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1. 序論 

1.1. 幹細胞移植による再生医療 

従来、臓器や組織の障害に対する治療法として、臓器移植が行われてきた。しかし、臓

器移植には主に 2 つの課題がある。１つ目は、移植に用いるための臓器や組織の提供者

（ドナー）を必要とすることである。2010 年の改正臓器移植法施行により、親族の承諾に

より臓器提供が可能になり、また 15歳未満でも脳死判定されれば提供可能となったためド

ナー数は増加した。しかし、依然としてドナー不足は解消されておらず、また移植施設お

よびドナーコーディネーターの不足や、脳死判定の基準に関する妥当性についての議論な

ど、多くの課題が残されている。2 つ目は、免疫機能による拒絶反応である。他人の臓器

や組織を移植するため、免疫拒絶を起こしてしまう危険があり、免疫抑制剤の服用が必要

とされる。さらに、免疫抑制剤には継続的な服用の必要や副作用が問題点として挙げられ

る。以上の問題点を解決する治療法として、幹細胞移植が注目されている。 

幹細胞移植は、簡便かつ低侵襲な再生医療であり、心臓や肝臓、中枢神経系（CNC）障

害など再組織化が困難な組織や臓器における重篤な疾患の治療への利用が期待されている

[1–3]。再生医療への応用に向けた幹細胞として胚性幹細胞（ES細胞）や人工多能性幹細胞

（iPS 細胞）など、数多くの種類の幹細胞が確立されている[4–6]。しかし、ES 細胞や iPS

細胞は臨床応用に向けた課題がある。ES 細胞は胚の内部細胞塊を用いて作製される細胞株

であるため倫理的な課題を抱えている。iPS細胞は、線維芽細胞に 4つの遺伝子を導入する

ことで作られる人工多能性幹細胞であるため、ES 細胞のような倫理的な問題は生じず、さ

らには罹患者自身の細胞から作り出すことができるため移植時に拒絶反応が生じづらいと

いう利点がある。しかし、iPS細胞から作製した臓器に分化していない iPS細胞が含まれて

いると、その未分化な iPS 細胞が腫瘍化してしまう恐れや作製に時間と莫大な費用がかか

るなどの課題がある。以上のような課題を解決するため、ES 細胞や iPS 細胞に関する臨床

研究が数多くなされている[7–9]。一方で、骨髄幹細胞（BMSCs）をはじめとする間葉系幹

細胞は、血中投与による脊髄損傷や造血幹細胞移植後の急性移植片対宿主病において、

幹細胞の血中投与による治療が既に臨床応用されており、今後も様々な応用が期待され

ている[10]。特に、間葉系幹細胞の一つである脂肪組織由来幹細胞（ASCs）が注目を集め

ている[11,12]。ASCs は、脂肪細胞、骨芽細胞、神経細胞、筋細胞、肝細胞などへの分化能

を有する。ASCsは、分化先は限られるものの、脂肪吸引などで大量に得ることができ費用

が安く準備期間が短い、再生因子の産生量が多い、腫瘍化・拒絶反応のリスクが低い、な

どといった利点を有する多機能性幹細胞である。 

幹細胞移植治療において、罹患した組織および臓器における移植幹細胞の集積が治療効

果に影響を与えることが知られており[13,14]、さらには罹患した組織および臓器の炎症状

態が治療効果に影響すると考えられているが[15–17]、詳細は明らかとなっていない。また、
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幹細胞移植治療の中でも、血中に幹細胞を投与する治療方法が非常に簡便かつ低侵襲であ

るため注目を集めているが、目的としない部位に幹細胞が到達し悪影響を与える恐れもあ

る。したがって、幹細胞移植治療の安全性確保と効果向上のためには、生体内における移

植幹細胞の動態と集積を単一細胞レベルの高感度かつリアルタイムでイメージングできる

技術が必要である。 
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1.2. 従来のイメージング技術 

従来のイメージング技術として、レントゲン診断法、X 線源と検出器アレイを回転させ

ることで断層情報を得ることが可能な X線コンピュータ断層撮影法（CT）[18] 、生体情報

を 3 次元的にイメージング可能な磁気共鳴（MR）画像法[19]、生体に投与した陽電子放出

核からの 1対の消滅光子を検出する陽電子放出コンピュータ断層撮影法（PET）[20] 、単光

子放出コンピュータ断層撮影法（SPECT）[21]などのモダリティが臨床の場で用いられて

いる。しかし、これらのモダリティは主に組織や臓器の診断に用いられるもので、感度が

低い、空間分解能が低い、撮影に時間を要するなどの課題があり、移植された幹細胞を単

一細胞レベルで高感度に検出し、さらにはリアルタイムでイメージングすることは非常に

困難という課題がある。このような課題を解決し移植幹細胞を高感度かつリアルタイムで

イメージングする手法として蛍光イメージングが注目されており[12,22]、さらには蛍光イ

メージングと MR イメージングを組み合わせたマルチモーダルイメージング技術の開発が

進められている[23–26]。蛍光イメージングと MR イメージングを組み合わせたマルチモー

ダルイメージングでは、蛍光イメージングの高感度かつリアルタイムな情報と MR イメー

ジングの生体内の深部情報の両方を取得できる。また、マウスやラットを使用する前臨床

試験段階においても、モダリティ単独に比べて 1 検体から多くの情報を得ることができ、

サクリファイスする検体の削減や飼育コスト・エネルギーを低減できるなどの利点が得ら

れる。しかし、従来のマルチモーダルイメージングに使用されるプローブは、蛍光強度や

耐光性が低いという課題があり、開発が求められている。 

 

1.2.1. 蛍光イメージング 

 蛍光イメージングは迅速かつ定量的であり、生体分子、細胞のイメージングに広く用い

られている。その中でも特に「生体の窓」と呼ばれる near infrared region-I（NIR-I；700-900 

nm）および near infrared region-II（NIR-I；1000-1700 nm）における蛍光イメージングが有望

である。NIR-I蛍光は可視光に比べて組織透過性が高いため、生体内のイメージングに適し

ている。NIR-I 蛍光よりもさらに長波長の NIR-II 蛍光は、臓器や組織における光の散乱お

よび吸収が低減、自家蛍光が抑制（バックグラウンド蛍光が抑制）されるため、より深部

の生体情報を得ることができる（図 1.1）[27]。 

蛍光イメージングを行う上で重要となるのが蛍光プローブであり、緑色蛍光タンパク質

[28]、量子ドット（QDs）[28]、ZnOナノ粒子[29]、有機分子[30]、希土類ドープナノ蛍光体

（RE-NP）[31]など、生体組織や細胞の蛍光イメージングのための様々なプローブが研究

されている。その中でも、QDs を用いた蛍光イメージングが注目を集めている。QDs は半

導体や金属などで結晶サイズが直径約 20 nm 以下のナノ材料を指し、例えばセレン化カド

ミウム（CdSe）などが代表される。QDs の特長として、高い量子収率（エネルギー変換効
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率が高い）、高輝度（高精度）、高い安定性（長期間のラベル化）、励起波長範囲の広さ、

蛍光波長範囲の狭さなど、優れた蛍光特性が挙げられる。また、QDs は、構成する原子の

組み合わせや、同一素材においてもサイズを変化させることによって蛍光波長を制御する

ことができ、同じ励起波長で異なる蛍光波長を得ることができる。そのため、QDs に抗体

やレセプターに対するリガンドを修飾することにより、複数種の対象を同時に観察するマ

ルチカラーイメージングの実現も期待される。例えば、特定の生体内物質（グルタチオン

やアルカリフォスファターゼなど）を検出し、細胞のがん化や分化状態を診断するための

蛍光プローブに関する研究が報告されており[32–35]、QDs を用いたマルチカラーイメージ

ングは、移植幹細胞の様々な状態を同時に診断できるツールとなる可能性がある。QDs は、

以上のような特長を有するため生体応用に適しており、低コスト、低エネルギーで生体情

報を高度に検出することができる。特に、NIR 領域の蛍光を発する QDs は有用な蛍光プロ

ーブとして、医療分野での診断応用が注目されている[36–43]。湯川らは、移植した胎児幹

細胞、角膜内皮細胞、脂肪組織や剥離した乳歯由来の幹細胞の蛍光イメージングに NIR-I

付近の蛍光波長を有する QDs が有用であることを示している（図 1.2）[44–53]。しかし、

QDs を用いて移植 ASCs を生体内において移植直後から単一細胞レベルの高感度かつリア

ルタイムで検出した報告例はない。 

NIR-II領域を用いた細胞の高感度イメージングが報告されている[54]。特に、酸化物ベー

スの希土類をドープしたナノ蛍光体は、活性化イオンを変えることで（例えば、Eu（赤）、

Tb（緑）、Tm（青））発光波長を容易に選択することができる [31,55]。Dung らは以前、ラ

ンタノイドを共添加した酸化ガドリニウムナノ粒子（Gd2O3: Er, Yb-NPs）による蛍光イメ

ージング技術を開発している[56]。Gd2O3: Er, Yb-NPsは、アップコンバージョンまたはダウ

ンコンバージョン発光による NIR-I または NIR-II 領域のマルチスペクトル発光を示すよう

に調整可能である[57–60]。具体的には、Gd2O3: Er, Yb-NPsは Er3+と Yb3+を添加しており、

980 nmの励起光により、Yb3+の 2F7/2準位の不対電子が Er3+の 4F7/2、4F9/2または 4I11/2準位に

遷移され、4I15/2準位に緩和する際に 566 nm、660 nm または 1530 nm の蛍光を発する（図

1.3）[56]。特に 1530 nm の蛍光は、生体内イメージングに適した NIR-II の蛍光であるため

有用である。しかし、現状では移植 ASCs の生体内におけるイメージングへの適用に関し

ては報告例がなく、情報が不足している。 
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図 1.1. (a) NIRの波長域, (b) 光散乱と波長の関係, (c) 自家蛍光と波長の関係. Royal 

Society of Chemistryより許可を得て文献[27]より転載. 

図 1.2. (a) in vivo蛍光イメージングシステム, (b) 細胞培養液中の QDs655, 705, 800の

蛍光スペクトル, (c) QDs655, 705, 800でラベル化した ASCsをマウスの背中に皮下

移植した際の in vivo蛍光画像. Springer Natureより許可を得て文献[53]より一部改

変. 
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1.2.2. ＭＲイメージング 

臨床において広く使用されている MR イメージングは、生体内の水素原子核の密度や存

在状態の違いを画像化する手法で、感度と空間分解能が低い、撮影に時間を要するなどの

課題があるが、生体深部を観察することが可能で臨床において応用されている[61]。MR イ

メージングでは、観察対象と他の対象との区別を高めるために造影剤が一般的に利用され

ている[62–65]。現在一般的に使用されている造影剤として、ガドリニウムや超常磁性酸化

鉄（SPIO）ナノ粒子が挙げられる[66–69]。ガドリニウム造影剤は、周囲の水素プロトンの

縦緩和時間（T1）を減少させ、その結果T1強調MR画像が明るく（白く）なるが、一方で

SPIO ナノ粒子は、横緩和時間（T2）を減少させ、その結果 T2 強調 MR 画像が暗く（黒く）

なる。1988 年にキレート化されたガドリニウム（Gd-DTPA）が承認されており、ガドリニ

ウム造影剤は広く臨床応用されている。また、カルボキシデキストランコーティングを施

した陰イオン性 SPIOナノ粒子であるフェルカルボトラン（リゾビスト）も、肝臓造影剤と

して臨床応用に成功している[70–73]。宮本、荻原らは、フェルカルボトラン（レゾビスト）

の主成分であるアルカリ処理デキストランコート磁性酸化鉄ナノ粒子（ATDM）を細胞に

取り込ませ in vivo MRイメージング技術に応用している（図 1.4）[74,75] 。 

 

図 1.3. 各元素のエネルギー準位と放射・非放射経路. 文献[56]より許可を得て転載. 
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図 1.4. TMADM-03磁性ナノ粒子を取り込んだ HepG2細胞の水平断面の透過型電子

顕微鏡（TEM）像. (A) TMADM-03で標識した HepG2細胞の形態（矢印はナノ粒

子を含むリソソームを指す）, (B,C) リソソーム中のナノ粒子(赤矢印), (D) 細胞膜

に付着したナノ粒子(青矢印). 文献[74]より許可を得て転載. 
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1.3. 細胞のラベル化方法 

 生体内において移植幹細胞の動態、集積をイメージングするためには、細胞に材料を取

り込ませ標識するラベル化方法の確立が必要である。その方法としてラベル化材料を細胞

表面に結合させる方法[76]、もしくは細胞内に導入する方法が挙げられる[77,78]。しかし、

細胞表面に結合させる方法では、体内循環中にラベル化材料が脱離する可能性が生じるた

め、ラベル化材料を細胞内に導入する手法が必要である。細胞へのラベル化材料の導入方

法は、大きく分けてエレクトロポレーション、マイクロインジェクションなどの物理的手

法と細胞透過ペプチドやリポソームを活用するなどの生化学的手法に分けられる（図 1.5）

[79]。 

エレクトロポレーションは、短パルスの電圧・電流を利用して細胞膜に一時的に孔を形

成し、ラベル化材料を細胞内に導入する手法であり、迅速かつ安定的にラベル化を行える

[80]。Derfus ら[81]は、ポリエチレングリコール（PEG）でコーティングした CdSe／ZnS 

QDsをHeLa細胞内に導入している。しかし、エレクトロポレーションでは相当数の細胞死

が引き起こされ、生化学的手法に比べて多量の細胞が必要とされる。また、電圧の印加に

よりタンパク質の変性やラベル化材料の凝集など悪影響が生じる可能性がある[82]。 

マイクロインジェクションは、ラベル化材料をガラス管などで細胞内に物理的に注入す

る手法であり、様々な性質（サイズ、電荷）のラベル化材料を正確な量で細胞に導入する

ことができる[83]。Derfus ら[11]は、マイクロインジェクションによって、ポリエチレング

リコール（PEG）でコーティングした CdSe／ZnS QDs を HeLa 細胞内に導入している。し

かし、マイクロインジェクションは一つずつの細胞に対して処理を行うためスループット

が悪く、また熟練したオペレータや高価な装置を必要とする課題がある[83,84]。 

細胞透過性ペプチド（CPP）は、タンパク質、核酸、ナノ粒子の細胞導入において大き

な注目を集めてきた[85]。CPP は疎水性分子、両親媒性分子、陽イオン性分子があるが、

細胞膜を通過する性質を有し、ラベル化材料を細胞質へ輸送することができる[86,87]。

CPP を用いたラベル化材料の細胞への導入は、細胞毒性が低く導入効率が高いことから有

用な手法である。湯川らはオクタアルギニンペプチド（R8）を用いて ASCs を QDs で高効

率にラベル化できること、R8を用いた QDsによるラベル化が移植 ASCsの in vivoイメージ

ングに有効であることを示した[78,88]。 

リポソームは、リン脂質によって形成される小胞で、治療薬、診断プローブ、ナノ粒子、

遺伝子の運搬に用いられてきた[89,90]。一般に、リポソームはエンドサイトーシス、また

は細胞膜との融合により、担持物を細胞内に導入する。Guoら[91]は、赤血球から抽出した

膜脂質を用いて、疎水性のコア／シェル型 CdSe／ZnS QDsをカプセル化し、カプセルが細

胞膜と融合した後に QDsが細胞内に導入されたことを確認している。 
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図 1.5. QDsによる細胞のラベル化方法. Springer Natureより許可を得て文献[79]より転載. 
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1.4. 本研究の目的、本論文の構成 

