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研究成果の概要（和文）： 
本研究課題において、蛍光＋発光＋MRI の三種融合プローブを作製した。この三種融合プロー
ブをインディケータとした MRI 画像検出により、本研究課題で新たに作製した三種融合プロー
ブに含まれる MRI 検出部位は、脳深部において想定通りに機能したことを証明できた。これに
より、体の外から体内深部の特定の細胞の追跡が可能になった。本課題期間中に行う予定であ
った三種融合プローブを応用して神経再生過程の追跡の研究までには至らなかったが、研究期
間内の成果である「体外からの移植細胞 in vivo 可視化」の内容を投稿準備中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
A new probe which detectable for fluorescence, chemiluminescence and magnetic resonance 
(MR) imaging was constructed and evaluated in this study. The fusion of a fluorescent 
protein to a chemiluminescent protein and ferritin as iron indicator has enabled to pursue 
the transplanted cells at in vivo. Since the novel probe which possess three kinds of 
function have worked well, we are preparing the new publication of the novel in vivo 
imaging method using Venus of fluorescent protein as expression marker, luciferase as live 
cell marker and ferritin protein as MRI marker. 
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１．研究開始当初の背景 
再生医療・脊髄損傷治療に iPS 細胞の導入

が大いに期待されている。しかし哺乳類の皮

膚は透明ではないことが、移植した iPS 細胞

を追跡を困難にしている。脊髄損傷に対する

再生医療の研究では、再生していく脊髄神経

を「目視」しながら薬剤選択など治療法の検

討を行っていく必要があるにもかかわらず、

皮膚および骨が透明な哺乳類のモデル生物

が存在しないことが、研究遂行上の大きな制

約となっている。もし、マウスやマーモセッ

トの身体の外から非侵襲的に長い期間、かつ

高い時間・空間分解能で、導入した iPS 細胞

が組み込まれ神経組織の機能が再生してい

くところをモニタリングする技術が実現で

きれば、脊髄損傷（およびその他多くの疾患）

の研究にきわめて画期的な貢献ができる。 
 
 
２．研究の目的 
「体外から脊髄神経細胞を可視化する技術
の開発、およびそれらの技術を用いた効率的
な疾患治療法の開発」を本研究の目的と位置
づけた。外科手術なしに、生涯に渡って体内
臓器・器官を高分解に画像化できるライブイ
メージング用のマウスを作成し、時間的空間
的に高解像な神経再生過程の追跡、細胞死の
阻害を目指す。本研究で考案するのが、蛍光
＋発光＋MRI 画像取得できる、YFP-ルシフェ
ラーゼ-フェリチンの「三種融合プローブ」
である。MRIで目的臓器・器官を3D画像化し、
発光蛋白質ルシフェラーゼにより生細胞の
みをモニタリングし、ライブイメージング後
に組織切片を蛍光観察して詳細を調べる。こ
の３種融合プローブが発現するトランスジ
ェニックマウスを作成し、脊髄損傷と筋萎縮
性側策硬化症(ALS)の治療研究に応用する。
この２つの疾患に関わる神経細胞は、体外か
ら蛍光観察するのはまず不可能と言ってよ
い。これらの神経機能阻害により劇的な運動
障害が起こる。神経の様子をうかがい知るイ
メージングが非常に困難な器官であり、一方
で生命活動に重要で詳細に調査されるべき
器官である。本研究の、体深部の神経を高解
像に 3D 画像化するアイデアは奇抜なようだ
が、三種融合プローブの性能を発揮できば実
現可能と考える。再生程度をイメージングデ
ータに正確に反映させるために、神経細胞の
突起の先端まで可視化を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)三種融合プローブの作製 
蛍光＋発光＋MRI の３種類のシグナルを同

じ位置から発生させるために、A.三種融合プ

ローブを作製する。 
プローブは、蛍光蛋白 YFP、発光蛋白ルシ

フェラーゼ、そして鉄結合蛋白フェリチン 
(MRI で検出)を融合させたものである。この
プローブを利用すると、YFP 発現細胞を蛍光
観察できるので、組織切片にしたときに顕微
鏡下で高解像な蛍光観察が可能。ルシフェラ
ーゼを大脳皮質もしくは脊髄神経特異的に
発現させることで、体の外側から外科手術な
しに神経細胞の観察が可能となる。フェリチ
ンは、鉄との親和性が高い蛋白である。目的
の細胞に特異的に発現させることにより、
MRI で高解像な情報として検出できる。フェ
リチン発現細胞では、鉄が細胞内に溜まり細
胞の鉄含有量が増大するために、高信号とし
て背景から差別化することができる。 
三種融合プローブの性能を培養細胞で確

認した後、トランスジェニックマウスの作成
を行う。 
(2)神経再生 in vivo イメージング技術の開
発 
in vivo イメージングで効率よく細胞・組織
からの情報を得るために、三種融合プローブ
のレポータートランスジェニックマウスの
作成、発光検出方法の改良を計画した。 
レポータートランスジェニックマウスは、

