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研究成果の概要（和文）：生体内でのがん細胞増殖や転移を簡単に観察できるメダカがんモデル

の作製に成功した。メダカがん細胞を蛍光タンパク質で標識することにより“光る”メダカが

ん細胞を作製し、同じ遺伝的背景を有するメダカに移植したところ、個々の移植がん細胞が増

殖していく様子やがん転移の様子を観察することが出来た。このメダカモデルにより生体内の

がん細胞の振る舞いを簡単に観察することが可能となり、今後、がん細胞生物学研究や治療法

開発に貢献することが期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：We generated a medaka model capable of allowing the observation 
of various cell behaviors of transplanted tumors cells, such as cell proliferation and 
metastasis, which were visualized easily in vivo. Medaka melanoma cells stably expressing 
green fluorescence protein were established and transplanted into medaka with same 
genetic background. We could easily visualize tumor growth and metastasis of the 
transplanted cells at a single level resolution in vivo. Our medaka model provides an 
opportunity to visualize in vivo tumor cells “as seen in a culture dish” and would be 
useful for in vivo tumor cell biology. 
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１．研究開始当初の背景 
疾患モデル動物は、その病態生理の解明や治
療法開発に非常に重要である。がんのモデル
動物としてはマウス等のげっ歯類が広く使

われているが、生体内のがん細胞を直接観察
するのが難しく、生体内がん細胞動態を簡単
に直接観察できる動物モデルの作製が求め
られていた。 



２．研究の目的 
生体内でのがん細胞増殖および進展過程を
直視下で観察可能なメダカ同種移植モデル
を作製し、腫瘍生物学研究のための新たなモ
デルを確立する。 
 
３．研究の方法 
（１）化学発がんによって樹立された近交系
メダカHB32系統由来メダカ黒色腫がん細胞
株に GFP（緑色蛍光タンパク質）遺伝子を安
定的に導入し、“光る”メダカがん細胞株を
樹立した。 
 
（２）“光る”メダカがん細胞株を HB32 系
統メダカの腹腔内もしくは皮下に移植し、移
植がん細胞の増殖等を経時的に蛍光実体顕
微鏡で観察した。 
 
（３）放射線照射による生体影響とがん細胞
動態との関連を調べるため、致死線量以下の
エックス線を照射したメダカにがん細胞を
移植し、その動態に変化が見られるかどうか
を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）メダカ黒色腫がん細胞に GFP 遺伝子を
導入し、“光る”メダカがん細胞株を樹立し
た（図１）。 

図１：光るメダカがん細胞株の樹立 
 
GFP の種類が異なる２種類の細胞株を樹立し
た。一つは哺乳類の細胞で強力に発現する
CMV プロモーターの下流に enhanced GFP 
(EGFP)遺伝子を連結した組換え体をリポフ
ェクション法により導入し、薬剤選択をおこ
なって細胞株を樹立した（MM-E 細胞）。もう
一つは、メダカベーターアクチンプロモータ
ーの下流に ZsGreen遺伝子をつなげた遺伝子
を作製、同様の方法で細胞株（MM-Z 細胞）を
樹立した。MM-E 細胞と MM-Z 細胞は特に細胞
増殖能等の違いは観察されず、両者は親株と
比べても細胞生物学的変化は見られなかっ
た。また、両細胞株とも１年以上の培養を経
ても蛍光の退色等は認められなかった。 
 
（２）光るメダカがん細胞を同系および異系

メダカの腹腔内に移植した（図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 ２ ： 光 る メ ダ カ が ん 細 胞 の 同 系
（syngeneic）および異系（allogeneic）メ
ダカへの腹腔内移植 
 
MM-E および MM-Z 細胞とも同じ遺伝的背景を
持つ同系メダカに移植した場合は、がん細胞
は生着し細胞増殖が見られたが、異系メダカ
に移植した場合は、移植後１週間前後で消失
することを確認した。免疫学的拒絶が起きた
ものと考えられた。MM-Z 細胞のほうが MM-E
細胞に比べて蛍光強度が強いため、以降の研
究は主に MM-Z 細胞を用いて行った。 
 
（３）放射線照射による生体影響とがん細胞
動態との関連を調べるため、未照射メダカと
エックス線照射メダカにがん細胞移植を行
った。結果を表１に示す。 
 
表１ 

移植さ
れたメ
ダカ 

移植部
位 

移植メ
ダカ数 

移植４週
後生着し
たメダカ
数 

生着した
メダカで
転移が観
察された
数 

未照射 腹腔内 4 4 未実験 

未照射 皮下 18 8 3 

2 グレ
イ照射

皮下 4 3 0 

5 グレ
イ照射

皮下 4 3 3 

10 グ
レイ照
射 

皮下 3 3 3 

 
未照射メダカの腹腔内に移植した場合は全
例、皮下に約 100 個前後の細胞を移植した場
合は、約半数が生着した。興味深いことに、
エックス線を全身照射した後に移植した場
合は、生着率が良く、更に５グレイおよび１
０グレイ照射の場合は、未照射に比べるとが
ん転移が促進することが観察された。 
 
（４）尾ひれ基部の皮下に光るがん細胞を移
植し（図３）、その増殖を経時的に観察した



（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：尾ひれ基部皮下へのがん細胞移植 
緑色蛍光が観察されている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４：光るがん細胞の増殖 
 
がん細胞は移植後いったん数が減るが、それ
以降は増殖し、腫瘍を形成した。 
 
（５）がん細胞の増殖部位を蛍光実体顕微鏡
の高倍率で観察したところ、増殖している単
一のがん細胞観察に成功した（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５：増殖している生体内単一がん細胞の観
察 
 
63 倍（x63）の観察で認められたがん細胞の
集団を 115 倍（x115）で観察したところ、単
一増殖がん細胞が明瞭に認められた。また、
細胞死と考えられる球状がん細胞も認めら
れた。生体内にあるがん細胞でありながら、
このような解像度で簡単に観察できる動物
モデルはほとんど報告がなく、メダカがんモ
デルの有用性が示唆された。 
 
（６）生体内での単一細胞レベルでの解析が
可能と判明したため、尾ひれに１～数個の細

胞を移植し、その細胞運命を追跡した（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６：尾ひれへの単一細胞移植とその細胞運
命の追跡 
 
移植細胞は生着したものの、約 40 日後に分
裂増殖することなく細胞死に至った。 
 
（７）エックス線を照射したメダカにがん細
胞を移植した場合、未照射メダカとは移植が
ん細胞の動態が異なる傾向が認められた。表
１に示したように、生着率が上がり、がん細
胞の増殖も良好であった。更に興味深いこと
に、未照射メダカへの移植に比べて、5 およ
び 10 グレイのエックス線を照射した場合に
移植がん細胞の転移が促進された（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７：エックス線照射メダカに移植した場合
に観察されたがん転移（点線の円は移植部位、
矢印は転移巣） 
 
移植されたがん細胞は、移植して 1~2 週間後、
眼の周囲の骨や筋肉に転移することが観察
された。 
 
（８）以上のように、生体内がん細胞の動態
を簡単に、かつ、単一細胞レベルの解像度で
観察できる動物モデルの作製に成功した。こ
のような観察は、マウス等のげっ歯類では大
変困難である。また、欧米を中心に実験動物



として最近注目を集めている小型魚類ゼブ
ラフィッシュでは、近交系が確立していない
ため、成体にがん細胞を移植し生着させるこ
とは原則出来ない。以上のことから、本研究
によって作製されたメダカがんモデルは生
体内のがん細胞動態を解析することにおい
て非常に優れたモデルであると考えられる。 
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