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がんのインビボ光イメージング

１． は じ め に

近代生物学は，複雑な多細胞生物への対応として，生物

個体をタンパク質や生体分子といった細かい要素に分解

し，要素を部品のごとく組み立てることで生物を統合的に

理解する「要素還元論」を取り入れて発展してきた．近年

の網羅的オミクス技術の急速な発展は，われわれに莫大な

タンパク質・遺伝子情報をもたらし，これからはその莫大

な情報を再構築して統合的に生物への理解を深める必要が

ある．但し，要素還元論を生物学に応用するためには，対

象とする生物が物理学や化学で説明できる素過程の組み合

わせで実現されていることが大前提である．しかし，生物

における素過程はそれ自身ですでに複雑なものであり，タ

ンパク質や遺伝子を単なる部品として考えて生物を統合的

に理解することは難しい．よってこれからは，生体におけ

る動的で複雑な細胞や分子を，その不均一性や自身が作り

出す環境などを考慮し，時空間的要素を加味した研究を行

う必要がある．このような研究には，これまでの生化学実

験，細胞生物学実験や病理学的解析に加え，動物が生きた

まま経時的に細胞や分子の動態を解析できる in vivo（イ

ンビボ；生体）イメージングが必要である．もちろん，こ

れまでの in vitro 実験や ex vivo 実験によっても多くの知見

が得られてきたが，生物の本質に迫るには，新しいテクノ

ロジーの開発が必須と考えられる．

蛍光や生物発光を利用したインビボの光イメージング

は，空間・時間分解能や特異性にすぐれ，低侵襲でより包

括的に生物を理解するための新たなテクノロジーとして期

待されている．以前は，生体での蛍光や生物発光の観察に

おいて，吸収や散乱などの光学特性によってさまざまな問

題が生じ，深部観察が難しいという欠点があった．しか

し，近年，新規蛍光タンパク質や生物発光タンパク質の発

見やその遺伝子改変，新たな蛍光色素の発見やその改良，

量子ドットの開発，さらに，レーザーや光学検出系などの

技術開発，２光子励起顕微鏡や選択的平面照射顕微鏡など

新しい顕微鏡システムの開発によって，生体での光観察技

術が急速に発展しつつある．本ミニレビューでは，われわ

れのがん研究におけるデータを紹介しながら，インビボ光

イメージング技術の生物学への応用について議論したい．

２． インビボ発光イメージングの特徴とその応用実験例

インビボ光イメージングは，生物発光を利用したインビ

ボ発光イメージングと蛍光を利用したインビボ蛍光イメー

ジングの二つの技術に分けることができる．インビボ発光

イメージングは，ホタルや鉄道虫などの生物種が持つルシ

フェラーゼ酵素の生物発光反応系を動物体内で利用するも

ので，例えばホタル（firefly）由来のルシフェラーゼを恒

常的に発現するがん細胞をマウスに移植し，基質である

D-ルシフェリンを投与すると，マウスが生きている状態

で，がん細胞の体内での動態を可視化することができる．

近年，超高感度 CCDカメラなど光を検出する機器と画像

解析技術の発達によって，動物の体内の深部に存在する細

胞から発せられる微量な光を画像として捉え，生きている

動物の中のがん細胞を経時的に追跡することが可能になっ

た．また，複数のルシフェラーゼの組み合わせ，例えば

fireflyルシフェラーゼにウミシイタケ（renilla）由来のル

シフェラーゼを組み合わせることで，多元的イメージング

を行うことが可能になってきた．

さらに，上記のような恒常的にルシフェラーゼを発現す

るがん細胞を用いた実験系に加え，ある特定のシグナル伝

達分子のシグナル応答性プロモーターの下流にルシフェ

ラーゼ遺伝子を繋いだプロモーターレポーターを用いるこ
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とで，シグナル伝達（転写活性）を同時に可視化すること

