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研究成果の概要（和文）：顎下腺開口部からアデノウイルスを導入し、ラット顎下腺組織に in	
 
vivo で Stim1-mKO1 を発現させた。Stim1-mKO1 は主に腺房細胞に発現しており、機能的である
ことが示された。Stim1-mKO1 の過剰発現によりカルシウム応答は増強され、発現顎下腺からの
唾液分泌はコントロールに比べて増加傾向を示した。同様の方法でカルシウムバイオセンサー
の G-GECO を顎下腺組織に発現させ、唾液腺の in	
 vivo カルシウムイメージングに初めて成功し
た。 
 
研究成果の概要（英文）：Stim1-mKO1	
 was	
 expressed	
 in	
 rat	
 submandibular	
 glands	
 by	
 retrograde	
 
ductal	
 injection	
 of	
 an	
 adenoviral	
 vector.	
 Stim1-mKO1	
 proteins	
 were	
 expressed	
 
predominantly	
 in	
 acinar	
 cells	
 following	
 infection	
 with	
 an	
 adenoviral	
 vector.	
 Confocal	
 
microscopy	
 and	
 Ca2+	
 imaging	
 analysis	
 indicated	
 that	
 the	
 Stim1-mKO1	
 expressed	
 in	
 
submandibular	
 acinar	
 cells	
 is	
 functional.	
 The	
 overexpression	
 of	
 Stim1-mKO1	
 enhanced	
 the	
 
agonist-induced	
 Ca2+	
 release	
 from	
 intracellular	
 Ca2+	
 stores	
 and	
 the	
 Ca2+	
 entry	
 through	
 
store-operated	
 Ca2+	
 entry.	
 It	
 is	
 possible	
 that	
 the	
 overexpression	
 of	
 Stim1	
 increased	
 
salivary	
 fluid	
 secretion	
 compared	
 to	
 the	
 control.	
 In	
 addition,	
 we	
 succeeded	
 in	
 monitoring	
 
the	
 agonist-induced	
 Ca2+	
 dynamics	
 in	
 SMG	
 in	
 live	
 animals	
 using	
 the	
 Ca2+	
 indicator,	
 G-GECO.	
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１．研究開始当初の背景 
（１）唾液腺腺房細胞からの水・電解質分泌
は、主に細胞内 Ca2+によって調節されている。
耳下腺腺房細胞では、ムスカリン受容体の刺
激により、イノシトール三リン酸受容体

(IP3R)を介した細胞内ストアからの Ca2+放出
がおこり、これが水・電解質分泌の引き金と
なる。さらに細胞外から Ca2+が流入すること
により、持続的な分泌が起こると考えられて
いる。Ca2+は K+チャネルや Cl-チャネル、
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Na+-K+-2Cl-トランスポーターなどを活性化す
ることによって腺腔内へイオンを分泌し、こ
れを駆動力として水の動きを調節すると考
えられており、この水の動きに水チャネルで
あるアクアポリン 5(AQP-5)が関与すること
が示唆されている(Ma	
 et	
 al.,	
 J.	
 Biol.	
 Chem.,	
 
274,	
 20071-74,	
 1999)。	
 
	
 
（２）最近、細胞内 Ca2+ストアの Ca2+センサ
ーである Stim1、細胞膜 Ca2+チャネルの Orai1
や TRPC などが唾液腺細胞の Ca2+流入に関与
することが示唆されている(Liu	
 et	
 al.,	
 Proc	
 
Natl	
 Acad	
 Sci	
 USA,	
 104,	
 2007;	
 Cheng	
 et	
 al.,	
 
J	
 Biol	
 Chem,	
 283,	
 2008)。また我々は培養
細胞を使って、Stim1 が新しい Ca2+流入機構
に関与することを発見した(Morita	
 et	
 al.	
 J	
 
Cell	
 Sci,	
 122,	
 2009)。このような持続的な
細胞内 Ca2+の上昇により、Cl-チャネルや
Na+-K+-2Cl-共輸送体(NKCC1)などが活性化し、
これらの働きによりイオン分泌が亢進する
ことによりアクアポリン(AQP)などを介する
水分泌が促進すると考えられている。	
 
	
 
