
論文 / 著書情報
Article / Book Information

題目(和文) 低酸素誘導因子活性を有する腫瘍内浸潤細胞のin vivo光イメージング

Title(English)

著者(和文) 宮原瞳

Author(English) Hitomi Miyabara

出典(和文)  学位:博士(工学),
 学位授与機関:東京科学大学,
 報告番号:甲第255号,
 授与年月日:2025年3月26日,
 学位の種別:課程博士,
 審査員:門之園 哲哉,越川 直彦,西山 伸宏,小倉 俊一郎,折原 芳波,近藤 科
江

Citation(English)  Degree:Doctor (Engineering),
 Conferring organization: Institute of Science Tokyo,
 Report number:甲第255号,
 Conferred date:2025/3/26,
 Degree Type:Course doctor,
 Examiner:,,,,,

学位種別(和文)  博士論文

Type(English)  Doctoral Thesis

Powered by T2R2 (Science Tokyo Research Repository)

http://t2r2.star.titech.ac.jp/


 

 

 

 

低酸素誘導因子活性を有する 
腫瘍内浸潤細胞の in vivo 光イメージング 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
宮原 瞳 

 
 

 

指導教員：近藤科江 名誉教授・特定教授 

主査 ： 門之園哲哉 准教授 
      



1 
 

目次  

略語一覧 ................................................................................................................................... 4 

第 1 章 研究の背景 ............................................................................................................... 6 

1-1 低酸素誘導因子と悪性腫瘍 ......................................................................................... 7 

1-1-1 腫瘍内低酸素微小環境とがん ............................................................................ 7 

1-1-2 酸素環境依存的な HIF活性化制御 .................................................................... 10 

1-1-3 サブユニットの構造 ............................................................................................ 11 

1-1-4 HIF 活性化を制御する酸素以外の要因 ............................................................. 12 

1-2 In vivo 光イメージング ................................................................................................ 13 

1-2-1 In vivo イメージング ............................................................................................. 13 

1-2-2 In vivo 光イメージングで利用される波長域 ..................................................... 13 

1-2-3 ルシフェラーゼによる発光イメージング ........................................................ 15 

1-2-4 蛍光イメージング ................................................................................................ 17 

1-3-5 光イメージングにおける被毛色の影響 ............................................................ 19 

1-3 トランスジェニックマウスによる HIF 活性化細胞の可視化 .............................. 21 

1-3-1 ODD 融合 FLuc を用いた HIF 活性化細胞の可視化 ........................................ 21 

1-3-2 Luc2 を用いた HIF 活性化細胞の可視化 ........................................................... 23 

1-4 本研究の目的と論文の構成 ....................................................................................... 25 

第２章 高感度 HIF 活性化応答性レポーター遺伝子を導入した Tg マウスの作製と

評価 ......................................................................................................................................... 27 

2-1 概要 ............................................................................................................................... 28 

2-2 序論 ............................................................................................................................... 29 

2-2-1 HIF 活性化の高感度レポーター遺伝子の構築 ................................................. 29 

2-2-2 AkaBLI による生体イメージングの特性 ........................................................... 30 

2-2-3 Venus タンパク質について .................................................................................. 31 

2-2-4 PG による HIF の活性化 ...................................................................................... 31 

2-2-5 固形腫瘍の酸素レベル ........................................................................................ 32 

2-2-6 本章の研究目的 .................................................................................................... 33 

2-3 実験材料および方法 ................................................................................................... 34 

2-3-1 細胞の培養条件 .................................................................................................... 34 

2-3-2 レポーター遺伝子発現の in vitro 評価 .............................................................. 34 

2-3-3 発光基質の調整 .................................................................................................... 34 

2-3-4 発光・蛍光の測定 ................................................................................................ 34 

2-3-5 動物実験 ................................................................................................................ 35 

2-3-6 HVA-Tg マウスの構築 .......................................................................................... 35 

2-3-7 発光 in vivo イメージング ................................................................................... 35 



2 
 

2-3-8 没食子酸プロピルによる HVA レポーター応答性の評価 .............................. 35 

2-3-9 初代培養細胞を用いた HVA レポーター応答性の評価 .................................. 36 

2-3-10 自家発光の評価 .................................................................................................. 36 

2-4 実験結果 ....................................................................................................................... 37 

2-4-1 HVA レポーターの低酸素応答性 ........................................................................ 37 

2-4-2 HVA-Tg マウスの構築 .......................................................................................... 38 

2-4-3 HVA-Tg マウスの成長期における発光シグナルの検出 .................................. 39 

2-4-4 PG を用いた HVA レポーター応答性の評価 ..................................................... 40 

2-4-5 発光酵素非依存的な発光シグナルの検出 ......................................................... 41 

2-5 考察 ............................................................................................................................... 43 

第 3 章 AkaBLI による生体イメージングにおける自家発光シグナルの評価 .......... 45 

3-1 概要 ............................................................................................................................... 46 

3-2 序論 ............................................................................................................................... 47 

3-2-1 高感度発光イメージングにおける自家発光シグナルの影響 ........................ 47 

3-2-2 高感度発光イメージングに干渉する発光シグナルレベル ............................ 47 

3-2-3 発光反応と腫瘍内活性酸素 ................................................................................ 49 

3-2-4 本章の研究目的 .................................................................................................... 50 

3-3 実験材料および方法 ................................................................................................... 51 

3-3-1 細胞の培養条件 .................................................................................................... 51 

3-3-2 動物実験 ................................................................................................................ 51 

3-3-3 担がんマウスの作成と発光イメージング ........................................................ 51 

3-3-4 過酸化水素による基質の自家発光レベルの評価 ............................................ 51 

3-3-5 過酸化水素によるスペクトル情報の取得 ........................................................ 52 

3-4 実験結果 ....................................................................................................................... 53 

3-4-1 過酸化水素による基質の発光 ............................................................................ 53 

3-4-2 基質の化学発光スペクトルの取得 .................................................................... 54 

3-4-3 発光バックグラウンドレベルの評価 ................................................................. 55 

3-5 考察 ............................................................................................................................... 56 

第 4 章 HIF 活性を有する腫瘍内浸潤細胞の in vivo 光イメージング ........................ 57 

4-1 概要 ............................................................................................................................... 58 

4-2 序論 ............................................................................................................................... 59 

4-2-1 腫瘍間質細胞と HIF の活性化 ........................................................................... 59 

4-2-2 がん細胞に由来する HIF 活性化の in vivo モニタリング ................................ 62 

4-2-3 マウス乳がんモデル ............................................................................................ 63 

4-2-4 E0771 細胞株のサブタイプと HIF の活性化 ..................................................... 65 

4-2-5 本章の研究目的 .................................................................................................... 66 

4-3 実験材料および方法 ................................................................................................... 67 



3 
 

4-3-1 細胞の培養条件 .................................................................................................... 67 

4-3-2 動物実験 ................................................................................................................ 67 

4-3-3 担がんマウスの作成と発光イメージング ........................................................ 67 

4-3-4 免疫組織染色 ........................................................................................................ 67 

4-4 実験結果 ....................................................................................................................... 69 

4-4-1 HVA-Tg マウスを用いた乳がんの同所性担がんモデルによる微小環境の非

侵襲的可視化................................................................................................................... 69 

4-4-2 異所性腫瘍における HIF 活性化微小環境の経時的観察 ............................... 71 

4-4-3 浸潤細胞由来 HIF 活性化領域の組織学的評価 ............................................... 72 

4-5 考察 ............................................................................................................................... 74 

第 5 章 HIF 活性化を有する腫瘍内浸潤細胞の細胞種の解析 ..................................... 75 

5-1 概要 ............................................................................................................................... 76 

5-2 序論 ............................................................................................................................... 77 

5-2-1 マクロファージと腫瘍の悪性化 ........................................................................ 77 

5-2-2 TAM と腫瘍内血管新生 ....................................................................................... 78 

5-2-3 TAM と抗腫瘍免疫抑制 ....................................................................................... 78 

5-2-4 TAM と転移 ........................................................................................................... 78 

5-2-5 本章の研究目的 .................................................................................................... 81 

5-3-1 細胞の培養条件 .................................................................................................... 81 

5-3-2 担がんマウスの作製 ............................................................................................ 81 

5-3-3 腫瘍塊の蛍光イメージングとフローサイト解析 ............................................ 81 

5-4 実験結果 ....................................................................................................................... 83 

5-4-1 腫瘍塊を用いたレポーター発現細胞の観察 .................................................... 83 

5-4-2 腫瘍に占める HIF 活性化細胞の割合 ............................................................... 84 

5-4-3 ミエロイド系細胞における HIF 活性化細胞の割合 ....................................... 85 

5-5 考察 ............................................................................................................................... 87 

第 6 章 研究の総括 ............................................................................................................... 88 

6-1 HVA-Tg マウスの役割と展望 ..................................................................................... 89 

6-2 高感度光イメージングによる効果 ........................................................................... 90 

6-3 HVA-Tg マウスが示す浸潤細胞に由来する腫瘍内 HIF 活性化微小環境 ............ 90 

6-4 HVA-Tg マウスが示す発光シグナルの意義 ............................................................. 90 

引用文献 ................................................................................................................................. 92 

業   績 ........................................................................................................................... 108 

謝   辞 ........................................................................................................................... 110 

 



4 
 

略語一覧 
 
Aka-HCl AkaLumine-HCl 
ATP adenosine triphosphate 
bHLH basic-helix-loop-helix 
CCD charge coupled device 
CMV cytomegalovirus  
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DNA deoxyribo nucleic acid 
EMT epithelial-mesenchymal transition 
ER estrogen receptor 
EtOH ethanol 
FACS fluorescence-activated cell sorting 
FBS fetal bovine serum 

FIH factor inhibiting HIF-1α 

Fluc firefly luciferase 
GFP green fluorescent protein 
HER2 human epidermal growth factor receptor type2 
HIF hypoxia inducible factor 
HLR HRE-Luc2-mRuby2 
HOL HRE-ODD-Luc 
HP Hypoxi Probe-1 
HRE Hypoxia Response Element 
HVA HRE-Venus-Akaluc 
IL Interleukin 
ip intraperitoneal 
KPS potassium phosphate buffer 
MDSC myeloid-derived suppressor cells 
MMP matrix metaloproteinase 
NIR nearinfrared 
NLS nuclear localization signal 
ODD oxygen dependent degradation 
PBS phosphate buffered saline 
PCR polymerase chain reaction 
PD-1 programmed cell death protein 1 
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PD-L1 programmed cell death 1 ligand 1 
PG propyl gallate 
PHD prolyl hydroxylase 
PR progesterone receptor 
pVHL von Hippel–Lindau protein 
RLU relative luminsecent unit 
Rluc renilla luciferase 
ROS reactive oxygen species 
si silicon 
TAD transactivation domain 
TAM tumor-associated macrophage 
TBS-T Tris-Buffered Saline/ 0.05% Tween 20 
Tg transgenic 
TGF transforming growth factor 
TME tumor microenvironment 
YFP yellow fluorescent protein 
VEGF vascular endothelial growth factor 
WT wild type 
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第 1 章 研究の背景 
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1-1 低酸素誘導因子と悪性腫瘍 
1-1-1 腫瘍内低酸素微小環境とがん 

悪性腫瘍は、がん細胞だけでなく、免疫細胞、血管内皮細胞、繊維芽細胞などの間

質細胞を含む多様な細胞で構成されている (図 1-1-1-1)。これらの細胞からなる腫瘍

組織は正常組織と異なり不均一で、所々に微小環境が形成される[1,2]。例えば、がん

の無秩序な増殖によって血管網が未発達となることから、過度な枝分かれや圧迫、拡

張などが生じ、血管からの距離に依存して局所的に低酸素微小環境が生じやすい (図
1-1-1-1）。このような低酸素環境に存在するがん細胞は、臨床では放射線治療や化学

