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研究成果の概要（和文）：細胞移植等による再生医療の実現が目の前に迫ってきている昨今、その安全性・有効性を評
価するためのシステム構築が求められている。我々は生体内における移植細胞の動態を確認するin vivoレベルのシス
テムの構築を目指し、MRI装置と超常磁性酸化鉄微粒子等を用いて生体内で細胞動態を追跡出来るシステムを霊長類に
おいて世界で初めて樹立した。現在様々な細胞への標識にも着手するなど今後樹立した本システムを用いた安全性・有
効性評価を推進する予定である。さらに本システムをこれまで霊長類に特化して構築された知見・技術と融合させ、我
が国独自の再生医療評価システムとして昇華させるべく本研究を継続する予定である。

研究成果の概要（英文）：Regenerative medicine based on stem cell transplantation is used to treat various 
conditions such as ischemia and spinal cord injury. In basic studies using small laboratory animals, 
transplanted cells improve blood flow at infarcted regions, and reconstruct an injured spinal cord and 
provide motor ability, though some adverse event reports. Therefore, evaluation systems are necessary to 
evaluate the safety and efficacy of regenerative medicine using large animals. We developed cell-tracking 
system in a nonhuman primate model to evaluate the safety and efficacy of regenerative medicine. We could 
reveal the process of labeling with FIP in cells by fluorescent microscopy. Several organs of cynomolgus 
monkeys emitted MRI signals from the FIP-labeled cells. The cell-tracking system with transplantation of 
FIP-labeled MSC in nonhuman primates was safe and efficient rather than any other method of regenerative 
medicine assessment.

研究分野：循環器内科

キーワード： 霊長類　MRI　幹細胞　再生医療　細胞動態　磁性体　疾患モデル　移植

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1．研究開始当初の背景 
 現在、虚血性疾患、中でも心筋梗塞や狭心
症、下肢虚血性疾患に罹患している患者数は、
全国で約５１万人とも言われている。そして、
その治療法として、内科的療法である薬の服
用の他、外科的療法として、狭窄血管の拡張
やステント留置術、バイパス手術などが挙げ
られるが、下肢虚血性疾患の場合、約半数が
これらの治療法では反応せず、全国で毎年約
１万人が四肢の切断を余儀なくされている。
このような患者の QOL 改善のためにも、近年、
患者自身の血液から造血幹細胞を採取し、血
管閉塞部に注射することで血管の再生や血
流改善を促す、血管新生再生治療が注目され
ており、実際に有効な治療法であるとの報告
もされている。特に自己造血幹細胞移植によ
る臨床応用例として、バージャー病に対する
再生治療の有効性と安全性評価が国内多施
設共同研究 TACT により報告されている
（Takeshi-Yuyama E et al. Lancet. 2002; 
360; 427-435）。さらに、急性心筋梗塞患者
に対し、経皮冠動脈インターベンション法で
自己骨髄細胞を移植し、左室駆出分画率の改
善の報告がなされている（Kai C Wollert et 
al. Lancet.2004; 364; 141-48）。これらの
結果をもとに臨床応用は我が国を始めとし
て先進国で応用が開始され始め、そのソース
としては主に造血幹細胞および間葉系幹細
胞が主となっている。さらには iPS 細胞や
ES 細胞を用いようとする動きも既に活発化
している。しかしながら、その一方で、移植
細胞の腫瘍化や、改善後の患部の悪化、疼痛
の再燃など、少数ながらも有害事象の報告も
近 年 見 ら れ る （ Miyamoto K et al. 
Circulation. 2006 ;114;2679-84., Ninette 
A et al. PLoS Med. 2009 ;6 ; e1000029）。
また、これら再生医療の動物実験レベルの施
行としてはマウス心筋梗塞部への局所注射
（Venkatesh Mani et al. Magn Reson Med. 
2008; 60; 73-81）やブタ心筋梗塞部への経
皮局所注射（Gengxu He et al. Int J Crdiol. 
2007; 114; 4-10）などが同時並行で行われ
ているが、血管走行や循環動態がヒトに最も
近い霊長類を用いた実験系は我々のグルー
プが構築したもの以外ほとんど存在しない
（Yoshioka T,et al. Stem Cells. 2005）。 
 他方、昨今では移植細胞の動態追跡評価法
として、超常磁性酸化鉄微粒子(SPIO)による
細 胞 標 識 や Magnetic Resonance 
Imaging(MRI)を用いた動態追跡法がin vitro、
小動物実験レベルで注目され始めている
（ John Terrovitis et al. Circulation. 
2008; 117; 1555-62）。 
 そこで本研究計画ではそれらを組み合わ
せ、ヒト再生医療の安全性および有効性を評
価し、そのメカニズムをも明らかにする目的
で、霊長類であるカニクイザルを用いて、世
界初となる細胞動態追跡システムの樹立を
試みる。 
 

