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研究成果の概要（和文）：唾液腺の細胞において血液循環の方向へと輸送される分子であるナトリウムポンプにHaloタ
グを融合した分子を培養細胞に発現させた。無蛍光および蛍光リガンドを組み合わせることにより、一定期間に合成さ
れた分子の輸送動態をリアルタイム解析し、ナトリウムポンプの大部分はエンドソームを経由せずに細胞膜へ輸送され
ることを明らかにした。この分子をアデノウイルスベクターを用いて顎下腺の細胞に発現させたところ、基底側膜への
発現が免疫染色により確認された。遺伝子導入した顎下腺から酵素処理にて細胞を取り出し、蛍光リガンドでラベルし
たところ、細胞膜の特異的な染色が認められた。

研究成果の概要（英文）：Na+/K+ ATPase is one of the marker protein which is transported to the basolateral
 membrane in salivary gland. We made the plasmid vector which express Na+/K+ ATPase fused with  Halo tag a
nd transfected it to the HeLa cells.
We analyzed the transport dynamics of newly synthesized Halo tag fusing with Na+/K+ ATPase by using blocki
ng ligand and fluorescence ligand, and we have shown that most of Na+/K+ ATPase are not transported via en
dosome. We made adeno virus which express Halo-tag Na+/K+ ATPase and transfected it to the submandibular g
land, and we confirmed that molecules are expressed on the basolateral membrane of submandibular gland by 
immunostaining. Transfected submandibular gland was dispersed by digestive enzyme and stained with fluores
cent ligands, and we could observe the specific staining of plasma membrane in living cells.
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１．研究開始当初の背景 
 唾液腺は外分泌腺として知られているが、一部
のタンパク質を基底側に輸送して血液循環に分
泌する、内分泌の経路ももつ。近年この経路を
利用することにより、唾液腺に様々な疾患に対
する治療用のタンパク質を発現させて、唾液腺
を ”治療用のタンパク質を血液循環へ供給する
器官” として利用する試みが行われている。し
かしタンパク質の分泌方向を制御することは難し
く、発現させた治療用タンパク質はしばしば血中
ではなく、唾液中に分泌され失われる。そのため
唾液腺細胞が血中にタンパク質を輸送・分泌す
る仕組みが明らかにする必要がある。本研究で
は、唾液腺における基底側への輸送を制御する
仕組みを明らかにし、治療用のタンパク質を効
率的に血中に分泌させる手法を確立することを
最終的な目標とする。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では唾液腺細胞における基底側方向
への小胞輸送を解析して、唾液腺におけるタン
パク質の輸送方向を制御するメカニズムを明ら
かにすることである。この研究を通して、唾液腺
に発現させた治療用の外来タンパク質を効率的
に全身循環に移行させるための基本的な知見
を得ることを最終的な目的とする。 
 
（1) ヒト唾液腺導管細胞由来培養細胞(HSY 細
胞)における小胞輸送経路の解明 
① 極性輸送のマーカータンパク質はどこで選
別されるのか 
② 選別された小胞が細胞膜に達するまでエン
ドソーム等を経由するか 
 
（2) ラット顎下腺導管細胞における極性輸送経
路の解明 
 アデノウイルスベクターを用いてラット唾液腺に
in vivo で極性輸送のマーカータンパク質を発現
させ、極性を持った導管細胞における細胞内輸
送経路を調べる。 
①極性輸送のマーカータンパク質はどこで選別
されるのか  
②選別された小胞が細胞膜に達するまでエンド
ソーム等を経由するか 
③選別された小胞は直接標的膜まで輸送される
のか 
 
（3) ラット顎下腺導管細胞における基底側への
選別を制御する分子の同定 
 siRNA を用いてラット顎下腺導管細胞における
基底側への選別に重要である AP-1B, AP-4, ク
ラスリン等をノックダウンし、極性輸送に与える影
響を解析する。 
 
 
３．研究の方法 
	
 本研究では共有結合性タグを融合したタン
パク質を用いて、タンパク質の極性輸送過程
をイメージングにより解析する。	
 

(1)	
 極性輸送のマーカータンパク質を発現
するベクターを作成	
 
(2)	
 唾液腺導管由来培養細胞における、極性
輸送マーカータンパク質の細胞内輸送経路
の解析	
 
(3)	
 	
 in	
 vivoでラット顎下腺導管細胞に極性
輸送のマーカータンパク質を発現させ、酵素
処理により調製した細胞を用いて、唾液腺導
管細胞における極性輸送経路を解析	
 
