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研究要旨 

 

 ブタ生体光分子イメージングのために、一光子型生体光分子顕微鏡が平成 25 年度に稼働

し、二光子型は平成 26年度に試験稼働を開始させた。すでにブタのなかで高解像度・高速イ

メージングを達成している。解像度 300nm、秒 30コマ、マルチカラーでの二光子画像であり、

優に単一血小板を同定できる。今まで、ラット以上の大型動物を用いた高解像度生体イメージ

ングの実用例は国内・国外ともに存在せず、ハード・ソフトともに開発を行っている我々のブタ

用システムはすでに大きなアドバンテージがあるといえる。平成 26 年度には実際にブタ生体

内の血管を流れる赤血球、白血球、血小板を単一細胞レベルで可視化し、血栓形成過程を

観察することに成功した(世界初、平成 27年度計画の前倒し実施)。平成２７年度は、ブタ生体

内で、ヒト iPS細胞由来の人工血小板血液細胞の可視化が実施できる見込みである。 

 

 

A. 研究目的 

 

 我々は、マウスを用いて生体光分子イメー

ジング法を独自に開発し、生体内の各種細

胞の動態や機能を可視化してきた。この生

体イメージング法は、世界最高水準の解像

度・マルチカラーで、生体内の多様な現象を

可視化できる。画像取得に際しては、二次

元ではなく、三次元、さらには、時間軸を有

した四次元イメージングが可能になっている。

また、取得した画像は、専用に開発し、再現

性が高く、標準化可能で、ロバスト性の高い

ソフトウェアを用いて定量を行えるようになっ

ている。 
 さらに、iPS 細胞由来人工血小板をヒト
iPS細胞の最初の応用例として実現すべく、
iPS 細胞由来人工血小板の効率のよい作
製方法を樹立しただけでなく、NOG マウス
内部での血栓形成を可能にしている。 
 今後、ヒトでの再生医療への安全性・有効

性の担保のためには、ブタを用いたイメージ

ングと定量解析は非常に有用である。 

 
 本研究では、世界最高水準のブタ利用研
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究施設を整備しながら、ブタのイメージング

技術を開発し、ブタ生体内の血液細胞の可

視化をめざす。具体的には、ブタ生体内のヒ

ト血液細胞を可視化する。たとえば、血小板

が血栓を形成する瞬間の可視化である。あ

るいは、血管内皮が傷害されたときの、組織

修復・再生過程のすべてを光で捉える。 
 これらのイメージングは、創薬研究のみな

らず、種々病態メカニズムの解明や、新たな

低侵襲臨床診断手法の樹立に役立つ。また、

光そのものを用いた診断・治療技術開発を

視野に入れている。生体外の光診断デバイ

スとしてだけではなく、生体内でも光を用い

た特異的細胞治療を行える可能性が高い。

今後の、光医療を目指し、ヒト病態モデルの

作出、診断・治療技術の開発、薬効評価を

通じて医療に役立てる。 

 
 

B. 研究方法 

(1) ブタ生体光イメージングシステムの開発 

 ブタに特化した一光子、さらに、二光子近

赤外イメージングデバイスを開発した。その

際には、マウス用の高機能に特化したデバ

イスの作製とは別に、倒立・正立のいずれか

に依存しない光学系の開発、顕微鏡周辺デ

バイス(高精度の大型動物観察用ステージ
など)の開発を行った。 
特に、多次元高速イメージングのために、

高速レゾナンススキャン、ガルバノスキャン、

と、ピエゾ及びモータードライブステージを

組み合わせた。さらに、長波長フェムト秒レ

ーザー、GaAs 高感度検出器を併用し、高
速・高解像度・マルチカラーイメージングを

目指した。関連特許の取得および製品開発

を行った。デバイスは本学ピッグセンターと

分子病態研究部に設置した。 
 得られた画像は大容量データとなるため、

図３ 二光子イメージングによるブタ腸管血管像 
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研究者による解析が困難になる。生体画像

に特化したソフトウェアをデザイン・開発し、

生体内の細胞を追跡・評価した。評価に際

しては、標準化可能で定量性を持つことを

優先した。パラメーターを観察者が調節する

のではなく、ロバスト性をもってほぼ全自動

で解析が終了するシステムを目指した。 

 
(2) 解析ソフトウェアの開発 
 大型動物は特有の体動があり、実際上の

画像取得を困難にしている。我々は生体の

XYZT 画像に対し、体動をキャンセルし、従

来のViewer で見えづらかった構造物を画像

処理により明確にするソフトウェアを開発した。

さらに、パターン認識を取り入れることで、

XYZT イメージのなかにある細胞種を特異的

に同定した。本技術により、ブタ体内にどの

ような細胞が分布し、どのように動いている

かを三次元的にリアルタイムで捉えられる。 

 