2．研究の目的 
 再生医療等の安全性・有効性を確認するた
めにはin vivo における評価システムが重要
である。特に iPS や ES 細胞を始めとした幹
細胞再生医療の実施に際しては大型動物の
生体内における移植細胞の動態を確認する
事が必須となる。本研究は MRI と霊長類を組
み合わせた細胞動態追跡システムを樹立し、
再生医療における有効性と安全性を担保す
る、我が国独自の評価システムとしての構築
を目指す。その構築過程や樹立後の運用にお
いては各種幹細胞を用いた各種組織再生の
過程が明らかになるのみならず、癌化や分化
誘導のメカニズム解明にも役立つことが期
待される。 
 また、本研究の実施機関である霊長類医科
学研究センターは 2000 頭規模からなるカニ
クイザルの繁殖コロニーを有し、それらを外
部からの導入に頼ることなく 30 年間維持し、
ワクチンの国家検定などに大きく役立って
きた機関である。さらに現在ではその経験と
利点を生かし、様々な霊長類疾患モデルを作
出、抽出し、それを有効に利用可能とする設
備・技術・知識を有するという世界に類をみ
ないポテンシャルを持ち合わせたものとな
っている。特に研究実施施設には霊長類に特
化した 3 テスラの MRI や超音波診断装置、
心電図、レントゲン装置などの専門設備の導
入を既に果たしており、その独特な検査技法
や霊長類の評価基準を樹立している。従って
本研究内容は国内外において当該研究施設
を除いて実施する事が不可能な独創的なも
のであり、来るべき再生医療の幕開けのため
には実施することが責務であるとさえ言え
る。さらに、本研究を遂行することで、新た
な細胞移植における再生機序の解明が期待
されるのみならず、霊長類と MRI を組み合わ
せた我が国独自の革新的な有効性・安全性評
価システムの樹立を目指すものである。 
 
 
3．研究の方法 
 (1)霊長類における最適化された各種細胞
の標識条件および疾患モデルの検討 
 本研究における対象動物は霊長類医科学
研究センターで繁殖育成されたカニクイザ
ルを用いるものとした。 
 まずカニクイザルの末梢血を採取し有核
細胞を分離し、継代培養および増殖法の確立
を検討する。その後、細胞の貪食能やエンド
サイトーシスを利用して、フェルカルボトラ
ン等の SPIO を細胞に取り込ませ、サル由来
細胞の標識が可能かどうかを検討する。さら
に標識細胞を移植し、3T（テスラ）-MRI で
その細胞の検出が可能であるか条件の検討
を行う。 
 次いで細胞のソースを、再生医療で用いら
れる骨髄由来間葉系幹細胞（MSC）に変更す
べく、カニクイザルの骨髄より細胞を採取し、
分離、継代培養および増殖方法の検討を行う。 