療法への抵抗性を示すことが知られている[3-5]。低酸素に晒されたがん細胞内では、

転写因子である低酸素誘導因子 (hypoxia inducible factor, HIF)が活性化し、細胞の低酸

素順応を促進する[6-10]。この HIF 活性と予後不良に相関があること、HIF 活性を阻

害することで放射線抵抗性を回避できることなどがいくつかの先行研究で示されて

いる[11-13]。また、HIF 活性によって薬剤耐性因子や増殖因子、血管新生の亢進、転

移、浸潤などの悪性化に関わる遺伝子の発現が亢進されることでがんの悪性化に寄与

していることも明らかとなってきており (図 1-1-1-2)[14-17]、がん治療における創薬

ターゲットとして研究されている[18-21]。 
 
 
 
(A) 
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(B) 

   
         

図 1-1-1-1 悪性腫瘍の微小環境 
(A)腫瘍は秩序をもって構築された正常組織と比べると急激な細胞増

殖により血管の発達が未熟になりやすく過度な枝分かれ、圧迫、未発達、

拡張などにより不均一な環境が形成される。引用文献 [22]より引用して

一部改変。(B)腫瘍内では所々で血管密度が疎になりやすく血流のある血

管がある場合も距離に依存して低酸素微小環境が生じる。 
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図 1-1-1-2 HIF が制御する遺伝子 
[17]より抜粋して掲載。 
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1-1-2 酸素環境依存的な HIF活性化制御 

HIFは普遍的に発現する βサブユニット (HIF-β) と高度に発現が調節されている ɑ
サブユニット (HIF-ɑ) から形成されるヘテロダイマーである。ɑ サブユニットは 3 種
類が存在し、これらには全て oxygen-dependent degradation (ODD)と呼ばれるドメイン

があり、タンパク質の安定性制御を担っている[23-25]。通常酸素環境においては ODD
ドメインに存在する 2 つのプロリン残基がプロリルヒドロキシラーゼ  (prolyl 
hydroxylase, PHD)によって水酸化される。この水酸化プロリン残基が指標となり、E3
ユビキチンリガーゼ複合体が von Hippel-Lindau protein (pVHL)を介して結合し、ユビ

キチン化されることによって HIF-ɑ はプロテアソームによる分解を受ける[25-28]。さ
らに、HIF 抑制因子 (factor inhibiting HIF-1α, FIH)が HIF-ɑ の C 末端側のアスパラギン

残基 (Asn)の水酸化を阻害することで、転写共役因子である p300 との融合が阻害さ

れるため、これによっても転写機能が制御される。PHD と FIH はいずれも酸素を補

因子としているが、Km 値の違いがあり酸素濃度レベルに応じて 2 段階で HIF の活性

が制御されている。比較的穏やかな低酸素条件下から PHD の酵素活性が低下し、さ

らに低酸素になると FIH の働きが低下しはじめる[8, 29-31]。この機構によって低酸

素環境になると HIF-ɑ は分解を受けず核内に移行して HIF-β とヘテロダイマーを形

成し、hypoxia response element (HRE)と呼ばれるエンハンサー配列に結合して標的遺

伝子の発現を制御する。このように HIF は段階的に酸素環境に依存した活性制御を

受けており、低酸素応答のマスターレギュレーターとして働く(図 1-1-2-1)。 
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図 1-1-2-1 酸素環境依存的な HIF 活性化の制御 
低酸素が生じると PHD の働きが抑制されることで分解を受けずに

HIF-α サブユニットが安定化する。さらに重度な低酸素環境では FIH の

働きも抑制されることで、β サブユニットとヘテロダイマーを形成し、

転写因子として働く。 
 

 

1-1-3 サブユニットの構造 
HIF サブユニットの構造には、共通する機能性ドメインが含まれる(図 1-1-3-1)。各

サブユニットの N 末端側にはヘテロダイマーを形成するための配列が存在し、塩基

性ヘリックスループヘリックス (basic-helix-loop-helix, bHLH)領域と Per-ARNT-Sim 
(PAS)ホモロジードメインを共通して持つ [32] 。α サブユニットはさらに ODD 配列

を持ち、有酸素環境では前述の通り速やかに分解される。また、N 末端側には転写活

性化ドメイン(transactivation domain, TAD)が位置しているが、HIF によって活性化さ

れる遺伝子が N-TAD によってそれぞれ異なっている [33]。HIF-3α にはスプライシン

グバリアントである IPAS が存在するが、これらは TAD を持たないことから転写活

性を持たず、他のサブユニットと相互作用することによって HIF-1α や HIF-2α の働き

に抑制的に作用し遺伝子発現を負に制御している[34]。 
 
 

 

図 1-1-3-1 HIF サブユニットの種類と一次構造 
ヒトの HIF には 3 つの α サブユニットが存在しており、高度に保存

された領域と、各サブユニットに特有の領域を持つ。bHLH: 塩基性ヘリ

ックスループヘリックス、PAS: Per-ARNT-Sim、ODD: 酸素依存生分解

ドメイン、N-TAD: N 末端転写活性ドメイン、ID: 阻害ドメイン、C-TAD: 
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C 末端転写活性ドメイン。[32]より抜粋し一部改変して掲載。 
 

 

1-1-4 HIF 活性化を制御する酸素以外の要因 
HIF の活性化は酸素と密接に関わっており、組織学的観察において血管からの距離

依存的に発現が認められているが、中には距離に依存しない HIF 活性化が観察され

ることがある。このことは、HIF が有酸素化でも活性化を受けている可能性を示すも

のとして考えられる。実際に、HIF の酸素非依存的な制御例はいくつか報告されてお

り、pVHL や PHD は、転写や翻訳、二量体形成の過程でも制御を受けている[8, 35, 
36]。HIF サブユニットの酸素非依存的な制御について以下の通り列挙した[8]。 
染色体変異：pVHL をコードする染色体 3p25.3 の遺伝子変異により、pVHL の機能が

欠損する。pVHL は HIF のユビキチン化を担う E3 ユビキチンリガーゼのサブユニッ

トとして働くが、この働きが妨げられることによって、低酸素に依存しない HIF の蓄

積が起きる。フォンヒッペル・リンドウ病として知られているこの染色体変異は、血

管が豊富になるという特徴がみられ、様々な臓器で腫瘍や嚢胞性の病変を発症する。

網膜の血管腫、中枢神経系血管芽腫、腎嚢胞、膵嚢胞などの腫瘍を高頻度に発症する

[37]。 
翻訳後制御：HIF-1α と HIF-1β から構成される HIF-1 の活性は PHD や FIH-1 などの

プロリン水酸化酵素反応に必要な補因子が欠乏することによっても調整される。α ケ
トグルタル酸や二価の鉄イオンはこれらの補因子のひとつであるが[35, 36]、例えば、

炎症やミトコンドリア障害などで発生する活性酸素の存在によって 2 価の鉄イオン

が 3 価となることでも HIF の分解が阻害され、HIF が活性化される。 
成長因子：PI3K として知られているホスファチジルイノシトール 3-キナーゼは、成

長因子を介して腫瘍における HIF-1 の発現に影響を与えることが知られている[38]。
これらの成長因子は、インスリン、インスリン様成長因子、インターロイキンなどが

あり、各受容体を介して PI3K/Akt 経路を活性化する。この経路は PI3K の生成物を脱

リン酸化する PTEN 腫瘍抑制タンパク質によって負に制御されていることから、

PTEN 遺伝子の変異も腫瘍における HIF-1 の酸素非依存的な安定化に関与していると

考えられている。実際に、ヒト上皮増殖因子受容体 2 型(human epidermal growth factor 
receptor type2, HER2)の増加は、乳がん細胞における HIF-α サブユニットの過剰発現

に寄与している[39, 40]。これらの HER2/PI3K/AKT/FRAP 経路は翻訳レベルで HIF-1
を制御し、その mRNA からの HIF-1 タンパク質合成速度を高めることで HIF の転

写活性を促進する[38]。 
 
 
 



13 
 

1-2 In vivo 光イメージング 
1-2-1 In vivo イメージング 
In vivo イメージングは、非侵襲的に生体内で起きているイベントを可視化するため

の方法である[41, 42]。最初の非侵襲的なイメージングは、1985 年にレントゲンが発

見した X 線透過画像による方法で、その後、超音波画像診断、コンピュータ断層撮

影、核磁気共鳴画像法、陽電子放出断層撮影、単一光子放射断層撮影などの方法が確

立された。これらのイメージング法は臨床では予防診断や治療で欠かせない技術とな

っているが、前臨床研究においてはこれらのイメージング法に加えて光イメージング

法、光音響イメージング法などの技術が用いられている。前臨床研究では内在性物質

の性質を利用した画像化に加えて、外因性のプローブやレポーターを用いた分子イメ

ージングが活発に用いられており、多様なイメージングの創出が可能である[42, 43]。
光を用いたイメージングは、プローブを用いる方法に加えて、ルシフェラーゼや蛍光

タンパク質などのレポーター遺伝子を用いた”光る標識”が可能であることから、標的

としている遺伝子発現に応じるようにレポーターを組み入れることによって、生体の

イベントを遺伝子発現レベルでモニタリングすることができる[44]。また、標的とな

るものに蛍光色素を修飾するラベル化方法は、放射性核種を使ったトラッキングに比

べて被ばく等の影響もなく安全に実験を行うことができるため、前臨床研究において

は汎用されるイメージング方法の一つである。 
 
1-2-2 In vivo 光イメージングで利用される波長域 
光を用いたイメージングは、光が生体組織によって吸収、散乱を受けて大きく減衰

することから、深部組織においては微弱なシグナルの検出が困難となる場合があり課

題となっていた。光はヘモグロビンなどの内在性物質によって吸収を受け、さらに細

胞内オルガネラなどの屈折率の違う物質を透過していくことにより散乱する。これら

は光の伝送距離に依存するため深部組織になるほど体表面に伝送される光の量は減

衰し、検出が困難となっていく[44-46]。可視光領域においては生体からの吸収は主に

ヘモグロビンによるものであるが、ヘモグロビンが持つ分子吸光係数は 600 nm を超

えるところから急激に減少し、分子散乱係数も波長が長くなるほど軽減される傾向に

ある  (図 1-2-2-1)。生体から受ける減衰が比較的少ない波長域として近赤外光 
(nearinfrared, NIR)波長域 NIR-I と NIR-II があり (図 1-2-2-2)、特に NIR-I は in vivo 光
イメージングにおいて多用されている[47-49]。NIR-II は吸収に加えて散乱も低いこと

から NIR-I よりも理想的な波長域であるにもかかわらず普及しないのは、一般的な検

出器であるシリコン (si)電荷結合素子 (charge coupled device, CCD)の検出領域を超え

ていることに加えて、既存の発光酵素や蛍光タンパク質ではこの波長域に高い輝度を

生じるものがないことから遺伝子に標識する方法がなく、外因性の蛍光色素を用いた

方法に限定されるためと考えられる (図 1-2-2-2) [49]。 
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図 1-2-2-1 肝臓組織の分子吸光係数 (μa)と分子散乱係数 (μs’) 
引用文献 [50]より引用して一部改変。 

 

 

   

 
図 1-2-2-2 生体内光吸収物質による光の減衰と検出器の量子効率 

生体の光の吸収は 600 nm を超えた付近で急速に軽減される。Si：シ

リコン、InGaAs：インジウムガリウムヒ素。引用文献 [48]より引用して

一部改変。 
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1-2-3 ルシフェラーゼによる発光イメージング 
光を用いたイメージングには、発光イメージングと蛍光イメージングがあり、発光

を用いた方法は高い信号雑音比から微弱なシグナルの検出に用いられている[46]。発

光イメージングでは主に発光酵素であるルシフェラーゼとその基質であるルシフェ

リンによって発生する発光を用いた方法が用いられているが、生じる波長は由来する

生物によってさまざまである (表 1-2-3-1)。in vivo イメージングにおいて最も汎用さ

れているホタルルシフェラーゼ (firefly luciferase、FLuc)とその天然基質である D-
luciferin との組み合わせは 562 nm を最大波長 (λmax)とする光を放つが[51]、大半の

