関係を
知る極めて有効なツールであり、今後、この
手法を用いた方法で臓器レベルから細胞レ
ベルへ移行することで、唾液分泌機構に関し
て、これまでの結果を生体での応答として確
かめるだけでなく、今まで予想できなかった
新たな発見につながることが期待される。 
 また、Ca2+応答に関与する分子の強制発現
やノックダウン手法は、口腔乾燥症状の改善
に有効な新しい治療法として期待される。さ
らに本研究で確立した生体イメージング法
は、治療に用いられる分子のスクリーニング
に使用できるものと考え、さらに検討を加え
る予定である。 
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