（３）以前より唾液腺腺房細胞を培養してこ
れに外来遺伝子を発現させる試みは行われ
ていたが、12 時間程度でその極性や分泌機能
が失われてしまうため、外来遺伝子発現によ
る機能解析が困難であった。一方、アデノウ
イルスを唾液腺開口部から逆行性に注入し、
唾液腺細胞に AQP など外来タンパク質を発現
させる試みが行われてきた。また、センダイ
ウイルスの膜エンベロープを使って Cl-チャ
ネルの siRNA を唾液腺に導入するノックダウ
ン実験が報告されている(Ishibashi	
 et	
 al.,	
 
Am	
 J	
 Physiol	
 Regul	
 Integr	
 Comp	
 Physiol,	
 294,	
 
2008)。これら従来の方法では唾液腺の導管
細胞にしか遺伝子や siRNA を導入することが
できなかった。しかし我々は、アデノウイル
スベクターを使った遺伝子導入により、唾液
腺の腺房細胞に効率よく蛍光標識タンパク
質を発現させることに初めて成功し、腺房細
胞からの唾液分泌における分子の機能を解
析することが可能となった。	
 
 
２．研究の目的 
（１）本研究は、アデノウイルスを唾液腺開
口部から逆行性に注入し、in	
 vivo で Ca2+動
態および水・イオン分泌に関係する分子を唾
液腺腺房細胞に発現させ、その唾液腺から調
整した細胞を用いて、それらの分子の細胞内
動態と Ca2+動態への影響をリアルタイムに解
析する。またこれらの分子の siRNA を使った
遺伝子ノックダウン法を用い、Ca2+動態を解
析することにより、その分子の役割を明らか
にする。	
 
	
 
（２）また、これらを導入した動物における

唾液分泌量や唾液の組成を解析し、これらの
分子の分泌における機能を明らかにする。さ
らに、これらを導入した動物を用いてin	
 vivo
で唾液腺における Ca2+動態およびシグナル分
子の動態と唾液分泌の同時解析を行う。これ
らにより、唾液腺腺房細胞からの唾液分泌に
おける分子メカニズムを明らかにすること
を目的とする。	
 
 
３．研究の方法 
（１）蛍光タンパク質標識したシグナル分子
の作製およびその局在・機能解析	
 
①蛍光タンパク質（mKO1 及び Venus）標識シ
グナル分子発現プラスミドベクターの作製	
 
	
 ヒト Stim1 および Orai1	
 cDNA は Origene
社から購入した。mKO1 およびヒト Stim1 タン
パクをコードする cDNA を PCR により増幅し、
これらをつなげて Stim1-mKO1 融合タンパク
質を発現するプラスミドベクターを作製し
た。ヒト Orai1 と Venus	
 cDNA をつなげて
Venus-Orai1 を発現するプラスミドベクター
を作製した。	
 
	
 
②Stim1-mKO1とVenus-Orai1の共発現による
局在・機能解析	
 
	
 Lipofectamine2000	
 (Invitrogen)を用いて、
Stim1-mKO1およびVenus-Orai1プラスミドを
COS-7 細胞に導入し、これらの融合タンパク
質を発現させた。	
 
	
 ARGUS-HiSCA	
 Ca2+イメージング装置(浜松ホ
トニクス)を用いて、Stim1-mKO1 および
Venus-Orai1発現細胞のCa2+応答を解析した。
局在解析は、多光子レーザー顕微鏡
(Radiance	
 2100MP,Zeiss)を用いて行った。	
 
	
 
（２）蛍光タンパク質標識シグナル分子を発
現するアデノウイルスの作製	
 
	
 Stim1-mKO1,	
 Venus-Orai1 および、Ca2+バイ
オセンサーの G-GECO 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。
アデノウイルスベクター作製には、
Invitrogen社のViraPowerアデノウイルス発
現キットを用いた。アデノウイルスベクター
を増殖専用細胞(HEK293A)に導入し、培養上
清を回収することによりアデノウイルス粒
子を調製した。（G-GECO プラスミドは大阪大
学の永井健治教授より供与された。）	
 
	
 
（３）蛍光タンパク質標識分子の in	
 vivo に
おける発現とその局在解析	
 
①in	
 vivo の唾液腺へのアデノウイルスベク
ター遺伝子導入	
 
	
 Wistar 系雄性ラット(10-16 週齢)をソムノ
ペンチル(45	
 mg/kg)あるいはケタミン(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（図１）。そのチューブにシ
リンジを装着し、調製したアデノウイルス粒
子を含んだ上清 25-100μlを逆行性に注入し
た。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
②蛍光標識分子の局在解析	
 
