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研究要旨 

 

 ヒト臨床での新規薬剤や再生医療において、安全性・有効性の担保は必要不可欠であるが、

評価系がいまだ定まっているとは言えない。マウスよりもはるかにヒトに生理学的特徴の近いブ

タを用いて、単一細胞レベルで分子イメージングを行うことで、創薬・再生医療に使える、新た

な評価系を目的とする。平成 25 年度、西村らはブタに応用する分子イメージングシステムを開

発した。また、大型動物への予備検討として、平成 25 年度にはマウスを用いた生体光分子イ

メージング法を確立した。具体的には、骨髄・末梢血管・代謝臓器におけるイメージングを行

い、生活習慣病・血液疾患をはじめとする病態の基礎的・応用的知見を得た。たとえば、動脈

硬化を基盤とした心筋梗塞・脳卒中のモデルとなる、レーザー傷害による血栓形成モデルを

確立し、血栓形成過程の詳細を明らかにした。さらに、ヒト iPS 細胞由来人工血小板の生体内

での機能解析を行った。 

 

A. 研究目的 

 

 現在、マウスからヒトにいたるまで全遺伝子

が同定されたにもかかわらず、生体機能の

多くは依然として不明であり、遺伝子・細胞

治療、再生医療の実用化にも多くの障壁が

ある。その原因として、多くの研究者が、試

験管内で生ずる事象と、生体の間には、大

きな乖離があることを感じている。さらに、マ

ウスとヒトでは多くの遺伝子機能や細胞ネット

ワークが異なることが近年明らかになってお

り、ノックアウトマウスの解析を主としてきマウ

スを用いた従来型の研究には限界が指摘さ

れている。今後、ヒトレベルでの生体システ

ムのさらなる理解のみならず、遺伝子・細胞

レベルを標的とした臨床治療技術の開発、

あるいは低侵襲テイラーメイド治療の開発の

ためにも、大型動物を用いて生体内での事

象について再評価する必要があると考え

た。 
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 本研究計画では、ブタを対象とした生体イ

メージング手法により、生体内での生理学

的・病理学的状態をゲノム・エピゲノム・一分

子レベルで可視化・理解し、従来の分子生

物学的知見との整合性を検討する。特に、

実際に機能が時間経過とともにゆらいでいる

と考えられる遺伝子のダイナミックな変化に

ついてリアルタイムでの可視化を行い、「より

リアルな遺伝子機能」の可視化・定量化をめ

ざす。 
 特に、本計画では、マウスとヒトの間にある

大きなギャップをうめるために、ヒトにおける

細胞・遺伝子機能の可視化にむけて、基礎

技術開発を行い、生物学的な基礎的・応用

的知見を得る生体に特化した顕微鏡の開発

を行い、関連技術の特許取得をめざす。 
 本邦の死因の上位を占める生活習慣病で

は、臨床イベント発症前よりも、慢性炎症を

基盤とする細胞動態・細胞間相互作用の異

常が生じていると考えられる。たとえば、脳・

心血管障害の多くは動脈硬化を基盤とした

血栓性疾患であり、心血管イベントは確率的

に生体内で動脈硬化巣の粥腫が破綻して

起きると考えられるが、イベント以前より血管

内皮障害や異常な血小板活性化が生じて

いると予測される。これらの、生活習慣病の

前疾患状態を、光を用いて無侵襲に診断で

きれば、臨床的なインパクトはきわめて大き

いと思われる。そこで、本研究計画では、今

まで申請者が独自に開発してきたマウス生

体光分子イメージング手法を大型動物の血

管に適応する。心血管障害の発症前状態、

糖尿病や肥満といった代謝性疾患をとらえ

るデバイスを開発する。本手法により基礎的

に病態メカニズムを解明するのみならず、イ

ベント発症予測や無侵襲な治療計画の決定

に役立つ、新たな臨床診断手法の樹立をめ

ざす。 

 
 

B. 研究方法 

 

(1) 生体イメージングシステムの開発 

 申請者は多分野の技術を統合し、全く新し

い、高速・深部・高解像度の生体イメージン

グ技術を開発し、生体における生体内の細

胞動態を解析し、さらに、マウスレベルのシ

ステムをブタへの応用を試みている。通常の

顕微鏡が用いられないために、倒立の顕微

鏡ユニットを用いた。観察系としては、二光

子顕微鏡は光路を維持することが困難であ

ることから、一光子共焦点顕微鏡を最初の

目標とした。ブタ血管での高速・two color イ

メ ー ジ ン グ を め ざ し て 、 横 河 電 機 社

CSU-X1(スピニング・ニポウ式)を使用するこ

ととした。カメラは 2nd ポートを用いて、

Andor 社 iXon を 2 台用いることとした。光

源は、ダイオードレーザーとし、405、488、

568 nm の三波長とし、フィルターホイール

を用いて制御することとした。システム図は

下記の通りである(図１、図２)。 

 

