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研究成果の概要（和文）：　アデノウイルスやレンチウイルスベクターを用いてCa2+バイオセンサー並びにcAMP
バイオセンサーをラット顎下腺に発現させ、顎下腺細胞におけるCa2+シグナルとcAMPシグナルのライブイメージ
ングに成功した。
　ムスカリン受容体アゴニストのピロカルピンの前投与により、唾液分泌量並びにアミラーゼ分泌量が増加し
た。さらに、ピロカルピン刺激により唾液腺及び脳における遺伝子発現の顕著な変化が認められた。このことか
ら、ピロカルピンはムスカリン受容体活性化を介して、遺伝子発現と水及びタンパク質分泌を調節する可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）： We succeeded in expressing the Ca2+ or cAMP biosensors in rat submandibular
 glands (SMG) by retrograde ductal injection of viral vectors such as adenovirus and lentivirus, and
 monitoring Ca2+ or cAMP responses. 
 We examined the effects of preadministration of pilocarpine (Pilo), which is known to be a 
muscarinic agonist and a therapeutic drug of Sjogren syndrome, in saliva secretion and gene 
expression. Preadministration of Pilo increased in the amount of saliva induced by Pilo compared to 
control untreated rat. Comprehensive analyses of gene expression in rat SMG and brain were 
performed. As the results, in Pilo-preadministrated rat, about 120 genes in the SMG and 60 genes in 
the brain were up-regulated or down-regulated remarkably (> 2 fold) compared to control rat. These 
results suggest that Pilo enhanced salivary secretion and gene expression through activation of 
muscarinic receptor in the SMG and the brain.

研究分野： 歯科薬理学

キーワード： 唾液腺　唾液分泌　アミラーゼ分泌　ウイルスベクター　カルシウムセンサー　cAMPセンサー　ピロカ
ルピン　遺伝子発現
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１． 研究開始当初の背景 
(1)唾液の水成分とタンパク質成分(アミラ
ーゼやムチン等)とは腺房細胞における分泌
様式が異なる；すなわちムスカリン受容体刺
激による細胞内 Ca2+上昇を介して水やイオン
が分泌されるのに対し、タンパク質成分の開
口分泌は主にβアドレナリン受容体刺激に
よる cAMP 上昇を介して起こると考えられて
いる。 
 開口分泌のメカニズムが最もよく研究さ
れている神経や、同じ外分泌腺である膵臓な
ど他の組織・器官と同様に、唾液腺の開口分
泌もSNAREタンパクが必須であると考えられ
ている。しかし他のほとんどの SNARE 依存性
開口分泌が Ca2+要求性であるのに対して、唾
液腺のアミラーゼ分泌ではこれまでの研究
で Ca2+上昇はほとんど観察されていない。 
 
(2)Ca2+依存性開口分泌において、cAMP−PKA
を介した SNARE 調節タンパクや PKCなどのリ
ン酸化により、開口分泌が調節されている事
が知られている。唾液腺細胞でも、我々は PKA
を介する IP3 受容体リン酸化による感受性増
加が Ca2+応答を増強する事を報告した。また、
静止状態程度のわずかな Ca2+と cAMP が協調
して唾液腺の開口分泌を制御している事が
示唆されている。しかし、これまで唾液腺細
胞の開口分泌における Ca2+や cAMP シグナル
変化を直接リアルタイムに測定する研究は
困難であったため、このモデルは実証されて
いない。 
 
(3)最近我々は、ラットの顎下腺開口部から
のアデノウイルスの逆行性注入法により、
Ca2+流入調節分子(Stim1)や超高感度 Ca2+セン
サー(YC-Nano50)を唾液腺に発現させ、唾液
腺における Ca2+応答の測定に成功した。これ
により、分泌時の Ca2+応答をリアルタイムで
モニターすることができるようになった。 
 
２． 研究の目的 
 本研究は、刺激による Ca2+および cAMP 動態、
さらにSNAREの動態を同時にリアルタイムに
可視化することにより、唾液腺の開口分泌に
おける Ca2+、cAMP および SNARE の役割を明ら
かにすることを目的とする。そのため、動物
の唾液腺に Ca2+センサーおよび cAMP センサ
ー、SNARE タンパクを発現させ、単離唾液腺
細胞を用いて Ca2+および cAMP の動態を、
SNARE タンパクの動態などと同時にリアルタ
イムにモニターする。さらに動物個体を用い
て生きた動物の唾液腺の開口分泌における
Ca2+やcAMPシグナルとSNAREとの関係を明ら
かにする。 
 
３． 研究の方法 
(1)Ca2+センサーおよび cAMP センサー発現ウ
イルスベクターの作製 
Ca2+バイオセンサーの YC-Nano50, G-GECO, 

