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研究成果の概要（和文）：整形外科疾患の多くはその病態に血流や髄液、関節液などの流体が関与しているが、これま
で生体内での流体計測研究は殆どなされていなかった。我々は発光酵素によるバイオイメージング技術と人工アルブミ
ンを用いて生体内での流体や液体をリアルタイムに可視化する方法の確立を試みた。その結果、持続的な発光酵素の産
生が可能な細胞動態のイメージングは実現性が高く、脊髄損傷後に浸潤する炎症細胞のバイオイメージングによって麻
痺の予後予測法などを確立した。その一方で、一過性の化学反応で終わってしまう溶媒自体のイメージングは困難であ
った。

研究成果の概要（英文）：The fluid biology including blood, cerebrospinal and joint fluid, is closely 
related with the pathophysiology of most disease in the field of orthopedic surgery. However, the 
evaluating method for it is relatively difficult due to a lack of basic researches using animal model. We 
attempted to establish in vivo imaging of fluid biology by using firefly luciferase and artificial 
albumin. We demonstrated that in vivo imaging of accumulated inflammatory cells can predict the prognosis 
in the hyperacute phase of spinal cord injury.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： バイオイメージング
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１．研究開始当初の背景 
 整形外科疾患の殆ど全ては、その病態発
生・治癒過程に血流動態が深く関与する。関
節炎や骨髄炎などの慢性炎症疾患、変性やヘ
ルニアなどの圧迫病変による脊柱管狭窄症
や脊髄症、骨折や外傷後の軟部組織治癒過程
など、血流動態の詳細な把握は病態治療研究
に重要である。さらに、薬剤投与研究に於い
て効率的な drug delivery system (DDS)の開
発には、血流、髄液流、関節液中での薬剤の
組織浸透性把握や時空間的動態把握は必要
不可欠である。しかし、臨床現場においては
動静脈奇形などの特殊な疾患を除いては血
流動態に注目する機会は少なく、基礎研究に
於いても in vivo での血流や髄液流動態を可
視化するツールが存在しないため、殆ど研究
が行われていない。実際、これまでの生体内
での流れの研究は、動脈硬化などの血管内で
の細胞動態が中心であるが、in vivo での流体
計測研究は困難であるためそのほとんどは
画像情報からシミュレーションに作成した
in vitro を流体工学的に解析する研究であっ
た。特に、関節液中での薬物動態把握は殆ど
未研究の分野であった。 
 
２．研究の目的 
 実際の生体の血液動態・髄液流の解析には、
イメージングに用いる担体比重が生体体液
の比重と同一でなければその動態は正確に
反映されないことも in vivo での流体計測研
究を困難にしている要因の一つであった。そ
のため本研究では、血液や髄液に豊富に含ま
れるアルブミンを担体とし、小分子である発
光酵素と蛍光タンパク質同時に付加してイ
メージングを試みた。本研究の目的は、バイ
オイメージング技術と人工アルブミンを用
いて生体内での流体や液体をリアルタイム
に可視化する方法を確立し、非侵襲的に血流、
髄液流、関節液などの体液の動態を評価可能
な研究ツールを開発することである。 
 
３．研究の方法 
当センター研究部にてヒト型化修飾分泌蛋
白 発 現 シ ス テ ム （ LEXSY Eukaryotic 
Protein Expression system ） を 用 い た
luciferase-GFP 融合蛋白付加アルブミンの
作成を試みた。これまでは十分な酵素活性を
持った分泌型タンパク質の作成は困難であ
ったが、近年開発された本システムはヒト型
の翻訳後修飾（糖鎖修飾）や立体構造を有し
た強力な酵素活性を有する組み替えタンパ
ク質を分泌型として大量に得ることが可能
である。げっ歯類を用いた動物実験に於いて
は研究連携者である九州大学医学研究院准
教授岡田誠司の研究室で行う。脊髄損傷急性
期における麻痺の予後予測実験はB6マウス8
週齢を用い、第９胸髄にコンピューター制御
下に定量的圧挫損傷を作成した。FACS を用い
た浸潤炎症細胞数の定量化も同時に行った。
発光イメージングシステムは Xenogen 社製

IVIS システムを用い、作成した融合蛋白で
希釈系列を作り、発光基質である D-luciferin 
を同様に希釈系列で添加する。なお、動物実
験に関しては九州大学動物実験規則に則り、
動物実験委員会の承認を得た上で行った。 
 