CAG promoter 下流に loxP- cat(stop) -loxP
配列、三種融合プローブの順に遺伝子配列を
構築し、トランスジェニックマウス（三種融
合プローブレポーターマウス）を作製する。
こ の レ ポ ー タ ー マ ウ ス と Emx1 
promoter-Cre マウスとの交配により、脊髄神
経細胞において三種融合プローブを恒常的
に発現するマウスを作成し、脊髄損傷モデル
マウスの経過観察を行う。強シグナルの三種
融合プローブは、軸索のシグナルも検出でき
て、皮質脊髄路をモニタリングできる可能性
が高い。 
(3)治療への応用 
脊髄損傷の治療法開発は脊髄圧挫モデルマ
ウスに iPS移植薬剤投与する方法で行い、ALS
治療法開発は三種融合プローブが発現する
ALS モデルマウスを作製し、運動神経細胞死
を阻止するために、現在臨床で使われている
薬や、その他遺伝子治療、神経移植治療を検
討する計画である。 
本研究は神経損傷を再生する研究を計画し
ているが、三種融合プローブは発生学、癌研
究、移植研究へ応用できる。開発したプロー
ブの応用範囲を示すために、できる限り多種
の応用実験を行う。 
 
 
 
４．研究成果 

蛍光＋発光＋MRIの三種融合プローブの遺

伝子構築と培養細胞での性能評価を行い、目



的のプローブ作製に成功した。具体的には、

(1)蛍光蛋白質YFP、発光蛋白質ルシフェラー

ゼ、そして鉄結合蛋白質フェリチン(MRIで検

出)を発現するプラスミドベクターを作製し、

(2)培養細胞（HEK293T細胞）での発現を蛍光

観察により確認し、(3)プローブ発現細胞を

MRIで鉄イメージングして性能評価を行った。

研究計画の段階ではYFP、ルシフェラーゼ、フ

ェリチンの三種の遺伝子を結合させた融合蛋

白質が有用だと考えた。更に、発現の効率化

や発現した蛋白の安定性などを考慮して、YFP

とルシフェラーゼを融合蛋白として発現しフ

ェリチンが単独で発現するベクターも作製し

た。フェリチンが単独で発現するプローブが

よりMRI観察に適していることが性能評価実

験によりわかった。検討を進めていく過程で

、計画とは異なるがより適したベクターコン

ストラクションを得ることができた。作製し

た融合蛋白質のうちで一番MRIに適していた

コンストラクトの、「YFP-ルシフェラーゼ-2A 

peptide-フェリチン」が発現するベクターを

「３種機能融合プローブ」とした。 

フェリチンを利用して鉄イメージングが可

能であること、そして融合蛋白質の遺伝子コ

ンストラクション方法によってMRI検出感度

に差があることがわかり、有用なプローブを

作製できたことが本研究の成果の一部分であ

る。作製したプローブを使えば、発現する細

胞全てをMRIで3D画像化し、発行蛋白質ルシフ

ェラーゼにより生細胞のみをモニタリングし

、ライブイメージング後に組織切片を蛍光観

察して詳細を調べられると期待される。 

本研究で行った移植実験にはグリオーマ細

胞U251を用いた。U251細胞はマウス体内で生

着しやすく、増殖も速い。細胞の移動(動き)

が活発であるので、移植後に生着したり組織

中を広がったりするところを細胞in vivo イ

メージングで追跡すれば、３種機能融合プロ

ーブの性能評価を行いやすくなるという考え

である。マウス脳へ移植し、発光とMRIのin 

vivo イメージングに成功した。U251細胞の移

植により３種機能融合プローブは、脊髄損傷

モデルマウスやALSモデルマウスへも応用が

可能であると判断できた。しかし、いくつか

の改善すべき点があることもわかった。移植

部位の組織連続性が失われるために、MRI画像

では３種融合プローブの効果が判定しにくい

ことがそのひとつである。今後、トランスジ

ェニックマウスを利用して、移植による組織

不連続性の問題を除去した環境で、再度３種

融合プローブの性能評価を行うことも視野に

いれている。 

現在、３種機能融合プローブを発現するグ

リオーマ細胞をマウス脳に移植し、MRIによる

移植細胞の高解像検出である。その過程で、

移植したグリオーマ細胞をMRIで２週間に渡

り追跡することに成功した。この三種融合プ

ローブをインディケータとしたMRI画像検出

により、本研究課題で新たに作製した三種機

能融合プローブに含まれるMRI検出部位は、脳

深部において想定通りに機能したことを証明

できた。これにより、体の外から体内深部の

特定の細胞の追跡が可能になった。 

 本研究期間内の成果である「体外からの移

植細胞 in vivoイメージング」の内容を投稿

準備中である。 
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