 同時に霊長類繁殖コロニーを対象に、病態
スクリーニングを行い、本手法に適応可能な
自然発生疾患モデルの抽出および心筋梗塞
等虚血性疾患モデルの作出にも着手する。 
 
(2)細胞動態追跡の条件検討 
 細胞の標識をより条件の良い Fluorescent 
Iron Particles(FIP)で行うべく、樹立した
MSC において、その共培養方法、標識至適条
件の検討を行う。 
 また、細胞標識の確実性やメカニズムを明
らかにする目的で、その標識過程を培養チャ
ンバー付き蛍光顕微鏡にてタイムラプス撮
像し、リアルタイムに観察する。 
 さらに ex vivo, in vivo おいて各種臓器
への実際の標識細胞の移植を行い、その動態
を 3T-MRI を用いて撮像し、効率的にシグナ
ルが検出可能であるかを検討し、撮像条件の
確立をおこなう。 
 
(3) in vivo における移植および細胞動態追
跡の実施 
 樹立された至適細胞標識条件によりマー
キングされた細胞をこれまでに抽出、維持さ
れてきた疾患モデルへ実際に移植し、その動
態を追跡し細胞の運命を明らかにする。さら
にMRIによる細胞動態追跡に加え、心エコー、
心電図等による病態の評価を行う。さらに最
終的には病理組織学的検索により、移植細胞
の定着や存在を確認し、その安全性を明らか
にする。 
 これらの結果を併せて移植細胞の運命を
紐解く再生医療メカニズムを解明すると共
に、我が国独自の客観的な再生医療の安全
性・有効性評価システムが樹立される事とな
る。 
 なお、本研究における動物の取扱いにおい
てはあらゆる苦痛の排除に努め、倫理面にも
十分な配慮を行った。さらに、その手技、動
物の管理は，法律第１０５号「動物の愛護お
よび管理に関する法律」、日本学術会議「動
物実験の適正な実施に向けたガイドライン」
を遵守し、「独立行政法人医薬基盤研究所動
物実験規程」及び日本霊長類学会動物実験指
針の「サルを用いる実験遂行のための基本原
則」に従ったものである。本研究自体も「医
薬基盤研究所動物実験委員会」の適正な審
査・承認のプロセスを受け、開始した。 
 
 
4．研究成果 
(1)霊長類における最適化された各種細胞の
標識条件および疾患モデルの樹立 
 カニクイザルの末梢血より有核細胞を分
離し、継代培養、増殖法の樹立を行った。さ
らに様々な濃度の SPIO と共培養を行い末梢
血由来有核細胞における SPIO 至適標識濃度
を樹立した（図 1）。その後、最も効率的に標
識された有核細胞を経皮的および経静脈的
な経路を介して実際に移植を行い、3T-MRI に

て経時的に撮像を行い撮像条件の樹立を行
った。その結果として経皮的に移植した細胞
は移植直後および一週間後の経時的な撮像
でも生体内での SPIO シグナルを検出する事
が可能である事を見出した。併せて、検出さ
れた部位の組織病理学的検索を行い、ベルリ
ンブルーおよび CD68 抗体を用いた二重染色
により SPIO で標識された細胞が MRI 撮像で
検出されたものと同一箇所に存在する事を
確認することが出来た。すなわち、移植細胞
の定着および追跡をMRIにより確認可能であ
る事が証明された。これらの結果により、カ
ニクイザルの有核細胞を用いて 3T-MRI によ
る移植細胞の動態追跡が可能な標識条件や
基礎的な撮像条件の樹立を完了した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．至適培養条件にて標識されたカニクイ
ザルの有核細胞。SPIO がベルリンブルー染色
にて青染されている。 
 
 
 さらに、霊長類繁殖コロニーにおける疾患
スクリーニングにより、自然発症の拡張型心
筋症により先天的に心不全病態を呈する疾
患モデルの抽出を完了した。また、心筋梗塞
モデルにおいては心エコーや心電図による
心機能診断、CPK やトロポニン T、BNP、ANP
などの血液生化学的検査を実施し、これらが
ヒトの心筋梗塞病態を忠実に反映し、再現性
の取れたモデルである事も確認した。 
 次いで対象細胞を、再生医療で用いられる
MSC に変更すべく、カニクイザルの骨髄より
細胞を採取、分離した。その後、それら細胞
を FACS 解析し、CD105 および CD166 抗体に陽
性である間葉系幹細胞である事を確認した。
また、その効率的な継代培養および増殖方法
を樹立した。 
 