(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った。動物実験プ

ロトコールは機関内承認を得た(自治医科大
学H26年 4月 18日承認番号 14227号)。 
 
 

C. 研究結果 

 

(1)ブタ用イメージングデバイスの開発  
 ブタの体 内組織・細胞の詳細な可

視化を目的として、一光子イメージングから

二光子イメージングにシフトした。大型動物

は臓器漿膜が厚く、深部イメージングが欠か

せないこと、Ｚ軸の解像度が必要なこと、が

理由としてあげられる。技術的には困難であ

り、動物へのアクセスも難しいため、麻酔・外

科処置をはじめとする全身管理の習熟を必

要とした。 
 その結果、図３のような高解像度イメージン

グを達成した。ビデオレート（秒30コマ）の高
速画像取得により、血流など動的変化を捉

えることも可能である。 
 

図４ 腸管血管で同定したブタ血球（二光子生体イメージング） 
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図５ 生体イメージング用ソフトウェアの開発 

 

図６ 生体イメージングで確認したヒト血小板のブタ以内動態 
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(2) 生体光分子イメージング法の開発  
 平成 26 年度にはマウスに加えて、実際に
ブタを用いた生体光分子イメージング法を

行っ た 。 そ の際 、 遺伝子改変ブ タ 、

Kusabira Orange, CAG-eGFP 発現ブタ
を用いた、二光子イメージングにより良好な

画像を得ており(図 4)、一細胞、さらには、一
血小板を同定している 

さらに、生体画像に特化したソフトウェアを

開発し、白血球の追跡および血小板体積の

定量的評価を可能にした。生体画像は多次

元かつ大容量のため評価が困難である。今

回開発したソフトウェアにより標準化を伴っ

た数値化が可能になり、ブタイメージングを

用いた創薬等のプロセスの裏付けになると

考えられた。 
 今までマウスではレーザー傷害および活

性酸素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ている。特

に、 ヒ ト iPS 細胞由来人工血小板を
TAMRA 染色で染め、NOG マウス内部で
血栓形成を観察し、人工血小板が生体内で

有効に働くことを確認している。今回、本シ

ステムを用いブタにおけるヒト末梢血血小板

の動態を明らかにしており、今後、ヒト iPS細
胞由来血小板の解析を行う予定である。 
 

 

D. 考察 

 
 本研究で開発する生体光分子イメージン

グは、ブタのみならずヒト臨床に応用出来る

可能性が高い。本研究計画では今までの実

績を生かして、光イメージングをマウスからブ

タに応用し、さらに、今まで不可能と考えら

れた大型動物における二光子イメージング

を実現した。ブタにおいては一光子イメージ

ングの適応は限定的であり、血管内部の血

球動態を捉えるためには二光子顕微鏡を用

いる必要がある。 
 さらに二光子イメージングでは非常に広範

な臓器で画像取得が可能であった。たとえ

ば、眼球、舌、といった実質臓器でも、深部

構造を明瞭に可視化している(図７)。舌では

図７ 生体イメージングによるブタ・マウスの舌および眼球画像 
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味知覚器官（黄色で図示）の組織構築がマ

ウスとは異なり集塊を構成していることを確

認している。将来的にヒトにおける光診断に

つながる知見と考えられた。 
 この、生体親和性の高い光イメージングに

より、血液細胞、たとえば血小板の可視化が

可能になり、ヒト血小板のブタにおける評価

が可能になった。人工血小板の機能評価、

抗血小板薬の薬効評価、など多くのアプリケ

ーションが期待できる。さらに、心血管イベン

ト発症の予測・リスク層別化・治療効果の予

測と決定によるテイラーメイド医療に役立つ

と考えられる。イメージングの対象とは血管

内の血球にとどまらず、骨髄中の造血幹細

胞や、炎症部位のリンパ球・好中球など多岐

にわたり、病態解明をめざした基礎研究の

みならず、臨床応用への橋渡し・トランスレ

ーションが可能になる。 
 
 
E. 結論 

 

 平成 26 年度には実際にブタ生体内の血
管を流れる赤血球、白血球、血小板を単一

細胞レベルで可視化し、血栓形成過程を観

察することに成功した。 
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