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研究成果の概要（和文）：マウスをもちいて皮下腫瘍細胞移植モデルを作製した。腫瘍細胞移植後、マウスの皮下腫瘍
のサイズの変動を記録するとともに、生体イメージング法により腫瘍サイズを評価、さらに腫瘍細胞から分泌されたル
シフェラーゼ活性を同時に評価した。
光プローブを導入した腫瘍細胞にて、移植実験を行ない、シグナルのバランス、血液中に分泌された分泌型ルシフェラ
ーゼ（C-Luc）活性の測定、イメージングのためのルシフェラーゼ活性（F-Luc）および腫瘍サイズおよび転移との相互
関係を解析し、その有用性を確認した。

研究成果の概要（英文）：We developed a mouse model for in vivo optic imaging by implanting subcutaneously 
tumor cells. Tumor cells express constitutively optic probes (secretory C-Luc probe and conventional F-Luc
 probe). We monitored tumor cell growth, and signals from optic probes (F-Luc) by imaging and by blood (C-
Luc). We could image tumors by optic imaging parallel to tumor size and also monitor tumor expansion non-i
nvasively by an aliquot of blood (1-2ul).
In the present study, we could check tumor expression/depression by the newly developed optic probes by in
 vivo imaging and by measuring blood samples. These probes will contribute to a future diagnosis/therapy a
s a new monitoring tool or to develop a new drug.
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１．研究開始当初の背景 
 
癌細胞が増殖、転移を起こしたり，抗癌剤へ
の耐性を形成する際，どのようなタイミング
で，どのような刺激に応じて起こすのか，そ
の際にどのような分子がどのように動いて
いるのか、重要な事項である。現在我々は，
病理標本の検討によって，その「起こった結
果」を後から検討したり，in vivo で転移や
抗癌剤暴露と近い環境を模擬し，細胞を用い
て「模擬的に」その現象を再現している。し
かし，通常の方法では、個々の個体に起こる
要因などを評価できず、多くのマウスの平均
あるいは統計的な手段により、有意性の有無
を判断し研究結果のよりどころにしている。
本申請研究では、個体レベルでの経時的・非
侵襲的な評価を可能とするために、光プロー
ブによる腫瘍のprogressionの評価を試みる
こととした。この手法では、分子レベルでの
機構を「生体で」「リアルタイムに」「経時的
に」「定量的に」「空間的に」検討するという
ことが可能となる、将来様々な臨床場面での
有用性が期待される。現在，PET や MRI とい
った高価かつ複雑な装置を用いて，一部の分
子活性のイメージングが試みられているが，
価格、 簡便性の点で， またプローブ作成技
術の普遍性においても，本プローブによる手
法はそれらを凌駕し得る． 
 
２．研究の目的 
 
分泌型および非分泌型の 2種類の光プローブ
の作製を試み、これによりマウスに移植され
た腫瘍のサイズの増大（増減）と生体イメー
ジングシグナルおよび血液中に分泌された
プローブからのシグナルを相互に比較検討
し、本光プローブの臨床あるいは創薬におけ
る有用性を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 
分泌型および非分泌型の 2 種類の光プローブ
のデザインと作製。2 種類のプローブ（分泌
型 C-Luc、非分泌型 F-Luc）をデザイン、作
製し、細胞実験にて in vivo への応用が可能か
どうかを検討する。前者においては、S/N 比
が十分に高く、in vivo に使用可能と考えられ
るかどうか、後者においては、細胞内での合
成能と細胞外への分泌能が十分かどうか、に
ついて検討する。 
小動物による in vivo 実験として、マウス皮
下腫瘍細胞移植モデルを作製する。乳癌の細
胞株MDA-MB231、胃癌細胞株（MKN-45/NUGC-4）、
大腸癌細胞株（SW480）の細胞株をそれぞれ用
いて、皮下に移植し、様々な移植条件（細胞
数、マトリゲル濃度、移植ボリューム）を試
み、腫瘍成長への最適条件を検討する 
腫瘍細胞移植後、マウスの皮下腫瘍のサイズ

