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研究成果の概要（和文）：光合成細菌planktothrix rubescens/agardhii　由来のガスベシクル遺伝子の一部を
ほ乳類細胞で発現することにより、ガスベシクル様の蛋白質ナノ粒子をほ乳類細胞内で発現する方法を開発し、
このほ乳類細胞内で発現したナノ粒子が、超音波エコーイメージングや、Xe-129 HyperCEST MRIにおける遺伝子
コード可能な造影剤として機能することを細胞レベルで示した。

研究成果の概要（英文）：I have developed the methodology of mammalian expression of gas vesicle-like
 protein nanoparticles by inducing the part of gas vesicle genes derived from  planktothrix 
rubescens/agardhii and demonstrated that these nanoparticles could be functionalized as a 
genetically-encoded contrast agent for ultrasonography and Xe-129 HyperCEST MRI.

研究分野：生物物理学, 生物工学, NMR/MRI

キーワード： MRI　超音波エコーイメージング　ナノ粒子　造影剤　生物工学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ほ乳類細胞におけるガスベシクル様の蛋白質ナノ粒子を発現する方法を開発することで、遺伝子コード可能な超
音波エコーイメージング、およびHyperCEST MRI造影剤が実用化可能であることを細胞レベルで示した。将来的
には個体レベルで、非侵襲的なイメージング手法であるMRIや超音波エコーイメージングによって、分子細胞レ
ベルの現象を可視化できる可能性を示す成果であり、生物医学研究における広範な応用が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生命科学研究において、in vivo 観察に用いられてきたのは主に光学顕微鏡であり、個体中の
細胞や組織を高い空間分解能で高速に撮像できる。特に、蛍光蛋白質のようなレポーター遺伝
子は、レポーター分子である蛍光色素の機能を、異種生物の蛋白質で代替し、生体中の遺伝子
を個体レベルで観察できる、医科学研究の重要な手法である。一方で、生体組織での散乱や吸
収のため、生体組織深部を光で非侵襲的に観察するのは難しい。そこで、磁気（静磁場・電磁
波）や超音波を用いた観察手法である、MRI やエコーが、医科学研究の次世代非侵襲 in vivo 観
察･操作手法と期待される。 
 MRI は、非侵襲的に、個体全体を、高い空間分解能で撮像できる。しかし、MRI には、低い
信号感度という原理的な問題がある。通常MRI の撮像で使う水分子由来の信号が大きく、生体
中の分子の発現と共役した造影剤が造影効果を生じるには、高い造影剤の濃度（µM-mM）が
必要で、細胞中で少数しか発現しない分子を、個体レベルで造影して検出するのは難しい。超
音波エコーイメージング（UI）は、臨床医学で頻用されるイメージング手法で、非侵襲である
ほかに、実時間撮像が可能である。空間分解能も前臨床（小動物用）UI 装置では、20-30µm
程度の機器も実用化している。レポーター分子（造影剤）としては、1-10µm 程度の気泡を脂
質や蛋白質で被覆して安定化したマイクロバブル（MB）が実用化されている。基礎研究では、
より小さいナノサイズの安定化気泡であるナノバブル（NB）も研究されている。NBは、数百
nm の腫瘍血管孔を透過でき、癌の細胞体に蓄積して造影できることが期待されている。しか
し、MB/NB は、生体内での安定性が課題であり、特に NB では一般に造影効果が MB に比べ
弱いのが問題である。一方で、遺伝的にコード可能なレポーター遺伝子が、UI にはこれまで存
在せず、医科学研究での利用を限定してきた。もし、NB を代替できる蛋白質が自然界に存在
すれば、その遺伝子はUI のレポーター遺伝子の候補である。 
 先述した、MRI の信号感度の低さの原理的問題を克服する方法に、超偏極
（Hyperpolarization）希ガスMRI がある。これは、129Xe をレーザーで励起し、超偏極状態に
して 129Xe の磁化を数万倍以上増加し、MRI 信号強度を大幅に高める方法である。さらにこの
Xeガス分子をトラップするかご分子のクリプトフェンA（CrA）を用いて、呼気から生体に導
入した超偏極 Xe ガス分子で CEST 造影法を行う、HyperCEST MRI が研究されている。GV
を、このCrAの様なHyperCEST造影剤を代替するレポーター遺伝子に応用できることが報告
された（Nat. Chem., 2014）。その検出可能な濃度は pM-nMのオーダーであり、細胞内で少
数しか発現しない遺伝子を、非侵襲に、１細胞の空間分解能、個体全体で検出できる、MRI 分
子イメージングの有力候補である。本研究で実現したほ乳類細胞でのGV発現制御技術は、遺
伝子コードされた HyperCEST 法の重要な基盤となる。特に、GV の大きさを制御して、複数
種の分子を検出可能と報告されており、本技術のインパクトは大きい。このように、GV のほ
乳類細胞における発現制御技術は、磁気や超音波を用いた次世代の非侵襲 in vivo イメージン
グの基盤技術であり、神経科学や免疫学、医療など広範な医科学分野にインパクトを与える可
能性がある。 
 
