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近赤外蛍光を用いた骨髄移植後超早期における

移植骨髄細胞の生体内動態解析

牛 木 隆 志

新潟大学大学院医歯学総合研究科 血液学分野

(主任 :相澗義屠教授)

Noninvasive Tracking of Transplanted Cells in the Initial Phase After Bone Marrow 

Transplantation Using Near-infrared Fluorescence Imaginging

Takashi USHIKI
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【目的】近年のinvivoimagingの技術革新は著しく,これまで遺跡因錐であった骨髄移植後の

造血幹細胞を体外よりイメ-ジングすることが試みられている.Invivoimagingに基づいた造

血幹細胞の生体内動態解析は,骨髄移植に関連した病態を理解する上で重要な情報である,守

回,我々は細胞数が少数であるため,invivoimagingが特に国難であった骨髄再構築前の移植

ドナ-細胞の細胞動態について検討した

【方法IBAIJB在nu/nt呈(H-2｡) に対し,AlexaFluor蔓i′750により細胞外標識したドナJB,鶴

単相球を用いて,静注法による骨髄移植や骨髄内骨髄移植などの移植法を施行した.また,その

近赤外蛍光をrVISSPECT況UM (Xenogen)を用い,経略的に移植後2射馴 葺け)観察を行った.

【結果】 ドナ-細胞の蛍光標識に際 し,細胞膜を均 弓二標識することで,細胞種によらず

100%の標識効率が得られた.骨髄移植モデルでは肢骨へのホ-ミングは移植後 1時間より認

められ,移植後6時間まで蛍光強度は増強した.また,これまで骨髄移植筏の細胞動態が不明で

あった骨髄内骨髄移植においてもその移植後の生体内動態を可視化することに成功した.今回

考案した近赤外蛍光色素標識を用いた細胞動態解析法は,これまで病理学的手法以外に評価図
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難であった移植細胞の骨髄内への移行及び網内系臓器での捕捉豊の変化をrea卜timeで観察す

ることが可能であり,骨髄移植の病態解明に有用な手法である.

孝一ワード:光イメ-ジング,近赤外蛍光,Invivoimaging,造血幹細胞移植

緒 言

同種造血幹細胞移植は自癌1病を初めとした造血

器腫嘘の根治を目指す 仁で必要不可欠な治療であ

る.一方で,造血幹細胞移植後に生ずる病態 は移

植骨髄細胞により引き起こされることが予想 され

るが,生者不全 1)2)や移植片対宿主病 3)など和

合併症なども含め,その詳細な発生メカニズムは

十分に解明されていない.

近年の分子イメージングにおける手法は革新

的な進歩を遂げており4),これまでよりもより

高い精度でinvivoでの移植血球をtraceすること

を可能にしている.中でもmagneも豆cresonamce

image5)- 7),positronemissiontomography8)9),

二光子顕微鏡 10ト 12),bioluminescentimag喜ng

(BLI)13)14)などは多くの成果を挙げている. 特に

BLIについてはマウス造血幹細胞移植モデルの病

態検討に多く利用 されてきた 15ト 19).しかし,

BLIを用いた骨髄移植 (BMT)後のイメージン

グではホタルルシフェラ-ゼの発光のピ-タが

560nm前後と短波長であることから,イメ-ジン

ダに際 し相当数の細胞が必要である.このため,

BLIでは骨髄再構築後あるいは移植細胞増殖後の

既に完成された病変を検出することはHEiJ能であっ

たが,病態形成に強く関与していると考えられて

いるBMT後超早期の細胞動態を捕らえることは

不可能であった20)

BMTに関与する病態をさらに理解するために

このBMT後の超早期の細胞動態のイメ-ジング

法の開発が必要と考えられ,今晩 我々はルシフ

ェラーゼに比して励起光,蛍光共にはるかに組織

透過性の高い近赤外蛍光を用い,移植骨髄細胞が

骨髄及び全身臓器へのホ-ミングしていく様を移

植直後よりFeal-timeに量nvivoimagingすること

を試みた.