(2) 細胞動態追跡の条件の樹立 
 より高感度で効率の良い細胞動態追跡を
行うために標識を SPIO から蛍光色素コーテ
ィングされた磁性体であるFIPに変更し、MSC
において最適標識濃度等の標識条件を樹立
した（図 2）。これにより MSC は FIP により標
識する事が可能である事が明らかとなった。
さらに標識細胞を多重染色により検出する



事、また免疫染色などの病理組織学的検索手
法により解析する事が可能となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．CD105 を発現したカニクイザル MSC（赤）
に取り込まれた FIP（緑）。 
 
 
 また、MSC の FIP 標識過程を経時的に観察
すべく培養チャンバー付き蛍光顕微鏡にて
タイムラプス撮像し、FIP が効率的に取り込
まれている像を確認することにも成功した
（図 3）。これにより標識に最適な培養時間の
確立に成功し、さらに標識後の細胞を長期観
察する事で、細胞の生死に関わらず、一度標
識されたFIPが細胞より再放出されることな
く細胞内に留まり標識が確実に可能である
事も確認された。すなわち、より効率が良く
長期に渡る細胞の標識・検出方法が樹立され
た事となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3．FIP標識過程の細胞のタイムラプス像。
白く光りながら分裂している細胞が取り込
んだ FIP を細胞内に保持しつつある。 
 
 
 さらにそれら細胞を ex vivo, in vivo に
おいて実際に移植し、3T-MRI により撮像した
ところ、心臓、肝臓、筋肉等に移植した FIP
標識細胞の顕著なシグナルを検出すること
に成功した（図 4）。これにより 3T-MRI にお
ける T1、T2 強調画像の最適な FIP 標識細胞

の撮像条件を樹立した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．標識された細胞の信号（赤丸）が確認
された心臓（A）および腓腹筋（B）。 
 
 
(3) in vivo における移植および細胞動態追
跡 
 以上の樹立された至適条件によりFIP標識
された MSC を、これまでコロニーより抽出さ
れ維持されてきた心不全モデルを対象に静
脈経由での移植を施行した。その結果、心エ
コー、心電図などでは心機能の改善は認めら
れなかったものの、生体内で T1 および T2 強
調画像において磁性体反応の見られた組織
の検出に成功し、静脈経由で移植された細胞
の動態が生体内で経時的に追跡できること
を明らかとした（図 5）。この結果は本システ
ムが霊長類において生体内で細胞動態を追
跡出来るシステムとして世界で初めて樹立
した事を示すものである。さらに現在検出さ
れた組織の免疫染色等詳細な検討も重ねて
いるが、これまでの所見では肺や脳内からも
移植細胞が検出されるなど、本システムが安
全性評価法としても有用である事が明らか
となりつつある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．下肢伏在静脈より移植した標識細胞の
シグナルがMRIにより脳の扁桃体部分で検出
された（矢印）。 
 
 
(4)まとめ 
 以上の結果により、せまりくる細胞移植に
よる再生医療の安全性・有効性を評価する我
が国独自の評価システムが樹立された。すな
わち、霊長類と MRI の組み合わせた世界初の
細胞動態追跡システムの樹立を成し遂げた

A B 



事となる。今後は樹立した本システムを用い
て霊長類モデルにおけるiPS細胞移植等の安
全性・有効性評価を推進する予定である。さ
らに本システムをこれまで霊長類に特化し
て構築された知見・技術・システムと融合さ
せ、まさに実現が迫り来る再生医療のより高
度な評価システムとして昇華させるべく本
研究を継続する予定である。 
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