図 1 ブタ用顕微鏡システム図(俯瞰) 
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図 2 ブタ観察システム三面図 

 

(2) マウスレベルでの予備検討 

 動脈硬化のように血管が主な傷害の場に

なる病態だけでなく、血栓症、腫瘍やメタボ

リックシンドロームにおいても、血流や血管

機能といった生体内のダイナミックな変化、

組織学的変化に先行する初期の炎症性変

化を捉えることが可能な生体内分子イメージ

ング技術は非常に有用である。従来の生体

内観察では、透過光による観察が容易な腸

間膜の微小循環を用いた研究が主に行な

われてきたが、近年の光学観察系・蛍光プロ

ーブの開発により、蛍光物質をトレーサーと

して、透過光観察が不可能な厚みを有する

脂肪組織をはじめとする実質臓器の血流観

察も可能となった。時間・空間解像度も飛躍

的に改善し、細胞内小器官レベルでの解析

が可能となっている。 

 そこで、我々は蛍光プローブと遺伝子改変

動物を組み合わせて、マルチカラー高速イメ

ージングを行った。さらに、マウスにおいて

活性酸素産生を光化学反応にて誘導する

系を確立し、血栓形成を観察した。 

 さらにヒト iPS 細胞由来人工血小板を作製

し、機能評価を行った。通常のマウスでは、

ヒト iPS 細胞由来人工血小板は輸血しても

網内系に Trap されてしまうが、免疫不全

(NOG マウス)を用いることで回避した。 

(3) 倫理面への配慮 

本研究では動物実験が含まれる。動物愛

護には最大限の配慮を払う。動物実験プロト

コールは、「研究機関等における動物実験

等の実施に関する基本指針」に従い、以下

のとおり機関内承認を得た。 

・マウス実験 
西村智申請「血栓形成メカニズムの病態解

明」 
平成 25 年 11 月 8 日承認 
承認番号 第 13243 号 
変更申請 平成 26 年 1 月 29 日承認 
承認番号 第 13243 号 

・ブタ実験 
西村智申請「ブタを用いたバイオイメージ

ングの初期検討」 
平成 26 年 4 月 18 日承認 
承認番号 第 14227 号 
 

な お 、 本 学 ピ ッ グ セ ン タ ー は 、

「 Association for Assessment and 
Accreditation of Laboratory Animal 
Care International(国際実験動物管理公

認協会、AAALAC)」の認証を取得してい

る。 

 

組換えDNA実験についても、以下のとお

り機関内承認を得て実施した。 
西村智申請 
「血栓形成メカニズムの可視化」 
平成 25 年 9 月 26 日承認 
許可番号 13−111 
改定版 平成 26 年 3 月 13 日承認 
許可番号 13−138 

 

C. 研究結果 

 

(1) ブタ観察システムの開発 

 ブタに適応可能なイメージングシステムを

開発し、Dry Lab で結像を確認した。ただし、
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ブタに応用するためには、 

・Two Camera に適応したソフトウェア制御

(NISE elements を使用予定) 

・CSU X1 と Two Camera の光軸調整 

・マイクロミニブタのハンドリング(麻酔・色素

投与経路) 

など細かい技術的問題がある。これらは、そ

れぞれ、要素技術を開発しており、短期間

で解決すると思われる。 

 

(2) マウスレベルでの予備検討 

 マウスでは、一光子・二光子顕微鏡を用い

て下記の図のように多くの組織において画

像取得が可能になった(図３−５)。時間・空

間解像度も飛躍的に改善し、細胞内小器官

レ ベ ル で の 解 析 が 可 能 と な っ て い る

(Nishimura et al, 2008 JCI; Nishimura 

et al, 2012 Blood; Nishimura et al, 2010 
JCI; Nishimura et al, 2012 Cell 
Metabolism; Nishimura et al, 2009 
Nature Medicine)。 

 

 

 