対象と方法

1.マウス

Balbien扉nu(H-2d,Thyi.2),Balb/C(H-2d,

Thyl.2)は日本SLCより購入した.また,高感度

線色蛍光タンパク質 (EGFP)トランスジェニッ

クマウスはCAAG-EGFPベクタ-をICRマウス

の one-cellembryoにinjecも呈onすることで作成

した HCR/EGFP)21).全てのマウスはSPF環境

Fで飼育 し,餌由来の自家蛍光を避けるため,

我々の絶食プロ トコ-ル後 (図 1)に invivo

豆magingを行った.尚,-｡連の実験は京都大学医

学部動物実験倫理委員会の承認の下に行った.

2.単核球分離

骨髄細胞は蘭上腕骨,大腿骨及び月号針胃,より採取

した.また,牌細胞は牌臓をhomogenizationする

ことにより得た.骨髄単核球及び牌単核球は

Lympholyte-Msolution(Ceぬ血nebbs)を用

いて比重遠心法を用い分離した

3.近赤外蛍光標識

Cy5.5monofunctionaldye(peakexcitation:675

nm,peakemission:694nmH GEHea助careUK

Ltd)及び AlexaFluor750Carboxyまieacid,suc-

cinim主dylester(peakexcitat豆on:749mm,peak

emission:775nm)(Invitro酢n)を用いて近赤外蛍

光標識を行った.骨髄単桟球及び牌単核球はCy

5.5(0.4mg/ml)またはAF750(0.1mg/m旦)と

共に37℃,15分培養した (50/OCO2).標識細胞

はPBSで21日l洗浄後.10mMTtis-il卜PBSにて

再度洗浄し,蛍光色素の反応基を失活させた.

･､1.コロニーアッセイ

2×104個の骨髄細胞をMethocultGFM3434

(StemCellTechnohgies) に て marmfacturer'S
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図 1 絶食プロトコール

本プロトコールによる全身臓器での傷害性は観察されなかった.

instructionsに従い,培養 した.7日間培養後,

Granulocyte一macrophageeolorlyformingunits

(GM -CFUs),erythroid-burst-formingunits

(BFU-ES) 及 び gramuiocyte,erythrocyte,

macrophagemegakaryocytecolonyformingunits

(GEMM-CFUs)をカウントした.

5.細胞増殖試験

近赤外蛍光で標識した1×105個の牌単核球を

96穴プレートにて100/11pheno巨red-触eRPM王

1640(WakoPureChemicalindustries),1mM

sodiumpyruvate,10mM HEPES,100units/ml

penicillin,loo,a蛋/mlstreptomycin,50声Mmer-

Captoethan0号及び 10%FCSと共に培養 した.ま

た,牌単核球刺激の ため,mouseIL-2(20

mg/mi,R&DSystems)と anti-CD3/CD28anti-

body-coatedbeads(DyrlabeadsmouseCOS/

CD28T-cellexpander,王nv豆trogenDynalAS)を

培 養 液 中 に 添 加 した .COS/CD28T-cel呈

expanderは 1:1beads-to-celiratioで用いた.

生細胞数の測定は過去の報告22)を参照して生細

胞測定試薬添加後,3時間後の吸光度 (450nm)
を測定することで計測した.

6.フローサイトメトリー

CantoⅢ鮎weytometer(BeckonDickinson)

を用いてデ-夕を取得した.また,データ解析は

FACSDiva(BectonDick豆nson)を用いて行った.

AF750及び Cy5.5の励起には共に redHelium-

Neon633-nmlaserを川い.AF750はAPC-Cy7

フィルタ-管,Cy5.5はAPCフィルタ-を用いて

解析 した Sub-Gl血･actionの解析は以前の報告

の通りに施行 した 23).ICR/EGFPをドナーに用

いたキメリズム解析では1×107個の細胞を骨髄

移植後,24,48,72時間の経略的な艦骨内及び末

梢血中のEGFP陽性細胞の割合を計測した 赤血

球はACK旦ysisbuffer(Invitrogen)を用いて除ま

した.

