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研究成果の概要（和文）：　本研究課題においてタバコモザイクウイルス由来プロテアーゼTEVp発現ベクターお
よびTEVp依存的off-on型ペプチド蛍光プローブの作製に成功した。すなわち、TEVp発現ヒト脳腫瘍細胞
（TEVp-U87)を免疫不全マウス皮下に移植後、2D-in vivoイメージングにより、蛍光イメージングを実施した。
その結果、TEVp-U87移植部位において特異的な蛍光シグナルを得ることに成功した。このシグナルがTEVp発現細
胞由来であることも組織化学的検討により確認できた。
　３Dイメージングの実施に至らなったものの、S/N比改善ずる新たな細胞トラッキング用新規トランスジーンの
開発に近づいた。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we succeeded in constructing a tobacco mosaic 
virus-derived protease TEVp expression vector and a TEVp-dependent off-on peptide fluorescent probe.
 After subcutaneously implanting TEVp-expressing human brain tumor cells (TEVp-U87) into 
immunodeficient mice, fluorescence imaging was performed by 2D-in vivo imaging. As a result, we 
succeeded in obtaining a specific fluorescence signal at the site of TEVp-U87 implantation. 
Histochemical examination also confirmed that this signal was derived from TEVp-expressing cells.
　Although 3D imaging was not implemented, we were close to developing a new transgene for cell 
tracking that would improve the S/N ratio.

研究分野：分子イメージング

キーワード： 蛍光イメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で用いた蛍光モダリティは、一般的に生体深部観察は不得意であるが、蛍光とCTを1台で撮像することが
できる装置を用いることにより　近赤外波長のような長波長であればマウスの深部のシグナルを得ることが可能
である。さらにCTイメージにより、生体内のどの位置からシグナルが得られたのか、より詳細に知ることが可能
である。また蛍光の長所である空間分解能が高いことから、in vivoイメージングのみならず、どの細胞が取り
込んだのか、移植細胞がどれなのかまで、一つのプローブで検討することが可能となる。

※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 
主な非侵襲的 in vivoイメージング技術として、Positron emission tomography (PET) や蛍光
および発光法があげられる。それぞれのモダリティーにおいて長所・短所があり、一概にど
のモダリティーが非侵襲的イメージングを行う上で、最良であるかを決めることは難しい。
生体内深部の観察・定量性では、PETイメージングに軍配があがる。一方、空間分解能とい
う点では、蛍光イメージングが他のモダリティーより優れている。また発光イメージングで
は、トランスジーンとして主に Luciferase 遺伝子を導入し、その酵素活性に依存するため、
バックグラウンドが低く、生体内におけるシグナルの Specific/non-specific比(S/N比)が非常
に高くなるという利点を持つ。申請者は、これまで iPS 細胞移植の安全性試験として
Luciferase遺伝子安定発現 iPS細胞を樹立し、マウスを用いて iPS 細胞移植を行い、生体内
動態について in vivo 発光イメージング法を行ってきた。しかしながら Luciferase イメージ
ングでは、大まかな局在の観察は可能であるが、組織、細胞レベルでの解析は難しく、iPS
細胞の詳細な生体内、組織内動態の解析をすることができない。そのため生体レベルから 1
細胞レベルまで観察できる新たな方法が必要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 