	
 注入 1-7 日後にラットから顎下腺を摘出し、
蛍光実体顕微鏡(KEYENCE)を用いて顎下腺組
織全体での蛍光を観察した。さらに、酵素処
理により顎下腺腺房及び導管細胞を調製し、
多光子レーザー顕微鏡を用いて蛍光標識タ
ンパク質の発現と細胞内局在のリアルタイ
ム解析を行った。また、摘出顎下腺を 4％パ
ラホルムアルデヒドで固定した後切片を作
製し、多光子レーザー顕微鏡で蛍光タンパク
質の局在を観察した。	
 
 
③Stim1-mKO1の単離顎下腺細胞におけるCa2+

イメージング	
 
	
 アデノウイルス注入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、
ARGUS-HiSCA	
 Ca2+イメージング装置を用いて、
種々の刺激による Ca2+応答を解析した。 
	
 
（４）唾液分泌測定 
	
 上記の方法により麻酔したラットを、実体
顕微鏡下で、チューブを顎下腺開口部に挿入
した。ピロカルピン(1	
 mg/kg)を腹腔内投与
し、分泌された唾液を 5-10 分ごとにマイク
ロチューブに回収し、その重量を測定するこ
とにより唾液分泌量を計算した（図２）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
 
 
 
 
 
（５）in	
 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
AQUA-COSMOS/ASHURA システム（浜松ホトニク
ス）を用いて行われた。G-GECO アデノウイル
スを注入したラットをウレタンで麻酔後、開
胸して顎下腺を露出させた。アセチルコリン
の腹腔内投与による G-GECO の蛍光変化を
cooled	
 3CCD カメラで検出した（図３）。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）蛍光タンパク質標識分子の in	
 vivo に
おける発現とその局在・機能解析	
 
①顎下腺組織における Stim1-mKO1 の局在解
析	
 
	
 ラット顎下腺開口部にチューブを挿入し、
Stim1-mKO1 融合タンパク質を発現するウイ
ルス粒子を逆行性に注入した。ウイルス注入
2日後に顎下腺を摘出し、実体顕微鏡で観察
したところ、Stim1-mKO1 の蛍光は顎下腺全体
に見られたが、舌下腺には蛍光は見られなか
ったことから、顎下腺での発現が特異的であ
ることが示された（図４Ａ）。組織切片を調
製して共焦点レーザー顕微鏡で観察したと
ころ、Stim1-mKO1 は顎下腺腺房細胞の約 20%
に発現が見られ、導管細胞では 1-2%に発現し
ていた。このことから、本法を使って顎下腺
腺房細胞に効率的に外来タンパク質を発現
できることが示された（図４Ｂ）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
②アデノウイルスにより唾液腺細胞に発現
した Stim1-mKO1 の機能解析	
 
	
 酵素処理により分離顎下腺腺房細胞を調
製し、Stim1-mKO1 の機能を解析した。タプシ
ガージンなどの小胞体 Ca2+ポンプ阻害剤で誘
導された Ca2+ストアの枯渇により、Stim1-	
 
mKO1が内在性Stim1分子と同様に細胞膜近傍
へ移動することが示された（図５Ａ）。	
 
	
 さらにストア枯渇により誘導される容量
性 Ca2+流入を調べると、Stim1-mKO1 発現細胞

図１ 
顎下腺開口部
へのチューブ
の挿入 

図２	
 顎下腺開口部へのチューブの挿入(A)
とアゴニスト投与により分泌された唾液(B)	
 

A B 

図３	
 in vivo	
 Ca2+イメージングのセット
アップ(A)と露出させた顎下腺(B) 

A B 

A B 

図４	
 (A)Stim1-mKO1 を発現させたラット
顎下腺の蛍光像。(B)顎下腺組織切片におけ
る透過像と Stim1-mKO1 蛍光像の重ね合わ
せ。白矢頭：腺房、黒矢印：導管。	
 