7.骨髄移植

レシピエントには7-9適齢のBa1b/emu/nuを

用 い た.移植前処置は8Gyの全身照射を137csγ-
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ray(Gammacel140 Exactor;MDS Nordion

lnもernationa蔓Inc.)を用いて単回照射で行った.

骨髄移植モデルでは照射 6-8時間後に1×107

個の ドナー骨髄単榛球を尾静注した.骨髄内骨髄

移植 HBM-BMT)モデルは以前の報告に若干

の修正を加えて行った紬.簡潔に述べると,7-9

週齢の Balb/cnu/nuに移植 24時間前に8Gyの

全身照射を行い,30声1に希釈した1×107個の ド

ナー骨髄単核球 を 26-Gmicros野inge(50両

Hamilton)を用いて,膝蓋骨部より左艦骨肉へ直

接に骨髄内移植した.

8.免疫染色

握骨摘出後,100/oホルマリンにて固定を行い,

パラフィンに包埋した.3声mの切片を作成し,脱

パ ラ フ ィ ン 及 び 水 和 後 に 1% BlockAce

(DainipponPharmaceuticalCo.)を用いて室温で

15分間ブロッキングを施行した.その後,1000倍

希釈 ウサギ抗 EGFPポ リクローナル抗 体

(Abcam)を4℃,overnightで反応させ,30倍希

釈 FITC接合豚抗ウサギ免疫グロブリンポリクロ

ーナル抗体 (Da坂o)を室温で 1時間反応させた.

汰 浄 後 ,VECTASHIELDwithDAPI(Veetor

bboratories)を用いて封入 した.全ての観察は

BZ-9000microscope(KEYENCE)を用いて行

った.

9.生体イメージング

lllVivoilllagingは ⅣlSSpectI¶IllSySte111

(Ⅹeno酢n)を用いて,経略的に撮影を行った.ま

た,撮影には以下のフィルタ-及び条件で撮影を

行 っ た (excitation/emission- 710/780mm,

exposuretime-5秒,lamplevel-h短h,bin-

ning-medium,員eldofview-12.9×12.9cm,

i/stop-1).Exvivoimagingは骨髄移植後24時

間で行い,撮影条件はinvivoimagingと同様の条

件で施行した.

ltl.統計解析

統計解析はStudent'sttestにより検定し,差は

P〈O.05をもって有意とした.

結 果

1.NIRI√標識法は細胞毒性が低く.均一な細胞

標識が可能である.

Cy5書5(0.4mg/ml),AF750(0.1mg/ml)を用

いて,骨髄単桟球及び牌単核球の近赤外蛍光標識

を行うと,顕微鏡下での観察で近赤外蛍光標識は

細胞膜表【lIT-に均 一にみられた (図211上 また.フ

ローサイトメ トリ-を用いた解析では細胞種や細

胞の大きさにかかわらず,及00%の標識効率が得

られていることが確認された (図2B).本手法を

用いた場合,progenitorceilへの細胞毒性は殆ど

見られず,標識直後のアポ トーシスも誘導されな

いことが千鶴忍された (図2CIE).

2.マウス骨髄移植での骨髄再構築は72時間前

後で始まる.

王CR/EGFP骨髄単核球 (図3A)を用いて移植

実験を行った,鷹骨内のキメリズム解析では移植

骨髄細胞は移植 72時間で急激に増殖し (図3B),

ほぼ全ての白血球分画が再構築 されていた (図

3C上段).更に骨髄内とほぼ同等の蛍光強度を持

つ造血細胞の末梢血中への循環も確認可能であっ

た (図3D).免疫染色解析ではEGFP陽性 ドナー

細胞は鷹骨骨端部において48時間から72時間に

かけて急激に増殖 していた (図4),以上からマウ

ス造血幹細胞移植における骨髄再構築は移植後

72時間前後より開始していると考えられた.

またフローサイ トメトリーの結果からはAF750

は細胞分裂に伴い,その蛍光強度の減衰を避けら

れないものの,移植骨髄細胞が分裂を開始し始め

る移植後 24時間前後まではAF750のシグナルは

保たれており,正確なinvivoimgaingが可能であ

ると考えられた (図3C下段).