の変動を記録するとともに、生体イメージン
グ法により腫瘍サイズを評価、さらに腫瘍細
胞から分泌されたルシフェラーゼ活性を同時
に評価する。 
このプローブを導入した腫瘍細胞にて、移植
実験を行ない、シグナルのバランス、血液中
に分泌された分泌型ルシフェラーゼ（C-Luc）
活性の測定、イメージングのためのルシフェ
ラーゼ活性（F-Luc）および腫瘍サイズおよび
転移との相互関係を解析し、その有用性を確
認する。同時に、採取した腫瘍片の組織染色
（H&E）および免疫染色にて、腫瘍の存在と腫
瘍細胞内のプローブ発現の確認を行なう。 
 
 
４．研究成果 
 
分泌型および非分泌型の 2 種類の光プローブ
をデザインし、作製した。2 種類のプローブ
（分泌型 C-Luc、非分泌型 F-Luc）を、細胞
実験にて in vivo への応用が可能かどうかを
検討した（ ATTO 社製 Kronos および
CellGraph 装置を使用して評価した）。前者に
おいては、S/N 比が十分に高く、in vivo に使
用可能と考えられた。後者においては、細胞
内での合成能と細胞外への分泌能が十分かど
うか、について検討し、マウス実験にて十分
に使用可能と考えられた。 
小動物による in vivo 実験として、マウス
皮下腫瘍細胞移植モデルを作製した。乳癌
の 細 胞 株 MDA-MB231 、 胃 癌 細 胞 株
（MKN-45/NUGC-4）、大腸癌細胞株（SW480）
の細胞株をそれぞれ用いて、皮下に移植し、
様々な移植条件（細胞数、マトリゲル濃度、
移植ボリューム）を試み、腫瘍成長への最
適条件を検討した。その結果、200ul の half 
matrigel 内に 10 の５乗レベルの細胞を背
部に移植することで、生体イメージング測
定、血液中ルシフェラーゼ活性測定、サイ
ズ測定に最適であることを見出した。移植
細胞としては、乳癌細胞株および胃癌細胞
株にてまず検討を開始することとした。 
腫瘍細胞移植後、マウスの皮下腫瘍のサイ
ズの変動を記録するとともに、生体イメー
ジング法により腫瘍サイズを評価、さらに
腫瘍細胞から分泌されたルシフェラーゼ活
性を同時に評価した。 
腫瘍からは、2 種類のシグナルが得られた
ものの、両者のシグナルバランスが悪く（同
程度にシグナルが得られない）、プローブの
デザインの変更を行なった。再び、in vitro
の実験に戻り種々の方法を試したが、最終
的に IRES システムを利用して、同時に二つ
の遺伝子を同じプラスミドに挿入し、それ
によりシグナル強度のバランスを得た。 



腫瘍サイズの変化
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血液中のCluc活性の変動
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このプローブを導入した腫瘍細胞にて、移
植実験を行ない、シグナルのバランス、血
液中に分泌された分泌型ルシフェラーゼ
（C-Luc）活性の測定、イメージングのため
のルシフェラーゼ活性（F-Luc）および腫瘍
サイズおよび転移との相互関係を解析し、
その有用性を確認した。同時に、採取した
腫瘍片の組織染色（H&E）および免疫染色に
て、腫瘍の存在と腫瘍細胞内のプローブ発
現の確認を行った。 
下図は、マウス実験において、実測した腫
瘍サイズの変化をグラフ化したものである。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
上部と下図を比較すると、腫瘍の増大に伴な
って、血液中の C-Luc 活性が増加しているの
が分かる。 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
実際に、マウス全体を生体イメージングして
見ると、上記のデータに見合ったイメージン
グ画像が得られた。 
 
 
 

これらの結果より、本研究にて作成した光プ
ローブは、腫瘍の進展・転移の解析のみなら

ず、創薬などにも有用性があると考えられた。 
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