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研究成果の概要（和文）：本研究では、唾液腺細胞にCa2+センサー遺伝子を発現させたラットを使ったin vivo 
Ca2+イメージング解析技術を低侵襲的で長期間の解析ができる実験系に発展させることを目的とする。発現ベク
ターとしてアデノ随伴ウイルス・ベクター（AAV）およびレンチウイルス・ベクター（LVV）を使って、
YC-Nano50, G-GECO, GCaMPなどのCa2+センサー遺伝子を唾液腺に導入し、１ヶ月以上の長期発現に成功した。ま
た低侵襲的イメージング用の光ファイバー・システムを用い、GCaMPを発現させたラット唾液腺におけるCa2+ 
waveのin vivo Ca2+イメージング観察に成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is the development of low invasive and long term 
methods for in vivo Ca2+ imaging studies using genetically encoded Ca2+ indicators (GECI) in rat 
salivary glands. We used adeno associated virus and lentivirus for the long term expressions of 
GECI, such as YC-Nano50, G-GECO, GCaMP, and succeeded in expression of these molecules more than one
 month. We also used fiber imaging systems for low invasive imaging, and succeeded in the 
observation of Ca2+ wave in GCamP-expressing salivary acinar cells in in vivo Ca2+ imaging.

研究分野： 薬理学

キーワード： 唾液腺　in vivo　蛍光　カルシウム　遺伝子　ウイルス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
In vivo Ca2+イメージング技術に、微小圧力センサーを使ったリルタイム唾液分泌測定法や、レーザースペック
ル血流計を使った血流イメージング法を組合わせる事によって、アセチルコリン刺激による唾液分泌における唾
液腺腺房細胞のCa2+応答と血流の関係を解析することが可能になった。光ファイバー・システムを導入すること
によって、神経刺激や感覚刺激などの生理的な刺激による唾液分泌とCa2+応答の解析が可能になると期待され
る。また長期期間のストレスや薬物投与による唾液分泌障害や、唾液腺の再生や機能回復に伴うCa2+応答の変化
の解析には、長期間のCa2+イメージング観察が有用になると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

唾液腺の水・電解質分泌は細胞内 Ca2+濃度の上昇によるイオンチャネルの活性化がトリガーとな

ることから、腺房細胞の Ca2+シグナルが精力的に調べられてきた。特に我々は、蛍光色素を使っ

たライブイメージング解析によって、腺房細胞の腺腔側で起こる Ca2+オシレーションや腺腔側か

ら全体へ広がる Ca2+ウェーブと言った反応を明らかにしてきた。 

これまで我々が行ってきた細胞レベルのライブイメージングを個体レベルの解析に発展させす

るために、顎下腺開口部からのアデノウイルスベクター注入によって、生きたラットの顎下腺腺

房細胞に遺伝子を発現させる方法を確立した。さらに、この遺伝子導入法を用いて、ラット顎下

腺腺房細胞に Ca2+センサー (YC-Nano 50) 遺伝子を発現させ、生きたラットにおいて、唾液腺 Ca2+

シグナルを可視化する『in vivo Ca2+イメージング』を初めて成功させた。 

この in vivo Ca2+イメージングと微小圧力センサーを使って唾液腺分泌のリアルタイム計測、及

びレーザースペックル血流計を使ったイメージング解析によって、唾液分泌過程における唾液腺

の Ca2+応答と血流の直接的解析が可能になった。 

これらの技術を使った研究において、唾液腺組織全体で同調した Ca2+オシレーションと言う従来

技術では予想し得なかった現象が捉えられている。このオシレーションの発生にはアンジオテン

シン II 受容体やトロンボキサン A2 受容体を介する血管収縮が関与することが示唆されており、

個体レベルの唾液分泌の調節における自律神経系以外の生理活性物質の重要性が明らかになり

つつあった。 

 