 
図 3 「生体イメージング」でみる代謝組

織・血管 

「生体イメージング」では手に取るように末梢

臓器や血管における生体内の各種細胞の

動きが分かる。CAG-eGFP マウスに、Texas 
Red Dextran と Hoechst を投与している。 

 
図 4 「生体イメージング」でみる末梢血

管 

「生体イメージング」では動脈・静脈において、

血小板・赤血球・白血球を同定し、動的に観

察が可能になった。CAG-eGFP マウスに、

Texas Red Dextran と Hoechst を投与して

いる。 

 

 我々は、レーザー傷害による ROS 産生を

伴う血栓形成モデルと、上記の生体イメージ

ングを組み合わせ、血小板機能に異常を来

す各種遺伝子改変動物における血栓形成

過程を観察し、生体内での血小板機能との

関係を明らかにした。図５のように、ROS 刺

激により高い再現性をもって、血管内に血栓

を誘導することに成功した。 

 
図 5 生体内血栓イメージ 

緑：血小板 赤：血流 レーザー照射により

誘発された微小血栓の形成過程。生体イメ

ージングとレーザー傷害を組み合わせること

により、腸間膜の毛細血管において、血栓を

誘発し、血栓形成に寄与する単一血小板を

可視化することが可能になった。レーザー照

射により血小板血栓が発達している。 
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(3) ヒト iPS 細胞由来人工血小板の生体内

機能解析 

 近年の多能性幹細胞（ES, iPS）の研究の

進歩により、細胞療法を含む再生医学での

広い範囲での臨床応用が期待されている。

しかし、これらの幹細胞を用いた基礎研究を

臨床現場に繋げるためには、in vitro での

知見を、ヒトを対象とした研究に応用する前

に、実際に試験管内で作製した細胞が、実

際の個体(マウスおよび大動物)の中でどの

ように機能しているか、どのように病変に働く

かを明らかにすることは必須である。我々は、

京都大学 iPS 細胞研究所江藤教授チーム

との共同研究の結果、iPS 細胞を誘導する

のに必要な山中四因子の中の c-Myc の発

現をコントロールすることにより、飛躍的かつ

効率的に、ヒト iPS 由来の人工血小板を作

製する手法を確立した。我々は生体イメージ

ングを用いて、こうして得られたヒト iPS 由来

血小板の体内動態の可視化を行った。観察

に用いた免疫不全マウス(NOG マウス)の体

内では、iPS 由来人工血小板の細胞動態が

捉えられた(図６)。iPS 由来血小板がマウス

体内を循環しているだけでなく、レーザー傷

害により誘発された血栓形成部位において

はホスト血小板と iPS 由来血小板が相互作

用しながら血栓を形成するさまが観察された。

つまり、「人工血小板は体内を循環し、血栓

も作る」ことが証明されたわけである。このよう

に、本イメージ手法は iPS 分化誘導細胞を

用いた細胞療法の臨床応用に向けて、安全

性・有用性を評価する上できわめて有用性

が高い手法と言える。さらに、最近では、人

工血小板の作製を飛躍的に効率的にする

手法を開発した(Takayama, Nishimura 

et al, 2012 JEM; Nakamura, Nishimura, 
Eto, et al, 2014 Cell Stem Cell)。 

 

 

図 6 生体内における iPS 由来人工血小板

の血栓形成過程 

レーザー照射により誘発された iPS 由来人

工血小板の血栓形成過程。20 秒のレーザ

ー照射により人工血小板を含む血小板血栓

が発達し血管径が狭小化している。 

 
D. 考察 

 
 生体の各種病態下での細胞連関・情報伝

達異常をより明らかにするためには、形態と

機能とを組み合わせた光イメージングが今

後必要になると考えられる。 
 ブタレベルでの光イメージングを立ち上げ

ることで、今後は、再生医療や創薬のプロセ

スを飛躍的に加速すると思われた。 
 但し、大型動物故の技術的問題も多く、ブ

タでのイメージングを進めるには、光学機器

メーカー企業とも密に連携をとりながら技術

開発を進める必要があると考えられる。 
 
E. 結論 

 

 ブタレベルでの光イメージングは技術的困

難を伴うものの、他の手法にくらべて圧倒的

に時間・空間解像度が高いことからも、きわ

めて強いインパクトが期待できる。マウスレベ

ルでの基礎技術を集約しつつ、機器メーカ

ーとも協働しながら、一光子、将来的には、

二光子イメージングを立ち上げることは必須
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の展開だと考えられた。 
 
F. 健康危険情報 

 

(分担研究報告書には記入せずに、総括研

究報告書にまとめて記入した。) 
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