幹細胞移植治療において、移植幹細胞の動態および集積が治療効果に影響を与えること

が知られている。幹細胞移植治療の安全性確保と効果向上のためには、移植幹細胞の単一

細胞レベルのリアルタイムイメージング技術の確立が重要であるが、従来のイメージング

手法ではこれらの実現は極めて困難である。本研究では、多機能性ナノ粒子を開発し、移

植幹細胞を単一細胞レベルかつリアルタイムでイメージングできる手法を開発した。 

幹細胞移植治療において、移植された幹細胞の患部組織や臓器への集積、また患部組織

や臓器の炎症状態は、治療効果に強く影響すると考えられているが、詳細は明らかとなっ

ていない。また、幹細胞移植治療の中でも、血中に幹細胞を投与する治療方法が非常に簡

便かつ低侵襲であるため注目を集めているが、目的としない部位に幹細胞が到達し悪影響

を与える恐れもある。したがって、幹細胞移植治療の安全性確保と効果向上のためには、

生体内における移植幹細胞の動態と集積を単一細胞レベルの高感度かつリアルタイムでイ

メージングできる技術が必要である。しかし、現状では移植幹細胞を検出するための in 

vivo イメージング技術は十分ではない。従来のイメージング技術として、レントゲン診断

法、CT、MR 画像法、PET、SPECT などのモダリティが臨床の場で用いられているが、こ

れらのモダリティは主に組織や臓器の診断に用いられるもので、感度が低い、空間分解能

が低い、撮影に時間を要するなどの課題があり、移植された幹細胞を単一細胞レベルで高

感度に検出し、さらにはリアルタイムでイメージングすることは非常に困難という課題が

ある。このような課題を解決し、移植幹細胞を高感度かつリアルタイムでイメージングす

る手法として蛍光イメージングが注目されており[12,22]、さらには蛍光イメージングと

MR イメージングを組み合わせたマルチモーダルイメージング技術の開発が進められてい

る[23–26]。しかし、現状では QDs を用いて移植 ASCs を生体内において移植直後から単一

細胞レベルの高感度かつリアルタイムで検出した報告例はない。また、従来のマルチモー

ダルイメージングに使用されるプローブは、蛍光強度や耐光性が低いという課題があり、

開発が求められている。 

本研究では、多機能性粒子の開発から細胞および生体内における評価まで、医工学融合

領域における開発を一貫して行った。移植幹細胞のより高度なイメージング技術として、

動態および集積の観察に向けた in vivo リアルタイム蛍光イメージング技術を開発した。ま

た、多機能性ナノ粒子による in vivo マルチモーダルイメージング技術を開発した。in vivo

マルチモーダルイメージング技術は、将来的には移植幹細胞の動態の観察も目指すが、本

研究においてはまず移植幹細胞の集積の観察における有用性を検証した。これらを実現す

るために、高感度検出が可能と考えられる量子エネルギー材料の QDsおよび Gd2O3: Er, Yb-

NPs に着目した。移植 ASCs のラベル化材料の開発を行い、ASCs のラベル化方法の検討、

ラベル化が ASCs に与える影響の評価を行った。次に、ラベル化した ASCs の in vitro イメ

ージングと、マウスに移植した ASCs の in vivo イメージングを実証した。さらには、開発
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した in vivo リアルタイム蛍光イメージング技術を活用して、これまで情報が不足していた

移植 ASCs の生体内での動態と、急性肝不全の炎症状態が移植 ASCs の 動態、集積に与え

る影響を明らかにした。 

 

 本論文の構成は下記の通り。 

2章 移植幹細胞イメージング技術に向けた多機能性 NPsの開発 

 移植幹細胞の蛍光および MR イメージングを組み合わせたマルチモーダルイメージング

技術の開発に向け、多機能性粒子の開発と特性評価を行った。マルチカラー蛍光および

MRイメージングを行うために、dendron-baring lipids having two unsaturated bonds （DLU2）

からなる脂質膜を用いて 3 種類の QDs（QDs525、605、705）および磁性ナノ粒子である

ATDM を含有した DLU2-NPs を作製した。また、NIR-II 蛍光および MR イメージングを行

うために Gd2O3: Er, Yb-NPsを作製した。以上 2つの多機能性粒子の粒子径およびゼータ電

位を評価した。 

 

3章 NPsを用いた ASCsのラベル化 

 移植幹細胞のイメージング技術の開発に向け、QDs、DLU2-NPsおよび Gd2O3: Er, Yb-NPs

による ASCs のラベル化方法の検討とラベル化が ASCs に与える影響を評価した。QDs、

DLU2-NPsおよび Gd2O3: Er, Yb-NPsが ASCsに導入されているかを確認した。また、QDs、

DLU2-NPsおよびGd2O3: Er, Yb-NPsによるラベル化 ASCsの形態、毒性、増殖能、炎症反応

を評価した。 

 

4章 蛍光および MRイメージングによるマルチモーダルイメージング技術の開発 

 多機能性粒子を用いたマルチモーダルイメージング技術の開発に取り組んだ。DLU2-

NPsまたは Gd2O3: Er, Yb-NPsでラベル化した ASCsの in vitro蛍光および MRイメージング

を行った。次に、DLU2-NPsまたはGd2O3: Er, Yb-NPsでラベル化したASCsをマウスの背部

に皮下移植し、in vivo蛍光および MRイメージングを行った。 

 

5 章 In vivo リアルタイム蛍光イメージング技術の開発と異なる肝臓の炎症状態における移

章植幹細胞の体内動態の解明 

QDs を用いた in vivo リアルタイム蛍光イメージング技術を開発し、急性肝不全の炎症状

態がマウスの肝臓における移植 ASCs の動態、集積に及ぼす影響を評価した。QDs でラベ

ル化した ASCs の in vitro 蛍光イメージングを行い、蛍光強度と細胞数の関係を調査した。

次に、QDs でラベル化した ASCs をマウスに静脈内投与し in vivo リアルタイム蛍光イメー

ジングおよび intravital 多光子蛍光イメージングを行い、移植 ASCs の体内動態を評価した。

さらに、急性肝不全マウスにおいて移植 ASCs の体内動態を評価し、肝臓の炎症状態が移

植 ASCsの動態、集積に及ぼす影響を調査した。  
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2. 移植幹細胞イメージング技術に向けた多機能性ナノ粒子(NPs)の開発 

2.1. 緒言 

幹細胞移植は、簡便かつ低侵襲な再生医療であり、心臓や肝臓、中枢神経系（CNC）障

害など再組織化が困難な組織や臓器における重篤な疾患の治療に利用することができる[1–

3]。移植された幹細胞の患部組織や臓器への集積[13,14]、また患部組織や臓器の炎症状態

は、治療効果に強く影響すると考えられているが[15–17]、詳細はほとんど知られていない。

また、幹細胞移植治療の中でも、血中に幹細胞を投与する治療方法が非常に簡便かつ低侵

襲であるため注目を集めているが、目的としない部位に幹細胞が到達し悪影響を与える恐

れもある。したがって、幹細胞移植治療の安全性確保と効果向上のためには、生体内にお

ける移植幹細胞の動態と集積を単一細胞レベルの高感度かつリアルタイムでイメージング

できる技術が必要である。 

臨床現場では、超音波診断法、レントゲン診断法、CT[18] 、MR 画像法[19]、PET[20]、

SPECT[21]などのモダリティが臨床の場で用いられているが、これらを単独で用いた場合、

移植幹細胞を高感度で検出することは困難である。このような問題を解決するため、蛍光

イメージングと MR イメージングを組み合わせたマルチモーダルイメージング技術の開発

が注目されてきてはいるが[23–26]、従来のマルチモーダルイメージングに使用されるプロ

ーブは、蛍光強度や耐光性が低いという課題があり、開発が求められている。 

 蛍光イメージングは迅速かつ定量的であり、生体分子、細胞、臓器のイメージングに広

く用いられている。その中でも特に「生体の窓」と呼ばれる第 1 近赤外領域（NIR-I；700-

900 nm）および第 2近赤外領域（NIR-I；1000-1700 nm）における蛍光イメージングが有望

である。蛍光イメージングを行う上で重要となるのが蛍光プローブであり、様々なプロー

ブが研究されているが[28–31]、その中でも、QDs を用いた蛍光イメージングが注目を集め

ている。QDsは、従来の有機ラベル化に比べて、高輝度、耐光性（長期間のラベル化）、励

起波長範囲の広さ、蛍光波長範囲の狭さなど、優れた蛍光特性を有している。また、QDs

は、構成する原子の組み合わせや、同一素材においてもサイズを変化させることによって

蛍光波長を制御することができ、同じ励起波長で異なる蛍光波長を得ることができる。そ

のため、QDs に抗体やレセプターに対するリガンドを修飾することにより、複数種の対象

を同時に検出し移植幹細胞のがん化、分化などの状態を同時に診断するマルチカラーイメ

ージングの実現も期待される。特に、水溶性で NIR-I 領域の蛍光を発する QDs は、有用な

蛍光プローブとして医療分野での診断応用が注目されている[36–43]。また、NIR-II 領域を

用いた幹細胞の高感度イメージングも報告されている[54]。特に、Gd2O3: Er, Yb-NPsをはじ

めとする酸化物ベースで希土類をドープしたナノ蛍光体は、活性化イオンを変えることで

NIR-IまたはNIR-II領域のマルチスペクトル発光を示すように調整可能であり、980nmの励

起下で可視光よりも効率的に生体組織を透過する[55–60]。  
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 MR イメージングは、感度と空間分解能が低い、撮影に時間を要するなどの課題がある

が、生体深部を観察することが可能で臨床において応用されている。MR イメージングで

は、観察対象と他の対象との区別を高めるために、ガドリニウム（Gd）や超常磁性酸化鉄

（SPIO）ナノ粒子が造影剤として一般的に利用されている[66–69]。以前の研究で、アルカ

リ処理したデキストラン被覆磁性酸化鉄ナノ粒子（ATDM）を細胞ラベル化や in vivo MR技

術にイメージング技術に応用している[74,75] 

本章では、移植 ASCs を生体内において高感度で検出することを目的とした蛍光および

MRイメージングを組み合わせた in vivoマルチモーダルイメージング技術の開発に向け、2

種類の多機能性粒子の開発と特性評価を行った。多機能性粒子は、従来の課題である蛍光

強度や耐光性が低いという課題を解決するとともに、いずれも MR イメージングで検出で

き、一つは将来的に移植幹細胞のがん化、分化などの状態を同時に診断できるようにする

ためマルチカラー蛍光を発する粒子と、一方は生体透過性に優れ高感度で検出できる NIR-

II 蛍光を発する粒子の 2 種類を設計した。具体的には、マルチカラー蛍光および MR イメ

ージングを行うために、DLU2 からなる脂質膜を用いて 3 種類の QDs（QDs525、605、705）

および磁性ナノ粒子である ATDM を含有した DLU2-NPs を作製した。また、NIR-II 蛍光お

よび MRイメージングを行うために Gd2O3: Er, Yb-NPsを作製した。以上 2つの多機能性粒

子の粒子径およびゼータ電位を評価した。 
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2.2. 実験方法 

2.2.1. 試薬 

QDs525、QDs605、QDs705、phosphate-buffered saline（PBS）および HEPES bufferは Life 

TechnologiesTM Japan か ら 購 入 し た 。alkali-treated dextran-coated magnetic iron oxide 

nanoparticles （ATDM）は Cosmo Bio® Japanから購入した。 

 

2.2.2. DLU2-NPsの作製と特性評価 

DLU2 をメスフラスコ中で chloroform/methanol（1/1、v/v）に溶解し、DLU2 の濃度を 10 

mg/mL に調整した。DLU2 溶液を窒素パージ下で蒸留除去し、真空乾燥させた。QDs525

（100nM）、QDs605（100nM）、QDs705（100nM）、ATDM（500μg/mL）の溶液を DLU2 か

らなる脂質膜に添加し、HEPES buffer（10 mM）を加えた。混合物を 30 分間超音波処理す

ることで、DLU2の濃度が 10 mg/mLの DLU2-NPsを得た。DLU2-NPsを PBSで 1:100に希

釈し、Zetasizer Nano ZS（Malvern Instruments, Ltd.）を用いた動的光散乱（DLS）により粒

径とゼータ電位を 25℃で測定した。 

 

2.2.3. Gd2O3: Er, Yb-NPsの作製と特性評価 

Gd2O3: Er, Yb-NPsの作成方法は以前報告されている均一沈殿法（HP法）を用いて合成し

た[56]。Gd2O3: Er, Yb-NPsの作成方法を簡潔に示す。Gd(NO3)3、Er(NO3)3およびYb(NO3)3を

Triton-X100とともに室温で 30分間撹拌した。次に 24 gの尿素を加え、80℃で 60分間保持

した。得られたスラリーを数回遠心分離し、界面活性剤を除去した。得られた粒子を 80℃

で乾燥、900℃で 30分間焼成した後、40分間超音波処理することで Gd2O3: Er, Yb-NPsを得

た。Gd2O3: Er, Yb-NPs を PBS で 500 µg/mL の濃度に希釈し、Zetasizer Nano ZS（Malvern 

Instruments, Ltd.）を用いた DLSにより粒径とゼータ電位を 25℃で測定した。 
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2.3. 結果と考察 

