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研究成果の概要：胚性幹（ES）細胞、ならびに、骨髄など成体から採取する幹細胞の分化・誘

導技術の進展によって、再生医療への期待が高まっている。こうした新しい治療法を安全にか

つ正確に遂行するには、治療の進行が的確に、かつ、連続的に確認でき、そして、治療の効果

が正確に判定できる体内透視技術が必要となる。本研究では、臨床画像診断に用いられる MR

画像法を元に移植細胞を生体内で可視化する技術を開発した。 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００４年度 31,000,000 9,300,000 40,300,000 

２００５年度 17,900,000 5,370,000 23,270,000 

２００６年度 15,900,000 4,770,000 20,670,000 

２００７年度 10,800,000 3,240,000 14,040,000 

２００８年度 10,500,000 3,150,000 13,650,000 

総 計 86,100,000 25,830,000 111,930,000 

 
 
研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：人間工学・医用生体工学 
キーワード：ＭＲＩ、幹細胞、分子イメージング、ナノ粒子、蛍光、近赤外 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)胚性幹（ES）細胞技術を駆使し、EＳ細胞
から種々の細胞に分化させて患者に投与す
る細胞治療法は、最も有望な再生医療治療と
考えられている。この新しい治療法を安全に
かつ正確に遂行するには、治療の進行が連続
的に確認でき、治療の効果が正確に判定でき
る体内透視技術が必要となる。 
 
(2)これに加え、今日の医療で用いられる体内
観察技術の多くは放射線や放射性同位元素
を利用するため、患者への肉体的な負担は小
さくない。一方、磁気共鳴（ＭＲ）法は、放
射線被曝の心配がなく、その上、軟部組織に

おけるコントラストの点でＸ線ＣＴ画像を
はるかに凌ぎ、患者に負荷をかけることなく、
超音波エコーと同様に繰り返し画像の撮影
ができる特色を備えている。ＭＲ法による深
部断層画像は低侵襲治療の進行をリアルタ
イムで追跡できるきわめて優れた方法とい
えよう。 
 
２．研究の目的 
(1) MR画像法を用い移植細胞の位置情報を獲
得し、そこから生体組織の生理・生化学的情
報を多角的に抽出し、移植細胞の生死の判定
や機能、ならびに、活性などを解析できる技
術を開発する。これにより、現在では有効な
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イメージングの手法がない再生医療治療に
新たなＭＲ細胞追跡技法を導入し、その推進
に寄与することを目指す。 
 
(2)上記計測のための細胞識別用ＭＲ標識剤
を開発する。また、ＭＲ画像は動物体内を俯
瞰することが難しく、標識の体内部位を視認
するための近赤外蛍光をＭＲ用標識剤に組
み込む。 
 
３．研究の方法 
(1) ＭＲ画像の計測には動物実験用 2 ﾃｽﾗ、
及び、7 ﾃｽﾗ装置を使用した。実験対象動物の
マウスからサルにいる多様な大きさの動物
に適合する MR 信号検出システムを構築し、
細胞追跡に使用した。 
 
(2)また、小動物から近赤外蛍光を検出する
ためにマクロイメージングシステムを構築
する。 
 
(3)MRI・蛍光法で細胞を検出するために、セ
ンダイウイルスの膜エンベロープを用いて
標識剤を細胞内へ導入した。この両方で検出
できる共通の標識剤はシリカ・ナノ粒子で作
成した。この２つの画像法を融合するバイモ
ーダル分子イメージング法を活用する。 
 
４．研究成果 
(1) ＭＲ画像による生体内移植幹細胞の追
跡 

細胞の MRIによる可視化にはターゲットの
細胞に磁気標識を導入しなければならない。
本研究では標識剤には MRI用造影剤である超
常磁性酸化鉄（SPIO）を採用し、センダイウ
イルスの膜エンベロープを用いて目的とす
る細胞内に標識剤を移送する手法を採用し
た。下図には、ラット脳の線条体に MR 標識 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
を施した神経幹細胞を移植し、MR 画像法で長
期間追跡した結果を示している。本図での最
上段は移植直後の標識細胞が線条体に位置

していることを示している。13 日後(2 段目)
には移植部位からやや後方表層の皮質付近
へ標識細胞が移動していることが認められ
た。これは細胞を移植した際の刺入創（外傷）
に向かって神経幹細胞が遊走したことを示
す。以後、20 日(3 段目)、55 日(4 段目)観察
を続けると、コントラストは漸減するものの、
同じ部位で MR 標識が観察される。このこと
から、本標識法は移植細胞の部位を見極める
のみならず、脳内での移動をも長期間にわた
って経時的に追跡できるようになった。 
 
