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研究成果の概要（和文）：ラット脳深部からのルシフェラーゼ発光をAka Lumineを基質としてIVISによる非侵襲的にイ
メージングすることを目指したが、in vivoはもとより摘出した脳の上部からの検出もできなかった。代ってGFPを特定
の神経細胞で発現するトランスジェニックラットを用いて、脳内に挿入した光ファイバー束(200μm 直径、3000本)を
介してGFP発現細胞のイメージングに成功した。。

研究成果の概要（英文）：I was aiming in vivo imaging of rat deep brain in which luciferase was expressed 
in particular neurons using In Vivo Imaging System (IVIS) with Aka Lumine as a substrate of luciferase. 
Luciferase-expressing neurons were located in the hypothalamus (10 mm depth from the brain surface). 
However, no image of luciferase-expressing neurons was able to be captured even if from the top of 
removed brain. I needed to change experimental plan. I developed a new method for imaging of deep brain 
using bundle optical fibers (200 mm diameter, 3000 thin fibers were bundled). Clear images of 
GFP-expressing neurons in the deep brain were able to be captured. The bundle optical fiber was fixed 
with the cranium, which enable images of GFP-expressing neurons to be retained under free moving 
condition for several hours.
In addition, related to in vivo imaging, I was trying several kinds of experiments, for example 
anesthetic effect on luciferase-expression in the deep brain.
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１．研究開始当初の背景 
脳深部の遺伝子発現や細胞移動の in vivo 光
イメージングは神経内分泌、自律神経機能の
モニタリングに大きな飛躍をもたらす技術
である。しかし従来の D-ルシフェリンを発光
基質とする青色～黄緑色発光イメージング
では光の組織透過性が低く、脳深部への適応
は困難であった。最近、組織透過性の高い近
赤外発光基質(Aka lumine)が開発され、申請
者は脳深部への適用を思い至った。 
 
２．研究の目的 
脳深部における神経活動（遺伝子発現など）
や注目する物質の動態を、In vivo imaging 
system (IVIS)を用いて非侵襲的にモニタリ
ング、イメージングすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
時計遺伝子 Per2 プロモーター誘導性の易分
解性ルシフェラーゼを発現させたトランス
ジェニックラット(Per2-dLuc ラット)を用
いて、概日時計の中枢である視交叉上核（脳
表層より約 1cm の深さ）におけるルシフェラ
ーゼ発現を In vivo imaging system (IVIS)
を用いて検出を試みた。 
 
４．研究成果 
ラット脳深部（脳表層より約 1 cm 深さ）か
らのルシフェラーゼ発光を、Aka Lumine を基
質として非侵襲的に検出・イメージングする
ことを目指したが in vivo はもとより、摘出
した脳、さらに分割した脳からでも上部から
の検出もできなかった。やむなく IVIS によ
る検出を断念して、代って GFP を特定の神経
細胞で発現するトランスジェニックラット
の脳内に挿入した光ファイバー束(200μm 
直径、3000 本)を介して GFP 発現細胞の蛍光
イメージ検出を行った。この手法により単細
胞レベルの蛍光イメージングに成功した。無
麻酔、非拘束（頭蓋に固定した光ファイバー
束を別として）のラットでも一度捕捉した神
経細胞の蛍光イメージは、ラットの運動によ
り失われることなく5時間ほど安定してイメ
ージングを継続することができた。 
また in vivo からのイメージングを念頭に、 
ペプチドホルモンの脳組織への結合、麻酔に
よる脳深部におけるルシフェラーゼ発現の
変化等に関する探索研究を行った。 
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