R-GECO および cAMP バイオセンサーの Nano- 

Lantern-cAMP 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、アデノ随伴ウイルス（AAV）
およびレンチウイルスベクターに組み込ん
だ。アデノウイルスベクター、AAV ベクター
及びレンチウイルスベクター作製には、それ
ぞ れ ViraPower Adenoviral Expression 
System (Invitrogen)、AAV-DJ Helper Free 
Expression System （ Cell Biolabs ）、
ViraPower HiPerform Lentiviral Gateway 
Expression Kit（Invitrogen）を用いた。各
ウイルスベクターを増殖専用細胞に導入し、
培養上清や細胞内容物を回収することによ
りウイルス粒子を調製した。YC-Nano50, 
G-GECO, R-GECO, Nano-Lantern-cAMP プラス
ミドは大阪大学の永井健治教授より供与さ
れた。 
 
(2)Ca2+および cAMP センサーの発現とライブ
イメージング 
①ウイルスベクターの in vivo 遺伝子導入 
 Wistar系雄性ラット(10-16週齢)をケタミ
ン(50 mg/kg)＋キシラジン(6.7 mg/kg)で麻
酔し、実体顕微鏡下でラットの顎下腺開口部
にチューブを挿入した。そのチューブにシリ
ンジを装着し、調製したウイルス粒子を含ん
だ上清 50-100 μl を逆行性に注入した。 
 
②ウイルスベクター導入による Ca2+センサー
の培養細胞への発現 
HSY-EA1（ヒト耳下腺導管由来）, A5（ラ

ット顎下腺導管由来）細胞をガラスチャンバ
ー上で培養し、ウイルス溶液を培地に加えて
導入した。さらにセルソーター（FACS-Area）
を用いて発現細胞を分離して培養し、これら
の恒常発現細胞を作製した。発現解析は、多
光子レーザー顕微鏡 (Radiance 2100MP, 
Zeiss)を用いて行った。 
 
③単離顎下腺細胞における cAMP シグナルの
リアルタイムモニター 
 Nano-Lantern-cAMP 発現顎下腺から酵素処
理により単離顎下腺腺房細胞を調製し、ガラ
スチャンバーに貼り付けた。このチャンバー
を発光シグナル刺激装置にセットした（図
1A）。発光基質の 20-50μMセレンテラジンｈ
（和光）溶液でチャンバー内を置換し、セレ
ンテラジンｈを含む各アゴニスト溶液を加
えて発光シグナル応答を測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 発光シグナル刺激装置(A)と培養細胞保温

装置(B) 
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④培養細胞における長時間 Ca2+イメージング 
倒立顕微鏡に培養細胞保温装置をセット

し（図 1B）、408nm の励起光による 480 nm お
よび 535 nm の蛍光比(ratio)を測定し、
AQUACOSMOS ソフトウエア（浜松ホトニクス）
により、培養下における自発的 Ca2+応答をモ
ニターした。 
 
⑤in vivo Ca2+イメージング 
 in vivo Ca2+イメージングは、Multizoom 
AZ100 正立顕微鏡（ニコン）と AQUACOSMOS 
/ASHURA システムを用いて行われた。
YC-Nano50 アデノウイルスを注入したラット
をウレタンあるいはケタミン＋キシラジン
で麻酔後、開胸して顎下腺を露出させた。ア
セチルコリンの静脈内投与による YC-Nano50
の蛍光変化を cooled 3CCD カメラで検出した。 
 
(3)唾液分泌測定 
①全唾液量測定 
ケタミンとキシラジンの混合液の筋肉注

射により麻酔したラット（9 週齢）の口腔内
に綿球を挿入し、ピロカルピンの腹腔内投与
により分泌された全唾液量を綿球法により
測定した。その 1週間後（10 週齢）に、麻酔
下でピロカルピンの腹腔内投与による分泌
唾液量を測定した。 
 
②リアルタイム唾液分泌測定 
 ラットを麻酔し、アセ 
チルコリンの持続的静脈 
内投与による顎下腺から 
の唾液分泌を、顎下腺開 
口部に挿入した微小圧力 
センサー（図 2）により 
リアルタイムで測定した。 
 
③アミラーゼ活性の測定 
 分泌された唾液中のアミラーゼ量を
Bernfeld の方法により測定した。 
 
(4)遺伝子発現解析 
 ラットの顎下腺及び脳組織から抽出した
total RNA を用いて遺伝子発現の網羅的解析
を行い、その結果をRT-PCRおよび定量RT-PCR
で確認した。遺伝子発現の網羅的解析はアプ
ロサイエンス社に委託した。 
 
４．研究成果 
(1)唾液腺における in vivo Ca2+イメージング 
 アデノウイルスベクターを顎下腺開口部
から逆行性に注入し、YC-Nano50 をラット顎
下腺に発現させ、in vivo で Ca2+応答を解析
した。アセチルコリンの静脈内投与による
Ca2+応答はアセチルコリンの濃度依存的に増
加した。開口分泌を起こすイソプレナリン刺
激による Ca2+応答は、現在のシステムでは観
察できなかった。 
 