2.3.1. DLU2-NPsの特性評価 

3 種類の QDs（QDs525、605、705）、磁性ナノ粒子である ATDM および DLU2 分子から

なる DLU2-NPsの模式図を図 2.1aに示す。polyamidoamine dendronと 2本のアルキル鎖から

なるカチオン性脂質で構成される DLU2 分子の化学構造式を図 2.1b に示す。DLU2 分子中

の 2 本のアルキル鎖は膜融合機能を有すると言われており、また不飽和結合の存在は膜融

合をさらに促進する。これらの効果により、リポソーム中の QDsやATDMの細胞内への導

入が促進されることが期待される[46]。polyamidoamine dendron の 3 級アミンは、プロトン

を吸着し、エンドソームの pHを低下させることで、H+と Cl-の流入を促進し、Cl-の蓄積と

透過膨潤・溶解を引き起こすことが報告されている[92]。 

DLU2-NPsを構成するDLU2分子、QDs、ATDMの濃度を表 2.1に示す。また、DLU2-NPs

の粒径とゼータ電位の分布を図2.1c、dに示す。図2.1cより、DLU2-NPsの平均粒径は135.7 

nmで、細胞が自発的に粒子を取り込む機構（エンドサイトーシス）に十分適応するサイズ

（500 nm 以下）であることが確認された[93]。また、図 2.1d より DLU2-NPsのゼータ電位

は 28.7 mV で、一般的に負に帯電している細胞への接着、取り込みに有利な正の帯電が確

認された[94]。 
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 希釈倍率 
DLU2 

(mg/mL) 

QDs525 

(nM) 

QDs605 

(nM) 

QDs705 

(nM) 

ATDM 

(μg/mL) 

原液  10 100 100 100 500 

1 640 0.016 0.16 0.16 0.16 0.78 

2 320 0.031 0.31 0.31 0.31 1.6 

3 160 0.063 0.63 0.63 0.63 3.1 

4 80 0.13 1.3 1.3 1.3 6.3 

5 40 0.25 2.5 2.5 2.5 13 

 

 

 

 

  

図 2.1. DLU2-NPsの特性評価結果. (a) DLU2-NPsの模式図, (b) DLU2分子の模式図, 

(c) PBS中の DLU2-NPsの粒径, (d) DLU2-NPsのゼータ電位. 

表 2.1. DLU2-NPsを構成する DLU2分子、QDs、ATDMの濃度および希釈条件. 
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2.3.2. Gd2O3: Er, Yb-NPsの特性評価 

Gd2O3: Er, Yb-NPs の光学特性は、励起波長 980 nm、蛍光波長 1530 nm と報告されている

[56]。生体成分の吸収が低く、生体透過性に優れた 1000～1700nmのNIR-II領域の蛍光波長

であるため、蛍光イメージングにおいて高感度で検出できることが期待される。 

Gd2O3: Er, Yb-NPsのASCsへの導入条件下、あるいは生体内環境に類似した条件下での粒

径およびゼータ電位を調べるため、Gd2O3: Er, Yb-NPsを PBSで希釈しサンプルとして使用

した。Gd2O3: Er, Yb-NPs の粒径およびゼータ電位の分布を図 2.2aおよび図 2.2bに示す。図

2.2aより、Gd2O3: Er, Yb-NPs の平均粒径は 140.6 nmで、細胞が自発的に粒子を取り込む機

構（エンドサイトーシス）に十分適応するサイズ（500 nm 以下）であることが確認された

[93]。また、図 2.2bより、Gd2O3: Er, Yb-NPs の平均ゼータ電位は 39.3 mV で、一般的に負

に帯電している細胞への接着、取り込みに有利な正の帯電が確認された[94]。 

  

図 2.2. Gd2O3: Er, Yb-NPsの特性評価結果. (a) PBS中の Gd2O3: Er, Yb-NPsの粒径, 

(b) Gd2O3: Er, Yb-NPsのゼータ電位. 
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2.4. 結論 

 本章では、移植 ASCs のマルチモーダルイメージング技術の開発に向け、多機能性粒子

である DLU2-NPs および Gd2O3: Er, Yb-NPs の開発および特性評価を行った。DLU2 からな

る脂質膜を用いて 3種類の QDs（QDs525、605、705）および磁性ナノ粒子である ATDMを

含有した DLU2-NPs を作製した。DLU2-NPs の外殻である DLU-2 分子はその分子構造によ

り ASCsへの導入を促進すると考えられる。DLU2-NPsの平均粒径は 135.7 nm、ゼータ電位

は 28.7 mV であり、エンドサイトーシスに十分適応するサイズであること、細胞への接着、

取り込みに有利な正の帯電を有することが確認された。DLU2-NPs は 3 種類の QDs

（QDs525、605、705）および磁性ナノ粒子であるATDMを含有しているため、マルチカラ

ー蛍光イメージングおよび MR イメージングの 2 つのイメージングに有用であると考えら

れる。Gd2O3: Er, Yb-NPsは、HP法を用いて合成した。Gd2O3: Er, Yb-NPs の光学特性は、励

起波長 980 nm、蛍光波長 1530 nm であり、生体成分の吸収が低く、生体透過性に優れた

1000～1700nmの NIR-II領域の蛍光波長を有する。Gd2O3: Er, Yb-NPs の平均粒径は 140.6 nm、

平均ゼータ電位は 39.3 mV であり、エンドサイトーシスに十分適応するサイズであること、

細胞への接着、取り込みに有利な正の帯電を有することが確認された。Gd2O3: Er, Yb-NPs

は、NIR-II 蛍光を発し、MR イメージの造影剤である Gd3+イオンから構成されるため、単

一の粒子で NIR-II 蛍光イメージングおよび MR イメージングのマルチモーダルイメージン

グに有用であると考えられる。 

 本章の取り組みにより、ASCsの集積を評価するためのマルチモーダルイメージング技術

の実現に資する 2 種の多機能性粒子を開発した。いずれの多機能性粒子も従来の課題であ

る蛍光強度や耐光性が低いという課題を解決するとともに、MR イメージングに加え、複

数種の対象を観察するマルチカラー蛍光イメージングと生体深部の情報を取得する NIR-II

蛍光イメージングが可能と考えられる。 
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3. NPsを用いた ASCsのラベル化 

3.1. 緒言 

2章では、移植 ASCsの蛍光および MRイメージングを組み合わせたマルチモーダルイメ

ージング技術の開発に向け、多機能性粒子の開発と特性評価を行った。次に、生体内にお

いて移植幹細胞の動態、集積をイメージングするためには、細胞に材料を取り込ませ標識

するラベル化方法の確立が必要である。細胞への導入方法は、大きく分けてエレクトロポ

レーション、マイクロインジェクションなどの物理的手法と細胞透過ペプチドやリポソー

ムを活用するなどの生化学的手法に分けられる[79]。細胞透過ペプチドやリポソームを活

用する生化学的手法は、エレクトロポレーションやマイクロインジェクションなどの物理

的手法に比べて、非侵襲な方法であり細胞に比較的毒性を与えず、安定的にラベル化材料

を細胞に導入することができる。湯川らは R8を用いてASCsをQDsで高効率にラベル化で

きること、R8を用いた QDsによるラベル化が移植 ASCsの in vivoイメージングに有効であ

ることを示している[78,88]。 

本章では、移植 ASCsのイメージング技術の開発に向け、QDs、DLU2-NPsおよび Gd2O3: 

Er, Yb-NPsによる ASCsのラベル化方法の検討とラベル化が ASCsに与える影響を評価した。

QDs、DLU2-NPsおよび Gd2O3: Er, Yb-NPsが ASCsに導入されているかを確認した。また、

QDs、DLU2-NPsおよび Gd2O3: Er, Yb-NPsによるラベル化 ASCsの形態、毒性、増殖能、炎

症反応を評価した。 
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3.2. 実験方法 

3.2.1. 試薬および動物 

Qdot ITK carboxyl QDs（QDs655および QDs800）、Hank's balanced salt solutionおよび tumor 

necrosis factor α（TNF-α）、interferon γ（IFN-γ）、interleukin（IL）-12p70 の enzyme-linked 

immunosorbent assay （ELISA）kit は、Thermo Fisher Scientific K.K.から購入した。PBS、

Dulbecco's modified Eagle's medium and full-length name of F12（DMEM/F12）および

penicillin/streptomycinは、Life TechnologiesTM Japanから購入した。fetal bovine serum（FBS）

は、Trace Scientific Ltd.から購入した。R8 は、Sigma Aldrich® Japan から購入した。Cell 

Counting Kit-8（CCK-8）は、DOJINDO Laboratories から購入した。Type I collagenase は

Koken Co.から購入した。 

C57BL/6マウスおよび alfalfa を含有しない非発光性の飼料は日本 SLC から購入した。水

と標準的な餌を自由に摂取できるよう制御された環境（21℃で 12時間の明暗サイクル）で

マウスを飼育した。本研究におけるすべての動物の取り扱いおよび条件は、名古屋大学に

より承認されたプロトコル(プロトコル番号：M220370-003)に従った。 

 

3.2.2. ASCsの単離 

ASCs の単離および培養方法は、以前に報告されている[44]。7～14 ヶ月齢で雌の

C57BL/6 マウスを頚椎脱臼によりサクリファイスした後、鼠径溝の脂肪組織を単離し、

Hank's balanced salt solutionまたは PBSで洗浄することで血球を除去した。単離した脂肪組

織を細かく切断し、1 mg/mL の type I collagenase（274 U/mg）1mLを添加し、37℃で 90分

間振とうした。得られた細胞を孔径 250 μmのナイロン製セルストレーナーで濾過し、20％

の FBSおよび 100U/mLの penicillin/streptomycinを含む DMEM/F12（培養液）に懸濁した。

懸濁液を室温、1200rpmの条件で 5 分間遠心分離し、ASCsを得た。懸濁と遠心分離により

3 回洗浄した後、37℃、5% CO2条件下で一晩培養した。初代の細胞はコンフルエントに達

するまで数日間培養し、passage「0」と定義した。実験では、passage2～5 の細胞を使用し

た。 

 

3.2.3. QDs-R8でラベル化した ASCs(ASCs-QDs)の評価 

3.2.3.1. ASCs-QDsの形態観察とラベル化効率 

細胞膜透過ペプチドである R8を用いたQDsのASCsへの導入方法は、以前に報告されて

いる[78]。Qdot ITK carboxyl QDs（8.0 nM）と R8（80 µM）を導入培地（DMEM/F12、2% 
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FBS、100 U/mL penicillin/streptomycin）中にて、37℃で 15分間混合し、QDsと R8の複合体

（QDs-R8）を作製した。ASCs を QDs-R8 が懸濁した培地に加えた。ASCs と QDs-R8 を導

入培地中で混合し、4 時間培養することで ASCs を QDs でラベル化した。得られた ASCs-

QDsを導入培地で洗浄した。 

QDsの ASCsへの導入効率と蛍光強度はフローサイトメトリー（BD LSR FortessaTM  X-20、

Japan BD）により評価した。また、ASCs-QDsの形態は、高速多光子共焦点レーザー顕微鏡

（A1R MP+ , Nikon Corp.）で観察した。QDs800は高い効率で生体を通過できる NIR-I蛍光

（波長：約 800 nm）を示すため、in vivoイメージングに有用である。しかし、従来の蛍光

顕微鏡の検出器では、波長 800 nmの近赤外蛍光が検出波長範囲外であり検出が困難である

ため、本研究では in vivo 蛍光イメージングには QDs800 を用い、細胞評価と多光子蛍光イ

メージングには QDs800と同じ元素からなる QDs655を用いた。 

 

3.2.3.2. ASCs-QDsの炎症マーカーテスト 

ASCs（1 × 105 cells）を 24-well plateに播種し、24時間培養した。QDs655（8 nM）と R8

（80 μM）を導入培地中で混合して作製した QDs-R8を 4時間の培養により ASCsに導入し

た。導入後、培地を新しく交換し、ASCs-QDsを 3日間培養した。1、2、3日目に培地を回

収し、炎症性サイトカイン（TNF-α、IFN-γ、IL-12p70）および抗炎症性サイトカイン（IL-

10）を測定した。 

 

3.2.4. DLU2-NPsでラベル化した ASCs(ASCs-DLU2-NPs)の評価 

3.2.4.1. ASCs-DLU2-NPsの形態観察 

ASCs（1 × 105 cells）を 35 mmのガラスボトムディッシュに播種し、200 μLの培地で 24

時間培養した後、培地で 640倍に希釈したDLU2-NPs 200 μLと置換した。4時間の培養後、

ASCs を培地で 2 回洗浄した。得られた ASCs-DLU2-NPs を高速多光子共焦点レーザー顕微

鏡（A1R MP+、 Nikon Corp.）で観察した。 

 

3.2.4.2. DLU2-NPsの ASCsへの細胞毒性評価 

ASCs（1 × 104 cells）が培地に分散した懸濁液 100 μLを 96-well plate（BD Biosciences）に播

種し、培地で 640、320、160、80、40 倍に希釈した DLU2-NPs 100 μL と置換した。4 時間

の培養後、ASCsを培地で 2回洗浄した。得られた ASCs-DLU2-NPs の生存細胞数を CCK-8

を用いて数えた。CCK-8 試薬（10μL）を各ウェルに加えて 1 時間反応させ、マイクロプレ

ートリーダー（PLARstar OPTIMA、BGM Labtech）を用いて、コントロールに対するサン
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プルの波長 450 nmにおける吸光度を測定した。 

同様にASCs（2 × 103 細胞）を 96-well plateに播種し、640または 320倍に希釈したDLU2-

NPs 100 μLでラベル化した。4時間培養後、ASCを培地で 2回洗浄した。0、1、3、6日の

生存細胞数を CCK-8 によりカウントし、DLU2-NPs によるラベル化が細胞増殖能に与える

影響を調査した。 

 

3.2.5. Gd2O3: Er, Yb-NPsでラベル化した ASCs(ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPs)の評価 

3.2.5.1. ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの形態観察 

ASCs（1 × 105 cells）が培地に分散した懸濁液 100 μLを 96-well plateに播種し、100 μLの培

地に分散させた Gd2O3: Er, Yb-NPs（0、191、382、763 μg/mL）と置換した。24時間の培養

後、ASCs を培地で 2 回洗浄した。得られた ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPs を蛍光顕微鏡（BZ-