２．研究の目的 

In vivo Ca2+イメージング解析は、唾液腺の生理機能の解析のみならず、唾液腺の病態や機能再

生の研究を大きく進展させる結果をもたらすことが期待される。それを実現するために、低侵襲

的で長期間の in vivo Ca2+解析ができる実験系の確立を本研究の第１の目的である。アデノウイ

ルスによる一過性の遺伝子発現を使った現在の方法で解析ができるのは約５日間である。１ヶ月

以上の長い時間経過で進行する病態や再生の過程の解析には、持続的な遺伝子発現が必要である。

本研究では、長期間の遺伝子発現を実現するために、アデノ随伴ウイルスやレンチウイルスを使

ったイメージング法を確立する。さらに皮膚の透明化やファイバー型のイメージングシステムを

使った低侵襲的イメージング法の確立を目的とする。 

本研究の第２の目的は、上記の方法をつかって唾液腺の機能亢進の実現に必要な基礎データを蓄

積することである。我々が発見した唾液腺の腺房レベルで同調する Ca2+オシレーションを指標に

して、唾液腺の代償性肥大やムスカリン受容体作動薬を利用して唾液腺機能を高めることができ

る可能性を見出している。本研究では、これらの知見を唾液腺の機能再生に発展させるための基

盤を構築する。 

 

３．研究の方法 

1) Ca2+シグナルのイメージング解析：Ca2+センサー（YC-Nano50、G-GECO, R-GECO）遺伝子をアデ

ノ随伴ウイルス・ベクター（AAV）およびレンチウイルス・ベクター（LVV）に挿入し、Ca2+セン

サー発現ウイルスを作製した。同様にして、G-GECO, R-GECO, GCaMP を発現するウイルスベクタ

ーを作成した。これらのウイルスを使って、唾液腺由来培養細胞株（HSY-EA1 細胞株）に Ca2+セ

ンサーを発現させ、その作用を比較した。さらにこれらのウイルスベクターの唾液腺の導管から

の注入あるいは注射による直接投与によって、ラット顎下腺あるいはラット耳下腺に Ca2+センサ

ー遺伝子を発現させ実験に用いた。 

2) 血流のイメージング解析：レーザースペックル血流計は、血管を流れる赤血球の動きから血

流のイメージング解析する技術である。この技術を使って、Ca2+と血流に加えて、微小圧力計を

つかった唾液分泌の同時解析を行った。 

3) 自家蛍光イメージングによる形態解析：自家蛍光は細胞に多く含まれるフラビンなどの色素

に由来する蛍光であり、通常の蛍光イメージングではノイズとして、蛍光タンパク質のイメージ

ングの質を低下させる要因となる。しかし、無染色で組織を可視化出来ると言う利点を生かすこ

とによって、様々な組織の可視化が可能になる。本研究では、共焦点レーザー顕微鏡を使った自

家蛍光のイメージングによるノンラベル・イメージング法を確立した。 

4) 組織透明化法は、切片を作らずに組織の 3次元構造解析ができる技術として注目されている。

この組織透では、組織をホルマリン等で固定する必要があるため、ライブイメージングへの利用

は行われてこなかった。我々は、加熱や超音波処理を使って、通常は 1日以上を要する透明化の



時間を 5分程度に短縮する「超高速透明化法」を開発した。さらにこの方法を使って、皮膚を透

明化することに成功した。これによって、生きた動物の皮膚の透明化による低侵襲性イメージン

グの技術的基盤が確立した。 

5) 唾液腺機能亢進のしくみを明らかにするために、導管結紮をした反対側の顎下腺や、ピロカ

ルピンを投与下ラットから摘出した唾液腺から mRNA を抽出し、合成した cDNA を使って次世代シ

ーケンサーを使った網羅的遺伝子発現解析を行った。さらにその結果に基づいてた RT-PCR や定

量 PCR によって、唾液腺機能亢進に関与する遺伝子を同定した。またこれらの組織を使って、細

胞増殖マーカである PCNA の免疫染色による解析を行った。 

 

 

４．研究成果 

本研究の目的は、アデノウイルスを使った遺伝子導入による in vivo Ca2+ イメージングを発展さ

せて唾液腺の Ca2+応答を長期間観察できる低侵襲的な in vivo 解析法を確立することである。口

腔乾燥症の進行、薬物治療による唾液腺機能の回復、代償性肥大などによる唾液腺の機能亢進な

ど１ヶ月以上の長い時間経過で進行する病態や再生の過程の解析には、持続的な遺伝子発現が必

要である。また唾液腺由来の細胞に遺伝子を導入した機能的な細胞株は、再生研究などの有用な

ツールとなる。さらに侵襲性が低い in vivo イメージング技術によって、意識レベルが保たれた

状態を必要とする味覚などの口腔感覚による生理的な唾液分泌の調節機構の解析が可能になる。

本研究は、このような研究に必要な技術的基盤の確立を行った。 

 