(2)免疫関連細胞のＭＲ画像による追跡 

脳内で免疫防御を担っているミクログリ
アはアルツハイマー病の老人斑である集積
したアミロイドを除去することに関係して
いると示唆されている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

そこで、アルツハイマーのモデルを作成する
ために、βアミロイドをラット脳に投与し、

その部位にミクログリアが集積するか調べ
た。 
βアミロイドを投与した部位は上図でラ

ット脳の矢印で示した海馬で、その反対側に
はコントロールのために生理食塩水を投与
した。この処置を施した３日後に、レゾビス
トで標識したミクログリアを脳室に投与し、
その 1 日後と８日後にＭＲ画像を撮像した
（上図Ａ）。この画像はラット脳のＴ２

＊－強



 

 

調ＭＲ画像（冠状断）を示す。この画像から、
βアミロイドが投与された部位（矢印）に脳
室から投与から投与された常磁性標識ミク
ログリアが集積していることを示す。一方、
生理食塩水が投与された反対側にはこのよ
うな集積は観察されなかった。このＭＲ画像
に対応する組織化学画像でも、ＭＲ画像のコ
ントラストに対応する部位に常磁性鉄粒子
で標識されたミクログリアが集積している
ことが確認でき、ＭＲ画像と良い一致を見せ
る。さらに、βアミロイドの濃度がミクログ
リアの蓄積した部位で顕著に低下し、その程
度は内在性のミクログリアのみの減少より
も有意に増強されており、このミクログリア
が実際にアミロイドを除去していることが
示された。 

さらに、脳室からではなく、静脈から投与
されたミクログリアもラット脳内のβアミ
ロイドの部位に集積することも確かめられ
た。このように貪食作用を持つミクログリア
がβアミロイドの投与された部位に特異的
に集積することがＭＲ画像で確かめられた
ことから、ミクログリアの働きを利用して β
アミロイド沈着を取り除くというアルツハ
イマー病の新しい治療戦略にも期待が持て
そうである。 

 
(3)ＭＲ･蛍光バイモーダル標識剤の開発 
ＭＲによる細胞トラッキングの標識剤に

はＭＲ造影剤として利用されている市販の
SPIO が用いられてきた。造影剤は当然なこと
がら、入手が容易で、しかも生体親和性、特
に水への溶解性に優れ、標的細胞への導入も
簡便に行える。しかしながら、ナノ粒子の表
面電荷に由来する市販 SPIO の細胞への導入
の難しさや、細胞への導入後の細胞毒性、特
に移植された後の SPIO 標識細胞の挙動に問
題があり、ＥＳ細胞から分化誘導された神経
細胞などは数日程度しか細胞の機能が発揮
されないとの報告がなされている。その原因
はこれまでのところ究明はされていないが、
SPIO の正の電荷や、鉄粒子を取り巻くデキス
トラン等の表面保護剤の安定性に問題があ
ることが想像される。このことから、我々は
より強固な被覆剤としてシリカ・シェルを持
つ磁性ナノ粒子の合成を行っており、その成
果の一部を以下に報告する。このシリカ被覆
には様々な化学合成の手法により修飾を施
すことが可能で、その手始めとして蛍光色素
を結合させている。この蛍光は MR で検出で

きる SPIO と合わせ、蛍光－MR バイモーダル
分子イメージングのプローブとしても利用
される可能性がある。 
この目的のために、MR/蛍光バイモーダル

分子イメージングプローブを合成した。MR 標
識用超常磁性酸化鉄（SPIO）のナノ粒子をシ
リカ層で被覆し、そこに蛍光を発する光学的
な標識を包埋することで MR・光の両計測法で
共有できるプローブを作成した。導入した有
機系色素は多様な光学的特性を選択できる
ので、下に示したように可視から近赤外に蛍
光を持つプローブが得られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
(4) ＭＲ･蛍光バイモーダル標識剤の細胞内
への輸送 
①合成ナノ粒子の検出効率 
ここで合成されたシリカ・ナノ粒子は、

SPIO と同様にセンダイウイルスの膜エンベ
ロープを用いて様々な細胞に取り込ませる
ことができる。一例として、293FT細胞に FITC
をドープさせたシリカ・ナノ粒子を導入した。
下図には 本合成ナノ粒子と比較するため
に、市販のシリカ・ナノ粒子、Sicastar-Green 
（粒子径：70nm、Nanomod 社）と比較した。 
 

 
この図からも分かるように、両者のナノシ

リカ粒子は細胞内へ導入されることが分か
るが、市販のナノ粒子（上図 D）の蛍光に比
べ、合成したナノ粒子の方が蛍光強度も強く
（上図 B）、また、繰り返して蛍光を観察でき
る。ただし、シリカ被覆は鉄染色のための酸
処理でも溶解しにくいため、プルシアンブル
ー（ベルリンブルー）では染色が難しいので、
この蛍光の付与は組織化学的検査での識別
に有用になる。 