X710、KEYENCE Corp.）で観察した。 

 

3.2.5.2. Gd2O3: Er, Yb-NPsの ASCsへの細胞毒性評価 

ASCs（1 × 105 cells）が培地に分散した懸濁液 100 μLを 96-well plateに播種し、100 μLの培

地に分散させた Gd2O3: Er, Yb-NPs（0、191、382、763、1526 μg/mL）と置換した。24時間

の培養後、ASCsを培地で 2回洗浄した。得られた ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPs の生存細胞数を

CCK-8を用いて数えた。CCK-8試薬（10μL）を各ウェルに加えて 1時間反応させ、マイク

ロプレートリーダー（PLARstar OPTIMA、BMG Labtech）を用いて、コントロールに対す

るサンプルの波長 450 nmにおける吸光度を測定した。 
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3.3. 結果と考察 

3.3.1. ASCs-QDsの評価 

3.3.1.1. ASCs-QDsの形態観察とラベル化効率 

QDs655と R8を導入培地中で混合して作製した QDs-R8を 4時間の培養により ASCsに導

入した（図 3.1a）。ASCsの細胞分裂周期は一般的に 1～2日程度であるが、本培養は細胞分

裂がしづらい条件（2% FBS）にて行った。高速多光子共焦点レーザー顕微鏡により ASCs-

QDs655の蛍光画像を撮影した。QDs655由来の強い蛍光は、ASCsの細胞質内で検出され、

培養 7日後においても確認された（図 3.1b）。これより、QDsを ASCs内に導入できたこと

が確認された。既報[78]において、QDs-R8 と ASCs を共に培養する際に、エンドサイトー

シス阻害剤およびマクロピノサイトーシス阻害剤を添加すると、QDs は ASCs 内に取り込

まれないことが確認されている。そのため、本研究において QDs はエンドサイトーシスの

中でも主にマクロピノサイトーシスにより ASCs内に取り込まれたと考えられる[78]。また、

ラベル化により ASCs の形態に影響は観察されなかった。次に、ASCs-QDs655 のラベル化

効率（ラベル化処理をした細胞の内、ラベル化されている細胞の割合）と蛍光強度の経時

変化を評価した。ASCs-QDs655のラベル化効率は培養 1日目で 93.9%、7日目で 92.5%であ

り、7 日目の平均蛍光強度は 1 日目から維持された（図 3.1c）。これより、本手法によりラ

ベル化したASCs-QDsは、7日間の長時間のイメージングに活用できると考えられる。これ

らのデータから、細胞透過性ペプチドを用いることで、4 時間の単純な培養により形態に

影響を与えず、ASCsをラベル化できることが確認された。 
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3.3.1.2. ASCs-QDsの炎症性サイトカイン評価 

以前の報告では、本条件において R8を用いてASCsをQDsでラベル化した際にほとんど

細胞毒性が生じないことが確認されている[78]。さらなる詳細評価として QDs のラベル化

により ASCsに炎症反応が生じるかを調査するため、ASCs が産生すると報告されている炎

症性サイトカイン（TNF-α、IFN-γ、IL-12p70）および抗炎症性サイトカイン（IL-10）に関

して、1、2、3 日間培養後の ASCs-QDs655 培養上清液中の濃度を測定した[95]。いずれの

サイトカインも ASCs が産生することが報告されている。いずれの測定値も検出下限値以

下であり、ラベル化していない ASCsとラベル化したASCsの間で、炎症および抗炎症サイ

トカインに有意差は確認されず、細胞毒性を生じないことが確認できた（図 3.2a-d）。これ

らのデータから、QDs は、4 時間の単純な培養により細胞毒性を生じず、ASCs をラベル化

図 3.1. QDsによる ASCsのラベル化. (a) QDsによる ASCsラベル化方法の模式図, (b) 

ASCs-QDsの培養 1, 4, 7日目の蛍光画像, (c) ASCs-QDsの培養 1, 7日目のフローサイト

メトリーの結果. 
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できることが確認された。 

 

 

 

3.3.2. ASCs-DLU2-NPsの評価  

3.3.2.1. ASCs-DLU2-NPsの形態観察 

37℃で 4時間培養することでASCsにDLU2-NPsを導入した（図 3.3a）。ASCsの細胞分裂

周期は一般的に 1～2 日程度であるが、本培養は細胞分裂がしづらい条件（2% FBS）にて

行った。高速多光子共焦点レーザー顕微鏡によりASCs-DLU2-NPsの形態および蛍光画像を

撮影した（図3.3b-g）。図3.3b-gより、QDs525、QDs605、QDs705由来の強い蛍光は、ASCs

の細胞質内の同じ箇所で検出された。これより、DLU2-NPsをASCs内に導入できたことが

図 3.2. QDsによるラベル化した ASCsの炎症性サイトカインの解析. (a-d) QDs655導入

後 1, 2, 3日目のラベル化していない ASCs (コントロール) および ASCs-QDs655の培養

上清液中の炎症性サイトカイン ((a) TNF-α, (b) IFN-γ, (c) IL-12p70) と抗炎症性サイトカ

イン ((d) IL-10). 分析は triplicateで行い、データは平均値 ± SDで示した (n=3). 
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確認された。エンドサイトーシスに加えて、DLU2分子中の 2本のアルキル鎖は膜融合機能

を有すると言われており、また不飽和結合の存在が膜融合をさらに促進し、ASCs内に取り

込まれたと考えられる[46]。また、ラベル化により ASCsの形態に影響は観察されなかった。

これらのデータから、細胞透過性ペプチドのリポソームを用いることで 4 時間の単純な培

養により、ASCsに形態の異常を生じさせずに複数の物質によりラベル化できることが確認

された。 

 

 

 

 

図 3.3. DLU2-NPsによる ASCsのラベル化. (a) DLU2-NPsによる ASCsラベル化方

法の模式図, (b-g) ASCs-DLU2-NPsの高速多光子共焦点レーザー顕微鏡画像. 
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3.3.2.2. DLU2-NPsの ASCsへの細胞毒性評価 

DLU2-NPsのASCsへの細胞毒性を調査するため、ASCsに DLU2-NPsを様々な濃度（640、

320、160、80、40 倍希釈（より広範囲の濃度帯で評価を行ったが代表的な濃度を掲載））

で 37℃、4時間の培養により導入した後、ASCs-DLU2-NPsを 24時間培養した。DLU2-NPs

の 160、80、40倍希釈液でラベル化したASCs-DLU2-NPsでは有意な細胞毒性が観察された

が、一方で、640、320 倍希釈液でラベル化した ASCs-DLU2-NPs では細胞毒性は観察され

なかった（図 3.4a）。加えて、DLU2-NPs が ASCs の増殖能に及ぼす影響を、細胞毒性が観

察されなかった濃度（640、320 倍希釈）において調査した。細胞毒性が観察されなかった

濃度（640、320 倍希釈）でラベル化した ASCs-DLU2-NPs の増殖率は、コントロールの

ASCs とほぼ同等であることが確認された（図 3.4b）。本導入手法は、エレクトロポレーシ

ョンやマイクロインジェクションなどの物理的手法に比べて、非侵襲な方法であるため、

細胞に比較的毒性を与えなかったと考えられる。これらのデータより、DLU2-NPsは 640お

よび 320倍希釈の濃度条件において ASCsに細胞毒性を示さず、また ASCsの増殖能に影響

を与えないことが確認された。 

 

 

 

3.3.3. ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの評価 

3.3.3.1. ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの形態観察 

Gd2O3: Er, Yb-NPsの ASCsの形態への影響を評価するため、ASCsに Gd2O3: Er, Yb-NPsを

図 3.4. DLU2-NPsの ASCsへの細胞毒性および ASCs-DLU2-NPsの増殖率. (a) ASCsに対

する DLU2-NPs (640, 320, 160, 80, 40倍希釈液) の細胞毒性, (b) DLU2-NPs (640, 320倍希

釈液) でラベル化した ASCsの増殖率. *p < 0.05. 
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様々な濃度（0、191、382、763、1526 μg/mL）で 37℃、24 時間培養し導入した。ASCs の

細胞分裂周期は一般的に 1～2 日程度であるが、本培養は細胞分裂がしづらい条件（2% 

FBS）にて行った。光学顕微鏡により、ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの形態を観察した（図 3.5a-

d）。図 3.5a-dより、Gd2O3: Er, Yb-NPsは ASCs内にて観察され、Gd2O3: Er, Yb-NPsを ASCs

内に導入できたことが確認された。Gd2O3: Er, Yb-NPsは、エンドサイトーシスにより ASCs

に取り込まれたと考えられる。コントロールと比較して、いずれの Gd2O3: Er, Yb-NPs濃度

（191、382、763mg/L）でラベル化した ASCsにおいても形態への影響は観察されなかった。

これらのデータから、化学的手法を使用せず 24 時間の単純な培養により、ASCs に形態に

影響を与えずにラベル化できることが確認された。 

 

3.3.3.2. Gd2O3: Er, Yb-NPsの ASCsへの細胞毒性評価 

ASCsに対する Gd2O3: Er, Yb-NPsの細胞毒性を調べるため、ASCsに様々な濃度（0、191、

382、763、1526 μg/mL（より広範囲の濃度帯で評価を行ったが代表的な濃度を掲載））の

Gd2O3: Er, Yb-NPsを導入し、37℃で 24時間インキュベートした。191, 382, または 763 mg/L 

図 3.5. ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの形態評価. (a) 0 μg/mL, (b) 191 μg/mL, (c) 382 μg/mL, (d) 

763 μg/mLの Gd2O3: Er, Yb-NPs でラベル化した ASCs の光学顕微鏡画像. 
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Gd2O3: Er, Yb-NPsでラベル化したASCsは、ラベル化濃度に応じて細胞毒性がわずかに増加

したものの高い割合で生存した。しかし、1526μg/mL の Gd2O3: Er, Yb-NPs でラベル化した

ASCs はほとんどが死滅し、顕著な細胞毒性が観察された（図 2a）。本導入手法はエレクト

ロポレーションやマイクロインジェクションなどの物理的手法に比べて非侵襲な方法で、

細胞に比較的毒性を与えなかったと考えられる。これらのデータより、Gd2O3: Er, Yb-NPs

は 763 μg/mLまでの濃度条件において ASCsに細胞毒性を与えないことが確認された。 

 

 

  

図 3.6. Gd2O3: Er, Yb-NPsの細胞毒性(0, 191, 382, 763, 1526 μg/mL). 
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3.4. 結論 

本章では、移植 ASCsのイメージング技術の開発に向け、QDs、DLU2-NPsおよび Gd2O3: 

Er, Yb-NPsによる ASCsのラベル化方法の検討とラベル化が ASCsに与える影響を評価した。 

QDsと R8を導入培地中で混合して作製した QDs-R8は、細胞透過性ペプチドを用いるこ

とで 4時間の単純な培養により高いラベル化効率でASCsに導入することができた。QDsの

ラベル化により、ASCsの形態に影響は観察されず、また炎症反応が生じないことが確認さ

れた。QDs の ASCs のラベル化により、少なくとも 7 日間は蛍光強度に変化はなくラベル

化が維持された。 

 DLU2-NPs は、細胞透過性ペプチドのリポソームを用いることで 4 時間の単純な培養に

より ASCs に導入することができた。QDs525、QDs605、QDs705 由来のすべての蛍光は、

ASCs の細胞質内の同じ箇所で検出でき、また ASCs の形態に影響は観察されなかった。

DLU2-NPs による ASCs のラベル化において、DLU2-NPsのある濃度では細胞毒性を示さず、

増殖能にも影響を及ぼさないことが確認された。 

Gd2O3: Er, Yb-NPsは、化学的手法を使用せず 24時間の単純な培養により ASCsに導入す

ることができた。Gd2O3: Er, Yb-NPs は ASCsの細胞質内で観察され、また ASCsの形態に影

響は観察されなかった。Gd2O3: Er, Yb-NPsによる ASCsのラベル化において、Gd2O3: Er, Yb-

NPsのある濃度では細胞毒性を示さないことが確認された。 

本章の取り組みにより、化学的手法、さらには化学的手法に頼らない ASCs のラベル化

方法を確立した。本手法により様々な材料を ASCsに安全に導入できると期待される。 
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4. 蛍光および MR イメージングによるマルチモーダルイメージング技術の開

発 

 

4.1. 緒言 

幹細胞移植治療において、移植幹細胞の動態および集積が治療効果に影響を与えること

が知られている。幹細胞移植治療の安全性確保と効果向上のためには、移植幹細胞の単一

細胞レベルのリアルタイムイメージング技術の確立が重要であるが、従来のイメージング

手法ではこれらの実現は極めて困難である。このような問題を解決するため、蛍光イメー

ジングと MR イメージングを組み合わせたマルチモーダルイメージング技術の開発が注目

されてきている[23–26]。蛍光イメージングと MR イメージングを組み合わせたマルチモー

ダルイメージング技術では、蛍光イメージングの高感度かつリアルタイムな生体情報と

MR イメージングの生体内の深部情報の両方を取得できる。しかし、また、従来のマルチ

モーダルイメージングに使用されるプローブは、蛍光強度や耐光性が低いという課題があ

り、開発が求められている。そこで、多機能性ナノ粒子による in vivo マルチモーダルイメ

ージング技術を開発した。in vivo マルチモーダルイメージング技術は、将来的には移植幹

細胞の動態の観察も目指すが、本研究においてはまず移植幹細胞の集積の観察における有

用性を検証した。 

3章では、蛍光イメージングとMRイメージングを組み合わせたマルチモーダルイメージ

ング技術の開発に向け、DLU2-NPsおよびGd2O3: Er, Yb-NPsによるASCsのラベル化方法の

検討とラベル化が ASCs に与える影響を評価した。本章では、移植 ASCs の生体内での動

態、集積の観察に向けた多機能性粒子によるマルチモーダルイメージング技術の開発に取

り組んだ。本研究においては移植幹細胞の集積の観察における有用性を検証した。具体的

には、DLU2-NPsまたは Gd2O3: Er, Yb-NPsでラベル化した ASCsの in vitro蛍光および MR

イメージングを行った。次に、DLU2-NPsまたは Gd2O3: Er, Yb-NPsでラベル化した ASCsを

マウスの背部に皮下移植し、DLU2-NPs による in vivo マルチカラー蛍光および MR イメー

ジング、Gd2O3: Er, Yb-NPsによる in vivoNIR-II蛍光および MRイメージングを行った。 
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4.2. 実験方法 