光は生体において吸収されてしまうという課題があった[46, 52]。そのため、従来の野

生型ルシフェラーゼから、酵素と基質それぞれの改良により発光の長波長化が試みら

れている[53, 54]。最近、野生型 FLuc との組み合わせによって近赤外光 (λmax=677 
nm)を生じるルシフェリンアナログ AkaLumine が開発された[53 55]。この組み合わせ

により生じる光は生体透過性が高い一方で輝度が低く、深部臓器のイメージングには

効果的であったが、皮下腫瘍などの浅部でのイメージングには効果は限定的であり、

目的に応じた使い分けが必要であった。その後 AkaLumine との反応に最適化された

改変ホタルルシフェラーゼ Akaluc が開発された[56]。これらを組み合わせた発光イ

メージングシステム AkaLumine-Akaluc bioluminescence imaging (AkaBLI) (λmax=650 
nm)は高輝度で長波長の光を放つことから、FLuc と D-luciferin の組み合わせよりもマ

ウスの肺や脳の深部での観察で 100～1000 倍高い検出感度を達成している (図 1-2-3-
1)。 
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表 1-2-3-1 発光イメージングに用いられる主なルシフェラーゼの種類* 

 
*引用文献 [57, 58]より引用して一部改変 
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(A)                                   (B) 

 
図 1-2-3-1 Fluc と AkaBLI の比較 

(A) 103個の HeLa 細胞を尾静脈投与して肺部位を腹臥位から観察。カ

ラーバーは発光輝度を示す（Radiance: photons/sec/cm2/sr）。(B) 103個

の HeLa 細胞を脳に移植し、腹臥位から観察。R.S.I.はシグナル相対強度

を示す。[56]より抜粋して掲載。 
 
 
1-2-4 蛍光イメージング 
光イメージングでは、蛍光タンパク質や蛍光色素を検出する蛍光イメージングも可

能である。しかし、個体を非侵襲で観察する in vivo イメージングにおいては、蛍光イ

メージングはあまり用いられない。この理由のひとつは、自家蛍光の影響により、微

弱なシグナルが検出できないことがあるためと考えられる[59]。生体に由来する自家

蛍光は、ヘモグロビン以外に、細胞、組織、毛、餌などに由来するものがあり[45, 59, 
60]、その値は均一ではない。細胞の自家蛍光は、基本的にミトコンドリアやリソソー

ムに由来するものと考えられており、芳香族アミノ酸、リポ色素、ピリジン、ポルフ

ィリン、フラビン補酵素などがある。これらは波長依存的に寄与度が異なるが、細胞

レベルでがん細胞を蛍光観察した例では、一般的に発光よりも検出限界が高くなる 
(図 1-2-4-1)。また、組織レベルで見ると細胞以外にもコラーゲンやエラスチンなどの

細胞外マトリックスから自家蛍光が生じることから、これらは in vivo での観察でヘ

モグロビンのバックグラウンドと共に蛍光観察のシグナルレベルに上乗せされる。ま

た、個体レベルで観察する場合には、食餌に含まれる植物由来のクロロフィルなどの

成分が赤～近赤外の波長域で蛍光を発することがあり、腹部の観察を困難にすること

がある(図 1-2-4-2)[45, 61]。このような不均一に生じる自家蛍光を偽陽性としないた

めには高めにベースラインを設定する必要があり、微弱なシグナルの検出をより困難

にしている。 
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さらに、蛍光シグナルの強さは励起光のエネルギーに依存するが、全身を観察する

場合には、視野の広さや、対象物の凹凸面によって励起光を均一に照射することが困

難な場合があるため、励起の条件に依存したばらつきも生じる[44]。このようなばら

つきもシグナルとの区別の際に評価を複雑にすることから、高感度を目的としたイメ

ージングでは蛍光よりも発光イメージングが適していると考えられる。 
 

 

図 1-2-4-1 細胞の検出限界 
 FLuc と赤色蛍光タンパク質 DsRed を発現する PC-3M-luc/DsRed 細

胞を 50 個～200,000 個ずつウェルに入れ、蛍光イメージングと発光イ

メージングで観察した。上段は DsRed による蛍光観察、下段はルシフ

ェラーゼ (FLuc)による発光観察の結果を示す。蛍光画像は 6.0×103 細

胞から下の細胞数では信号強度が一定になっているが、発光画像は

1.0×102細胞においても 50 細胞の信号強度と区別できている。[45]より

引用して一部改変して掲載。 
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図 1-2-4-2 マウスの食餌由来の自家蛍光 

ヌードマウスを仰臥位から観察。 (A) 4 つの異なる波長域のバンドパ

スフィルターを示す。(B) (A)で示すバンドパスフィルターを用いて観察

したマウス画像。上段は一般的な食餌を与えた個体、下段はアルファル

ファを除去した食餌を与えた個体の画像を示す。[45]より引用し一部改

変。 
 

 

1-3-5 光イメージングにおける被毛色の影響 
 実験に使用されるマウスの系統は多様であるが、C57BL/6 や Balb/c マウスは近交

系で維持されている系統のため遺伝的性質が揃っており表現型が均一であることか

ら、高頻度に用いられている系統である。また、C57BL/6 は全ゲノムが解析された

2 番目のほ乳類であることから[62]、トランスジェニックマウスの作製においても頻

繁に使用されている。チロシナーゼ遺伝子の塩基変異によりメラニンが生成されず

被毛が白い Balb/c に対して C57BL/6 は黒い色をしているが、メラニンはルシフェラ

ーゼの波長域のスペクトル領域において高い光吸収を持つことから（図 1-3-5-1）、
光イメージングにおいては白毛やヘアレスマウスを用いることは感度面で優位性が
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得られる[63]。そのため、黒毛の場合には高感度イメージングのために除毛するこ

とによって感度向上の効果が得られる（図 1-3-5-2）[64]。 
 

 

図 1-3-5-1 メラニンの吸収スペクトル 
[63]より抜粋し改変して掲載。 

 

 
図 1-3-5-2 被毛の有無による発光イメージングの比較 

白毛マウス Balb/c（上段）と黒毛マウス C57BL/6（下段）の除毛の有

無によるシグナル検出の違いを示す。Luc 標識した細胞をそれぞれ

12,800 個移植して観察。白毛は被毛ありの状態でも検出されているが黒

毛ではシグナルが確認されていない。一方、除毛によって黒毛マウスか

らも発光シグナルが検出されることが示されている。[64]より抜粋し一

部改変して掲載。 
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1-3 トランスジェニックマウスによる HIF 活性化細胞の可視化 

1-3-1 ODD 融合 FLuc を用いた HIF 活性化細胞の可視化 

先行研究において、HIF 活性化細胞を発光イメージングにより検出することを目的

としたトランスジェニック (transgenic, Tg)マウスが報告されている[65, 66]。この Tg
マウスは全身の細胞で ODD ドメインを融合したホタルルシフェラーゼ (ODD-FLuc)
を発現するため、HIF が活性化していない細胞内では HIF と同様に速やかに ODD-
FLuc が分解されるが、HIF 活性化細胞内では ODD-FLuc は分解されずに蓄積し、D-
luciferin を投与すると発光を生じる (図 1-3-1-1)。この Tg マウスを用いて腫瘍内の低

酸素領域のイメージングに成功しているが、ROSA26 遺伝子座に導入されていること

からODD-FLucの発現量が多く ODDドメインを介する分解システム能力を上回った

ため、バックグラウンドシグナルが高いことが課題であった (図 1-3-1-2)。そこで当

研究室では、HIF の結合配列である HRE 配列を含むプロモーターによって HIF 活性

化細胞のみで核移行シグナル配列 (nuclear localization signal, NLS)を融合した ODD-
FLuc を発現するレポーターシステム HRE-ODD-FLuc (HOL)を構築し、この遺伝子を

組み込んだ Tg マウス HOL-Tg マウスを作製し、新生児低酸素、虚血部位、発がんの

可視化に成功している[67] (図 1-3-1-3)。しかしながら、HOL-Tg マウスはバックグラ

ウンドシグナルが低く HIF 活性化細胞を高い時間分解能で観察できる反面、ODD-
FLuc の半減期が 17 分と短いため細胞内存在量が少なく[68]、経時的なモニタリング

が難しいという課題があった。 
 
 

 
図 1-3-1-1 ODD-Luc マウスの概要 

ROSA26 遺伝子に組み込まれた HIF-1α-Fluc は HIF 活性化非依存的

に発現するが、有酸素時には速やかに分解される。低酸素環境では分解

されずに蓄積されていく。 
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図 1-3-1-2 ODD-Luc マウスのバックグラウンドシグナル 
（A, B）左から ROSA26 Luc/+, ODD-Luc/+, and +/+ FVB マウスの画

像を示す。[65]より抜粋し一部改変して掲載。(C) MMTV-neu/ODD-
Luc/Beclin1 マウスのバックグラウンドシグナル。導入遺伝子として

ODD-Luc のほかに MMTV-neu を発現。[66]より抜粋し一部改変して掲

載。 
 

 

図 1-3-1-3 HIF 活性化特異的 HOL レポーターの概要 
HIF-αサブユニットの発現が安定化するとHIF-βと融合してHIFを形

成し、転写因子として働くと ODD-FLuc 融合タンパク質が発現する。再

酸素化によって ODD 配列の存在により速やかに分解される。 
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1-3-2 Luc2 を用いた HIF 活性化細胞の可視化 
 HOL-Tg マウスの課題を解決するための次世代の Tg マウスとして、我々は HRE-
Luc2-mRuby2 (HLR)レポーターを導入した HLR-Tg マウスを作製した[69]。HLR レポ

ーターは、HRE 配列を含むプロモーターの下流に、FLuc の塩基配列置換により細胞

内発現量が向上したルシフェラーゼ Luc2 と赤色蛍光タンパク質 mRuby2 タンパク質 
(Luc2-mRuby2)をコードする遺伝子を持つ (図 1-3-2-1)。そのため、HIF 活性化細胞に

おいてのみ Luc2-mRuby2 が発現する。Luc2 の半減期は 3 時間程度であり、ODD-Luc
よりも時間分解能は劣るが日間変動をとらえるためには十分であると考えた。この

Tg マウスの腋窩リンパ節付近に皮下腫瘍を形成させたところ、皮膚などから強い基

礎発現を示した一方、腫瘍部位からは基礎発現レベルを超える発光はほとんど確認さ

れなかった (図 1-3-2-2A)。しかし、腫瘍を取り出して 2 つに切断し、その切断面の ex 
vivo イメージングを実施すると、腫瘍の成長に伴って発光シグナルが強くなることが

確認された (図 1-3-2-2B)。この結果から、腫瘍の成長に伴って発光を持つ細胞が集積

していることが分かったが、生じた発光シグナルは体表面に到達するまでにほとんど

が消失することが示唆された。そのため、腫瘍に浸潤する HIF 活性化細胞を in vivo
イメージングでモニタリングするためには、より高感度なレポーターシステムが必要

であると考えられた。 
 
 

 
図 1-3-2-1 HIF 活性化特異的 HLR レポーターの概要 

HIF-α ユニットの発現が安定化すると HIF-β と融合して HIF を形成

し、転写因子として働くことで Luc2 と mRuby2 が発現する。In vivo 用
レポーターの Luc2 は半減期 3 時間で分解される。 
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(A) 

   

 (B) 

   

 

図 1-3-2-2 HLR-Tg マウスに移植した Colon-26 腫瘍のイメージング 
(A) マウス大腸がん細胞株 Colon-26 を皮下移植した HLR-Tg マウス