(2)唾液腺細胞における cAMP シグナル解析 
 発光 cAMP バイオセンサー 
（Nano-Lantern-cAMP）発現 
単離顎下腺腺房細胞をイソ 
プレナリンで刺激すると、 
cAMP シグナルの上昇が認め 
られ、唾液腺細胞における 
cAMP シグナルのリアルタイ 
ム解析に初めて成功した 
(図 3)。 
 
 
 
(3)AAV による Ca2+センサー発現と Ca2+応答 
①発現の効率とタイムコース 
 AAV を用いて HSY 細胞に YC-Nano50 を発現
させ、その発現効率とタイムコースを蛍光強
度を指標に解析した。AAVDJ（109-1011/ml）ウ
イルスのコピー数依存的に発現量および発
現細胞数が増加した。AAVDJ の 1011/ml とアデ
ノウイルス(Ad)の 108/ml 導入時の蛍光強度
が同等であったことから、AAVDJ は Ad の約
1/1000 の導入効率であった（図 4A）。AAVDJ
と Ad 導入による YC-Nano50 の発現は共に 3
日で最大になり、5 日で減少した（図 4A）。
ウェスタンブロット解析により、Adが 5日目
には1日目の70％に減少したのに対し、AAVDJ
は 5 日目と 1 日目の発現量が同等であった
（図 4B,C）。この結果から、AAV は Ad より長
期発現実験に適していることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②細胞培養時の長時間 Ca2+イメージング 
 YC-Nano50 恒常発現細胞を用いて長時間
Ca2+イメージングを行った。無刺激下での自
発的な Ca2+オシレーションが観察され、この
オシレーションは La3+の添加により抑制され
た(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)レンチウイルスによる遺伝子導入 
 レンチウイルスを用いて HSY 細胞に

図 2 唾液分泌のリアル
タイムモニタリング 

FISO 圧力センサー 

図 3 イソプレナリ
ン(Iso)刺激による
cAMP シグナルの
経時変化 

図 5 培養条件下での自発的 Ca2+オシレーション 

図 4 AAVDJ 及び Ad の導入
による YC-Nano50 の発現 
(A)YC-Nano50 蛍光変化 
(B,C)YC-Nano50 のタンパク
発現量変化 

A B 

C 



YC-nano50 や R-GECO を発現させると、導入
3-12 日まで発現細胞数が増加した。さらにレ
ンチウイルスをラット顎下腺開口部から逆
行性に注入し、YC-Nano50 を発現させ、刺激
による Ca2+応答を測定すると、注入 5 か月後
でも Ca2+シグナルの上昇が観察された。これ
により、レンチウイルスを用いた顎下腺への
長期的遺伝子発現実験が可能であることが
示された。 
 
(5)ピロカルピン前投与による唾液分泌亢進 
①唾液分泌量の増加 
 ピロカルピン刺激による唾液分泌量を測
定し、その 1週間後に再度ピロカルピン投与
による分泌量を測定すると、2 回目の分泌量
が増加していた（図 6A）。この分泌量は、同
じ週令（10 週令）における分泌量と比較して
も、有意に増加していた。（図 6B）。分泌の増
加は、前投与 1日でも観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②アミラーゼ分泌量解析 
 ピロカルピンの前投与による唾液分泌量
の増加に伴い唾液中のアミラーゼ活性も増
加したが（図 7A）、唾液 1ml 当たりのアミラ
ーゼ活性はピロカルピンの前投与により変
化しなかった（図 7B）。これにより、ムスカ
リン受容体アゴニストのピロカルピンが水
分泌と共に開口分泌を促進する可能性が考
えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ピロカルピン前投与による感受性の亢進 
 顎下腺の Ca2+イメージングの結果、ピロカ
ルピン前投与群では低濃度のアセチルコリ
ン刺激による Ca2+応答の増加傾向が観察され
た(図 8A, B)。 
 顎下腺からの唾液分泌のリアルタイム測
定の結果、非前投与群に比べてピロカルピン
前投与群で、より低濃度のアセチルコリン刺
激による唾液分泌の増加が観察され、分泌パ
ターンも異なっていた（図 8C, D）。 
 
④遺伝子発現変化解析 
 ピロカルピンの長期作用には唾液腺や中

枢神経における遺伝子発現の変化を介する
ことが考えられたことから、遺伝子発現の網
羅的解析を行った。その結果、解析遺伝子
10000 以上の中で、顎下腺組織で約 120 遺伝
子、脳組織でも 50 遺伝子の顕著な発現変化
が見られた。網羅的解析の結果を数種の遺伝
子で RT-PCR および定量 PCR による網羅的解
析結果を確認した（図 9）。この結果から、ピ
ロカルピン投与により、唾液腺細胞および脳
の神経細胞で遺伝子発現変化が起こり、唾液
の水分泌並びにタンパク質分泌亢進をもた
らす可能性が示唆された。 
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