4.2.1. 試薬および動物 

PBS、DMEM/F12は Life TechnologiesTM Japanから購入した。C57BL/6マウスは日本 SLC

から購入した。水と標準的な餌を自由に摂取できるよう制御された環境（21℃で 12時間の

明暗サイクル）でマウスを飼育した。本研究におけるすべての動物の取り扱いおよび条件

は、名古屋大学により承認されたプロトコル（プロトコル番号：M220370-003）に従った。 

 

4.2.2. ASCs-DLU2-NPsの in vitro蛍光および MRイメージング評価 

T75 フラスコ中で ASCs をコンフルエントになるまで数日間培養した後、培地で 640、

320、160倍に希釈した DLU2-NPs 5 mLと置換した。4時間の培養後、ASCsを培地で 2回洗

浄し、1.5 mL の遠沈管に回収した。1.5 mL の遠沈管中の ASCs-DLU2-NPs の蛍光イメージ

ングは、IVIS Lumina K Series III（PerkinElmer Inc.；excitation filter：460～620 nm、 emission 

filter：520、570、710 nm）を用いて行った。1.5 mLの遠沈管中のASCs-DLU2-NPsのMRイ

メージングは、MR VivoLVA（DS Pharma Biomedical Co., Ltd.）を用いて行った。スピンエ

コーに関しては、repetition time（TR）= 500.0 ms、echo time（TE）= 9.0 ms、または TR ＝ 

2000.0 ms、TE ＝ 69.0 ms、視野範囲 ＝ 60 × 60 mmで撮影した。 

 

4.2.3. ASCs-DLU2-NPsの in vivo蛍光および MRイメージング評価 

T75フラスコ中でASCsをコンフルエントになるまで数日間培養した後、培地で640、320

倍に希釈した DLU2-NPs 5 mLと置換した。4時間の培養後、ASCsを培地で 2回洗浄した。

ASCs-DLU2-NPs（3 × 106 cells）を PBS 0.2 mLに懸濁させ、C57BL/6マウスの背部皮下に移

植した。In vivo 蛍光および MR イメージングは、同一のマウスを用いて行った。ASCs-

DLU2-NPs の in vivo 蛍光イメージングは、IVIS Lumina K Series III（PerkinElmer Inc.；

excitation filter：500～620 nm、 emission filter：520、620、710 nm）を用いて行った。ASCs-

DLU2-NPsの in vivo MRイメージングは、MR VivoLVA（DS Pharma Biomedical Co., Ltd.）を

用いて行った。スピンエコーに関しては、TR = 500.0 ms、TE = 9.0 ms、または TR ＝ 2000.0 

ms、TE ＝ 69.0 ms、視野範囲 ＝ 60 × 60 mmで撮影した。 

 

4.2.4. ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの in vitro蛍光および MRイメージング評価 

ASCs（1 × 105 cells）が培地に分散した懸濁液 100 μLを 96-well plateに播種し、100 μLの

培地に分散させた Gd2O3: Er, Yb-NPs（0、191、382、763、1526 μg/mL）と置換した。24時
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間の培養後、ASCsを培地で 2回洗浄した。ASCs- Gd2O3: Er, Yb-NPsの蛍光イメージングは、

近赤外蛍光イメージングシステム SAI-1000（Shimadzu Corp.；excitation filter：980 nm、

emission filter：900-1700 nm）を用いて行った。 

ASCs（1 × 105 cells）が培地に分散した懸濁液 1 mLを 6-well plateに播種し、1 mLの培地

に分散させた Gd2O3: Er, Yb-NPs（382 μg/mL）と置換した。24時間の培養後、ASCsを培地

で 2回洗浄し、1.5 mL遠沈管に回収した。ASCs- Gd2O3: Er, Yb-NPsのMRイメージングは、

MR VivoLVA（DS Pharma Biomedical Co., Ltd.）を用いて行った。スピンエコーに関しては、

TR = 2000.0 ms、TE = 69.0ms、視野範囲 ＝ 60 × 60 mmで撮影した。 

 

4.2.5. ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの in vivo蛍光および MRイメージング評価 

T75フラスコ中でASCsをコンフルエントになるまで数日間培養した後、培地に分散させ

た Gd2O3: Er, Yb-NPs（382 μg/mL）5 mLと置換した。24時間の培養後、ASCsを培地で 2回

洗浄した。ASCs- Gd2O3: Er, Yb-NPs（1 × 105 cells）を PBS 0.1 mLに懸濁させ、C57BL/6マ

ウスの背部皮下に移植した。In vivo 蛍光および MR イメージングは、同一のマウスを用い

て行った。ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの in vivo蛍光イメージングは、近赤外蛍光イメージング

システム SAI-1000（Shimadzu Corp.；excitation filter：980 nm、emission filter：900-1700 nm）

を用いて行った。 

T75フラスコ中でASCsをコンフルエントになるまで数日間培養した後、培地に分散させ

た Gd2O3: Er, Yb-NPs（382 μg/mL）5 mLと置換した。24時間の培養後、ASCsを培地で 2回

洗浄した。ASCs- Gd2O3: Er, Yb-NPs（1 × 106 cells）を PBS 0.1 mLに懸濁させ、C57BL/6マ

ウスの背部皮下に移植した。ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPs の in vivoMR イメージングは、MR 

VivoLVA（DS Pharma Biomedical Co., Ltd.）を用いて行った。スピンエコーに関しては、TR 

= 500.0 ms、TE = 69.0 ms、視野範囲 ＝ 60 × 60 mmで撮影した。 

 

  



38 

 

4.3. 結果と考察 

4.3.1. ASCs-DLU2-NPsの in vitro蛍光および MRイメージング評価 

DLU2-NPs の検出可能なラベル化濃度を調査するために、様々な濃度の DLU2-NPs でラ

ベル化した ASCs を 1.5 mL 遠沈管中に培地中で遠沈させ、蛍光分析用の ASCs ペレットを

調製した（図 4.1a）。3 種類の QDs（QDs525、QDs605、QDs705）由来の蛍光を蛍光イメー

ジングシステム（IVIS Lumina K Series III）で観察した。640倍希釈の DLU2-NPsでラベル

化した ASCsにおいても、3種類の QDs（QDs525、QDs 605、QDs 705）に由来するすべて

の蛍光が検出された（図 4.1b-d）。また、同様に MR イメージング用の ASCs ペレットも調

製した（図 4.1e）。ATDM の MR シグナルは、MR イメージングシステム（MR VivoLVA）

を用いて観察した。ラベル化していない ASCs では MR シグナルが検出されなかったのに

対し（図 4.1f）、ASCs-DLU2-NPsは、640倍希釈の DLU2-NPsでラベル化した場合において

も T2強調画像で検出された（図 4.1g、h（黄色の点線で描画））。これらのデータからASCs 

-DLU2-NPs は、マルチカラー蛍光および MR イメージングで検出可能であることが示され

た。 
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図 4.1. ASCs-DLU2-NPsの in vitro蛍光およびMRイメージング. (a-d) 様々な濃度のDLU2-

NPs (640, 320, 160希釈液)でラベル化した ASCs(3 × 106 cells)の in vitro蛍光画像 (励起波

長：460-620 nm, 蛍光波長：520-710 nm), (e-h) ASCs-DLU2-NPsの in vitro MR画像. 
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4.3.2. ASCs-DLU2-NPsの in vivo蛍光および MRイメージング評価 

PBS中に懸濁させた ASCs-DLU2-NPs（3 × 106 cells）をマウスの背中に皮下移植した（図

4.2a）。3 種類の QDs（QDs525、QDs605、QDs705）由来の蛍光を in vivo蛍光イメージング

システム（IVIS Lumina K Series III）で観察した（図 4.2b-d）。図 4.2b-dよりいずれの QDs由

来の蛍光も観察され、特に QDs705 由来の蛍光は、「生体の窓」として知られる NIR-I 領域

（700-900 nm）の蛍光であるため高い効率で検出されたと考えられる。また、3種類のいず

れもQDsの蛍光が検出できたため、今後QDsに抗体やレセプターに対するリガンドを修飾

することにより、複数の対象を同時に検出し移植幹細胞のがん化、分化などの状態を同時

に診断するマルチカラーイメージングの実現に有用であると考えられる。ATDM の MR シ

グナルは、in vivoMR イメージングシステム（MR VivoLVA）を用いて観察した（図 4.2e-l）。

図 4.2e-lより、ATDM由来の MRシグナルは ASCs-DLU2-NPsを移植した箇所で検出された。

これらのデータより、DLU2-NPsにより ASCsをラベル化することで、移植 ASCsを生体内

でマルチカラー蛍光および MR イメージングの両方で検出できることが示された。今後、

ASCs-DLU2-NPs を生体のより深部に移植し検出の可否を検討することで、臨床応用が近づ

くと考えられる。また、5 章で開発したリアルタイムイメージング技術に本技術を適用す

ることで、単一細胞レベルかつリアルタイムで移植 ASCs の動態を生体深部において検出

できることが期待される。 

蛍光イメージングと MR イメージングを組み合わせたマルチモーダルイメージング技術

の開発が進められている。例えば Namらは、蛍光色素の Cy5.5および MR造影剤のガドリ

ニウムを含むキトサンナノ粒子を用いた腫瘍の蛍光および MR イメージングを報告してい

る[96]。また、Limらは Cy5.5と MR造影剤の磁性ナノ粒子からなるキトサンナノ粒子を用

いて、脳梗塞モデルマウスの脳に移植した ASCsの蛍光および MR を 14日間にわたって観

察したことを報告している[26]。しかし、従来のマルチモーダルイメージングに使用され

るプローブは、蛍光強度や耐光性が低いという課題があり、単一細胞レベルかつリアルタ

イムのイメージングは困難である。本論文 5章では、参考文献[26]と同オーダーの細胞をマ

ウスに静脈内投与し、移植直後から ASCs の動態をリアルタイムでイメージングできてい

るのに対し、参考文献[26]では使用している蛍光色素（Cy5.5）の耐光性が低いため数日お

きのASCsの集積の観察に留まっている。さらに、本論文 5章では、脳よりも生体深部に位

置し、励起光や蛍光が吸収・散乱により低減される肝臓において、参考文献[26]よりも高

い蛍光強度が得られている。以上より、DLU2-NPs を用いることで先行研究に比べ高感度

かつリアルタイムのイメージング技術の実現が期待される。また、特定の生体内物質を検

出し、細胞のがん化や分化状態を診断するための蛍光プローブに関する研究が報告されて

いる。例えば Luo らは、N-Ti3C2 QDs を用いてグルタチオンを検出しがんの診断を[32]、

Wiraja らは、アルカリフォスファターゼを検出するモレキュラービーコンを含有した

PLGA粒子を用いて間葉系幹細胞の分化状態の診断を試みている[35]。そこで、QDsを用い
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たマルチカラーイメージングは、移植幹細胞の様々な状態を同時に診断できるツールとな

る可能性がある。本研究は、従来の蛍光強度や耐光性が低いという課題を解決し、蛍光イ

メージングの高感度かつリアルタイムな情報と MR イメージングの生体内の深部情報を得

られ、さらには移植幹細胞のがん化、分化などの状態を診断できるマルチモーダルイメー

ジングの実現に貢献するものである。 

 

 

 

図 4.2. ASCs-DLU2-NPsの in vivo蛍光および MRイメージング. (a-d) DLU2-NPs (320希

釈) でラベル化した ASCs (3 × 106 cells) をマウス背部へ皮下移植後の in vivo蛍光画像 (励

起波長：500-620 nm、蛍光波長：520-710 nm), (e-l) ASCs-DLU2-NPsの in vivo MR画像, 

(e,f) 非ラベル化 ASCsの体軸断面画像, (g,h) ラベル化 ASCsの体軸断面画像, (i,j,k,l) 矢状

面画像, (e,g,i,j) T1強調画像, (f,h,k,l) T2強調画像, (j,l)は(i,k)の拡大画像. 黄色の矢印と点

線の円は ASCsを移植した箇所を示す. 
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4.3.3. ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの in vitro蛍光および MRイメージング評価 

Gd2O3: Er, Yb-NPs の検出可能なラベル化濃度を調査するため、様々な濃度の Gd2O3: Er, 

Yb-NPs でラベル化した ASCs を近赤外蛍光イメージングシステム（SAI-1000）を用いて観

察した（図 4.3a）。図 4.3aより、Gd2O3: Er, Yb-NPs由来の蛍光は、Gd2O3: Er, Yb-NPsの濃度

が 191 μg/mLにおいても検出され、ラベル化濃度に伴い蛍光強度が増加した。ASCs-Gd2O3: 

Er, Yb-NPs は、洗浄後においても蛍光強度比の減少はほとんど確認されず、Gd2O3: Er, Yb-

NPsをASCs内部に導入できたと考えられる（図 4.3b）。また、Gd2O3: Er, Yb-NPs の濃度 382 

μg/mL でラベル化した ASCs を 1.5 mL 遠沈管中に培地中で遠沈させ、MR イメージング用

の ASCsペレットを調製した（図 4.3c）。Gd2O3: Er, Yb-NPs の MRシグナルは、MRイメー

ジングシステム（MR VivoLVA）を用いて観察した。ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの MRシグナ

ルは、T1 強調画像で白色信号として検出された（図 4.3d）。これらのデータから、ASCs-

Gd2O3: Er, Yb-NPs は、NIR-II 蛍光および MR イメージングで検出可能であることが示され

た。 
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図 4.3. ASCs- Gd2O3: Er, Yb-NPsの in vitro蛍光および MRイメージング. (a) 様々な濃度

の Gd2O3: Er, Yb-NPs (0, 191, 382, 763, 1526 μg/mL）でラベル化した ASCsの in vitro蛍光

画像 (励起波長：980 nm, 蛍光波長：900-1700 nm), (b) ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの洗浄前

後の強度比の比較, (c) MRイメージング用の ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsペレット, (d) 382 

μg/mLの Gd2O3: Er, Yb-NPsでラベル化した ASCsの in vitro T1強調 MR画像. 黄色の矢

印は ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの位置を示す. 
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4.3.4. ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの in vivo蛍光および MRイメージング評価 

PBS中に懸濁させた ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPs（1 × 105 cells）を、マウスの背中に皮下移植