の in vivo イメージング。10 mg/mL D-Luciferin (リン酸緩衝生理食塩水 
(phosphate buffered saline, PBS)溶解液 )を 100 μL ずつ腹腔内 
(intraperitoneal, ip)投与し 15 分後に観察を行った。黄色の円で囲んだ部

分は腫瘍移植部位を示す。 (B) HLR-Tg マウスから回収した Colon-26 腫
瘍の断面の ex vivo 観察画像。 
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1-4 本研究の目的と論文の構成 

悪性腫瘍の発がん、増殖、転移、浸潤において、がん細胞や間質細胞の HIF 活性化

が重要な役割を持つことが分かっており (1-1)、腫瘍における HIF 活性化細胞の挙動

を時空間的に解析する手法の確立が求められている。そのため HIF 活性化細胞を in 
vivo 光イメージングでモニタリングするための Tg マウスの作製が進められてきたが、

これまでに高感度かつ高時間分解能で HIF 活性化細胞を検出可能なレポーターシス

テムは構築されていない (1-3)。そこで本研究では、HLR レポーター (1-3-2)の発光酵

素および蛍光タンパク質をより輝度の高いものに替えることで高感度化した Tg マウ

スを作製すること、さらにこの Tg マウスの同所性腫瘍に集積する HIF 活性化細胞集

団の種類を特定することを目的とした (図 1-4-1)。 
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図 1-4-1 本研究の目的の概要 

(A)先行研究で開発された HOL-Tg マウスを改良するために、レポー

ターの蓄積を目的として ODD 配列を除去し、長波長化を目的として

FLuc に変えて Akaluc を導入した HVA-Tg マウスを構築した。(B)生体で

はレポーター由来の発光シグナルは組織からの吸収・散乱を受けて深度

依存的に減衰して検出される。長波長化によって生体透過性が向上し、

感度が向上することが見込まれる。(C)これによって腫瘍内に浸潤する細

胞に由来する HIF 活性化微小環境を可視化し、微小環境特異的に発生す

るがん進行のメカニズムを明らかにする。 
 
 第 2 章では、高感度レポーター遺伝子を導入した Tg マウスを作製し、HIF 活性化

によるレポータータンパク質の発現応答を評価した。 
 第 3 章では、AkaBLI による生体イメージングにおける自家発光シグナルのレベル

を解析し、Akaluc 依存的な発光シグナルの下限値を明確化した。 
 第 4 章では、Tg マウスに腫瘍を作製し、腫瘍の成長に伴う HIF 活性化細胞の集積

を in vivo 光イメージングでモニタリングし、免疫組織化学的に腫瘍内浸潤 HIF 活性

化細胞の種類を解析した。 

 第 5 章では、Tg マウスに作製した腫瘍から生細胞を回収し、フローサイトメトリ

ーにより腫瘍内浸潤 HIF 活性化細胞の種類を解析した。 
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第２章 高感度 HIF 活性化応答性レポーター

遺伝子を導入した Tg マウスの作製と

評価 
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2-1 概要 

これまでに、HIF活性化細胞を生体でモニタリングするための発光レポーター遺伝

子を組み込んだTgマウスの作製が進められてきたが、いずれも腫瘍微小環境の観察

に必要な検出感度が十分に得られていないことから、これまでよりも高感度な検出系

が必要である。そこで当研究室では、従来のFlucとD-Luciferinの組み合わせよりも生

体透過性のよい波長域の光を放つAkaBLIシステムを用いて、生じた光が生体を透過

する間に生じる吸収や散乱による減衰を受けにくいレポーター遺伝子を組み込んだ

pGL4.32/HRE-CMVmp-Venus-Akaluc (pGL4.32/HVA)プラスミドを作製した。このプラ

スミドは、HREの5回繰り返し配列を含むプロモーターの下流に、in vitroでの検出用

として蛍光タンパク質Venusと、in vivoでの検出用としてAkalucを融合したVenus-
Akaluc融合タンパク質をコードするHVA遺伝子が組み込まれている。本章では、全身

の細胞にHVA遺伝子を組み込んだHVA-Tgマウスを作製し、HIF活性化によるVenus-
Akaluc融合タンパク質の発現を確認することを目的とした。 
まず、HVA遺伝子を組み込んだプラスミドをトランスフェクションにより一過性に

導入した哺乳類細胞を用いて、1%の低酸素条件で培養することでHIF活性を誘導し、

レポーターの応答性を発光および蛍光の検出器でそれぞれ確認した。その結果、通常

酸素環条件で培養した細胞と比較して有意に高い発光および蛍光が検出されたこと

から、HVA遺伝子の低酸素応答性が示された。 
次に、共同研究先に依頼して HVA-Tg マウスを作製した。HVA-Tg マウスの細胞か

らゲノムを抽出し、トランスジーンを増幅させるプライマーを用いてゲノム PCR を

行い、レポーター遺伝子が導入されていることを確認した。また、HIF 活性化を引き

起こすことが知られている没食子酸プロピル (propyl gallate, PG)を使ってレポーター

応答性を非侵襲的に確認する方法を確立し、インハウスで維持されたマウスのスクリ

ーニングを行った。さらに、HVA-Tg マウス由来の脾臓の初代培養細胞を用いて、in 
vitro での HIF 活性化に対する応答性評価を行ったところ、1%低酸素条件で培養を行

った細胞では通常酸素条件 (21%)で培養した細胞よりも Venus-Akaluc 融合タンパク

質による発光活性が有意に高いことが確認された。これらのことから、HVA-Tg マウ

スは HIF 活性化のモニタリングが可能であることが示された。 
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2-2 序論 

2-2-1 HIF 活性化の高感度レポーター遺伝子の構築 
低酸素刺激などにより安定化したHIF-ɑサブユニットは核内に移行し、核内に普遍

的に存在するHIF-βとヘテロダイマーを形成してゲノム上にあるHRE配列に特異的に

結合し転写促進因子として働く。そのため、HRE配列と転写開始に必要な最小限のプ

ロモーター (最小プロモーター)[70]を組み合わせることによって、HIF活性化に依存

して下流遺伝子を発現するレポーターが構築できるが、その応答性は最小プロモータ

ーの種類や、HRE配列の繰り返しの回数によって効率が異なることが知られている

[71]。本研究ではHRE配列を5回繰り返した配列 (5HRE配列)に、ヒトサイトメガロウ

イルスの転写因子結合に必要な最小配列である最小プロモーター (cytomegalovirus 
minimal promotor, CMVmp)を使用することとしたが、この組み合わせはHeLa細胞を用

いたin vitro試験において、1%の低酸素培養条件では通常酸素条件下で培養した場合

と比べてレポータータンパク質の発現が100倍以上になることが確認されている[72, 
73]。そこで当研究室では、5HRE配列とCMVmpによってHIF活性化依存的にウミシイ

タケルシフェラーゼ  (Renilla luciferase, RLuc)を発現するレポータープラスミド

pGL4.32/5HRE-CMVmp-RlucP[74] か ら Rluc 遺 伝 子 を 取 り 除 き 、 代 わ り に

pcDNA3/Venus-Akalucプラスミド[56]から作製したVenus-Akaluc遺伝子を挿入するこ

とによって高感度レポーター遺伝子を組み込んだプラスミドpGL4.32/HRE-CMVmp-
Venus-Akaluc (pGL4.32/HVA)を作製した (図2-2-1-1, 2-2-1-2)。 

 

 
図 2-2-1-1 HIF 活性化依存的 HVAレポーターの概要 

HIF-α ユニットの発現が安定化すると HIF-β と融合して HIF を形成し、

転写因子として働くことで Akaluc と Venus の融合タンパク質が発現す

る。In vivo 用レポーターの Venus-Akaluc は半減期 8 時間で分解される

[56]。 
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図 2-2-1-2 pGL4.32/HVA のベクターマップ 
 
 
2-2-2 AkaBLI による生体イメージングの特性 

D-Luciferinのアナログ体であるAkaLumineは、Flucとの組み合わせではD-Luciferin
による発光よりも長波長で (λmax=677 nm)、生体透過性の良い NIR-I 領域の発光を生

じる[56]。一方、Akaluc と AkaLumine の組み合わせである AkaBLI では λmax は 650 
nm へと低波長側に少しシフトするが、600 nm を超える領域では生体による光の吸収

の波長依存性は軽微となることから生体イメージングへの影響は少ない (図 1-2-2-2)。
そのため、Fluc と AkaLumine の組み合わせよりも、高輝度に発光する AkaBLI の方が

生体イメージングにおいて高い検出感度を得ることができると考えられる (図 2-2-2-
1)。 

Akalumine による酵素反応は D-luciferin と同様に反応の際に補酵素としてアデノシ

ン三リン酸 (adenosine triphosphate, ATP)を必要とするため[54, 56]、生細胞内の ATP が
枯渇すると発光活性を生じない。つまり、AkaBLI による生体イメージングにおいて、

発光シグナルを生じるのは HIF が活性化している生細胞に限定される。この特徴は、

将来的に HIF 活性化細胞をターゲットとした薬剤開発において、治療効果を評価す

るための有効なモデルになると考えられる。 
AkaLumine は水溶性が低いため有機溶媒を使用する必要があるが、生体に有機溶媒

を投与するのは好ましくない。そのため AkaBLI による生体イメージングでは、水溶

性を高めた Akalumine-HCl (Aka-HCl)が基質として生体に投与される。 
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図 2-2-2-1 発光基質と発光酵素の組み合わせによる発光輝度の比較 

発光酵素 Fluc と Akaluc を D-luciferin もしくは AkaLumine と混合して

発光を観察した。酵素は 2 mg/mL、基質は 100 mM の濃度で使用した。

引用文献 [56]より引用して一部改変。 
 
 
 
2-2-3 Venus タンパク質について 

Venus はオワンクラゲ由来の緑色蛍光タンパク質 (green fluorescent protein, GFP)の
バリアントである黄色蛍光タンパク質 (enhanced yellow fluorescent protein, EYFP)を改

良することによって得られた蛍光タンパク質で、アミノ酸置換を入れることによって、

ほ乳類細胞の至適培養条件である 37°C で発色団形成反応における成熟の速度と効率

を大幅に向上させたものである[75]。哺乳類細胞において EYFP と比べて 30 倍程度

相対蛍光が強いことから、感度の面からも遺伝子発現等のモニタリングに適している 
(表 2-2-3-1)。 

表 2-2-3-1 蛍光タンパク質 YFP と比較した Venus の特性 

 吸収  蛍光  

 波長 消光係数  波長 量子収率 相対蛍光 

EYFP 515 nm 80.4  528 nm 0.61 1 
Venus 515 nm 92.2  528 nm 0.57 30 

引用文献 [75]より抜粋して引用 
 
 
 
2-2-4 PG による HIF の活性化 
酸化防止剤として食品添加物としても用いられている PG は、抗酸化作用を持つ物
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質で、培養細胞条件において 25～400 μM の範囲で濃度依存的に HIF-1ɑタンパク質を

蓄積させる[76]。PG は、5HRE-CMVmp 配列を持った HOL-Tg マウスにおいて HIF を
活性化させてレポーター誘導を引き起こすことが確認されており、発現の亢進が確認

された脾臓、腎臓などの臓器では、HIF 活性化によって誘導される遺伝子であるグル

コーストランスポーターや血管内皮増殖因子、脱水素酵素などの遺伝子発現が上昇し

ていた[67, 76]。このことから、同じ 5HRE-CMVmp 配列を持つ HVA-Tg マウスにおい

ても、レポーターの応答性を確認するために PG が使用できると考えられる。 
 
 

