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研究成果の概要（和文）：体外でプローブを細胞内導入する細胞標識法は、体外から細胞を移植する再生医療を
非侵襲的に評価（イメージング）する方法としては有効である。しかしながら、体内にある再生能力の高い幹細
胞（体内幹細胞）を利用する再生医療のイメージングには適用できない。本研究では、体内幹細胞動員システ
ム、動員幹細胞可視化プローブ、および幹細胞の体内標識システムを組み合わせることによって、体内幹細胞を
体内で標識しイメージングするシステム（体内幹細胞イメージングシステム）を開発した。

研究成果の概要（英文）：The ex vivo cell labeling method by the intracellular delivery of probe is 
effective in case to non-invasively evaluate the efficacy of regenerative therapy based on the cell 
transplantation from outside the body. However, it is impossible for this method to apply for the 
imaging of regenerative therapy by making use of endogenous stem cells. This study developed an “
endogenous stem cells imaging system” to label and visualize the endogenous stem cells in the body 
by combining technologies of scaffold to recruit endogenous stem cells, probe preparation to 
visualize recruited cells, and system to label stem cells in the body.

研究分野： バイオマテリアル

キーワード： イメージング　体内幹細胞　組織工学　モレキュラービーコン　足場材料

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
体内幹細胞イメージングシステムは、再生医療の1つのアプローチである体内再生誘導に対するイメージング技
術となり、戦略的な再生医療創出に貢献できる。一方、組織再生は、複数種の細胞と細胞周辺環境との相互作用
が織りなす複雑な現象である。この点で、体内幹細胞イメージングシステムは、組織再生を理解するための基盤
ともなり得る。したがって、本研究で開発した体内幹細胞イメージングシステムは、組織再生学術の体系を大き
く変革する可能性を秘めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
再生医療は、失われた組織を再生へと導く治療である。これまでに、様々なアプローチが提案さ
れているが、基本的には、体外から細胞を移植する方法と体内の細胞を利用する方法に大別でき
る。再生医療をより戦略的に実現していくためには、治療法だけではなく、治療効果を非侵襲的
に評価するイメージング技術の開発が必要である。体外から細胞を移植する場合、イメージング
プローブの導入により、移植細胞を体外で標識し、移植後に可視化することで移植細胞の動態を
イメージングする研究が多く行われている。一方、体内の細胞（多くは体内幹細胞）を利用する
再生医療には、そのイメージング技術が開発されていない。それは、約 60 兆個（体内の総細胞
数）の中から限られた数しかない幹細胞を体内で見つけ出し、特異的に標識することが極めて困
難だからである。一方で、体内幹細胞を利用する再生医療（体内再生誘導）だけではなく、複雑
な組織再生メカニズムを解明する基礎医学においても、体内幹細胞の動態に関心が集まってい
る。以上のことから、体内幹細胞を体内で標識、イメージングする技術の開発が必要不可欠と考
えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、バイオマテリアルを用いて細胞の動態をコントロールする組織工学的アプロ
ーチを駆使して、これまでに開発されてこなかった、体内幹細胞を体内で標識しイメージングす
るシステム（体内幹細胞イメージングシステム）を開発することである。 
 
３．研究の方法 
体内幹細胞イメージング（図 1）には、①体内幹細胞を動員する技術、②動員された幹細胞を特
異的に可視化するプローブを作製する技術、および③動員された体内幹細胞へプローブを標識
する技術を組み合わせることが必要である。そこで、上記の 3 つの研究項目（①体内幹細胞動員
システムの開発、②動員幹細胞可視化プローブの開発、③幹細胞の体内標識システムの開発）を
実施し、それらの開発技術を有機的に融合する（④体内幹細胞イメージングシステムの開発）こ
とで研究目的の達成を目指すこととした。 

 
４．研究成果 
 (1) 研究項目①体内幹細胞動員システムの開発 
本研究では、体内幹細胞として骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）を想定し、MSC を動員する因子と
して stromal cell-derived factor 1（SDF-1）に着目した。これまでの研究成果に基づき、MSC
の侵入に適した孔径をもつゼラチンスポンジを作製した。作製したゼラチンスポンジは機械的
強度に劣ることから、機械的強度を高めたゼラチン不織布も使用した。 
 
（2）研究項目②：動員幹細胞可視化プローブの開発 
本研究では、動員幹細胞可視化プローブとしてモレキュラービーコン（MB）を用いることにした。
MB は、細胞内の機能性核酸（メッセンジャーRNA（mRNA）あるいはマイクロ RNA（miRNA）など）
を配列特異的に蛍光検出できるプローブである。我々はこれまでに、カチオン化ゼラチンナノ粒