した（図 4.4a）。Gd2O3: Er, Yb-NPs由来の NIR-II蛍光を in vivo近赤外蛍光イメージングシス

テム（SAI-1000）を用いて観察した（図 4.4b,c）。図 4.4b,cより、Gd2O3: Er, Yb-NPs 由来の

蛍光は、生体吸収が少なく生体透過性に優れる NIR-II 領域（1000-1700 nm）で効率良く検

出された。また、励起光も NIR-II領域付近の波長 980 nmであるため、効率良く蛍光イメー

ジングできたと考えられる。NIR-II 領域の蛍光は生体透過性に優れるため、今後生体の深

部やマウスよりも大きな動物における有用性が期待される。また、PBS 中に懸濁させた

ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPs（1 × 106 cells）を、マウスの背中に皮下移植し、MRイメージング

を行った。Gd2O3: Er, Yb-NPs の MR シグナルは、in vivo MR イメージングシステム（MR 

VivoLVA）を用いて観察した（図 4.4d-g）。図 4.4d-gより、Gd2O3: Er, Yb-NPsの MRシグナ

ルは、黄色の矢印で示す通り ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPs を移植した箇所で検出された。これ

らのデータより、Gd2O3: Er, Yb-NPsにより ASCsをラベル化することで、移植 ASCsを生体

内でNIR-II蛍光およびMRイメージングの両方で検出できることが示された。今後、ASCs-

Gd2O3: Er, Yb-NPs を生体のより深部に移植し検出の可否を検討することで、臨床応用が近

づくと考えられる。また、5 章で開発したリアルタイムイメージング技術に本技術を適用

することで、単一細胞レベルかつリアルタイムで移植 ASCs の動態を生体深部において検

出できることが期待される。 

4.3.2 に記載の通り、蛍光イメージングと MR イメージングを組み合わせたマルチモーダ

ルイメージング技術の開発が進められているが、従来のマルチモーダルイメージングに使

用されるプローブは、蛍光強度や耐光性が低いという課題があり、開発が求められている。

また、生体吸収が少なく生体透過性に優れる NIR-II 領域を用いた細胞の高感度イメージン

グが報告されており、Dungらは以前、Gd2O3: Er, Yb-NPsを用いてがん細胞である Hela細胞

を in vitro において観察している[56]。しかし、現状では移植 ASCs の生体内におけるイメ

ージングへの適用に関しては報告例がなく、情報が不足している。本研究は、1 種類のみ

の粒子で従来の蛍光強度や耐光性が低いという課題を解決し、生体透過性に優れる NIR-II

蛍光イメージングの高感度かつリアルタイムな情報と MR イメージングの生体内の深部情

報を得られるマルチモーダルイメージングの実現に貢献するものである。 



45 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 4.4. ASCs-Gd2O3: Er, Yb-NPsの in vivo蛍光およびMRイメージング. (a-c) ASCs- Gd2O3: 

Er, Yb-NPs (1 × 105 cells) をマウス背部へ皮下移植後の in vivo蛍光画像 (励起波長：980 

nm、蛍光波長：900-1700 nm), (d-g) ASCs- Gd2O3: Er, Yb-NPs (1 × 105 cells) をマウス背部

へ皮下移植後の in vivo MR T1強調画像, (d,e) コントロールの体軸断面画像, (f,g) ASCs-

Gd2O3: Er, Yb-NPsを移植したマウスの体軸断面画像, (e,g) は(d,f)の拡大画像. 黄色の矢印

は ASCsを移植した箇所を示す. 
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4.4. 結論 

本章では、移植された幹細胞の生体内での集積を高感度で検出するため、多機能性粒子

を用いたマルチモーダルイメージング技術の開発に取り組んだ。DLU2-NPs でラベル化し

た ASCsは、in vitroにおいて 3種類の QDsに由来するすべての蛍光および ATDMに由来す

るMRシグナルを検出することができた。さらに、DLU2-NPsでラベル化した ASCsをマウ

スの背部に皮下移植したところ、3種類の QDsに由来するすべての蛍光および ATDMに由

来する MR シグナルを ASCs を移植した箇所において検出することができ、マルチカラー

の蛍光および MRのどちらにおいても in vivoイメージングが達成された。また、Gd2O3: Er, 

Yb-NPsでラベル化した ASCsは、in vitroにおいて Gd2O3: Er, Yb-NPsに由来する NIR-II蛍光

および MR シグナルを検出することができた。さらに、Gd2O3: Er, Yb-NPs でラベル化した

ASCsをマウスの背部に皮下移植したところ、Gd2O3: Er, Yb-NPsに由来する NIR-II蛍光およ

びMRシグナル ASCsを移植した箇所において検出することができ、NIR-II蛍光およびMR

のどちらにおいても in vivoイメージングが達成された。 

本章の取り組みにより、一般的な装置において改良などなく、蛍光特性に優れた多機能

性粒子を用いることで、従来の蛍光強度や耐光性が低いという課題を解決した ASCs の集

積のイメージングに資するマルチモーダルイメージング技術を開発した。さらに本技術は、

将来的に移植幹細胞のがん化、分化などの状態を同時に診断できることが期待されるマル

チカラー蛍光と、生体透過性に優れ生体深部情報を高感度で検出できることが期待される

NIR-II 蛍光を活用できる利点も有する。本技術は、リアルタイムイメージングや生体深部、

より大きな動物でのイメージングに有用であると考えられる。今後、5 章で述べるリアル

タイムイメージング技術に本技術を適用することで、単一細胞レベルかつリアルタイムで

移植 ASCs の動態を生体深部において検出できることが期待される。これらの知見は、移

植幹細胞の動態を検出できる新しいマルチモーダルイメージング技術の実現が間近に迫っ

ていることを示唆している。 
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5. In vivoリアルタイム蛍光イメージング技術の開発と異なる肝臓の炎症状態に

おける移植幹細胞の体内動態の解明 

5.1. 緒言 

細胞移植治療において、移植幹細胞の動態および集積が治療効果に影響を与えることが

知られている。幹細胞移植治療の安全性確保と効果向上のためには、移植幹細胞の単一細

胞レベルのリアルタイムイメージング技術の確立が重要であるが、従来のイメージング手

法ではこれらの実現は極めて困難である。 

蛍光イメージングは迅速かつ定量的であり、移植された幹細胞を単一細胞レベルで検出

できるため、幹細胞移植治療の発展に貢献することが期待されている[12,22]。QDs は、従

来の有機ラベル化に比べて、高輝度、耐光性（長期間のラベル化）、励起波長範囲の広さ、

蛍光波長範囲の狭さなど、優れた蛍光特性を有している。特に、水溶性で NIR-I 領域の蛍

光を発する QDs は、有用な蛍光プローブとして医療分野での診断応用が注目されている

[36–43]。湯川らは、R8を用いたQDsのラベル化は移植ASCsの in vivoイメージングに有効

であることを示している[78,88]。しかし、マウスにおける移植 ASCs の動態に関する詳細

な評価は不十分である。 

3章では、in vivoリアルタイム蛍光イメージング技術の開発に向け、QDsによる ASCsの

ラベル化方法の検討とラベル化が ASCs に与える影響を評価した。本章では、QDs を用い

ることで幹細胞の移植直後からの動態を単一細胞レベルの高感度かつリアルタイムで検出

可能とする in vivo リアルタイム蛍光イメージング技術の開発に取り組んだ。さらに開発し

た技術により、急性肝不全の炎症状態がマウス肝臓における移植 ASCs の動態、集積に及

ぼす影響を評価した。QDsでラベル化した ASCsの in vitro蛍光イメージングを行い、蛍光

強度と細胞数の関係を調査した。次に、QDs でラベル化した ASCs をマウスに静脈内投与

し in vivoリアルタイム蛍光イメージングおよび intravital多光子蛍光イメージングを行い、

移植ASCsの体内動態を評価した。さらに、急性肝不全マウスにおいて移植 ASCsの体内動

態を評価し、肝臓の炎症状態が移植 ASCsの動態、集積に及ぼす影響を調査した。 

 

  



48 

 

5.2. 実験方法 

5.2.1. 試薬および動物 

Qdot ITK carboxyl QDs（QDs655および QDs800）、TNF-α、IFN-γ、IL-12p70 の ELISA kit 

および Hoechst 33342 溶液は、Thermo Fisher Scientific K.K.から購入した。PBS は、Life 

TechnologiesTM Japanから購入した。R8、PKH26 red fluorescent cell linker kit (PKH26GL-IKT)

および平均分子量 40000 の fluorescein isothiocyanate-dextran（FD-40）は、Sigma Aldrich® 

Japan から購入した。alanine aminotransferase（ALT）および aspartate aminotransferase（AST）

の BBx packは、Nittobo Medical Co., Ltd.から購入した。novo-heparin（10000 units/10 mL）は

Mochida Pharmaceutical Co., Ltd.から購入した。GSL I-B4 Isolectin fluorescein isothciocyanate

（FITC）conjugateは Funakoshi Co., Ltd.から購入した。XenoLight DiR (DiR) は Perkin Elmer 

Inc.から購入した。 

C57BL/6マウスおよび alfalfa を含有しない非発光性の飼料は日本 SLC から購入した。水

と標準的な餌を自由に摂取できるよう制御された環境（21℃で 12時間の明暗サイクル）で

マウスを飼育した。本研究におけるすべての動物の取り扱いおよび条件は、名古屋大学に

より承認されたプロトコル(プロトコル番号：M220370-003)に従った。 

 

5.2.2. ASCs-QDsの in vitro蛍光イメージング評価 

QDs800（8 nM）と R8（80 μM）を導入培地中で混合して作製した QDs-R8を 4時間の培

養によりASCsに導入した。1.5 mL遠沈管中のASCs-QDs800（0.075、0.15、0.3、0.6、1.3、

2.5、5.0 × 105 cells）に対して、IVIS Lumina K Series III（PerkinElmer Inc.；excitation filter：

720 nm ± 20 nm、 emission filter：790 nm ± 20 nm）を用いて蛍光画像を撮影し蛍光強度を評

価した。ASCs-QDs800の細胞数と蛍光強度の相関係数を算出した。 

 

5.2.3. 急性肝不全マウスの作製および肝機能評価 

急性肝不全マウスの作製方法は以前に報告されている[44]。急性肝不全を誘発するため、

8～10週齢の C57BL/6マウスにオリーブオイルで 10倍に希釈した CCl4をマウスの体重に対

して 0.5 mL/kgで腹腔内注射した。R8を用いてQDs655またはQDs800でラベル化したASCs

（1.0 × 106 cells/ PBS 200 µL）にヘパリン 10 µLを添加し、CCl4未処理および CCl4 処理 4、

24時間後のマウスに尾静脈から移植した。 

肝臓の組織標本は、CCl4未処理および CCl4処理 4、24時間後のマウスから肝臓を切除し、

10％ formalinで 24時間処理し固定した。次に、肝臓の組織標本をパラフィンに包埋した上

で厚さ 2 µmに切断し、脱パラフィン後に hematoxylin eosin（HE）で染色した。染色したサ
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ンプルは実体顕微鏡で観察した。正常マウスおよび CCl4 処理後マウスの血清（50μL）を

BBx packに滴下し、数分後に BBx deviceを用いて ALTおよび AST を評価した。また、正

常マウスおよび CCl4 処理後マウスの血清中の炎症性サイトカイン（TNF-α、IFN-γ、IL-

12p70）および抗炎症性サイトカイン（IL-10）は、ELISA kitを用いて評価した。 

 

5.2.4. ASCs-QDsの in vivoリアルタイム蛍光イメージングおよび ex vivo蛍光イ

メージング評価 

in vivoリアルタイム蛍光イメージング： ASCs-QDs800（1 × 106 cells）を PBS 100 μLに懸

濁させ、ヘパリン 10 µL を添加し、マウスに尾静脈から移植した。QDs800 由来の蛍光を

IVIS Lumina K Series III（PerkinElmer Inc.；excitation filter：720 nm ± 20 nm、emission filter：

790 nm ± 20 nm）の kinetics mode（movie mode：ASCs移植後 0～30分までを 1スライド/500 

ms で撮影）または sequential mode（ASCs 移植後 1～168 時間（7 日目）までを複数の時点

で撮影）で観察した。 

ex vivo蛍光イメージング：ASCs-QDs800（1 × 106 cells）を PBS 100 μLに懸濁させ、ヘパ

リン 10 µL を添加し、マウスに尾静脈から移植した。マウスから肝臓を採取し、IVIS 

Lumina K Series III（PerkinElmer Inc.；excitation filter：720 nm ± 20 nm、emission filter：790 

nm ± 20 nm）を用いて蛍光強度を解析した。本測定条件は in vivo蛍光イメージング解析と

同様である。IVIS Lumina K Series IIIにより、region of interest（ROI）について解析し、デ

ータは ROI内の total radiant efficiency（TRE）を photons/second [p/s]/[μW/cm ] を単位として

表した。 

 

5.2.5. ASCs-QDsの細胞膜染色 

DiR染色：ASCs-QDsをDiR染色液（XenoLight DiR 200 µgを含んだDiluent C buffer 1 mL）

中で 1 時間培養した後、DiR でラベル化した ASCs-QDs（ASCs-QDs-DiR）を培地で 3 回洗

浄した。ASCs-QDs-DiRを回収し、マウスに移植した。 

PKH26染色：ASCs-QDsを PKH26染色液（PKH 26 4 μL を含んだ Diluent C buffer 1 mL）

中で 1時間培養した後、PKH26でラベル化した ASCs-QDs（ASCs-QDs-PKH26）を培地で 3

回洗浄した。ASCs-QDs-PKH26を回収し、マウスに移植した。 

 

5.2.6. ASCs-QDsの intravitalおよび ex vivo多光子蛍光観察 

Intravital多光子蛍光イメージング：CCl4処理 24時間後マウスの肝臓を開腹し、高速多光

子共焦点レーザー顕微鏡（A1R MP+ , Nikon Corp.）にセットした（図 5.5a）。濃度 0.1 mg/mL
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の Hoechst 33342溶液 100 µLと濃度 1.5%[v/v] の FD-40溶液 100 µLをマウスの尾静脈から