3.AF750細胞標識法による移植骨髄細胞のin

vivoimaglng.

骨髄再構築前の骨髄移植後超早期においては各

臓器での細胞分布密度が極めて小 さいことが予想

されるが,AF750標識法を用いた場合,各臓器で

の細胞分布は明瞭に観察可能であった (斑5).
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図2 近赤外蛍光色素の標識効率と細胞毒性

(A,B)近赤外蛍光色素を用いた細胞外標識法では細胞の大きさ及び細胞種によらずほぼ均 一な細
胞標識効率が得 られる. (C)2×104個の骨髄単枝球を7日間培養した際の平均コロニー (CFU)敬

(n-5). (D)近赤外蛍光標識後 2時間でのsub-Gl血･aetionの割合 (n-5). (E)牌単核球 (lX

105)のmodi点edmethyithiazoletetrazolium (MTT)assay(n-5).

CongenicBMTでは移植 5分後から両側腔骨で
AF750のシグナルが観察 され始め (図 6A上段

whitearyowhea d ) , そのシグナルは移植後 6時間

前後まで上昇を続け,24時間まで維持 されてい

た.また,肺や牌臓における移植細胞の捕捉も観

察可能であった.IBM-BMTはこれまで移植後

の生体内動態が不明瞭な移植法とされてきたが,

本手法では骨髄内移植5分後より多くの細胞が末

梢循環に入り,その後,肺に捕捉 されている様が

観察された,骨髄内移植後 1時間では,移植対側

鷹骨へのホ-ミングが観察 された (図6A下段

Openarrow).また,移植後24時間においても骨

髄内移植を行った左腹骨では強いシグナルの残存

が観察可能であった

4.AF750細胞標識法による移植骨髄細胞のex
●

vivoimaglng.

骨髄移植2銅尋問橡のexv豆voimaging(図6B)

では,BMT群に比 してIBM-BMT群で左鷹骨内

で強いシグナル の 残 存が観察されたが,全身骨及

び網内系臓器の 有意なシグナルの低下が見られ

た.

考 察

これまで骨髄移植では移植後早期の invivo

imagingを得ることは極めて国難であった.なぜ

ならば,網内系臓器でのtrapを免れた細胞はごく

少数である七 細胞が体内の各臓器に散在するよ

うになることで,細胞の分布密度がより小さくな
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図3 FACSによる腔骨内キメリズムの経略的変化の観察

近赤外蛍光標識したICR/EGFP骨髄単核球をBalb/cnu/nuに骨髄移植することで,

マウス骨髄移植における骨髄再構築開始時期を検討した. (A)AF750標識された

ICR/EGFP骨髄車種球. (B,C)レシピエント艦骨内のキメリズム解析.移植後経時

的なドナー由来のEGFP陽性細胞の急激な増加が確認可能である,また,移植後72時

間ではほぼ全ての白血球の再構築が観察可能である (n- 5). (D)レシピエント末

梢血中のキメリズム解析.移植後72時間で骨髄車とほぼ同程度の蛍光強度をもつ ドナ

ー細胞が末梢血中に循環を開始している.

37且
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図4 免疫染色を用いた聯骨内キメリズムの解析

鷹骨骨端部で移植後48時間から72時間の間において急激なEGFP

陽性細胞の増殖が認められる.

ってしまうためである.今回,我々は,近赤外蛍

光色素を移植細胞表面に樺諭し,骨髄移植後の細

胞動態をreaトー豆meイメ-ジングで観察すること

により,移植細胞が題急性期でダイナミックに変

化していることを明らかにした.

我々の手法が,全身を循環する移植初期の移植

細胞を非侵襲的に観察する事ができた理由は,1)

励起光,蛍光共に組織透過性の高い近赤外蛍光を

用いたこと25),2)骨髄細胞が多種多様な細胞集

団であるにもかかわらず,その細胞表面に均-1ニ

蛍光標識する事ができたこと,3)標識した蛍光

色素が24時間は安定に細胞素面に留まっていた
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図5 近赤外蛍光シグナルの注解

近赤外蛍光色素による標識法を用いることで,これ までよりもより明瞭に

多数の臓器を観察可能である.