1)ウイルスベクターを使った長期イメージング法の開発 

長期間イメージングを実現するために、Ca2+センサー（YC-Nano50）遺伝子をアデノ随伴ウイルス・

ベクター（AAV）およびレンチウイルス・ベクター（LVV）に挿入して Ca2+センサー発現ウイルス

（AAV5-YC-Nano50 と AAVDJ-YC-Nano50）を作製した。同様にして、G-GECO, R-GECO, GCaMP を発

現するウイルスベクターを作成した。AAV5-YC-Nano50 と AAVDJ-YC-Nano50 を HSY 細胞に感染させ

て発現効率を比較すると、AAV5と比較してAAVDJの方が２倍から７倍の高い発現を示した。また、

その発現量は 3日で最大になり、５日目から減少した。AAVDJ-YCnano50 をこれらの細胞に感染さ

せ多細胞から恒常発現細胞を作製したところ、低濃度の ATP 刺激でカルシウム・オシレーション

反応が起こることが確認された。同様にして LVV に YC-Nano50, G-GECO, R-GECO などの Ca2+セン

サー遺伝子を挿入したウイルスベクターを作製した。LVV による YC-Nano50 の発現は、3 日頃に

最大となりそのまま高い蛍光強度が維持され、は１ヶ月以上経代しても維持された。 

 AAVDJ-YC-Nano50 および LVV に YC-Nano50 を使って、ラット顎下腺への YC-Nano50 の発現を試

みた。LVVにYC-Nano50を逆行性に注入した顎下腺において蛍光タンパク質の発現が観察された。

その蛍光は遺伝子導入後 3 ヶ月を経過したラットでも認められ、アセチルコリン刺激による蛍光

比の変化も確認された。これらの事から、LVV-YC-Nano50 を使って Ca2+センサー遺伝子を持続的

に発現させる事ができることが明らかになった。 

ウイルスベクターを使った遺伝子導入によって、Ca2+センサーなどを長期発現する唾液腺細胞株

を作成することが可能である。しかし、ガン化していない正常細胞の場合は、長期間の培養によ

って分裂能が消失することが知られている。それを回避して、蛍光タンパク質を安定発現する唾

液細胞を作成するために、ヒトテロメラーゼ（hTER）遺伝子を用いて細胞を不死化する方法を確

立した。この技術を使用することによって、唾液腺由来の幹細胞等を用いた再生研究が可能にな

ると期待される。 

 

2)低侵襲的 in vivo イメージングシステムを使ったイメージング解析 

分離した唾液腺腺房細胞では、腺腔側から基底側に広がる Ca2+ウェーブが起こることが知られて

いる。またアデノウイルスベクターを使ったラットの顎下腺腺房細胞の in vivo Ca2+イメージン

グでは、唾液線の組織レベルで同調する Ca2+オシレーションが発生することに加えて、Ca2+オシレ

ーションが波の様に広がる Ca2+ウェーブが起こることが明らかになった。このような唾液線細胞

の Ca2+動態を in vivo で解析すること、および味覚刺激、舌や口腔内の機械的刺激等による唾液

腺の Ca2+応答を解析するために、３種類の光ファイバーを使ったイメージング装置を比較して光

ファイバーを使った低侵襲的 in vivo イメージングシステムの確立を試みた。 

 その中で、Cellvisioとdoricを使った実験では、GCaMPを発現させたラット唾液腺においてAChに

よる蛍光強度の変化を解析した。特にCellvisioを使った実験では、in vivo Ca2+イメージングで初

めてCa2+ウェーブの観察に成功した。一方、これらの装置ではFRET解析ができないため、高感度Ca2+



センサー（YC-Nano50）を使うことができなかった。そこで蛍光顕微鏡とファイバースコープを組

み合わせた装置を試作した。この装置では、唾液腺に発現させたYC-Nano50蛍光の検出が可能であ

ったが、ノイズレベルを下げて信頼性を高める必要性が明らかになった。YC-Nano50を使ったファ

イバー・イメージングには、より太い光ファイバーを使用が必要と考えられた。 

 