注入した。ASCs-QDs-DiR（1.0 × 106 cells）を PBS 150 μLに懸濁させ、尾静脈からマウスに

移植した。フェムト秒レーザー（Mai Tai eHPDS-007, Spectra Physics K. K.）と水浸対物レン

ズ（CFI Plan Apo IR 60XW or CFI Apo Lambda S LWD 40XW, Nikon Corp.）を装着した高速多

光子共焦点レーザー顕微鏡を用いて移植した ASCs-QDs-DiR を観察した。蛍光シグナルは、

GaAsP マルチディテクターユニット（Nikon Corp.）を用い、kinetics mode（movie mode：

ASCs移植後 0～10分までを 500 ms/1フレームで撮影）で検出した。 

ex vivo 多光子蛍光イメージング：マウスの肝臓を摘出し、染色液（isocrethin と結合した

FITC）20 μLを含んだ 1 mLの PBS中で一晩培養した。染色した肝臓を高速多光子共焦点レ

ーザー顕微鏡（A1R MP+ , Nikon Corp.）で観察した。励起レーザーは 920 nmに調整し、水

浸対物レンズを通して照射した。バンドパス蛍光フィルター（525/20 nm（FITC 用）、

629/53 nm（QDs655用）を用いて染色した肝臓を観察した。基本的には、212 × 212 µmまた

は 322 × 322 µmの領域をスキャンし、0.6 µmステップで z軸方向 20～30 µmの観察を行っ

た。蛍光シグナルは、GaAsP マルチディテクターユニットで検出した。取得した画像は、

NIS-Elements AR ソフトウェアプログラム（Nikon Corp.）を使用して解析した。  
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5.3. 結果と考察 

5.3.1. ASCs-QDsの in vitro蛍光イメージング評価 

ASCs-QDs800 を定量的に検出できるかを調査するため、様々な細胞数の ASCs-QDs800

（5.0 × 105、2.5 × 105、1.3 × 105、0.6 × 105、0.3 × 105、0.15 × 105、0.75 × 104  cells）を 1.5 mL

遠沈管中に PBS 中で遠沈させ、蛍光分析用の ASCs ペレットを調製した（図 5.1a）。ASCs-

QDs800 の細胞数と蛍光強度の関係を図 5.1b に示す。図 5.1b より、ASCs-QDs800 の細胞数

と蛍光強度には高い相関が確認された（図 5.1b）。これらのデータから、ASCs-QDs は定量

的に検出することができ、また蛍光強度は in vivo イメージングシステムを用いた細胞の可

視化に十分であることが示唆された。 

 

5.3.2. ASCs-QDsの in vivoリアルタイム蛍光イメージング評価および ex vivo蛍

光イメージング評価 

正常および肝不全マウスに移植した ASCs-QDsの in vivoおよび ex vivo蛍光イメージング

の実験プロトコルを図 5.2aに示す。CCl4 処理によるマウスの肝不全の程度を評価するため

に、HE 染色した肝臓切片、マウス血清中の肝不全マーカー（AST および ALT）、炎症性

（TNF-α、IFN-γ、IL-12p70）サイトカインおよび抗炎症性サイトカイン（IL-10）を評価し

た。正常マウスの肝臓組織像は、均一な細胞形態を示したが、一方で肝不全マウスでは損

図 5.1. ASCs-QDsの in vitro蛍光イメージング. (a) 様々な細胞数の ASCs-QDs800 (5.0 × 

105, 2.5 × 105
, 1.3 × 105, 0.6 × 105, 0.3 × 105, 0.15 × 105, 0.75 × 104  cells）の蛍光画像, (b) 

ASCs-QDs800の蛍光強度と細胞数の相関 (n=3). 
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傷した肝細胞の示す淡染部分が多く見られた（図 5.2b-d）。また、肝不全マーカー（ASTお

よびALT）と炎症性サイトカイン（TNF-α）はCCl4 注射 24時間後が最も高く、次いでCCl4 

注射 4 時間後、正常マウスの順であった。これらの結果から、CCl4 処理により、異なる肝

臓の炎症状態を有するマウスを作製できたことが確認された。 
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図 5.2. 異なる肝臓の炎症状態を有するマウスの作製方法と肝不全の程度の評価. (a) 正常

および肝不全マウスに移植した ASCs-QDs in vivoおよび ex vivo蛍光イメージングの実験

プロトコルの模式図, (b-d) 正常マウス(b)、CCl4処理 4時間後(c)および 24時間後(d)のマ

ウスの肝臓の HE染色画像, (e,f) 正常マウス、CCl4処理 4時間後および 24時間後のマウ

スの血清中の肝不全マーカー((e)AST, (f)ALT)の比較(分析は triplicateで行い、データは平

均値±SD(**p < 0.01)で示した(n=3)), (g-j) 正常マウス、CCl4処理 4時間後および 24時間

後のマウスの血清中の炎症性サイトカイン((g)TNF-α, (h)IFN-γ, (i)IL-12p70)および抗炎症

性サイトカイン((j)IL-10) (分析は triplicateで行い、データは平均値±SDで示した(n=3)). 
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1.5 mL遠沈管中の ASCs-QDs800（1.0 × 106 cells）の QDs800由来の蛍光は、移植前に蛍

光イメージングシステム（IVIS Lumina K Series III）を用いて高感度に検出された（図 5.3a）。

マウスに移植した ASCs-QDs800の動態を調べるため、ASC 移植後 0 分から 30 分までの in 

vivo リアルタイム蛍光イメージングを kinetics mode（movie mode）で行った（図 5.3b,c）。

また、肝臓の蛍光変化を動画で記録した（図 5.4a,b（動画は付録に掲載））。QDs を用いる

ことで、ASCsの動態を移植直後からリアルタイムで検出できることが確認された。肝臓領

域の蛍光強度は、移植後 3 分の間に急激に増加し、その後時間経過に伴いわずかに減少し

た。移植後 30分までにおいて、今回比較を行った 3グループ（正常マウス、CCl4処理 4時

間後および 24時間後のマウス）間で蛍光強度に有意差はなかった（図 5.3d-f）。これらのデ

ータから、ASCs-QDs 移植後 30 分以内において、移植された ASCs-QDs は数分以内にマウ

スの肝臓に蓄積し、その後肝障害の程度にかかわらず肝臓からわずかに減少したことが確

認された。 
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図 5.3. kinetics modeによる移植 ASCs-QDsの in vivoリアルタイム蛍光イメージング. (a) 

1.5 mL遠沈管中の ASCs-QDs800 (1.0 × 106 cells) の蛍光画像, (b) コントロールのマウス

(左)と ASCs-QDs800を移植したマウス(右)の移植 15分後の in vivoイメージング画像, (c) 

正常マウス、CCl4処理 4 時間後および 24 時間後のマウスにおける移植 ASCs-QDs800(1 

× 106 cells)の in vivoリアルタイム蛍光イメージング, (d-f) 正常マウス(d), CCl4処理 4時間

後のマウス(e)および 24 時間後のマウス(f)における移植 ASCs-QDs800(1 × 106 cells)の蛍

光強度(0～120秒および 120～900秒の近似曲線を示す)(n=3).  
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次に、3グループ間における ASCs-QDs移植後 168時間（7日目）までの肝臓の蛍光強度

の変化を sequential mode で比較した。正常マウスでは、肝臓の蛍光強度は経時的にわずか

に減少したものの、ASCs-QDs 移植後 168 時間においても蛍光シグナルが検出された（図

5.5a,b）。しかし、CCl4 処理マウスでは、正常マウスに比べて肝臓の蛍光強度が比較的早く

減少した（図 5.5a-d））。特に CCl4処理 24時間後のマウスでは、肝臓での蛍光強度の減少が

早く、蛍光強度の減少の速さは ASCs-QDs 移植時の肝障害の程度に依存していた。加えて、

ASCs-QDs移植後 10分、1、3、6、12、24、48、72時間時点において、CCl4処理 24時間後

マウスから摘出した肝臓の蛍光画像を観察し、蛍光強度を評価した。ASCs-QDs 移植後 48

時間までは ASCs-QDs800 由来の蛍光が確認された（図 5.5e）。肝臓における蛍光強度は経

時的に対数的に徐々に減少したことが確認された（図 5.5f）。また、QDs800 を単独で正常

マウスに注入した際の肝臓領域の蛍光強度の変化も同蛍光イメージングシステムを用いて

調査した。1.5 mL 遠沈管中の QDs800 単体は強い蛍光を発した（図 5.6a,b）。肝臓領域にお

ける QDs800 の蛍光強度は、ASCs-QDs800 を移植した場合に比べて低かった（図 5.6c,d）。

また蛍光強度の減少が早く、ASCs-QDs800 に比べ減衰曲線は異なっていた（図 5.6e,f）。以

上より、ASCsからの QDsの漏出はないと考えられ、ASCs-QDsは肝臓に蓄積した後に生着

などにより留まっていることが考えられる。 

 

 

図 5.4. kinetics modeによる移植 ASCs-QDsの in vivoリアルタイム蛍光イメージング動画. 

(a,b) コントロールのマウス(左)とASCs-QDs800を移植したマウス(右)の 0～15分(a)と 15

～30分(b)の in vivoリアルタイム蛍光イメージング動画. 
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図 5.5. sequential mode による移植 ASCs-QDs の in vivo 蛍光イメージング. (a) 正常マウ

ス、CCl4処理 4時間後および 24時間後のマウスにおける移植ASCs-QDs800(1 × 106 cells)

の経時的な in vivo蛍光イメージング, (b-d) 正常マウス(b), CCl4処理 4時間後のマウス(c)

および 24時間後のマウス(d)における移植 ASCs-QDs800 (1 × 106 cells) の蛍光強度(n=3), 

(e,f) CCl4処理 24時間後マウスの肝臓における ASCs-QDsの ex vivoイメージング(e)およ

び蛍光強度の経時変化(f).  
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5.3.3. ASCs-QDsの intravitalおよび ex vivo多光子蛍光観察 

肝臓における ASCs 移植直後の動態を調査するため、高速多光子共焦点レーザー顕微鏡

を用いて、急性肝不全マウスの肝臓における移植 ASCs-QDs の intravital 多光子蛍光イメー

ジングを行った（図 5.7a）。ASCs は QDs655 によるラベル化に加えて、780 nm の蛍光を発

する DiR で ASCs の細胞膜をラベル化した。QDs655（内部）および DiR（細胞膜）でラベ

ル化した ASCs-QDs655-DiRの 2および 3次元蛍光画像を図 5.7bに示す。急性肝不全マウス

の肝臓における移植 ASCs-QDsの intravital多光子蛍光画像を図 5.7cに、intravitalリアルタ

イム多光子蛍光動画の一場面の静止画を図 5.8（動画は付録に掲載）に示す。図 5.7 より、

本システムにより ASCs を移植直後から単一細胞レベルの高感度かつリアルタイムで検出

できることが確認された。移植した多くの ASCs-QDs655-DiRが約 3分以内に肝臓に到達し、

移植後少なくとも 10 分までは同じ位置に留まることが確認された（図 5.7c）。これらの結

図 5.6. QDs800の蛍光イメージング. (a,b) 1.5 mL遠沈管中の QDs800の蛍光画像(a)と蛍光

強度(b), (c,d)正常マウスにおける QDs800 投与 0～24 時間後(c)および 24～169 時間後(d)

の蛍光イメージング, 正常マウスにおけるQDs800投与 0～24時間後(e)および 24～169時

間後(f)の蛍光強度.  
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果は、図 5.3の in vivoリアルタイム蛍光イメージングのデータと一致した。 

 

 

 

 

 

 

図 5.7. 急性肝不全マウスの肝臓における移植ASCs-QDs655-DiRの intravitalおよび exvivo

多光子蛍光イメージング. (a) Hoechst 33342 (細胞核), QDs655 (内部, DiR (細胞膜)でラベル

化した ASCs (ASCs-QDs655-DiR) の蛍光画像, (b) 急性肝不全マウスの肝臓における移植

ASCs-QDsの intravital 多光子蛍光イメージングの様子, (c) 急性肝不全マウスの肝臓に蓄

積した ASCs-QDs655-DiR の intravital 多光子蛍光画像の時間変化(0-10 分)(黄色の矢印は

移植した ASCs-QDs655-DiR(赤色と紫色の蛍光)を示す. 青色の蛍光は肝細胞の核、緑色

の蛍光は肝臓の血管を示す.) (n=3).  
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肝臓における移植ASCsの集積に関してさらに詳細を調査するために、ASCs移植から 0.5、

24、48、72 時間後にマウスから摘出した肝臓を高速多光子共焦点レーザー顕微鏡を用いて

観察した。正常マウスでは、ASCs 移植後 72 時間においても ASCs-QDs655 が観察された

（図 5.9）。QDs655由来の蛍光シグナルは肝類洞で観察され、そのため移植された ASCsの

ほとんどは肝類洞に局在し留まっていると考えられる。さらに、ASCs-QDs655 の蓄積状態

は、QDs655を単独で投与した場合とは異なっていた（図 5.10）。CCl4処理 4時間および 24

時間のマウスでは、それぞれASCs移植後 48時間、24時間後までは肝類洞にASCs-QDs655

が観察されたが、経時的に減少した。さらに QDs655（内部）および PKH26（細胞膜）で

ラベル化した ASCs-QDs655-PKH26を移植した CCl4処理マウスの肝臓に対して ex vivo多光

子蛍光イメージングを行った。ASCs-QDs655-PKH26 は、移植直後（10 分後）は肝類洞に

て観察されたが、72時間後には著しく減少していた（図 5.11）。これらの結果は、図 5.5の

in vivoおよび ex vivo蛍光イメージングのデータと一致した。 

 

 

 

 

 

 

 

図 5.8. 急性肝不全マウスの肝臓に蓄積した ASCs-QDs655-DiR の intravital リアルタイム

多光子蛍光動画の一場面の静止画. 
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図 5.10. 急性肝不全マウスの肝臓における QDs800の ex vivo多光子蛍光画像 (赤色の液工

は QDs655、緑色の蛍光は肝臓の血管を示す.).  