舌下腺  
顎下腺  



ではこの Ca2+流入がコントロールの mKO1 発
現細胞に比べて増大していた（図５Ｂ）。こ
れらの結果から、アデノウイルスによって導
入、発現した Stim1-mKO1 は生体内の唾液腺
細胞で機能的であることが示された（Morita	
 
et	
 al.,	
 Arch.	
 Oral	
 Biol.,	
 56,	
 2011）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
③Stim1-mKO1 発現細胞におけるアゴニスト
刺激による Ca2+応答の増強	
 
	
 Stim1-mKO1 発現細胞では、ムスカリン受容
体アゴニスト（カルバコール、CCh）刺激に
よるストアからの Ca2+流出量および Ca2+流入
量がコントロールに比べて増大していた。こ
の放出量増大の割合は、低濃度の CCh 刺激ほ
ど大きかった（図６）。	
 
	
 また、Stim1-mKO1 発現細胞と mKO1 発現細
胞では、イオノマイシンによる放出量に差は
見られなかった。さらに Stim1-mKO1 発現に
よる IP3 受容体の IP3 に対する感受性の増大
は認められなかった。これらのことから、こ
の放出量の増大は受容体刺激に特異的な増
強と考えられた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
（２）唾液分泌解析	
 
	
 受容体刺激による Ca2+応答が増強したこと
から、Stim1 発現により唾液分泌量が増加す
る可能性が考えられた。そこで、Stim1-mKO1
をラット顎下腺の片側に発現させ、ムスカリ

ン受容体アゴニスト（ピロカルピン）投与に
よる唾液分泌を調べた。ウイルス 100μl 注
入群では、非注入群と比べて分泌量の低下が
観察された。そこで、注入量を 25μl に減ら
し、非注入群と比較すると、唾液分泌量の増
大傾向が観察された（図７）。しかし、この
分泌量の増加は発現量や個体差など条件に
よって大きな差があり、さらなる条件検討が
必要であると考えられる。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
（３）Stim1-mKO1 と Venus-Orai1 の共局在	
 
	
 分子間相互作用の解析のモデルとして、
Stim1-mKO1とVenus-Orai1を培養細胞(COS-7)
に発現させ、刺激によるこれらの分子動態を
リアルタイムで観察した。これらの分子はス
トアの枯渇により凝集し、共局在を示した。	
 
	
 Venus-Orai1 を発現するアデノウイルスを
作製し、Stim1-mKO1 発現ウイルスと共に導入
したところ、これらを共発現する顎下腺腺房
細胞が観察された。このことから、複数の外
来タンパク質を同時に発現させ、FRET による
分子の相互作用の解析に応用できることが
示された。	
 
	
 
（４）顎下腺組織における in	
 vivo	
 Ca2+イメ
ージング	
 
	
 同様の手法で、ラット顎下腺組織に Ca2+バ
イオセンサー（G-GECO）を発現させ、in	
 vivo
で顎下腺における Ca2+応答を観察した。アセ
チルコリンの腹腔内投与により、顎下腺組織
の Ca2+上昇が観察されたことから、世界で初
めて in	
 vivo における唾液腺の Ca2+動態の解
析に成功した（図８）。また、Ca2+応答と唾
液分泌の同時測定にも成功した。今後は、Ca2+

応答と唾液分泌とのより詳細な解析、ならび
に共焦点顕微鏡を用いた細胞内での詳細な
Ca2+動態の解析を行う予定である。	
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図５	
 Stim1-mKO1 の機能解析	
 
(A)ストア枯渇による Stim1-mKO1 の局在変
化。(a)刺激前、(b)タプシガージン刺激 10
分後。(B)Stim1-mKO1 発現による容量性 Ca2+

流入の増強。(a)Fura-2 レシオの経時変化。
(b)	
 Ca2+流入時のレシオの最大値の比較。
Stim1-mKO1 発現細胞(赤)と非発現細胞(黒)。	
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図６	
 Stim1-mKO1 発現(赤)および非発現細胞
(黒)における Ca2+応答の経時変化。(A)CCh1μ
M,(B)CCh10μM,(C)CCh100μM	
 刺激。	
 

図７ 	
 Stim1-mKO1
ウイルス注入(赤)
および非注入(黒)
顎下腺からの、ピロ
カルピン 1mg の腹
腔内投与による唾
液分泌の経時変化。	
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図８	
 (A)刺激前、(B)アセチルコリン腹腔内投
与10分後の顎下腺におけるG-GECOの蛍光変化。	
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