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研究成果の概要（和文）：蛍光ズーム顕微鏡に直接共焦点レーザー顕微鏡のヘッドを装着し、マウスに移植した腫瘍塊
の全体像から１細胞レベルまでズームアップで観察できる新規生体蛍光観察システムを開発した。実際に、ヌードマウ
スの皮下にヒトがん細胞を移植したがんモデルにおいて、リアルタイムでマクロからミクロへの画像変換を試み、がん
組織内の血管の流れがわかる状態で、10倍以上ズームをスムースにかけることに成功した。一方、新規蛍光イメージン
グがんモデルとして、細胞周期とTGF-βシグナルを可視化できるがん細胞株を樹立し、カテプシンやMMPを含めた数種
類のプロテアーゼ活性検出蛍光タンパク質プローブとともにin vivoで評価した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a new biological fluorescence observation system in combination 
with a fluorescence zoom microscopy and a confocal laser microscopy. Using the mew microscopy system, 
cancer cells and blood vessels could be visualized in real-time from whole tumor tissues of mouse to 
single cell levels. I addition, we developed several cell lines that can be visualized cell cycle 
progression and TGF-beta signaling. Finally, cell cycle and TGF-beta signaling of cancer cells as well as 
protease activity of tumor microenvironment including Cathepsins and MMPs were visualized and evaluated 
in vivo.

研究分野： バイオイメージング

キーワード： バイオテクノロジー　シグナル伝達　遺伝子　生体分子　細胞・組織
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１．研究開始当初の背景 
 これまで、がんは正常細胞の染色体に変異
が入って異常増殖した「均一ながん細胞の集
団」と考えられていた。ところが、近年、が
んは不均一な細胞の集団であり、その中に幹
細胞の性質を持ったごく少数のがん細胞（が
ん幹細胞; cancer stem cell）が存在し、そ
れが発がんや転移に関与し、更にはがんの再
発の原因ではないかと考えられるようにな
ってきた。また、がんは細胞の周りを血管や
間質といった微小環境が支えている複雑な
組織であり、がん微小環境が発がんや転移に
も強く関わる可能性がある。特に、がん幹細
胞はニッチ(niche)と呼ばれる環境によって
自己再生能や多分化能の維持、制御された増
殖や分化等の特性を付与されると考えられ
ている。以上のことから、これからのがん研
究では、がん幹細胞とニッチを中心としたが
ん-がん微小環境から構成される複雑なネッ
トワークを理解して、その分子メカニズムを
解析する必要がある。現在、がん幹細胞を同
定するために、Side population (SP)細胞分
画と CD133 や CD44 などのがん幹細胞マーカ
ーが利用されている。ところが、SP 細胞分画
や既存のマーカーによるがん幹細胞単離を
疑問視する報告が散見され、新たながん幹細
胞単離法の開発が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、がん幹細胞がニッチにおいて冬
眠状態を保つことに着目し、生きているマウ
スのがん組織中でがん細胞の細胞周期を可
視化し、G0/G1 期を指標にがん幹細胞様細胞
を同定することを思いついた。すでに申請者
は、理化学研究所の宮脇敦史博士との共同研
究で、細胞周期を可視化する Fluorescent 
ubiquitination- based cell cycle 
indicator (Fucci)システム（G0/G1期で赤色、 
S/G2/M 期で緑色）を開発し、ヒト子宮頸がん
細胞株 HeLa 細胞とマウス乳腺上皮細胞株
NMuMG 細胞を使って生きているマウスの中で
細胞周期を経時的に観察することに成功し
ている。さらに申請者は、がんの悪性化に重
要な働きを持つ transforming growth factor 
(TGF)-βシグナル伝達を細胞周期とともに
生きているマウスの中のがん幹細胞で可視
化させ、がん幹細胞とニッチの関係における
TGF-βシグナルの役割を解明することを試
みる。 
 
３．研究の方法 
１）蛍光実体顕微鏡をベースに、マウスに移
植したがん細胞が形成する腫瘍塊の全体像
から１細胞レベルまでの観察を高時間空間
分解能で可能な新規 intravital(生体)蛍光
観察システムを開発する。 
 