ができる．実際にわれわれは，マウスに移植した乳がん細

胞の Transforming growth factor（TGF）-βのシグナル伝達を
マウスが生きている状態で観察することに成功した．具体

的には，TGF-β応答性プロモーターの下流に fireflyルシ

フェラーゼ遺伝子を繋いだプロモーターレポーターとコン

トロールのサイトメガロウイルス（CMV）プロモーター

支配下の renillaルシフェラーゼ遺伝子を遺伝子導入した

高骨転移ヒト乳がん細胞株MDA-D細胞１）を作製し，ヌー

ドマウスの左心室にがん細胞を移植して骨転移を起こさせ

た．そしてインビボイメージングを行い，マウスが生きた

ままの状態で骨転移したがん細胞の TGF-βシグナルを解
析した（図１）．さらに，TGF-βファミリーに属する Bone

morphogenetic protein（BMP）の応答性プロモーターレポー

ターを用いることで BMPシグナルを可視化し，骨転移に

おける TGF-βと BMPの役割を明らかにした２）．また，目

的のタンパク質にルシフェラーゼタンパク質を繋げた融合

タンパク質を用いることで，タンパク質の安定性をモニ

ターすることも可能である．例えば，Zhangらは，ルシ

フェラーゼと P２７の融合タンパク質を安定発現するがん

細胞をマウスに移植し，がん細胞内の Cdk２の活性を生き

ているマウスの中で可視化することに成功している３）．さ

らに，そのシステムを利用して Cdk２インヒビター投与に

よって P２７の蓄積が誘導されることをインビボで示して

いる．

３． インビボ蛍光イメージングの特徴と

そのがん研究での応用実験例

インビボ蛍光イメージングは，緑色蛍光タンパク質

（GFP：green fluorescent protein）などの蛍光タンパク質，

蛍光化合物，量子ドットや希土類蛍光標識などの蛍光物質

を利用するイメージング手法で，例えば GFPを発現する

がん細胞をマウスに移植し，励起光を照射してがん細胞か

ら発せられる蛍光を検出して画像化することで，マウスが

生きている状態で移植したがん細胞の動態を可視化するこ

とができる．さらに，さまざまな波長の蛍光タンパク質や

蛍光化合物を組み合わせることで多重標識が可能であり，

また，可視化プローブを巧みに設計することで，細胞の機

能や環境のイメージングを行うことができる．一方，イン

ビボ蛍光イメージングは，自家蛍光や散乱によって生物発

光イメージングに比べ深部観察が難しいという問題点があ

るが，それらに対処するために，いわゆる分光的窓と呼ば

れる近赤外領域の波長（７００～１，０００nm）の蛍光の可視化

プローブを用いると，生体透過性が高いのでより深部まで

観察することが可能で，さらにヘモグロビンンや水の吸収

を気にすることなく生体バックグラウンドの低い環境で観

察が可能である．

われわれは，血管を標識する近赤外蛍光波長の可視化プ

ローブ AngioSense（VisEn社）を用いて，がん細胞を移植

したマウスが生きている状態でがん血管新生を可視化し，

さらに血管新生阻害剤の効果を検討した４）．具体的には，

ヌードマウスに移植したヒト線維肉腫細胞株 HT１０８０にお

ける血管新生を経時的に観察し，血管新生阻害剤の一種ベ

バシズマブ（商品名アバスチン）の効果を検討した（図２）．

図１ 乳がん骨転移におけるがん細胞と細胞内の TGF-βシグナ
ルのインビボ生物発光イメージング

TGF-β応答性プロモーターの下流に fireflyルシフェラーゼ遺伝
子を繋いだレポーターコンストラクト（A）とコントロールの
CMVプロモーター支配下の renillaルシフェラーゼ遺伝子（B）を
発現する高骨転移ヒト乳がん細胞株MDA-２３１-D細胞を，ヌー
ドマウスの左心室に移植して骨転移を起こさせ，３週後に基質
を注射し，骨転移しているがん細胞（C）と細胞内の TGF-βシグ
ナル（D）を可視化した．
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インビボ血管蛍光イメージングのデータは，抗 CD３１抗体