子を用いて MB を細胞内へ導入・徐放化させる技術を開発し、細胞を生かしたままでその生物機
能を連続的に可視化する、細胞機能イメージングの開発を行ってきた。本研究では、動員された
細胞に特異的に発現している mRNA に対する MB の設計を試みた。研究開始当初は STRO-1 を想定
したが、mRNA の配列が取得できなかったため、血小板由来増殖因子受容体（Platelet-derived 
growth factor receptor）α（PDGFRα）に対する MB(PDGFRα-MB)を Beacon Designer で設計・
合成し、構造予測ツール（Integrated DNA Technologies の UNAFold ツール）にて得られた塩基
配列がステムループ構造を取ることを確認した（図 2）。1部の MB については、合成 DNA を用い
てその配列特異性についても確認した。 

 
（3）研究項目③：幹細胞の体内標識システムの開発 
これまでの細胞標識法は、体外で 2 次元に培養した細胞へプローブを添加することで細胞内導
入を介して実現される。しかしながら、この方法は体内の細胞には適用できない。われわれは、
遺伝子複合体を基材に固定化し、基材から幹細胞へ遺伝子導入する手法を開発した経緯をヒン
トに、基材を介した細胞標識法を開発した（図 3）。すなわち、ゼラチンコーティングした基材
あるいはゼラチンからなる基材に対してプローブを固定化し、その後細胞を播種することで細
胞を標識する。基材を介した細胞標識法によって、3次元足場基材内部の細胞標識、基材を介し
た 3次元細胞集合体の均一標識、体内幹細胞の体内標識が可能となる。 

 本研究では、まず、この基材を介した細胞標識法の有効性を確認した。細胞内で恒常的に発現
している、グルセルアルデヒド‐3‐リン酸デヒドロゲナーゼ mRNA に対する MB（GAPDH-MB）を
とカチオン化ゼラチンナノ粒子とを水溶液中で混合、15 分間室温で静置し、遠心洗浄すること
で複合体を得た。ゼラチンをコーティングしたガラスボトムディッシュへこの複合体を添加、固
定化した。放射性同位元素 125I で標識した MB を用いて複合体の基材に対する固定化効率を算出
したところ、30％程度であった。複合体を固定化したガラスボトムディッシュへ、マウス骨芽前
駆細胞株の MC3T3-E1 細胞を播種した。蛍光顕微鏡にて観察を行った結果、基材は蛍光発光せず、
MB を取り込んだ細胞のみが蛍光発光しており、通常の標識法と遜色ない蛍光画像が得られた。
蛍光プローブには、常に蛍光発光する always-on 型のプローブと、環境変化が起因となり構造変
化を介して蛍光発光する activatable 型のプローブがある。今回、ターゲット核酸によって構造
変化し蛍光発光する activatable 型プローブの MB を用いることによって、基材を介した細胞標



識法でも、MB を取り込んだ細胞のみシグナルが得られる、シグナル／ノイズ比の高いイメージ
ング法が実現されたと考えられる。 
 
（4）研究項目④：体内幹細胞イメージングシステムの開発 
研究項目③で開発された基材を介した細胞標識法を 3次元基材に応用した。3次元組織のイメー
ジングの問題点は、プローブが組織内部まで浸透しにくく、均一な細胞標識が困難であることで
ある。ゼラチンハイドロゲルマイクロ粒子と細胞を混合し、細胞非接着の 96 穴プレートへ播種
すると、ゼラチンハイドロゲルマイクロ粒子と細胞が均一に存在する細胞凝集体が得られるこ
とが知られている。そこで本研究では、上記の 3次元組織のイメージングの問題点を解決するた
め、基材を介した細胞標識法をゼラチンハイドロゲルマイクロ粒子へ応用した。ゼラチンハイド
ロゲルマイクロ粒子（乾燥時約 20 μm）を膨潤後、GAPDH-MB 含有カチオン化ゼラチンナノ粒子
を添加、1 時間振とうし、その後遠心洗浄した。得られた GAPDH-MB 含有カチオン化ゼラチンナ
ノ粒子修飾ゼラチンハイドロゲルマイクロ粒子と MC3T3-E1 細胞とを混合し、細胞非接着の 96 穴
プレートへ播種、細胞凝集体を形成させた。得られた細胞凝集体を共焦点レーザー顕微鏡にて観
察した。細胞凝集体を形成後 GAPDH-MB 含有カチオン化ゼラチンナノ粒子を添加する、通常の細
胞標識法では、凝集体の表層の細胞のみから蛍光発光が観察された。一方、基材を介した細胞標
識法では、凝集体内部の細胞からも蛍光発光が観察され、凝集体における蛍光分布は均一となっ
た。これは、基材を介した細胞標識法が、ゼラチンハイドロゲルマイクロ粒子基材においても有
効であることを示している。今後、凝集体内部の細胞機能イメージングに役立つ技術であると考
えられる。ゼラチンハイドロゲルマイクロ粒子基材に加えて、ゼラチン不織布およびゼラチン多
孔質粒子（マイクロキャリア）に対しても、本細胞標識法が有効であることが確認された。ゼラ
チン不織布は、体内幹細胞動員において有望な 3次元足場であるため、ゼラチン不織布による細
胞標識法は、体内幹細胞イメージングシステムにおける強力な基盤技術となると考えられる。 
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