４．研究成果 
まず、発行酵素と蛍光タンパク質を付加した
人工アルブミンの作成を LEXSY Expression 
system を活用し試みた。目的とする人工ア
ルブミンの条件としては、付加した発光酵素
luciferase がネイティブのフォールディン
グを有し、高い酵素活性を保っていること、
可溶性であり分子量が生体アルブミンと同
程度であること、分泌型タンパク質として大
量に精製できること、が考えられた。この
LEXSY システムは従来の大腸菌により機能蛋
白質を発現させるシステムと異なり、分泌型
タンパク質として正常なフォールディング
を発現させかつ哺乳類型の翻訳後修飾が残
せるため、in vivo で高い酵素活性を有する
タンパク質を大量精製することが期待され
た。まず発光酵素 firefly luciferase と GFP 
の融合タンパク質発現ベクターのコンスト
ラクトとalbumin発現ベクターを用いて発現
ベクターを構築し、細胞培養上清より分泌可
溶性タンパク質として回収し、イオン交換ゲ
ル濾過クロマトグラフィーにより精製を行
った。しかし、得られた人工アルブミンは GFP
活性は有するものの、発光基質である
D-luciferinと反応させてもIVSIシステムで
の検出感度以下の発光しか得られなかった。
数種類の luciferase コンストラクトを用い
たが有意な結果は得られなかったため、人工
アルブミンの作成は引き続き継続すること
とし、代替として ffLuc-cp156 トランスジェ
ニックマウス細胞を用いた実験に切り替え
た。この ffLuc-cp156 は通常の luciferase
と比して数百倍高い発光活性を有すると考
えられている。実際、本マウスを用いた膝関
節腔のバイオイメージングは下図の如く可
能であり、今後は軟骨吸収性担体を用いるこ
とで、関節液中での薬物動態把握に繫がる可
能性があると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、in vitroでの実験ではあるが流体の
イメージングは可能であるかを検討した。
ffLuc-cp156 トランスジェニックマウスの血
液を採取し、培養皿上での液滴流を 0.1sec
毎の画像として撮影した。その結果、流体の
形態として認識はされるものの、発光原理が
細胞由来の ATP との化学反応であるため、細



胞の局在濃度に応じた発光になってしまう
問題点が認められた。つまり、溶媒自体の発
光ではなく、あくまで細胞集団としての発光
であるため、液流のイメージング方法として
は大きな欠陥があると言わざるをえない結
果であった。そのため、関節液あるいは関節
腔のイメージングではなく結果的には滑膜
細胞の可視化、あるいは血流ではなく血液細
胞のイメージングとなってしまうことが明
らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
上記の人工アルブミンの結果も同様の原因
が考えられ、すなわち luciferin 基質が
luciferaseを触媒とし酸素とATPと反応した
発光反応を検知する方法が原則である限り、
luciferase が産生し続けられる細胞のバイ
オイメージングと一過性の科学反応で終わ
ってしまう溶媒のイメージングは決定的に
異なる結果が反映されたものと結論付けた。 
 以上の知見をふまえ、バイオイメージング
の活用としては、細胞の集積を非侵襲的に検
知することが最も実用性が高いと考えた。そ
こで、脊髄圧挫損傷後に浸潤する炎症細胞浸
潤のバイオイメージングを行い、麻痺の予後
予測に応用できないかと考えた。現在、損傷
急性期に麻痺の予後を予測することはMRI等
の詳細な検査によっても不可能である。受傷
後間もない時期からの予後予測が可能とな
れば、残存機能にあわせたリハビリテーショ
ンの早期開始や目標設定が可能となり、臨床
的な意義も大きい。また、急性期での治療介
入の効果判定は現在では麻痺の自然回復に
よってその効果が希釈されるため非常に困
難であり、正確な効果判定のためには膨大な
患者数が必要となるという問題が存在して
いる。損傷早期からの予後予測判定が可能と
なれば、急性期治療介入の効果判定もより正
確に行えることは間違いない。そこで我々は
マウス胸髄に対して軽度、中等度、重度の圧
挫損傷を作成した。損傷後 6 週間ではこの 3
群の下肢運動機能は大きく異なるが、損傷後
12 時間の時点ではいずれの群もほぼ完全麻
痺であり、最終的な麻痺の予後予測は不可能
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、損傷 12 時間の時点での損傷部への
浸潤末梢循環血は免疫組織学的検討におい
ても、FACS を用いた浸潤細胞定量においても

有意に差を認め、損傷程度に応じた細胞浸潤
量が明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
すなわち、非侵襲的にこの浸潤細胞量を定量
出来れば損傷早期で予後予測が可能となる。 
 
 
 
 
 
 
 
そこで下図の如く、上記 ffLuc トランスジェ
ニックマウスの骨髄をirradiationをあてた
レシピエントマウスに移植し、末梢循環血の
み luciferase を発現するキメラマウスを作
成し、軽度、中等度、重度損傷を作成した。 
 
 
 
 
 
その結果、予想通り損傷強度に応じた発光を
定量的に測定することが可能であった。すな
わち、受傷後 12 時間という早期から最終的
な脊髄損傷後の麻痺を予測するに成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 この結果はバイオイメージングの応用が、
非侵襲的な脊髄損傷後の予後予測として実
用可能性があることを示している。実際、ル
ミノールを用いることで末梢白血球の自家
発光が増強されることも知られており、超高
感度CCDカメラの検知精度によっては早期に
臨床へ応用される可能性も考えられる。この
ように、バイオイメージングの応用は様々な
整形外科疾患の病態把握や治療応用に繫が
る可能性を有していると言える。 
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