を用いた血管内皮細胞の免疫染色のデータと一致し，定量

的な解析を行うことも可能である４）．このように，蛍光可

視化プローブの特性を活かした血管蛍光イメージングは，

同一個体で経時的な変化を観察・評価できるため，簡便に

精度の高いデータを得ることができ，さらに統計的な解析

に必要な実験動物の数を削減できるので創薬に有用である

と考えられる．

また，有機小分子を用いた蛍光分子プローブについて

は，最近，さまざまな蛍光可視化プローブが開発され，カ

ルシウムや NOなどの濃度から細胞死までさまざまな生命

現象の可視化が可能になってきた．例えば，Uranoらは，

細胞内リソソームの特徴的な酸性環境を認識して初めて蛍

光性となる蛍光プローブを開発し，これをがん特異的抗体

HER-２抗体に結合させたプローブ複合体を作り，インビ

ボにおいて，低バックグラウンドで選択的にがんをイメー

ジングすることに成功している５）．

一方，蛍光タンパク質に工夫を凝らした分子プローブの

開発も進んでいる．理化学研究所の宮脇敦史博士らはリア

ルタイムに生体内で細胞周期を可視化する技術 Fucci（fluo-

rescent ubiquitination-based cell cycle indicator）システムを

開発した６）．Fucciシステムは，細胞周期の特定の時期に分

解される２種類のタンパク質にそれぞれ赤と緑の２色の蛍

光タンパク質を融合させ，細胞周期の進行における休止期

（G１期）と DNA複製期を含むそれ以外の S／G２／M期とを

区別できるシステムである．われわれは，Fucciを導入し

た正常細胞とがん細胞を用いて，マウスに移植した両細胞

の細胞周期をマウスが生きている状態で比較検討すること

に成功した６）．Fucciシステムを導入したがん細胞を使う

と，マウスが生きている状態で，原発巣で増殖するがん細

胞や転移するがん細胞の細胞周期をリアルタイムで観察す

ることが可能で，細胞の冬眠や増殖の状態を解析するため

にも有用である．

４． お わ り に

以上，われわれのがん研究におけるデータを紹介しなが

図２ がん血管新生のインビボ蛍光イメージング
ヌードマウスの皮下に HT１０８０細胞を移植し，ベバシズマブ非
投与群（A，C）とベバシズマブ投与群（B，D）に分け，それ
ぞれ，生理食塩水またはベバシズマブを投与する前（A，B）と
投与後９日目（C，D）に，AngioSenseを投与し，がん血管新
生の蛍光イメージングを行った．ベバシズマブ投与によって血
管新生が抑制され，血管が正常化することが観察された．

図３ ２光子励起顕微鏡を用いたマウス大脳新皮質のインビボ
深部イメージング

Thy１プロモーターの支配下に enhanced yellow fluorescent pro-
tein（EYFP）を発現するトランスジェニックマウス（H-１ineマ
ウス）の頭蓋骨を削って脳を露出させ（オープンスカル法），
マウスが生きたままの状態で大脳新皮質を観察し，第５層の錐
体路細胞をイメージングした．
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ら，インビボ光イメージング技術の生物学への応用につい

て解説した．さまざまな可視化分子プローブは，がん研究

のみならず発生学から免疫学まで幅広いライフサイエンス

研究分野で応用が可能である．近年，共焦点レーザー顕微

鏡などの機器開発が進み，さまざまな生体組織でイメージ

ングが可能になった．しかし，現状ではせいぜい１５０µm

の深さの組織までしか観察ができず，深部観察を可能にす

る新たな技術革新に大きな期待が寄せられている．中でも

２光子励起顕微鏡は，低侵襲で組織深部の微細構造や機能

を観察できる装置であり，特に神経科学分野において急速

に発展してきた．現在では生きたままの動物の脳を使った

脳組織深部の神経細胞の可視化が可能である（図３）．さ

らに神経科学分野以外の免疫学や骨代謝学においてもその

応用が進み，例えば骨における破骨細胞前駆細胞の動態を

可視化することが可能になってきた７）．今後，さまざまな

研究分野で２光子励起顕微鏡を用いたインビボイメージン

グが応用されると期待される．
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細胞骨格・細胞接着・細胞内輸送の協調的
作用による神経細胞移動の制御機構

は じ め に

個体発生における組織構築には，細胞骨格の再編成，細

胞接着および細胞内輸送の動態調節など，多くの細胞内現

象が統合的に制御されることが必要である．大脳皮質形成

において，神経前駆細胞から産生された神経細胞は，複雑

な形態変化を示した後，放射状突起に沿って長い距離を移

動する．この移動は，大脳皮質の６層構造の形成に必要で

あり，様々な脳疾患とも関連が深い．神経細胞移動の細胞

生化学的な研究は遅れていたが，近年，移動の初期段階に

起こる複雑な形態変化は，c-jun N-terminal kinase（JNK）や

cyclin-dependent kinase５（Cdk５）などによる微小管および

アクチン細胞骨格の動態調節に依存し，放射状突起に沿っ

た神経細胞の長距離移動には，Rab５および Rab１１による

細胞接着分子 N-カドヘリンの細胞内輸送が必要であるこ

とが明らかとなった．本稿ではこれらの知見を中心に神経

細胞移動の機構を細胞生化学的な観点から概説したい．

１． 神経細胞移動研究の歴史

脳は，特定の領域（層，神経核など）に配置された神経

細胞が軸索および樹状突起を伸ばし，互いに連結して神経

回路を形成することにより機能する．このように複雑な構

造を示す脳は，発生過程をさかのぼると１層の神経上皮か
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みにれびゆう