2-2-5 固形腫瘍の酸素レベル 
ヒト正常組織の酸素分圧 pO2 は 50 mmHg 程度であるが、固形腫瘍では 10 mmHg 

(1.3%)以下しかない[77, 78]。また、酸素濃度が 2%以下になると HIF-ɑ タンパク質の

存在量が指数関数的に増加することが培養細胞において確認されており[79]、酸素濃

度 1%の環境では HIF による活性は十分高い。実際に、同所移植モデルマウスの乳が

ん固形腫瘍の組織学的観察において、10 mmHg 以下の酸素飽和度で還元作用により

細胞内に蓄積する Hypoxiprobe-1 (HP)の存在領域は、HIF 活性化細胞の存在領域と隣

接している (図 2-2-5-1)[80]。これらをふまえると、1%の低酸素条件で HIF 活性化細

胞のシグナルを検出できれば、臨床的にも意義の高いデータを得ることができると考

えられる。 
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図 2-2-5-1 乳がん固形腫瘍の組織学的観察 

ヒト乳がん細胞株 MDA-MB-231 をマウスに同所移植して作製した固

形がんにおける、HIF 活性化細胞の細胞運命マッピング解析。この細胞は、

最初は赤色蛍光タンパク質 DsRed を発現しているが、HIF が活性化する

と DsRed の代わりに GFP が発現するため、GFP 発現細胞は、過去に HIF
が活性化した細胞であることを示す。HIF 活性化細胞は HP 染色領域に沿

って局在しており、その領域の酸素濃度は 1~1.4%程度であることが確認

できる。引用文献 [80]より引用。 
 
 
2-2-6 本章の研究目的 
 HIF 活性化細胞を生体でモニタリングするためには、これまでよりも高感度なレポ

ーターシステムが必要である。そこで本章では、Venus-Akaluc 融合タンパク質を発現

する HVA レポーター遺伝子を組み込んだ HVA-Tg マウスを作製し、HIF 活性化によ

る Venus-Akaluc 融合タンパク質の発現を確認することを目的とした。 
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2-3 実験材料および方法 

2-3-1 細胞の培養条件 
ヒト子宮頸がん細胞 Hela は American Type Culture Collection (VA, USA)より入手し

た。100 U/ml Penicillin, 100 μg/mL Streptomycin (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan)を添加し

た 5%ウシ胎児血清 (fetal bovine serum, FBS) (Gibco, NY, USA) 含有の Dulbecco's 
modified Eagle's medium (DMEM) (Invitrogen, CA, USA) 培地 (5% FBS-DMEM)を用い

て、37°C, 5% CO2 で培養・維持された。定期的にマイコプラズマチェックキット 
CycleavePCR Mycoplasma Detection kit (Takara bio, Siga, Japan)を用いて感染がないこと

を確認した。 
 
2-3-2 レポーター遺伝子発現の in vitro 評価 
 Opti-MEM (Gibco)に懸濁された HeLa 細胞を用意し、2.5 × 105 cells に対して 4 μg の
遺伝子(pGL4.32/5HRE-CMVmp-Akaluc: HVA)を添加してエレクトロポレーション用

キュベットに移した。エレクトロポレーターNepa21 (NEPAGENE, Chiba, Japan)を用い

て、次の条件で pGL4.32/5HRE-Venus-Akaluc を導入した；Pulse voltage: 135 V, Pulse 
length: 5.00 ms, Pulse interval: 50 ms, pulse cycles: 2, and decay Rate: 10%。エレクトロポ

レーションを行った細胞は 5% FBS を含む DMEM 培地に移し、1 日以上培養した後

に各実験に用いた。細胞は 2 群に分けて 1% (低酸素環境), 21% (通常酸素環境)のイン

キュベーターで 24 時間培養された。 
 
2-3-3 発光基質の調整 
Aka-HCl は富士フイルム和光純薬、もしくは電気通信大学より提供されたものを使用

した。潮解性があるため毎回の秤量は避け、ストックソリューションを作成した。溶

媒は精製水 (MilliQ)を使用し、10 mM になるように調整した後、小分けして-80°C で

凍結保存した。繰り返しの凍結融解による劣化による影響を考慮し、再凍結したもの

は本実験には使用しなかった。 
 
2-3-4 発光・蛍光の測定 
細胞を 96 well プレートへ移し、IVIS Lumina (Xenogen, CA, USA)を使って発光測定を

行った。基質溶液は 100 μL の細胞液に対して 10 μL を添加した。発光の数値化は

Living Image ソフトウェアを用いて実施した。Venus 発現の観察は BZ-X710 顕微鏡

(KEYENCE, Osaka, Japan)で GFP フィルター (Ex/Em=470 ± 40 nm/ 520 ± 50 nm)を
使って観察した。 
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2-3-5 動物実験 
動物実験は東京工業大学動物実験委員会の承認を得て (D2015002、D2017004、
D2020008)、動物実験のガイドラインに沿って規制を遵守した上で実施した。Tg マウ

スは、実験室にて近交系で交配維持し、野生型(wild type, WT)のマウスは Charles River 
Laboratories (Kanagawa, Japan)から入手した。実験に用いたマウスは餌および水が絶え

ず供給された環境で飼育され、実験には 8 週以上のマウスを使用した。 
 
2-3-6 HVA-Tg マウスの構築 
トランスジェニックマウスは京都大学医生物学研究所総合生体プロセス分野近藤玄

教授、渡邊仁美助教によって作製された。 pGL4.32/HRE-CMVmp-Venus-Akaluc 
(pGL4.32/HVA)を制限酵素 Cla1 と Sal1 を用いて切断し、アガロースゲル電気泳動に

て HVA を含む断片をベクター骨格部分から分離した。ついで 3.2 kb 付近の HVA を

含むデオキシリボ核酸 (deoxyribo nucleic acid, DNA)断片を切り出し、gel extraction kit 
(QIAGEN)にて精製した。精製した DNA を 10 mM Tris-HCl, 0.2 mM EDTA, pH 7.5 に
溶解後、2.5 ng/μl に濃度調整し C57BL/6J マウスと B6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl (B6 albino)
マウスの受精卵にマイクロインジェクションした。その後受精卵を胚培養液

Whittingham modified medium [81]にて一晩培養し、2 細胞期胚に発生したものを仮親

卵管に移植した。誕生したマウスの遺伝子型を PCR にて検定し、レポーター遺伝子

陽性マウスを同定した。これらのマウスとアルビノ型 C57BL/6 マウスと交配もしく

は体外受精にて繁殖し、HVA-Tg マウス系統を複数確立した。ジェノタイプは以下の

プ ラ イ マ ー を 使 っ て PCR に よ っ て 確 認 し た  (Akaluc 40-5: 5’-
TTCTACCCACTCGAAGACGGGACC-3’, Akaluc 40-3: 5′-
TTGAGGACCTTTCGCAGCCCTTTC-3’, Luc2: 5’-
GTCGTCGTGCTGGAACACGGTAAAACCATG-3’, sfGFP:  5’-
GCCGTTCTTCTGCTTGTCGGCGGTGATATA-3’)。ネガティブコントロールと

しては野生型マウスを用いた。 
 
2-3-7 発光 in vivo イメージング 
HVA-Tg マウスと non-Tg マウスは 2%イソフルランで麻酔を施され、十分に動きがな

くなったところで 3 mg/ mL の Aka-HCl を腹腔内投与した。10～15 分後に IVIS 
Spectrum (Perkinelmer, MA, USA)を用いて生物発光を観察した。撮影条件は露光時間 1 
min, binning 8, F/stop 1, FOV 22.7 cm で設定した。Aka-HCl は精製水で溶解したものを

10 mM のストックソリューションとして-80°C で凍結保存した。投与直前に溶解した

ものを、生後 10 日のマウスには 20 μL、成体のマウスには 100 μL のボリュームで投

与した。 
 
2-3-8 没食子酸プロピルによる HVA レポーター応答性の評価 
没食子酸プロピル (Propyl gallate: PG) (Sigma, MO, USA)はエタノール (ethanol, EtOH) 
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で溶解し (100 mg/mL)、投与直前に PBS で 10 倍に希釈 (10 mg/mL)した。麻酔を施し

た HVA-Tg マウスの左足裏の皮内に 20～40 μl を投与し 24 時間後に発光の観察を行

った。反対側にはコントロールとして 10% EtOH を投与した。約 24 時間後に Aka-HCl
を投与し、IVIS Spectrum を用いて生物発光を観察した。発光の輝度は、Living Image 
Software 4.7 を用いて数値化した。 
 
2-3-9 初代培養細胞を用いた HVA レポーター応答性の評価 
採取した脾臓を PBS 中で鋸歯状ピンセットの鋸刃面にこすり付けてほぐし、単細胞

状にした細胞プールを得て、続いて Pharm Lyse (BD, CA) を用いて赤血球を除去し、

PBS で洗浄した後に RPMI-1680 培地 (5% FBS)中で一晩培養した。浮遊細胞のみを回

収し、2 つに分けて 10 cm ディッシュに播種し、低酸素 (1% O2)と常酸素 (21% O2)環
境で 4.5 時間インキュベートを行った。インキュベートした細胞に Aka-HCl 溶液を添

加し IVIS Spectrum を用いて生物発光を観察した。発光の輝度は、Living Image Software 
4.7 を用いて数値化した。 
 
2-3-10 自家発光の評価 
取り出した腎臓、肝臓は直ちに氷上に置き、重量の2倍のPBS中に移動して氷で冷や

しながらポリトロンホモジナイザーUltra-Turrax disperser (IKA, Garmany)を使って破

砕し得た。ホモジェネート溶液は96 wellブラックプレートに100 μLずつ移し37°C、5 
minでインキュベートした。次に10 μLの10 mMの基質溶液を加え、生物発光をIVIS 
Spectrumを使って測定した。加熱サンプルはホモジェネート溶液をヒートブロックで

56°C、30分処理することで得た。 
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2-4 実験結果 

2-4-1 HVA レポーターの低酸素応答性 

当研究室で新たに構築されたレポーター遺伝子 HVA は、CMVmp と 5HRE からな

る HIF 依存性プロモーターの下流にレポーターをコードする遺伝子が組み込まれて

いる。この配列においては、先行研究において 1%の低酸素環境で HIF-1ɑタンパク質

が安定化し HIF 活性化が有意に上昇することが確認されている[72, 79]。そこで、本

レポーター遺伝子を HeLa 細胞へ一過性で導入し、1%の低酸素環境でレポーター遺

伝子の発現を確認した。通常酸素環境 (21% O2)で培養した細胞と比較して低酸素環

境 (1% O2) においてルシフェラーゼ発光強度が有意に高くなることが確認された 
(図 2-4-1-1A)。さらに、HRE 配列を持たない CMV-VA では低酸素依存的な発光は観

察されなかった。 Venus の蛍光も低酸素環境 (1% O2)で明らかな蛍光が観察された 
(図 2-4-1-1B)。これらのことから、HVA レポーターは低酸素環境を受けて HIF が活性

化した細胞を AkaBLI と蛍光でモニタリングできることが確認された。          

 

（A）                 (B) 

    
図 2-4-1-1 レポーターの低酸素応答性 (A)レポーター遺伝子を HeLa 細

胞に一過性トランスフェクションし、通常酸素環境 (21% O2)と低酸素

環境 (1% O2)で 24h 培養したのちに、細胞を回収し 96 well プレートに

移して発光強度 photons/sec (p/s)を IVISで測定した (5 × 106 cell/well)。
CMV-VA: CMV promoter-regulated Venus-Akaluc, , n=4, *P < 0.05。 (B)
低酸素誘導による Venus 発現の観察。GFP フィルターを搭載した蛍光

顕微鏡による蛍光画像 (左)と明視野画像 (右)を示す。上段は通常酸素環

境 (21% O2), 下段は低酸素環境 (1% O2)で 24 時間培養した後、蛍光 
(左)および位相差 (右)顕微鏡で撮像。スケールバー=100 μm  
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2-4-2 HVA-Tg マウスの構築 

低酸素応答性が確認された HVA レポーターを導入したファウンダーマウスから得

られた子マウスは、ゲノム PCRによって遺伝子を保持していることが確認された (図
2-4-2-1A)。Akaluc 配列を使った PCR では 374 bp のバンドが増幅されるため、このサ