(4)	
 	
 siRNA を用いて、唾液腺細胞における基
底側への選別を制御する分子を解明	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)培養細胞における基底側輸送マーカータン
パク質の小胞輸送経路の解析 
 
①共有結合性タグのスクリーニング	
 
	
 我々は基底側方向への小胞輸送を可視化
するために、基底側への輸送マーカータンパ
ク質である Na+/K+	
 ATPase に数種類の共有結
合性のタグ（Halo	
 tag,	
 SNAP	
 tag,	
 FlAsH	
 tag)
を融合したベクターを作製して HeLa 細胞に
発現させた。蛍光リガンドを用いてそれぞれ
のタグを融合した Na+/K+	
 ATPase を生細胞に
てラベルした結果、Halo	
 tag を融合した
Na+/K+	
 ATPase において HaloTag®	
 TMR	
 Ligand
にて細胞膜が特異的にラベルされた。一方
SNAP タグ、FlAsH タグを融合したものは、ミ
トコンドリア様の非特異的な染色が観察さ
れた。SNAP タグ融合 Na+/K+	
 ATPase	
 は固定
した細胞においては、細胞膜への特異的な染
色が確認された。以上の結果から、Na+/K+	
 
ATPase の輸送を解析するためには Halo	
 tag
が適していることが示された。	
 
	
 
②Halo	
 tag 融合 Na+/K+	
 ATPase の小胞輸送の
パルスチェイス解析	
 
	
 小胞輸送は常に平衡状態を保っているた
め、輸送を可視化するためには発現している
タンパク質をブロッキングして、新規に合成
されたタンパク質の輸送を追跡する必要が
ある。そこで、Halo	
 tag 融合 Na+/K+	
 ATPase	
 
を発現した HeLa 細胞に HaloTag®	
 Coumarin	
 
Ligand を添加して 37℃で 30 分インキュベート
し、発現している分子をブロッキングした。その
後 19℃で 2 時間インキュベートして HaloTag®	
 
TMR	
 Ligand を添加しすることにより、新規に合
成された Halo	
 tag 融合 Na+/K+	
 ATPase をゴル
ジ体に集積させ、蛍光ラベルした。共焦点顕
微鏡上に設置した温度制御装置を用いて温
度を 31℃に保ちながら Halo	
 tag 融合 Na+/K+	
 
ATPase の輸送を観察したところ、ゴルジ体に
集積した Halo	
 tag 融合 Na+/K+	
 ATPase が細
胞膜へと輸送される様子をリアルタイムで
観察することができた（図１）。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③Halo	
 tag 融合 Na+/K+	
 ATPase の小胞輸送の
輸送経路の解析	
 
	
 
	
 Na+/K+	
 ATPaseの輸送小胞の輸送経路を調べ
るために、前述した方法で HaloTag 融合
Na+/K+	
 ATPase をゴルジ体に集積させ、
HaloTag®	
 TMR	
 Ligand でラベルした。さらに
31℃に温度を上昇させてして 30 分間輸送さ
せた後、細胞を固定して early	
 endosome,	
 
recycling	
 endosome,	
 late	
 endosome に対す
る抗体で免疫染色した。その結果、Na+/K+	
 
ATPase と各種エンドソームの共局在はほと
んど観察されず、Na+/K+	
 ATPase はエンドソ
ームを経由せずに細胞膜へ輸送されること
が示唆された（図２）（第 56 回歯科基礎医学
会,	
 2012)。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
(2) ラット顎下腺腺房細胞における極性輸送経
路の解析 
	
 
	
 極性を有する唾液腺の細胞における基底
側への輸送の仕組みを明らかにするために、
Halo	
 tag 融合 Na+/K+	
 ATPase を発現するアデ
ノウイルスベクターを作製した。アデノウイ
ルスベクターをラットの顎下腺開口部から
逆行性に注入し、導管を介して顎下腺細胞に
遺伝子導入をした。２日後に顎下腺を摘出し
て免疫染色にて Halo	
 tag 融合 Na+/K+	
 ATPase
の発現を確認したところ、基底側へ特異的な
発現が確認された。このことから、Halo	
 tag
融合 Na+/K+	
 ATPase の強制発現により局在が
変わらないことが示された。次に Halo	
 tag

融合 Na+/K+	
 ATPase を発現させた顎下腺細胞
を酵素処理し、細胞を調整した後、HaloTag®	
 
TMR	
 Ligand を用いてラベルした。その結果、
基底側だけではなく、腺腔側も含めた細胞膜
全体へのラベルが観察された（図３）。	
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