２）細胞周期を可視化する Fucci を導入した
各種がん細胞株とがん細胞内部のシグナル
伝達を可視化するバイオセンサーとして

TGF-βシグナルを可視化するプロモーター
レポーター蛍光タンパク質遺伝子を発現す
るがん細胞を樹立する。さらにがん微小環境
の酵素活性をイメージングできる数種類の
プロテアーゼ活性検出蛍光タンパク質プロ
ーブを用いた in vivoイメージングの検討を
行う。 
 
３）がん細胞内部のシグナル伝達を可視化す
るバイオセンサーや微小環境を可視化する
各種蛍光プローブを駆使し、がん幹細胞とが
ん微小環境の相互作用の分子メカニズムを
明らかにする。特に、発がんからがんの悪性
化における TGF-β/BMP シグナルの時空間的
な役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
１）新規 intravital(生体)蛍光観察システム
の開発と In vivo観察 
 蛍光観察システムの開発に関しては、まず、
蛍光ズーム顕微鏡 AZ100 をベースに、光源か
ら検出系までを改良し、広い倍率を高空間分
解能で可能な長波長対応の新規生体蛍光観
察システムを構築し、実際に生体サンプルを
使った画像取得をおこなった。また、同じ対
象領域を、共焦点レーザー顕微鏡を用いて生
体サンプルの画像を取得し、両者で得られた
同一部位の画像を比較検討した。その基礎デ
ータをもとに、光学系を最適化し、蛍光ズー
ム顕微鏡AZ100に直接共焦点レーザー顕微鏡
A1 のヘッドを装着し、マウスに移植したがん
細胞が形成する腫瘍塊の全体から１細胞レ
ベルまでズームアップで観察できる新規生
体蛍光観察システムを実際に構築した。 
 構築した新規生体蛍光観察システムを用い
て、ヌードマウスの皮下にヒトがん細胞を移
植したがんモデルのがん組織において、リア
ルタイムでマクロからミクロへの画像変換を
試みた。その結果、がん組織内の血管の流れ
がわかる状態で、100倍ズームをスムースにか
けることが出来た。具体的には、がん移植モ
デルにスキンフラップ法を施したのちにマク
ロからミクロのリアルタイムがん組織イメー
ジングを行った。その結果、腫瘍塊全体が観
察可能な1辺10 mmから細胞レベルの観察可能
な1辺0.5 mmでズームインが可能で、さらに同
時に血管造影を行うことが出来た。応用とし
て、透明な角膜組織で蛍光色素の流れをマク
ロからミクロで観察する機能解析に成功した
。 
 
２）イメージング用各種細胞株・モデルマウ
ス・微小環境を可視化する各種蛍光プローブ 
 上記に並行して、細胞周期を可視化する
Fucciを導入したがん細胞株を作製し、in 
vitroとin vivoで抗がん剤耐性をスクリーニ
ングし、機能解析を行い、がん腫によって、
Cdk4 inhibitor、PI3K阻害剤Wortmanninや5FU



などの抗がん剤の作用点がin vitroで異なる
ことを明らかにした。さらに、in vivoで5FU
投与によりG0/G1期のがん細胞が優位に生き
延びる可能性を示唆するデータを得た。一方
、シグナル伝達系のイメージングに関しては
、TGF-βシグナルを可視化するプロモーター
レポーター蛍光タンパク質遺伝子を発現する
がん細胞とカテプシン、プラスミンやMMPなど
数種類のプロテアーゼ活性検出蛍光タンパク
質プローブの検討を行った。TGF-βシグナル
については蛍光強度が弱く、生体深部での観
察は困難であったので、その改良に着手した
。プロテアーゼ活性の検出は高分解能で行う
ことができた。 
 
３）がんの増殖・悪性化における TGF-β/BMP
シグナルの役割の in vivo での検討 
 ヒト線維肉腫 HT1080 細胞を皮下移植した
ヌードマウスにTGF-βI型レセプターキナー
ゼ阻害剤を投与し、その抗腫瘍効果をイメー
ジングシステムで観察・評価した。イメージ
ングによって薬剤投与初期の細胞変化を観
察することに成功した。 
 
  以上、マウスに移植したがん細胞が形成
する腫瘍塊の全体像から１細胞レベルまでズ
ームアップで観察できる新規生体蛍光観察シ
ステムを構築し、さらに各種イメージングプ
ローブを開発し、実際に生体でイメージング
することに成功した。 
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