イズの増幅が見られた個体を親世代として、以降は生後 1 週間～2 週間の期間に発光

によるレポーター発現を確認し、強いシグナルが検出された個体を近交系で維持する

ことでレポーター発現レベルを安定化させた。子世代のマウスのゲノム PCR を luc2
と sfGFP プライマーで行ったところ、1.5 kbp のバンドが得られた (図 2-4-2-1B)。こ

の増幅サイズは、HVA レポーターがタンデムに複数配列挿入された場合に得られる

サイズであったことから、樹立されたトランスジェニックマウスには少なくとも 2 コ
ピー以上の配列が挿入されていることが示された。 

 

 

       (A)                          

 

(B) 

  

図 2-4-2-1 ゲノム PCR による HVA-Tg マウスの選択 (A) Akaluc プラ

イマーを用いた PCR 結果を示す。1～14 のレーンは HVA-Tg マウスの

PCR 結果を示す。PC はファウンダーマウス、NC は野生型マウス。

100bp ladder DNA を MW レーンに流した。 (B) Luc2 プライマーと

sfGFP プライマーを用いた PCR 結果を示す。Non-Tg は野生型マウス

の結果を示す。 
  



39 
 

2-4-3 HVA-Tg マウスの成長期における発光シグナルの検出 

HOL-Tg マウスを用いた先行研究において、HIF 依存的なレポーター遺伝子の発現

は未成熟期で高く、全身から検出されることが確認されていることから[67]、生後 10
日の HVA-Tg マウスを用いて発光観察を行った。先行研究と同様に、HVA-Tg マウス

では non-Tg マウスよりも明らかに高い発光が全身から確認された (図 2-4-3-1)。Non-
Tg マウスは発光遺伝子を持たないため全身からの発光は生じなかったが、基質の投

与によって肝臓付近に明らかな発光シグナル (自家発光)が検出された。 

 

          

図 2-4-3-1 未成熟マウスの発光観察 生後 10日のHVA-Tg (右)と non-Tg 
(左)マウスに基質を腹腔内投与 (20 μL/body)し、10 分後に発光観察を行

った。 
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2-4-4 PG を用いた HVA レポーター応答性の評価 

次に、PG を用いてレポーター応答性の確認を行った。PG を左足底に注射して HIF
の活性化を誘導したところ、バッファーのみを投与した右足底と比較して明らかに強

い発光シグナルが観察された。一方、Non-Tg 個体では PG 投与依存的な発光上昇は

確認されなかった (図 2-4-4-1A)。さらに低酸素による応答性を確認するために HVA-
Tg マウスの脾臓細胞の初代培養細胞を用いてレポーター遺伝子の発現を誘導したと

ころ、通常酸素環境で培養したものと比較して発光強度が高くなることが確認された 
(図 2-4-4-1B)。 

 

(A) 

        

(B) 

     

 

図 2-4-4-1 レポーター応答性の評価 (A) PG テストの結果。HVA-Tg (右
2 匹) と non-Tg (左 2 匹)マウスの左足裏の皮内に PG を、右足裏にはバ

ッファーを投与し、24 時間後に発光の観察を行った(露光時間: 1 min, 
binning: 8, F/sotp 1)。黄色の矢尻で発光シグナルが確認される位置を示

した。 (B) Splenocyte の低酸素応答性。HVA-Tg マウスの Splecnocyte
を 2 分割し、低酸素環境(1%)、および通常酸素環境 (21%) で 4.5 時間

インキュベートしたのちに発光の観察を行った (露光時間 3 分, binning 
8, F/stop 1)。 
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2-4-5 発光酵素非依存的な発光シグナルの検出 

以上の結果から HVA-Tg マウスのレポーター誘導性は確認されたが、in vivo イメー

ジングにおいて Aka-HCl の投与により強いシグナルが肝臓付近に生じることが確認

された(図 2-4-3-1)。発光レポーターを持たない non-Tg マウスにおいても肝臓付近に

シグナルが認められたため、この発光酵素非特異的なシグナルについて検証を試みた。

マウスの肝臓と腎臓のホモジェネートを作成し、基質を添加して発光を観察したとこ

ろ、HVA-Tg マウスのみでなく non-Tg マウスからも発光が生じることが確認され、

レポーターとは関係なく発光が生じていることが示された (図 2-4-5-1A, B)。このシ

グナルは腎臓でもわずかに見られたが、肝臓での発光はこのシグナルよりも明らかに

高かった。このホモジェネート溶液を 56 °C の加熱処理を行うことで酵素を失活させ

た状態で観察したところ、基質添加による発光シグナルの有意な変化は見られなくな

った (図 2-4-5-1C)。これらの結果から、HVA-Tg マウスは HIF 活性化依存的にレポー

ターを発現するが、肝臓においてはレポーター遺伝子の発現の有無に関係なく発光酵

素非依存的な基質に由来する発光が存在していることが確認された。 
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(A)                                      (B) 

 

(C) 

  

図 2-4-5-1 基質由来の自家発光 (A) Non-Tg と HVA-Tg マウスの肝臓、

および腎臓のホモジェネートに Aka-HCl を添加 (＋)または無添加 (−)
で発光量を測定した。(B) non-Tg マウスの発光強度を示す。n=3, * < 0.05。 
(C)肝臓のホモジェネート液を56 °Cで加熱処理を行った。下の画像は、

96-well plate での発光反応の代表的な画像を示した (露光時間 3 min, 
binning 16, F/stop 1)。n=3, Max, Min はカラースケールの最小値と最大

値を示す。 
  



43 
 

2-5 考察 

HVA レポーターを導入した HeLa 細胞は 1%の低酸素誘導によって有意に発光量を

上昇させることが確認された。HRE 配列を持たない CMV-VA においては低酸素依存

的な変化が見られなかったことから、本レポーターが 1%の低酸素環境下で生じる

HIF の活性化を受けて発現していることが示された。先行研究の組織学的観察におい

て、腫瘍内の HIF の活性は 10 mmHg 以下  (O2 < 1%)で細胞内に蓄積される

pimonidazole の局在に沿って位置することが知られていることから[82]、この結果は

腫瘍内の HIF 活性化細胞を可視化する目的で使用できることを示している。レポー

ターは ODD 配列を持たないため、HOL レポーターに比べると時間分解能は下がる

が、Venus-Akaluc 複合タンパク質の半減期は 8 時間であるということが確認されてい

るため[56]、日間変動は十分にとらえられると考えられた。これらを踏まえて、HVA
レポーターを導入したトランスジェニックマウスを作製することとした。 

DNA 断片をランダムに挿入するトランスジェニックマウスの作製方法においては

タンデムに複数のトランスジーンが組み込まれることがあるため[83]、まず sfGFP プ
ライマーと Luc2 プライマーを用いて構築された HVA-Tg マウスのゲノム PCR を行

った。これらのプライマーを用いると複数コピーが連なって挿入された場合に 1.5kbp
のバンドが検出されることから HVA-Tg マウスはレポーターを少なくとも 2 つ以上

保持していることがわかったが、複数挿入されていることにより検出感度が向上する

ことが期待できると考えられた。なお、3 コピー以上タンデムに挿入されている可能

性もあったが、PCR を用いた方法では 1kbp 程度が一般的であることから、これ以上

の挿入数についてはコピー数を評価するための別の方法を取り入れる必要がある。ま

た、複数の遺伝子座に挿入されている可能性も考慮すると、正確なトランスジーンの

数については、サザンブロッティングなどの遺伝子の挿入部位を評価する方法を用い

ることで明らかになると考えられる。 
次に、作製された HVA-Tg マウスを用いてレポーター応答性の評価を行った。先行

研究において構築された HOL-Tg マウスでは、生後から約 2 週間の期間に成熟マウス

よりも高い発光輝度が全身から生じることが確認されているが、HVA-Tg マウスも同

様に生後 10 日の観察において明らかな発光が確認され、そのシグナルは全身から生

じていた。未成熟期間においては、血管の発達や血管形成などに関わる遺伝子が高発

現していることが先行研究において示されているが[84, 85]、これらを制御する遺伝

子の多くが HIF によって制御されるものであることから、この結果を支持するもの

であった。レポーターの応答性は HIF 誘導物質である PG の投与、および脾臓由来初

代培養細胞の低酸素誘導によって、レポーターが発現することが示された。脾臓は造

血機能を司るが、その他にも多数の単球白血球を保持している[86]。そのため、脾臓

細胞で応答性が確認されたことは、免疫細胞を主とする浸潤細胞による腫瘍内微小環

境の観察も可能であると思われた。 
AkaBLI の系を用いた発光イメージングでは、基質に由来する肝臓部位特異的な発
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光が生じる。ルシフェリンによる生物発光は酸化反応であるが、肝臓は外部から取り

込まれた物質の代謝や解毒をおこなう臓器であり、薬物代謝酵素である CYP 群によ

る酸化還元反応が盛んであることから、これらが影響している可能性が考えられた。

そこで、酵素の失活を目的として 56°C の加熱処理を行ったところ、発光が減少し、

基質を投与しない場合との有意差はなくなったことから、酵素のように熱に感受性を

持つ物質によるものと推測された。しかしながら、当研究グループの研究で行われた

スクリーニングにおいても候補物質は得られておらず現状は不明であり、今後の課題

となっている。  
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第 3 章 AkaBLI による生体イメージングに

おける自家発光シグナルの評価 
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3-1 概要 

前章において、HVA-Tg マウス由来の細胞は低酸素条件での培養や PG による刺激

により HIF が活性化し、Venus-Akaluc 融合タンパク質の発現が誘導されることが示さ

れた。しかしながら、Aka-HCl を投与した際に、HVA-Tg マウスだけでなく non-Tg マ
ウスからも肝臓付近に明らかな Akaluc 非依存的な発光シグナルが観察された。さら

に、non-Tg マウスの肝臓破砕懸濁液に Aka-HCl を加えると発光シグナルが検出され

たことから、この Akaluc 非依存的な発光は肝臓組織成分により誘導されるものであ

ると考えられたが、その特定は困難であった。そこで本章では、AkaBLI による生体

イメージングにおいて問題となり得る Akaluc 非依存的な自家発光シグナルのレベル

を把握することを目的に実験を行った。まず、Aka-HCl は生体内で生じる活性酸素の

一種である過酸化水素と反応して発光を生じることが確認されたが、そのシグナルレ

ベルは Akaluc 依存的な発光に比べて有意に低かった。次に、non-Tg マウス皮下に

E0771腫瘍を作製し、Aka-HCl投与時の自家発光シグナルのレベルを確認したところ、

腫瘍付近では発光シグナルは検出されなかった。また、腫瘍の ex vivo イメージング

では微弱な発光シグナルが検出されたが、いずれも 3000 p/s/cm2/sr を下回るシグナル

レベルであることが確認された。これらの結果から、HVA-Tg マウスに皮下腫瘍を作

製して生体イメージングを実施した際に、腫瘍から 3000 p/s/cm2/sr を上回る発光シグ

ナルが検出された場合は、腫瘍に浸潤した HIF 活性化細胞由来の Akaluc 依存的なシ

グナルとみなせることが明らかになった。  



47 
 

3-2 序論 

3-2-1 高感度発光イメージングにおける自家発光シグナルの影響 
光を用いた in vivo イメージングにおいて、ルシフェラーゼを用いた発光イメージ

ング法は細胞や遺伝子発現を検出する方法として汎用されている。この理由の一つと

して発光イメージングでは自家発光シグナルがほとんど見られないことから偽陽性

が起きにくく結果の解釈も容易であるということが挙げられる[87]。しかしながら、

生体ではバイオフォトンと呼ばれる極めて微弱な発光が生じることが知られており

[88-92]、高感度発光イメージングにおいては、通常は無視できるほど低いレベルにあ

るこれらの発光シグナルに近づいてくる (図 3-2-1-1)。そのため、バイオフォトンが

発光酵素由来のシグナルに干渉していないかどうかを事前に把握しておくことは大

変重要である。 
さらに AkaBLI による高感度発光イメージングでは、このバイオフォトンの自家発

光シグナルに加えて、前章で示したように基質である Aka-HCl の投与によって肝臓

で Akaluc 非依存的な発光シグナルを生じる。Aka-HCl は D-luciferin と比べて酸化さ

れやすい可能性も考えられるため、腫瘍内微小環境 (tumor microenvironment, TME)に
おける Akaluc 非依存的な発光レベルについて確認しておく必要がある。基質由来の