２．研究の目的 
そこで近年、ガスベシクル（GV）と呼ばれる、光合成細菌や好塩性細菌で発現する蛋白質ナ
ノ粒子が注目されている。GV は自己組織化する GV 蛋白質(GvpA, GvpC など)が、双円錐型
や紡錘型の幾何学的な閉じた構造を形成したウイルスキャプシド様の蛋白質粒子で、大きさは
100-600nm 程度である。水を排除して気体を選択的に透過し、内部は、細胞質に溶けた気体
分子が、平衡状態に達するまで、拡散して存在する。GV は宿主細菌に浮力を与え、生態系に



おいて、光や栄養の獲得に寄与する。この GV が UI の造影剤に応用できることが最近報告さ
れた（Nat. Nano., 2014）。しかし、この報告では、GVのほ乳類細胞での発現を示しておらず、
UI レポーター遺伝子としてのGVは、概念にとどまる。実際、GV遺伝子群は 13-15 個の遺伝
子から構成され、ほ乳類細胞での異種発現は困難と指摘されていた（Angew. Chem., 2016）。 
本研究では、このほ乳類細胞におけるガスベシクルの発現手法を確立することで、遺伝子コー
ド可能なUI･超偏極キセノンMRI における高感度な造影剤の実現を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究で、私はPlanktothrix rubescenes/agardii 由来のGV遺伝子群（GvpAとGvpC の３
つの変異体 GvpC16/C20/C28）の性質に着目し、これらを人工的に合成した遺伝子を組み合
わせ、KPL-4 細胞（ヒト乳がん由来細胞株）に導入し、透過型電子顕微鏡などの方法で、細胞
内におけるGVの発現について調べる。また、超音波エコーや超偏極キセノンMRI における造
影効果について細胞レベルで検証する。 
 
４．研究成果 

planktothrix rubescens/agardhii という光合成細菌のGV遺伝子gvpAとgvpC16/20/28を
Tol２トランスポゾンベクターにクローニングして（Fig.1）、様々な組み合わせで、ほ乳類細胞
に導入して、安定発現細胞株を作成した(Fig.2)。この細胞から GV を精製したところ、それぞ
れ異なる大きさや形の GV が透過型電子顕微鏡(TEM)で観察できた（Fig.3）。これらの GV 安
定発現細胞株に 5MHzの超音波を照射したときの、散乱強度を観測したところ、対照細胞に対
して有意な、散乱強度の増加が示された(Fig.4)。これは細胞内で発現した GV が超音波エコー
の造影剤として機能することを示す。特に、GV_AC16C20 は、100 nm以下の大きさであり、
腫瘍血管孔を透過可能な大きさで、強い造影能を示し、腫瘍細胞の造影剤としても有望だと考
えられる。次に、HyperCEST MRI における造影剤として機能するかを調べた。そのために、
飽和パルスの周波数を走査した時の、溶解相のHPXeの信号強度をプロットしたZスペクトル
を測定した (Fig.5, Fig.6)。その結果、GV_AC28 と結合したHPXeは 20 ppm, GV_AC16C20
と結合したHPXeは 60 ppmの飽和周波数を持つことがわかった。これは、それぞれのGVを
発現する細胞を、飽和周波数を変えることで、HyperCEST MRI によって選択的に造影可能で
あることを示す。この飽和周波数で、%CEST 造影を計算したときの、飽和時間への依存性を
調べた (Fig.7, Fig.8)。その結果GV_AC28 においては、in vivo への適用を考えた時に現実的
な飽和時間である２秒でも実用的な%CEST 造影(6.5±0.9%)を得られることがわかった。この
GV_AC28 細胞と、対照細胞ファントムについて、HyperCEST MRI 画像を撮像した。その結
果、GV_AC28 細胞で、HyperCEST造影を得た(Fig.9)。 
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Fig.2 GV安定発現細胞株 



 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
              

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Fig.３ 精製GVの電子顕微鏡画像 

Error bar : 100 nm (左), 500 nm (中央), 100 nm 
(右) 

Fig.4 細胞内GVの超音波エコー造影能 

Fig.５ GV_AC28細胞のZスペクトル Fig.6 GV_AC16C20細胞のZスペクトル 

Fig.7 GV_AC28細胞の%CEST造影 
の飽和時間依存性 

Fig.８ GV_AC16C20 細胞の%CEST
造影の飽和時間依存性 
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Fig.9 GV_AC28細胞と対照( KPL-4) 細胞 
ファントムのHyperCEST MRI 画像 
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