 

 

②シリカナノ粒子の蛍光波長の多様性 
また、このバイモーダル標識剤は有機系蛍

光色素をドープさせているため、多様な蛍光
波長を持つ色素を利用でき、計測に必要な
様々の蛍光波長に合わせたプローブが使え
る。下図には、293 FT 細胞に（A）FITC（B）
Cy3（C）Cy5（D）Cy5.5 を内包するシリカ・
ナノ粒子で標識した画像を示している。この
ように、HVJ ｰ E を用いることにより、同一の
細胞でも標識剤として様々な蛍光波長のプ
ローブを選択することができる。 

 

 
③細胞標識剤としての汎用性 

さらに、様々な細胞で本ナノ粒子標識剤が
機能するか調べた。下図は FITC 含有シリカ・
ナノ粒子が種々の細胞に導入され、標識化さ
れることを示している。細胞株は(A)(B）C6, 
(C)(D) HCT116, (E)(F)293FT,  (G)(H) 
NIH3T3 である。したがって、本標識剤と HVJ
ベクターを使用する細胞標識法は多様な細
胞の識別に応用できる可能性を持っている。 

 
(5)細胞の長期連続追跡 
①MRI による長期観察 

シリカ被覆 SPIO で標識した細胞は、培養
段階では目立った細胞毒性は示さなかった。
さらに、このような標識細胞をラット脳に移
植したところ、これまのでの市販のＭＲ造影
剤として用いられている SPIO と同様にＭＲ
画像のコントラストが得られた。図４にはシ
リカ被覆 SPIO で標識した PC12 細胞をラット
脳へ移植した時のＭＲ画像を示した。この画

像からも分かるように、移植直後に強いコン
トラストで識別できた標識 PC12 細胞は、一
月後にそのコントラストは減少しているも
のの、同じ部位で観察される。 
 

 
②近赤外蛍光標識による移植細胞の長期計
測 
このようなプローブの中で近赤外領域に

蛍光を持つものは、生体内からも蛍光が観察
できる。一例として、Cy5.5（蛍光波長：700nm）
をドープしたシリカ・ナノ粒子で標識した腫
瘍細胞をラット後肢の筋肉内に移植し、近赤
外蛍光マクロイメージング法で長期間経時
的に観察した結果を下に示している。 

 
この図から、約 3週間にわたって細胞標識の
蛍光が観察されることが分かる。色素がシリ
カ層に包埋されているため、生体内で酸化や
化学分解を受けにくく、繰り返して計測を行
っても、蛍光漂白が起こりにくいことを示す。
光計測ではおよそ 1-2cmの比較的表層からし
か蛍光を検出できないが、この弱点をＭＲの
解剖画像で補えば、蛍光色素で表示される、
細胞の生体内における位置情報が、より精密
に解析できるであろう。 MR 画像法と近赤外
光計測を組み合わせれば、それぞれ互いの短
所を補い合い、長所を生かすことができ、分
子イメージングの有力な手法になることが
期待される。 

 
今日、移植幹細胞を識別する手法として、

蛍光タグを付与する遺伝子標識法や放射性
同位元素を用いる核医学的手法が一般てき
である。これらには、遺伝子改編や放射線障
害の問題があり、これらの点を一挙に解決す
るのがＭＲ法であろう。ＭＲ法は、生体の深
部組織でも高解像度の画像が得られる上に、
何度でも繰り返し計測ができ、移植幹細胞を
使う治療の期間中、継続して痛みを伴わず繰



 

 

り返し検査できる利点を併せ持っている。 
 
また、現在ＭＲ分子イメージングの主流で

ある磁気的標識による ＭＲ分子イメージン
グ法が臨床に応用されるまでにはかなりの
時間を要するかも知れない。しかし、今日用
いられている分子イメージングの、蛍光色素
標識やレポーター遺伝子を利用した手法は
生体内での画像化が難しく、一方、核医学的
手法にも侵襲性や画像解像度、あるいは、長
期間の継続的な観察に問題が残る。この点、
ＭＲによる分子イメージングは、遺伝子治療
や再生医療を推進する重要な画像法になる
と期待される。新しい分子イメージングのた
めのプローブの開発と、そのプローブを効率
良く検出するＭＲのハード・ソフトウェア面
での改良が車の両輪となって、ＭＲ画像法は
これからも更に前進していくであろう。この
ことからも医学、工学や製薬など多方面の協
調がＭＲ分子イメージングの発展には欠か
せないものと考えられる。 
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ホームページ 
http://www.shiga-med.ac.jp/~hqbioph/bms
c/index.htm 
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