図 5.9. 急性肝不全マウスの肝臓における蓄積した ASCs-QDs655の ex vivo多光子蛍光画

像の時間変化(移植後 0.5, 24, 48, 72 時間)(黄色の矢印は移植した ASCs-QDs655（赤色の

蛍光）を示す。緑色の蛍光は肝臓の血管を示す.)(n=3).  
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本研究では、静脈内移植した ASCs-QDs800の動態を in vivoリアルタイム蛍光イメージン

グ技術を用いて開腹せずに移植直後からリアルタイムで検出できることを確認した。また、

QDs800 由来の蛍光強度から ASCs-QDs800 の数を定量的に解析することができた。非開腹

プロセスにて移植 ASCs を連続観察することで、開腹手術がマウスに炎症を引き起こす可

能性を排除できる。さらに、移植した ASCs-QDs をマウスの肝臓内において単一細胞レベ

ルかつリアルタイムで可視化する多光子蛍光イメージングを行った。急性肝不全では、肝

細胞が損傷し肝機能が著しく低下する。劇症肝炎（FH）は、肝炎ウイルスや薬剤によって

誘発されることで、肝細胞に劇的かつ広範囲な損傷を示す[97,98]。本研究では、CCl4 注射

後の経過時間によって異なる肝臓の炎症状態を有するモデルマウスを用いた[99,100]。実際

に、肝臓の組織観察、肝不全マーカー（ALT および AST）および炎症性サイトカイン

（TNF-α）は、CCl4注射の 4時間後と 24 時間後では異なった。この急性肝不全モデルマウ

スを用いて、移植した ASCsの動態、集積に対する肝臓の炎症状態の影響を評価した。 

ASCs移植後 30分までは、移植したASCsの集積に 3つのグループ（正常マウス、CCl4処

理後 4 時間または 24 時間後のマウス）間で顕著な差は観察されなかった。移植した ASCs

は少なくとも 5 分以内に肝臓に集積し、その後徐々に減少することが分かった。しかし、

ASCs 移植後 1 時間以降では、3 グループ間において移植 ASCs の肝臓への集積に違いが確

認された。正常マウスでは、ASCs移植 168時間後においても肝臓にて移植 ASCsを検出で

きた。一方で、CCl4処理したマウスでは、移植後最大 48時間まで肝臓にて移植 ASCsが観

察されたが、経時的に減少した。そして、移植された ASCs の集積は肝臓の炎症の程度と

逆相関していた。 

図 5.11. (a,b) CCl4処理 24時間後のマウスにおける ASCs-QDs655-PKH26の ex vivo多光子

蛍光画像の時間変化. (a) 移植 10分後, (b) 移植 72時間後の ex vivo多光子蛍光画像(黄色の

矢印は移植した ASCs-QDs655-PKH26(赤色の蛍光), 黄色の蛍光は ASCsの細胞膜, 緑色の

蛍光は肝臓の血管を示す.).  
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移植 ASCs の集積と肝臓の免疫機能の関係の考察を図 5.12 に示す[101–109]。移植された

ASCsの肝臓の炎症の程度による集積の違いは、罹患した肝臓の免疫状態の違いによって誘

発されたと考えられる[101–103]。Wang らは、炎症性サイトカイン（TNF-α）拮抗薬が移植

神経幹細胞の生存を促進することを示した[101]。そのため、TNF-αが移植幹細胞の生存を

阻害すると考えられる。Wei らは、CCl4 を注入すると、罹患肝臓にナチュラルキラー細胞

（NK）細胞が蓄積し、TNF-α や IFN-γ が産生されることを示した[104]。さらに、Scoazec

と Volpesらは、肝障害が肝類洞内皮細胞表面の PECAM-1（血小板-内皮細胞接着分子-1）、

ICAM-1（細胞間接着分子-1）、E-セレクチンなどの接着分子の発現に変化を誘導すること

を示した[105,106]。CCl4 注射による急性肝不全の初期段階において、CCl4は CYP2E1 によ

ってトリクロロメチルラジカル（CCl3）に変換され、CCl3 はクッパー細胞を活性化し、

TNF-α[107–109]などの炎症性サイトカインの産生を誘導する。したがって、炎症性サイト

カインの産生の程度、クッパー細胞や NK 細胞を含む様々な免疫担当細胞の蓄積の程度お

よび肝類洞内皮細胞の細胞接着タンパク質の産生の程度の変化は、移植幹細胞の生着に影

響すると考えられる。 

しかし、これらの現象が罹患した肝臓における移植 ASCs の生着率が低下することに対

してどのように関係しているかは不明である。これらの関係を明らかにするためには、罹

患肝臓に蓄積した免疫担当細胞の定量的な推定と、肝類洞内皮細胞の細胞接着タンパク質

産生量の変化を明らかにする必要がある。QDs は多くの細胞や分子をラベル化することが

できるため、QDs を用いた in vivo 蛍光イメージングが、移植した ASCs と蓄積した免疫担

当細胞や肝類洞内皮細胞との関係の解析に有用であると考えられる。 

 

 

 

  

図 5.12. 移植 ASCsの集積と肝臓の免疫機能の関係の考察模式図[101–109]. 



64 

 

5.4. 結論 

本章では、ASCsの移植後の動態を明らかにするため、QDsを用いた in vivoリアルタイム

蛍光イメージング技術を開発し、急性肝不全の炎症状態がマウス肝臓における移植 ASCs

の動態、集積に及ぼす影響を明らかにした。QDs により ASCs をラベル化することで、開

腹手術を必要とせず ASCs の動態をリアルタイムで定量的に可視化できる in vivo リアルタ

イム蛍光イメージング技術およびマウスの肝臓における移植 ASCs を単一細胞レベルかつ

リアルタイムで可視化できる intravital 多光子蛍光イメージング技術を開発した。さらに、

急性肝不全による肝臓の炎症状態が移植 ASCs の動態、集積に及ぼす影響をこれらのイメ

ージング技術を用いて明らかにした。ASCs移植後 30分までは、3つの肝障害グループ（正

常、弱、強）間で移植 ASCs の動態、集積に顕著な差は観察されなかった。しかし、移植

24 時間以降からは、移植 ASCs の肝臓における動態、集積に 3 グループ間で差が観察され

た。移植された ASCsの集積は、肝不全による肝臓の炎症の程度と逆相関していた。 

本章の取り組みによって、従来技術では極めて困難であった移植幹細胞を単一細胞レベ

ルかつリアルタイムでイメージングできる技術の開発に成功した。また、本技術によりこ

れまで分かっていなかった ASCs の移植直後からの動態を観察することに成功した。今後、

4 章において開発したマルチモーダルイメージングを本システムに適用することで、単一

細胞レベルかつリアルタイムで移植 ASCs の動態を生体深部において検出できることが期

待される。今後、集積状態や集積率を高感度に検出することや、免疫細胞、がんのイメー

ジングなどにも展開できる可能性がある。 
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6. 総括と今後の展望 

幹細胞移植治療において、移植幹細胞の動態および集積が治療効果に影響を与えること

が知られている。幹細胞移植治療の安全性確保と効果向上のためには、移植幹細胞の単一

細胞レベルのリアルタイムイメージング技術の確立が重要であるが、従来のイメージング

手法では実現が極めて困難である。そこで、移植幹細胞を高感度かつリアルタイムでイメ

ージングする手法として蛍光イメージングが注目されており、さらには蛍光イメージング

と MR イメージングを組み合わせたマルチモーダルイメージング技術の開発が進められて

いる。しかし、現状では QDs を用いて移植 ASCs を生体内において移植直後から単一細胞

レベルの高感度かつリアルタイムで検出した報告例はない。また、従来のマルチモーダル

イメージングに使用されるプローブは、蛍光強度や耐光性が低いという課題があり、開発

が求められている。本研究では、多機能性粒子の開発から、細胞および生体内における評

価まで、医工学融合領域における開発を一貫して行った。移植 ASCs のより高度なイメー

ジング技術として、移植幹細胞の動態および集積の観察に向けた in vivo リアルタイム蛍光

イメージング技術および多機能性ナノ粒子による in vivo マルチモーダルイメージング技術

の開発に取り組んだ。 

2章では、移植 ASCsのマルチモーダルイメージング技術の開発に向け、マルチカラー蛍

光およびMRイメージングに有用であると考えられるDLU2-NPsと、NIR-II蛍光およびMR

イメージングに有用であると考えられる Gd2O3: Er, Yb-NPsを作製した。どちらの粒子もエ

ンドサイトーシスに十分適応するサイズであること、細胞への接着、取り込みに有利な正

の帯電を有することが確認された。いずれの多機能性粒子も従来の課題である蛍光強度や

耐光性が低いという課題を解決するとともに、MR イメージングに加え、複数種の対象を

観察するマルチカラー蛍光イメージングと生体深部の情報を取得する NIR-II 蛍光イメージ

ングを行えることが期待される。 

3 章では、QDs は、細胞透過性ペプチドの R8 を用いることで、4 時間の単純な培養によ

り細胞毒性なくASCsに導入することができ、少なくとも 7日間はラベル化が維持された。

DLU2-NPsは、細胞透過性ペプチドのリポソームを用いることで、4時間の単純な培養によ

り細胞毒性なくASCsに導入することができた。また、DLU2-NPsの 3種類のQDs由来のす

べての蛍光は、ASCsの細胞質内の同じ箇所で検出された。Gd2O3: Er, Yb-NPsは、化学的手

法を使用せず 24 時間の単純な培養により細胞毒性なく ASCs に導入することができた。以

上より、化学的手法、さらには化学的手法に頼らない ASCs のラベル化方法を確立した。

本手法により様々な材料を ASCsに安全に導入できると期待される。ASCs が細胞分裂する

際に NPs も同時に別れていくことが考えられるため、どの程度の期間により検出不可能に

なるかを今後検証する必要がある。また、細胞分裂により蛍光強度が減衰することを活用

し、何回細胞分裂したかを同定できる可能性も考えられる。 

4 章では、DLU2-NPs でラベル化した ASCs は、in vitro および in vivo において 3 種類の
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QDsに由来するマルチカラーの蛍光および ATDMに由来する MRシグナルを検出すること

ができ、DLU2-NPs によるマルチモーダルイメージングが実証された。また、Gd2O3: Er, 

Yb-NPsでラベル化した ASCsは、in vitroおよび in vivoにおいて Gd2O3: Er, Yb-NPsに由来す

る NIR-II蛍光および MRシグナルを検出することができ、Gd2O3: Er, Yb-NPsによるマルチ

モーダルイメージングが実証された。以上より、一般的な装置において改良などなく、蛍

光特性に優れた多機能性粒子を用いることで、従来の蛍光強度や耐光性が低いという課題

を解決した移植幹細胞の集積のイメージングに資するマルチモーダルイメージング技術を

開発した。本マルチモーダルイメージング技術は、蛍光イメージングの高感度かつリアル

タイムな情報と MR イメージングの生体内の深部情報の両方を取得できることが利点であ

るため、今後ラベル化 ASCs をマウスに静脈内投与し、単一細胞レベルかつリアルタイム

のイメージングが可能であるか、また生体深部の情報を獲得できるかを検証することでよ

り臨床応用に近づく。また、蛍光イメージングに比べ MR イメージングはノイズが生じる

ことが懸念されるため、同一の箇所からシグナルを検出できているかを検証することも重

要である。さらに、DLU2-NPs はマルチカラーの蛍光を発するため、それぞれの量子ドッ

トに抗体やレセプターに対するリガンドを修飾することにより、複数の対象を同時にイメ

ージングし、移植幹細胞のがん化、分化などの状態を同時に診断できるツールとなること

も期待される。Gd2O3: Er, Yb-NPs は NIR-I 蛍光よりもより感度の優れる NIR-II 蛍光を発す

るため、生体の深部やマウスよりも大きな動物における検証も重要である。 

5章では、QDsでラベル化した ASCsは、開腹手術を必要とせず移植直後からの動態をリ

アルタイムで定量的に可視化でき、in vivo リアルタイム蛍光イメージング技術の有用性が

実証された。また、マウスの肝臓における移植 ASCs を単一細胞レベルで可視化でき、

intravital 多光子蛍光イメージング技術が実証された。これらの技術を用いて、急性肝不全

による肝臓の炎症状態が移植 ASCs の動態、集積に及ぼす影響を調査したところ、移植 24

時間以降からは、移植 ASCs の肝臓における動態、集積について 3 グループ（正常、弱、

強）間で差が観察され、移植された ASCs の集積は、肝不全による肝臓の炎症の程度と逆

相関していた。以上より、QDs を用いることで、従来技術では極めて困難であった移植幹

細胞を単一細胞レベルかつリアルタイムでイメージングできる技術の開発に成功した。ま

た、本技術によりこれまで分かっていなかった ASCs の移植直後からの動態を観察するこ

とに成功した。マルチモーダルイメージング技術を本システムに適用することで、単一細

胞レベルかつリアルタイムで移植幹細胞の動態を生体深部において検出できることが期待

される。また、集積状態や集積率を高感度に検出することや、免疫細胞、がんのイメージ

ングなどにも展開できる可能性がある。今回使用した QDs は CdSe により構成され、人体

への有害性が懸念されるため、今後臨床に向けて人体に無害な元素で構成される QDs に置

き換えていくことも戦略として考えられる。また、開発した技術により、急性肝不全によ

る肝臓の炎症状態が移植 ASCs の集積に影響を及ぼすことが示されたが、そのメカニズム

の解明も重要である。これを明らかにするためには、罹患肝臓に蓄積した免疫担当細胞の
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定量的な推定と、肝類洞内皮細胞の細胞接着タンパク質産生量の変化を明らかにする必要

がある。QDs は多くの細胞や分子をラベル化することができるため、QDs を用いた in vivo

蛍光イメージングが移植した ASCs と蓄積した免疫担当細胞や肝類洞内皮細胞との関係の

解析に有用であると考えられる。これらのメカニズムを解明することで幹細胞移植による

肝疾患治療の臨床応用の発展に貢献できると考えられる。 

幹細胞移植による治療の発展に向け、幹細胞が特定の機能を持つ細胞へ分化するメカニ

ズムにも注目している。現状、幹細胞が特定の細胞へ分化するメカニズムはまだ不明な点

が多いが、細胞内外の温度、pH、粘弾性などの物理的パラメータが幹細胞の機能発現に影

響することが予想されており、これらを in situ で計測できる手法が必要である。上述のパ

ラメータを取得する手法として、窒素と格子欠陥が形成する NV 中心を有する新規量子エ

ネルギー材料の NVC 蛍光ナノダイヤモンドの活用に着目している。NVC 蛍光ナノダイヤ

モンドは周辺の温度や pH、粘弾性により蛍光特性が変化する性質を有する。今後、NVC

蛍光ナノダイヤモンドの光検出磁気共鳴を活用した各種物理的パラメータを計測・診断で

きる量子ナノ工学技術の創生することで、物理パラメータが幹細胞の分化に与える影響を

解明し、幹細胞移植による治療のさらなる発展への貢献を目指していく。 
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