ES/iPS 細胞を用いた移植治療を実現化するためには、移植した細胞の移植部位における
生着や生体、組織における動態を高精細にモニターし、移植細胞の機能性と安全性を正確に
評価することが重要であるが、生きた個体で長期間にわたり移植細胞を非侵襲的にモニタ
ーする方法は未だ確立されていない。このことから本研究では、特異的なプロテアーゼ
(Tobacco Etch Virus protease (TEVp))と、プロテアーゼ活性による Off-On型ペプチド蛍光プロ
ーブを組み合わせた新規の生体蛍光イメージング技術の確立を目指す。本技術により、これ
まで困難であった移植された細胞の生着などの動態に関する情報に加え、蛍光シグナルに
よる 1 細胞レベルの解析により、組織内における詳細な局在情報を同一個体で長期間モニ
ターすることが可能となる。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、Off-On 型プローブとトランスジーンを組合せた方法の有用性について検討し
た。すなわ TEVp 遺伝子のクローニングを行い、発現ベクター
の構築を行った。また、TEVp用の Off-On型蛍光プローブを設
計した。これらを組み合わせて、細胞またはがん細胞に発現ベ
クターを導入後、発現および活性を確認するために、Off-On型
プローブを用いて活性測定を行った。プロテアーゼ導入がん細
胞を、マウス皮下に移植し、in vivo蛍光イメージング装置を用
いて移植後の継時的な細胞の生存・動態観察を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）TEVp発現ベクターの構築 
  TEVp遺伝子を pRK793ベクターを鋳型に PCRにて増幅し、
発現ベクターphCMV3 にクローニングを行った。発現ベクター
が機能するかを確認するために、マウス線維芽細胞 Balb/3T3細
胞に発現ベクターをリポフェクション試薬を用いて導入し、
TEVp タンパク質の発現確認を行った（図 1）。抗 TEVp 抗体を
用いて検討したところ、TEVp 発現ベクターを導入した細胞に
おいて、目的サイズのシグナルを得ることができた。このこと
から、TEVp発現ベクターの構築が完成した。 
 
（２）TEVp特異的 Off-On型ペプチド蛍光プローブの設計 
 TEVpは、特異的な配列を認識し、切断するプロテアーゼである。TEVpによって切断さ
れた後、蛍光を発するプローブの設計を行った。 
設計したプローブは、図 2に示す。 
 
 

 

図 1 TEVpの発現 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）TEVpのプロテアーゼ活性 
 発現ベクター由来 TEVp タンパク質の発現は確認できたが、プロテアーゼ活性を有する
かどうかについては、わかっていない。そこで、に TEVp認識配列を用いて蛍光タンパク質
Venus と Haloタグの融合タンパク質(約 100kDa)の発現ベクターを構築し、細胞内で発現さ
せた。その際、TEVp 発現ベクターも同時に細胞に導入を行った。融合タンパク質と mock
ベクターを発現させた細胞においては、融合タンパク質の分子量のバンドが確認された一
方、TEVpを同時に発現させることによって、抗 Haloタグ抗体による検出されたバンドは、
およそ 33kDaの Haloタグの分子量であった（図 3）。すなわち、TEVpが活性を有し、認識
配列特異的に切断したことが確認された。つづいて、Off-On型プローブが実際に、TEVpに
よって切断されることで、蛍光を発するか in vitroにて検討を行った。図 4に示すように、
プローブと TEVpを混和することによって、蛍光が得られることが示された。 

 
 

 
 
（４）Off-On型プローブを用いた in vivoイメージング 
 TEVp と Off-On 型プローブの組み合わせによって、特異的な蛍光を観察することが可能
であることが示唆されたので、TEVp発現ヒトグリ
オーマ細胞 U87MG(TEV-U87)をマウス皮下に移植
し、蛍光観察できるかどうかを検討した。まず
TEVpを持たないU87MG細胞を移植されたマウス
においては、プローブを投与したのちに特異的な
蛍光を検出することはできなかった。一方、TEV-
U87 細胞を移植したマウスでは、腫瘍特異的に蛍
光シグナルを検出することができた（図 5）。以上
のことから、TEVp プロテアーゼを用いた Off-On
型プローブの新規トランスジーンが構築できたこ
とが示唆された。 

 
図 2 TEVp特異的プローブ 

 
図 3 TEVpによるプロテアーゼ活性 
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図 4 プロテアーゼ切断後の蛍光値 

図 5 Off-On型プローブを用いた 

in vivo イメージング 
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