酵素非特異的な発光は、酵素や活性酸素などの酸化作用を示す生体内物質が関係して

いると考えられる[93]。 
 

 
図 3-2-1-1 高感度発光イメージングとバイオフォトンの発光強度範囲 
高感度発光イメージングの検出範囲は、がん組織、がん細胞、白血球由

来のバイオフォトンの発光強度と一部重なる。[88]を引用し一部改変。 
 

 

3-2-2 高感度発光イメージングに干渉する発光シグナルレベル 
バイオフォトンによる発光のレベルは 1 × 103 photons/sec/cm2 以下の非常に微弱な

シグナルとされているが (図 3-2-1-1)、この発光レベルは、例えば-90°C に設定された

超冷却裏面照射型 siCCD カメラを検出器とする IVIS Spectrum で一般的に用いられて
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いる撮影条件 (露光時間 1 min, Binning 8, F/stop 1)で確認した場合、ノイズレベルを

表す標準偏差は 1 × 103 photons/sec/cm2 程度であることから、この条件においてはノ

イズと同等であり、この条件で高いシグナルノイズ比を持って検出される生物発光と

十分に区別されているものと考えられる (図 3-2-2-1)。しかしながら、検出器の感度

設定を更に高感度に設定した場合 (露光時間 5 分)、CCD カメラのノイズレベルは 102 
photons/sec/cm2 レベル程度に減少することから (図 3-2-2-1)、バイオフォトンとカメ

ラノイズに十分なシグナルノイズ比が生まれるため、生物発光シグナルに干渉してし

まう可能性がある。そのため、高感度設定においては、これらのバックグラウンドレ

ベルを定義しておく必要がある。 
 

 

 

 

図 3-2-2-1 超冷却 siCCD カメラの検出限界 
2.63 × 108 photons/sec を放出するキャリブレーターを使って IVIS CCD
カメラのノイズシグナル由来のカウント値を光の強さに換算した。

Living Image ソフトウェアを用いて露光時間の異なる 3 つの画像のノイ

ズレベルを相当する光の強さ(photons/sec/cm2/sr)として示す(Binning 
16, F/stop1, FOV 13.3cm2)。拡大図の下に平均値（上段）と標準偏差（下

段）の値を示す。予備検討として研究室の IVIS Spectrum を用いて実施。 
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3-2-3 発光反応と腫瘍内活性酸素 
Fluc と D-Luciferin の反応による発光は 2 段階で進行することが知られており、ま

ず D-Luciferin のカルボキシル基が ATP およびマグネシウムイオン( Mg2＋)の存在下で

反応し AMP 中間体を生成する。さらに酸化によってオキシルシフェリンが生成され、

これが基底状態に戻る際に発光を生じる (図 3-2-3-1)。D-luciferin アナログ体である

Aka-HCl も Akaluc の存在下で同様に ATP と Mg2＋の存在下で発光することが確認さ

れている[56]。生体において、D-Luciferin は酵素非特異的な発光はほとんど認められ

ていないが、Aka-HCl においては肝臓特異的な発光が確認されており、D-Luciferin よ
りも酸化されやすい可能性がある。 
がんの微小環境によくみられる炎症では、酸化作用を持つ活性酸素種 (reactive 

oxygen species, ROS)が存在していることが知られている[94-97]。生体内で生じる ROS
はスーパーオキサイド、過酸化水素、ヒドロキシラジカルなどがあるが、がん細胞に

おいては過酸化水素除去酵素の減少によって過酸化水素が蓄積され、正常組織細胞 
(20 nM)と比べて高い濃度 (10～50 μM)で存在していることが知られている[98, 99]。
産生された過酸化水素は高い膜透過性から組織の拡散を通じて活性酸素ニッチな環

境を生成する。そのため、過酸化水素による Aka-HCl の酸化で生じる発光シグナルの

程度によっては、HIF 活性化細胞の可視化に干渉する可能性も考えられることから、

Aka-HCl が過酸化水素で化学的に酸化される可能性や影響について確認しておく必

要がある。 
 

 
 

 

図 3-2-3-1 D-Luciferin の酸化反応 
ルシフェラーゼは ATP、Mg2+、酸素の存在下によってルシフェリンから

オキシルシフェリンを生成し、発光を生じる。[51]  
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3-2-4 本章の研究目的 
 高感度発光イメージングにおいては、バイオフォトンに由来する自家発光シグナル

が問題となり得る。また、AkaBLI による生体イメージングにおいては、Akaluc 非依

存的な自家発光シグナルも問題となり得る。そこで本章では、HVA-Tg マウスを用い

た AkaBLI による生体イメージングにおける自家発光シグナルのレベルを解析し、

Venus-Akaluc 依存的な発光シグナルの下限値を決定することを目的とした。 
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3-3 実験材料および方法 

3-3-1 細胞の培養条件 
マウス乳がん細胞株 E0771 は C3H BioSystems (NY, USA)より入手した。100 U/ml 
Penicillin, 100 μg/mL Streptomycin (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) を添加した 5%FBS 
(Gibco, NY, USA) 含有の Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) (Invitrogen, CA, 
USA)培地 (5% FBS-DMEM)を用いて、37°C, 5% CO2で培養・維持された。定期的に

マイコプラズマチェックキット CycleavePCR Mycoplasma Detection kit (Takara bio, 
Siga, Japan)を用いて感染がないことを確認した。 
 
3-3-2 動物実験 
動物実験は東京工業大学動物実験委員会の承認を得て (D2015002、D2017004、
D2020008)、動物実験のガイドラインに沿って規制を遵守した上で実施した。Tg マウ

スは、実験室にて近交系で交配維持し、野生型(wild type, WT)のマウスは Charles River 
Laboratories (Kanagawa, Japan)から入手した。実験に用いたマウスは餌および水が絶え

ず供給された環境で飼育され、腫瘍移植実験には 8週から40週のマウスを使用した。 
 
3-3-3 担がんマウスの作成と発光イメージング 
培養細胞は Trypsin-EDTA (Gibco)溶液を使って回収し、洗浄した後に PBS (137 mM 
NaCl, 2.7 mM KCl, 8.0 mM Na2HPO4.12H2O, 1.47 mM KH2PO4)で 1 × 105 cells/ 20 μL に調

整した。投与前に等量の Geltrex Matrix (Thermo Fissher Scientific, MA, USA) を加え、

十分に懸濁させて 40 μL のボリュームでマウスの第 4 乳腺に注入した。 
2%イソフルランで麻酔を行ったマウスに Aka-HCl を腹腔内投与し、10～15 分後に

生物発光を IVIS Spectrum を用いて観察した。露光時間は 1 min～3 min, binning は 4～
16, F/stop は 1 で撮影を行った。微弱なシグナルの検出のために露光時間は最大 3 分
かけて取得した。Aka-HCl は精製水で溶解した 10 mM ストックソリューション (-
80°C 保存)を投与直前に溶解したものを成体に 100 μL のボリュームで投与した。腫瘍

の ex vivo 観察は、Aka-HCl を ip 投与してから 10 分後に腫瘍を取り出し、中心部分を

ナイフで切断してから直ちに IVIS Spectrum (Perkinelmer, MA, USA)を用いて発光イメ

ージング行った。発光の輝度は、Living Image Software 4.7 (Perkinelmer, MA, USA)を用

いて解析した。 
 
3-3-4 過酸化水素による基質の自家発光レベルの評価 
本実験は電気通信大学大学院情報理工学研究科基板理工学牧研究室の牧教授、北田助

教によって実施された。Fluc リコンビナントタンパク質は promega (WI, USA)から入

手し、potassium phosphate buffer (KPB)で 10mM に調整したものを使用した。30%の過

酸化水素液と基質溶液を同量のボリュームで混合し、Luminescencer NIR AB-2280 
(ATTO, Tokyo, Japan)を使って 35 秒間カウントを行った[100]。 
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3-3-5 過酸化水素によるスペクトル情報の取得 
スペクトルデータは PBS に溶解した 100 μLの 10mM 基質液を等量の 30%過酸化水素

で混合して Luminescencer NIR AB-1850 (ATTO)、もしくは IVIS Spectrum を用いて測

定された。AB-1850 によるスペクトルデータは電気通信大学で取得され、1 時間カウ

ントすることによって得られた。IVIS Spectrum によるスペクトルデータは、バンド

パスフィルター (バンド幅 20 nm)を使用し、490～850 nm の波長域を 20 nm ごとのバ

ンドパスフィルターで検出することによって得られた(露光時間 60 sec、Binning 16, 
F/stop 1, FOV 13.3 cm)。 
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3-4 実験結果 

3-4-1 過酸化水素による基質の発光 

まず過酸化水素によって基質が励起されるかどうかを確認するために、Aka-HCl お
よび、野生型の D-Luciferin を過酸化水素と反応させたところ、いずれの基質におい

ても発光が観察された (図 3-4-1-1A)。Aka-HCl による発光強度は、自家発光をほとん

ど生じない D-Luciferin に比べると高かったが、その差はわずかに 1.92 倍であった。

一方で、Fluc による酵素反応においては、Fluc の発光強度は D-Luciferin において約

1.9 万倍、Aka-HCl との反応では約 40 倍であり (図 4-4-1-1B)、いずれも Fluc との反

応で生じる生物発光シグナルは過酸化水素による化学発光に比べてはるかに高いこ

とが確認された。 

 

（A）                   (B) 

   

図 3-4-1-1 自家発光の確認 (A) 過酸化水素によって引き起こされる自家

発光。Aka-HCl は 0.3 mg/mL, D-Luciferin は 1 mg/mL の濃度の基質液 100 
μL (生体投与量の 1/10)に 3% H2O2溶液 10 μL を添加して発光観察を行っ

た。n=5, *P < 0.01。グラフの下に示す画像は、96-well plate での発光反

応の代表的な画像を示した (露光時間 3 min, binning 8, F/stop 1)。 (B) 
Fluc リコンビナントタンパク質と H2O2 それぞれで各基質を励起した際

の発光カウントを示す。 
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3-4-2 基質の化学発光スペクトルの取得 

過酸化水素によって引き起こされる発光の波長解析を行ったところ、過酸化水素で

誘導される発光酵素非依存的な Aka-HCl と D-luciferin の最大波長は、それぞれ 670 
nm 付近 (±20 nm)と 580 nm 付近であり (図 3-4-2-1)、D-Luciferin との組み合わせで

は既報と同様であったが、Aka-HCl との組み合わせではわずかに長波長の異なるピー

クを持つスペクトルであることが示された[55, 56]。 

 

 

図 3-4-2-1 過酸化水素で誘導される発光スペクトル  上段は

Luminescencer NIR AB-1850 を用いておよそ 0.6 nm ごとに取得した 
(露光時間は 1 時間)。下段は IVIS Spectrum を用いて 20 nm のバンド幅

を持つバンドパスフィルターを通過した光のカウントを行った。相対発

光量 (relative luminsecent unit, RLU)はカウント最大値を 1 とした相対

値で示す。 
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3-4-3 発光バックグラウンドレベルの評価 