3)超高速透明化法を使った生体ウインドウ技術の開発 

我々はLUCIDと言う透明化試薬を使った骨の透明化法を開発した。さらにLUCID中の組織を100℃、

5 分間の熱処理あるいは 5 分間の超音波処理で透明化できることを明らかにした。さらに CUBIC

を使用することによって肝臓や腎臓などの色素を含む組織や、血液を含む組織をより効果的に透

明化することに成功した。さらにこの方法を使って皮膚の一部を透明化し、皮下の組織を可視化

出来る Skin Window を形成する技術を開発した。 

 

4)自家蛍光を使ったラベルフリー・イメージング 

共焦点レーザー顕微鏡あるいは 2光子レーザー顕微鏡の強い励起光で得られる自家蛍光イメージ

の積算によって、無染色の組織を細胞レベルで明瞭に可視化する技術を開発した。この方法を使

って、蛍光タンパク質を発現させることなくイメージング解析が可能になった。特に、この方法

では励起光がヘモグロビンで吸収されるため、黒くぬけた管として血管を可視化することが可能

である。唾液腺開口部からのアデノウイルスの逆行的注入では、約 20%の腺房細胞に蛍光タンパ

ク質を発現させることができるが、導管やそれ以外の結合組織への遺伝子導入効率が低いため組

織構造の解析には適していない。自家蛍光を使ったラベルフリー・イメージングは、この問題を

解決する手段として有用である 

 

5)顎下腺の導管結紮・再解放による唾液腺の再生に伴う機能変化の解析 

唾液腺の再生に関する研究は、分泌機能を失った唾液腺の機能回復において重要な研究と位置付

けられる。片側の顎下腺導管を結紮すると、結紮側の唾液腺が萎縮すると同時に、反対側の唾液

腺が代償的に肥大することが知られている。また結紮した導管を再解放すると、萎縮した唾液腺

が再肥大して機能を回復する。この唾液腺導管の結紮・再解放実験は、実際に何らかの理由で機

能不全に陥った唾液腺の理量に有用な知見が得られる可能性がある。この過程で再生する唾液腺

腺房細胞の起源として導管細胞や筋上皮細胞が考えられているが、未だに明らかにされていない。 

 我々は顎下腺の導管結紮によって反対側唾液腺の機能亢進が起こる事を明らかにした。興味深い

事に、in vivo Ca2+イメージングを使った解析から、この機能亢進は反対側唾液腺の肥大ではなく、

アセチルコリンに対する感受性の増大であることが明らかになった。また、この機能更新ではアセ

チルコリンによるCa2+オシレーションが、持続的Ca2+上昇に変化すると言うCa2+応答の質的変化を伴

っていることが明らかになっている。将来的に、この機能亢進のメカニズムが解明され、人為的な

コントロールが可能になれば、口腔乾燥症の治療法に直結する技術に発展する可能性がある。我々

は、次世代シーケンサーを使った網羅的遺伝子解析と定量PCR解析によって、この過程で変化する

遺伝子を同定した。 

 その結果、代償性機能亢進ではamylase, Gadd45g, Irf7遺伝子の発現が増加し、AQP5, EGF, Dbp

遺伝子の発現が低下することが明らかになった。このことは、相対的に腺房細胞が増加して導管細

胞が減少したことを示唆する。この結果はPCNAの免疫組織化学的解析で、腺房における増殖能の亢

進を示す結果とも一致する。 

 一方、ピロカルピン処理では、アセチル-CoAに関与するHmgcs2や血管運動に関与する Angptl4の

有意な増加が確認されている。代償性機能亢進とは異なり、腺房細胞の増殖活性の増加は認められ

なかったことから、代償性機能亢進とは異なるしくみで唾液腺の機能亢進が起こっていることがわ

かった。 

 

低侵襲的in vivoイメージング･システムは、これらの治療法開発における評価系として有用である。

現在の実験では、静脈からの持続的に注入したアセチルコリンによる反応を観察しているが、今後

は、本研究で開発した光ファイバー・システムを使って、神経刺激や味覚等の口腔感覚刺激を用い

たより生理的な唾液分泌の解析を試みる。また、LVVとhTERを使って、唾液腺由来の細胞株を確立

し、唾液腺再生研究へ応用することが可能になった。 
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