こと,4)近赤外蛍光シグナルの検出感度を高め

るためにBalb在1111/11uマr)ス与川いたこと.5)

餌に由来する自家蛍光を除く事で腹部の移植細胞

の観察が可能になったことなどによるものであ

ら.

今回は特に移植骨髄細胞の全身臓器へのホ-ミ

ングに着目し,イメージングを行ったが,骨髄再

構築はこれまでBuでは可視可が困難であった

72時間以内に開始されていた.これは免疫染色の

結果から,移植されたEGFP陽性細胞は艦骨ある
いは大腿骨骨端部などにおいて48時間から72時

間にかけて急激にexpansionした結果と考えられ

た.以上から,生者などの病態を理解する上で,

これまでinvivoimagingが不可能であった移植

後72時間以内の超早期イメージングを得ること

が重要であると考えられた.

移植骨髄細胞のhomingについてはeongen豆c

BMTにおいて,移植 5分後か ら両側鷹骨で

AF750由来の蛍光シグナルが観察され始めた.そ

の後,願骨でのシグナルは移植後6時間前後まで

上昇をつづげ,24時間まで維持されることが分か

った.また,骨髄内骨髄移植は造血幹細胞やmes-
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図6 マウス造血幹細胞移植後におけるドナー細胞の経時的追跡

(A)移植 ドナ-細胞のinvivoim喝i咽.姿二段 :尾静注による骨髄移植モデル.移植後約5分で両側
催骨へのホ-ミングが観察可能である (wh立tear㌻owhead)∴ド捜 :左腰骨への骨髄内移植モデル.移植
後約 1時間後より移植鷹骨 (whiもe arrow)から対側肢骨へぴ〕mi宮ration(openarrow)が観察可能で

ある. (B)移植後24時間のexvivoima鰐ing.左列 :骨髄移植モデルでは全身骨へ均 ･に移植 ドナー

細胞が分布していることが,観察 可能である.右列 :骨髄内骨髄移植モデルでは左腰骨内に効率的に

移植 ドナー細胞が留まることから,全身骨や全身臓器へホーミングする細胞数は骨髄移植モデルに比

して少数であることが観察可能である.

enehymalcellを直接ニッチに移植する方法 とし

て注 目されている26)が,本研究により移植直後

より骨髄内に移植 した細胞は,尾静脈より行う骨

髄移植とほぼ同様に末梢循環に入り,24時間後に

は全身骨へほぼ均一にホーミングしていることが

解明された.更に,骨髄内移植で多くの移植骨髄

細胞が,移植後 24時間を経ても握骨内に残存す

ることをイメージングすることに成功 した

上記のように invivoimagingは骨髄移植に関

する病態を解釈する上で非常に着用なツ- ルであ

り,移植する細胞種類に応 じ,緊なるイメ-ジン

ダ像を得ることが可能である.また,近赤外蛍光

ラベ リングは低毒性であり,移植細胞を変えるこ

とで多種多様な移植モデルの検討が可能である.

更に骨髄移植においては移植 された多種多様な細

胞が病態形成に関与していることから,これらを

簡易に標識することの捌来る近赤外蛍光色素によ

る細胞膜標識法はイメ-ジガイドドに骨髄移植に

関連 した病態を検討可能にし,骨髄移植治療成績

の向 上をもたらし得る有用な手法であると考えら

れた.

請

近赤外蛍光標識法はBMT直後の題急性期をin

vivo豆magimg可能とする手法である.近赤外蛍光

イメ-ジングは骨髄移植に関連 した病態や生者不

全や移植片対拒絶病といった骨髄移植合併症の成
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因にせまるイメージング法であり,本手法を用い

て効率的にイメージガイド下に骨髄移植の病態検

討を行うことで骨髄移植治療成績の改善に爵献で

きると期待される.
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