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研究成果の概要（和文）：細胞質発現型の IP3バイオセンサーcLIBRAvIIs のアデノウイルスベク

ターを作製した。ラット顎下腺開口部から逆行性にアデノウイルス粒子を注入し、顎下腺に

cLIBRAvIIs の蛍光が発現することを確認した。cLIBRAvIIs を発現した顎下腺から単離腺房細胞

を調製し、カルバコール刺激によって蛍光比が有意に上昇することが観察された。Ca2+バイオ

センサー（YC-Nano 50）を顎下腺に発現させ、[Ca2+]iの in vivo イメージングに成功した。  

 
研究成果の概要（英文）：We constructed an adenovirus vector that expressed the cytosolic 
type IP3 biosensor cLIBRAvIIs. The adenovirus vector was transferred to rat 
submandibular glands by retrograde ductal injection, and we detected the expression of 
cLIBRAvIIs in submandibular glands. We examined the effects of carbachol (CCh) on the 
fluorescence ratio of cLIBRAvIIs in dispersed submandibular acinar cells. Stimulation with 
CCh significantly increased the ratio. Furthermore, we successfully performed in vivo Ca2+ 
imaging in rat submandibular glands expressing the Ca2+ biosensor YC-Nano-50. 
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１．研究開始当初の背景 
 我々はこれまで Ca2+イメージング解析によ
り、唾液腺細胞の Ca2+上昇が腺腔膜近傍で始
まる Ca2+ウエーブや、上昇と下降を繰り返す
Ca2+オシレーションなどの特徴的な変化をす
ることを明らかにしてきた。 
 唾液腺細胞で見られる Ca2+反応の時間的・
空間的ダイナミックスはイノシトール 1,4,5
三リン酸（IP3）の細胞内動態と密接に連関し

ていると思われるが、IP3が唾液腺細胞のどの
部位で産生され、どの様なパターンで変化す
るかは不明である。唾液腺の IP3 の細胞内動
態の研究が進んでいないのは、高感度 IP3 感
受性プローブの開発が遅れていること、また
それを唾液腺細胞に発現させる技術が十分
に確立していないことが理由の 1 つである。 
 先の研究で我々は、蛍光共鳴エネルギー転
移（FTRT）を応用した IP3 感受性蛍光分子セ
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ンサーLIBRA の開発に成功した。さらに、培
養細胞を使ってアゴニスト刺激による細胞
内 IP3と Ca

2+の同時測定を行い、IP3の変化と
Ca2+シグナルとの連関性について解析した。
本研究では、改良型 LIBRA を使ってラット顎
下腺の IP3の変動を解析する。 
 
２．研究の目的 
（１）これまでに開発した細胞膜発現型
LIBRA をより感度の高く、細胞全体の変化を
感知することが可能な細胞質発現型 LIBRA に
改変する。 
（２）LIBRA 融合ウイルスベクターをラット
顎下腺の開口部から導入し、in vivo で顎下
腺細胞に LIBRA を発現させる技術を確立する。 
（３）LIBRA を発現した顎下腺から単離細胞
を調製し、アゴニスト刺激に伴う細胞内 IP3
濃度と Ca2+の同時測定を行い。 
（４）Ca2+蛍光バイオセンサーのウイルスベ
クターを顎下腺に導入し、アゴニスト刺激に
よる[Ca2+]iの変化の in vivo イメージングを
行う。 
（５）小胞体の Ca2+ セ ン サ ー である
Stim1-mKO1 を発現した顎下腺細胞の[Ca2+]i
動態を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞膜発現型 LIBRAvIII から細胞膜標
的シグナルを除き、ヒスチジンタグを導入し、
細胞質発現型に改変した。次に、ラット IP3
受容体サブタイプ 3の IP3結合部位を、IP3に
対して感受性の高いサブタイプ 2に置換した。
また、IP3結合部位のアミノ酸 1個を置換し
（R440 から Q440）、高感受性の細胞質発現型
LIBRA（cLIBRAvIIs）を作成した（図１）。さ
らにアデノウイルスベクターに、cLIBRAvIIs 
cDNA を組み込み、cLIBRAvIIs 発現ウイルス
を作成した。 
 
 
 
 
 
 
 
図１．細胞膜発現型 LIBRAvIII（上段）と細
胞質発現型 cLIBRAvIIs（下段）の構造。 
 
 
（２）cLIBRAvIIs 融合アデノウイルスベクタ
ーを HEK293A 細胞に感染させ、増殖後、培養
上清からウイルス粒子を精製した。 
（３）ラットをペントバルビタールで麻酔し、
アデノウイルス粒子を満たしたプラスチッ
クチューブを実体顕微鏡下で顎下腺開口部
に挿入し、シリンジ圧でウイルスを顎下腺組
織に注入した（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．ラット顎下腺へのウイルスベクターの
逆行性注入。(a)注入時のラットの全体像、
(b)チューブの挿入部分の拡大像。 
 
 
（４）ウイルスベクターを注入後、２日ある
いは３日でラットを屠殺し、顎下腺を摘出し
た。 
（５）摘出した顎下腺をコラゲナーゼ処理し、
単離細胞を調製した。 
（６）Ca2+蛍光バイオセンサー（YC-Nano50
および G-GECO）や Stim-mKO1 融合ウイルスベ
クターは LIBRA 融合ウイルスの導入と同じ方
法でラット顎下腺に発現させた。 
（７）蛍光比の変化および蛍光イメージング
は CCD カメラを装着した蛍光イメージング装
置あるいは共焦点顕微鏡で観察した。 
 
４．研究成果 
（１）研究方法の（１）で作製した細胞質発
現型 cLIBRAvIIs ウイルスベクターを COS-7
細胞に感染させ、cLIBRAvIIs を発現させた。
サポニン処理で蛍光が完全に消失したこと
から、cLIBRAvIIs が細胞質に発現したことが
確認できた。100 µM ATP 刺激によって
cLIBRAvIIs の蛍光比が上昇した。また、
cLIBRAvIIs の蛍光比はβ-escin と 30 µM IP3
の添加によってさらに大きく上昇した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．ATP および IP3刺激による cLIBRAvIIs
発現細胞（a）の蛍光比の変化。 
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（２）cLIBRAvIIs をタンパク質として精製す
るため、cLIBRAvIIs を発現した COS-7 細胞
の細胞質成分を抽出し、Talon ビーズを用い
て cLIBRAvIIs を 精 製した。精製した
cLIBRAvIIs は 30 µM から 300 µM の IP3によっ
て濃度依存的に蛍光比を上昇させた。この結
果は、精製 cLIBRAvIIs が IP3に対する感受性
を保持していることを示している。 
 
（３）マイクロエレクトロンポーレーション
法あるいはマイクロインジェクション法を
使って、精製 cLIBRAvIIs タンパク質を単離
唾液腺腺房細胞あるいは唾液腺由来培養細
胞に導入した。エレクトロンポーレーション
法による導入効率は 12％であった。
cLIBRAvIIs を発現した細胞を 100 µM カルバ
コールで刺激すると蛍光比の上昇が観察さ
れた。また、βエスチンで穿孔した細胞に 10 
µM IP3を作用させたところ、同様の蛍光比の
上昇が観察された（図４）。この結果は、精
製したcLIBRAvIIsタンパク質がIP3の測定プ
ローブとして十分機能することを示してい
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．エレクトロポーレーション法による
cLIBRAvIIs の導入。 
 
（４）方法（２）で精製した cLIBRAvIIs 融
合アデノウイルス粒子をラット顎下腺の開
口部から注入し、cLIBRAvIIs の発現を観察し
た。注入後 1~2 日で顎下腺を摘出し、実体
顕微鏡で観察したところ、顎下腺に強い蛍光
発現が見られた。一方、舌下線には蛍光発現
は見られなかった（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．ラット顎下腺の蛍光観察。（a）ラット
顎下腺（SMG）と舌下線（SLG）の実体顕微鏡
像。(b) cLIBRAvIIs 蛍光像。 

（５）cLIBRAvIIs を発現したラットから顎下
腺を摘出し、単離細胞を調製した。
cLIBRAvIIs の蛍光は主に腺房細胞の細胞質
に発現していた。3CCD イメージング装置を使
って蛍光比の変化をモニターした。100 µM カ
ルバコールで刺激したところ、蛍光比の有意
な上昇が観察された。 
 
（６）顎下腺開口部から Stim1-mKO1 のウイ
ルスベクターを注入し、顎下腺に Stim1-mKO1
を発現させた。Stim1-mKO1 の蛍光は主に腺房
細胞に発現していた。単離細胞に fura-2 を
取り込ませ、[Ca2+]i の変化をモニターした。
Stim1-mKO1 発現細胞ではアゴニスト刺激に
よる Ca2+遊離と Ca2+流入が増加した。 
 
（７）ラット顎下腺に YC-Nano あるいは
G-GECO の融合ウイルス粒子を顎下腺に注入
し、これらの蛍光バイオセンサーをラットの
顎下腺に in vivo で発現させることに成功し
た。 
 
（８）顎下腺に YC-Nano を発現させたラット
を使って in vivo での Ca2+イメージングを行
った。ラットをウレタンで麻酔し、顎下腺を
露出し、YC-Nano の蛍光変化を CCD カメラを
装着したイメージング装置で計測した。アセ
チルコリンを顎下腺に直接滴下すると[Ca2+]i
の上昇が見られた。さらに、ベタネコールの
腹腔内投与によっても顎下腺全体で有意な
[Ca2+]i上昇が観察された。生理的食塩水の投
与は効果がなかった。 
 本研究によって、顎下腺における IP3 の動
態解析、さらには[Ca2+]iの in vivo イメージ
ングが可能になった。 
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