次に in vivo 実験における自家発光レベルを確認するために、Akaluc 遺伝子を持た

ない野生型マウスを用いて担がんモデルを作製し、E0771 腫瘍を移植して 21 日目が

経過したタイミングで Aka-HCl を投与して発光レベルを観察した。撮影条件は露光

時間 3 分、binning 8、 f-stop 1 で設定した。この条件においては肝臓や腹部にシグナ

ルが観察されたが、腫瘍部分からは検出器のノイズレベルを超える発光は観察されな

かった (図 3-4-3-1A)。野生型マウスから取り出した固形腫瘍の断面を ex vivo 観察し

たところ、微弱な発光が生じることが観察された (図 3-4-3-1B)。5 回実施したうち、

最大のシグナルを持つピクセルは 3000 p/s/cm2/sr 未満であった。 

 

（A）                 (B) 

    

図 3-4-3-1 自家発光の確認 (A)野生型マウスの第４乳腺に E0771 を移植

した同所性乳がんモデルの in vivo イメージング画像を示す。基質は腹腔に

投与し、10 分後に観察を行った。マウスは仰臥位で並べ、腫瘍部位は発光

の検出を容易にするために剃毛を行った。腫形成部位は黄丸で示した。 (B)
野生型マウスに形成した E0771 同所腫瘍の ex vivo 観察。Aka-HCl を ip 投
与してから 10 分後に腫瘍を取り出し断面の発光を観察した。撮影条件は

露光時間 3 分, binning 8 もしくは 16, F/stop 1。スケールバー=1 cm。 
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3-5 考察 

前章では、肝臓部位特異的に観察される基質投与に由来する発光酵素非依存的な発

光シグナルの作用機序の特定に至らなかったことから、本章ではバイオフォトンや基

質の自家発光などに由来するバックグラウンドレベルの確認を行った。活性酸素の一

種である過酸化水素によって基質が励起されることを示したが、生じる発光は発光酵

素由来のシグナルに比べて十分に低かった。野生型マウスを用いた担がんモデルにお

いては、基質の投与によって肝臓や消化管からの発光は確認されたものの、腫瘍位置

での発光は認められなかった。Ex vivo 観察においては、断面から発光シグナルが生

じることが確認されたが、5 個の腫瘍のうち最大値を示すピクセルで 3000 p/s/cm2/sr
以下であることが確認された。 

本章ではさらに、基質の発光酵素依存的な発光、基質の化学反応による発光、そし

てバイオフォトンの持つスペクトルが異なる可能性があると考え、スペクトル情報の

取得を試みた。基質の自家発光は、D-luciferin では酵素依存的な自家発光と基質の自

家発光はほぼ同じであったが、Aka-HCl では AkaBLI の発光スペクトルよりもわずか

に長波長にシフトした。しかしながら、in vivo 用の検出器である IVIS Spectrum は 20 
nm のバンドパスで波長分解能が低いことから、20 nm 程度のわずかなシフトでは波

長による 2 種類の発光の分離は困難であると考えられた。生体内物質由来の自家発光

については退色速度が非常に早く、時間分解能を高くして検出を試みたが、十分な信

号雑音比を確保することができなかったため、スペクトル情報は取得できなかった。

これらのことから、波長情報に基づいた自家発光の分離は困難であると結論付けた。 

波長による分離は困難であったが、野生型マウスを用いた E0771 担がんモデルへ

の基質の投与によって包括的に確認される発光酵素非依存的なバックグラウンドレ

ベルは、特定の撮影条件 (露光時間 3 分、binning 8, f-stop 1)において腫瘍位置では観

察されないことが確かめられた。一方で、肝臓や消化管の自家発光レベルは特定の撮

影条件で十分な SN 比を持って検出されており、HVA-Tg マウスを用いた肝臓や消化

管モデルは避けるべきと考えられた。E0771 腫瘍の ex vivo においては発光酵素非依

存的なシグナルが検出されることから、3000 p/s/cm2/sr 以上を発光酵素由来のシグナ

ルとすることとした。 
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第 4 章 HIF 活性を有する腫瘍内浸潤細胞の

in vivo 光イメージング 
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4-1 概要 

 固形がんでは、HIF 活性化細胞に起因する腫瘍の悪性化機構が知られているが、そ

の作用機序の解明のために、移植するがん細胞に HIF 活性化依存的なレポーター遺

伝子を組み込み、HIF 活性化がん細胞を非侵襲的に可視化する方法が汎用されている。

しかしながら、宿主由来の腫瘍内浸潤 HIF 活性化細胞を非侵襲的に可視化する方法

については十分に確立されていない。そこで本章では、前章で構築した HVA-Tg マウ

スを用いて作製した担がんモデルの in vivo 光イメージングによって腫瘍内浸潤 HIF
活性化細胞の可視化を試みた。まず、マウス乳がん細胞株 E0771 を用いた同所腫瘍モ

デルと、マウス肺がん細胞株 LLC を用いた肺がんの皮下腫瘍モデルの in vivo 光イメ

ージングにより、HIF 活性化細胞の存在を発光シグナルとして検出することができた。

また、E0771 腫瘍の免疫組織化学的解析により、HIF 活性化細胞は、酸素分圧 10 mmHg
以下のピモニダゾール陽性低酸素領域に沿って局在し、先行研究における HIF 染色

陽性領域と一致することが明らかになった。さらに、HIF 活性化細胞の局在は、大部

分がマクロファージのマーカーである F4/80 陽性細胞の局在と重なっていることが

示された。 
  



59 
 

4-2 序論 

4-2-1 腫瘍間質細胞と HIF の活性化 
HIF による遺伝子発現制御は、がん細胞だけでなく腫瘍内に浸潤した間質細胞にも

同様に起きており、微小環境に存在する細胞それぞれがお互いに作用しあって悪性化

を促進する。先行研究において、in vitro では HIF を欠失したがん細胞は放射性治療

や化学療法抵抗性が低下し、増殖や転移が抑制されることが示されているが[23, 101, 
102]、in vivo においては HIF の抑制は必ずしもがんの抑制には作用せず、反対に悪性

化する場合も報告されている (表 4-2-1-1)。このことは、HIF の活性化によって進行

するがんの悪性化を理解するためには、実際の環境を再現した in vivo モデルでの解

析が重要であるということを示している。 
これまでに、HIF 応答性のレポーター遺伝子を組み込んだがん細胞株をマウスに移

植し、非侵襲的な in vivo 光イメージングにより HIF 活性化がん細胞を解析した例が

報告されている[72, 82, 103]。HeLa細胞に5HRE-Lucを標識した皮下腫瘍モデルでは、

放射線治療によってがん細胞の HIF 活性化が促進されることがイメージングによっ

て示されている (図 4-2-1-1)[103]。さらに、膵臓同所性腫瘍モデルにおいて、HIF 活

性化細胞特異的に攻撃するたんぱく質製剤 POP33 を投与することによって、膵臓が

んの腹膜への転移を抑制し、マウスの生存期間を延長することが示されている (図 4-
2-1-2) [82]。 
このような報告がある一方で、腫瘍内に浸潤する宿主由来の間質細胞が、HIF が活

性化した際にどのように悪性化に関与していくのかについては、in vivo モデルでの解

析はまだ少ない。この理由として、外部から移植可能ながん細胞ではなく宿主由来の

細胞を非侵襲的にモニタリングする手段が欠如していたことが挙げられる。腫瘍浸潤

細胞は環境を形成することから、間質細胞の解析には環境を形成させることが重要で

ある。HIF 活性化を示す浸潤細胞の位置関係を可視化できるモデルは、不均一な腫瘍

において HIF の作用を起点としたがんの悪性化への作用機序を明らかにするための

重要な研究プラットフォームになると考えられる。 
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表 4-2-1-1 がん腫瘍構成細胞の HIF 活性化による抗腫瘍効果およ

び腫瘍悪性化効果* 
 

 
*抗腫瘍効果 (+)あるいは腫瘍悪性化効果 (-)を示す。引用文献[101]
参照。 

 
 
 

腫瘍細胞

+ 肺がん細胞のHIF-2αの欠損が腫瘍の増殖を促進 [104]

+ サルコーマのHIF-2αの欠損が腫瘍の増殖を促進 [105]

- ccRCCのpVHLの欠損によるHIF安定化によって悪性化 [106]

- NSCLCにおいてHIF-1αの発現が高い集団では生存率が上がるが、HIF-2αでは生存率が低下する [107]

- 肺がんにおいてHIF-2α発現と悪性化に相関 [108]

- HIF活性化を受けたがん細胞では転移が増加 [80]

- HIFを標的としたprodrugの投与によって生存率が向上 [109]

線維芽細胞

+ 乳がん線維芽細胞のHIF-1α欠損が腫瘍の増殖を促進 (in vivo) [110]

+ 線維芽細胞のPHD2の欠損モデルにおける自然発症乳がんの転移の減少 [111]

+ 頭頚部癌、外陰癌CAFのPHD2の欠損が腫瘍の増殖を促進 [112]

- 乳がん細胞とHIF1α欠損線維芽細胞の共移植によって腫瘍の増殖を促進 [113]

骨髄系細胞

- 低酸素環境でHIF-1α経路を介してPD-L1が増加 [114]

- MDSCを低酸素環境皮晒すとHIF-1αが上方制御され、マクロファージに分化 [115, 116]

- マクロファージにおけるHIF-1αの欠損によってT細胞の浸潤が減少し腫瘍の増殖が抑制 [117]

細胞外マトリックス

- HIF-1αはAXL の発現を直接活性化し、転移などの悪性化に関与 [118, 119]

リンパ球

+ T細胞におけるPHDの欠損によって腎臓がんモデルの肺転移を抑制 [120]

- 低酸素によるHIF活性化によってTreg細胞を集積させ、腫瘍寛容と血管新生を促進する [121]

内皮細胞

+/- 内皮細胞のHIF-1αの発現が転移を促進し、HIF-2αの発現が転移を抑制する [122]

- HIF-1αとHIF-2αが成長、血管新生、転移を促進 [123-125]
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図 4-2-1-1 放射線照射後の HIF 活性化の可視化 

マウス右後肢に HeLa/5HRE-Luc を皮下移植した。担がんマウスは 0 日
目に 10Gy の放射線を腫瘍部位に照射された。 (A)発光の観察画像。上は

放射線照射を行った個体、下は照射していない個体の経時変化を示す。 
(B)0 日目の発光量に対する RLU を示す。各 n=5, p<0.05。[103]より抜粋

し一部改変。 
 
 
 

 
図 4-2-1-2 膵臓がん Suit-2/5HRE-Luc の同所性担がんモデルマウス 

(A) 移植日数に応じて増加する HIF 活性化細胞局在エリアを示す。

Control は無処理個体、POP33 は 5mg/kgを 4日毎に投与した個体を示す。 
(B) POP33 投与群と Control 群 (None)の生存率を示す。 [82]より抜粋し一

部改変。 
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4-2-2 がん細胞に由来する HIF 活性化の in vivo モニタリング 

 先行研究において、5HRE-Luc を導入したがん細胞株が構築され、マウスモデルで

非侵襲的に HIF 活性化をモニタリングできることが示された[72]。5HRE-Luc を導入

したがん細胞株を用いた Xenograft モデルでは、放射線治療後の 3 日目から 4 日目に

HIF 活性化に有意差が生じることが示された[103]。さらにその後、5HRE-ODD-Luc レ
ポーターを導入したがん細胞株で、高い時間分解能を示す HIF 活性化可視化モデル

が構築された[82, 103]。このがん細胞株を用いた方法によって、放射線治療後の時間

依存的な HIF 活性化をリアルタイムに可視化し、HIF 活性化が有意に上昇する時間帯

を正確にとらえることができるようになった[103]。このモデルを用いて、HIF を抑制

することにより生存率が向上することを明らかにし、HIF を標的とした阻害剤の効果

的な投薬のタイミングを検討するための評価を可能にした[82, 103]。 
更に最近では Fate mapping を使って、HIF 活性化を過去に経た細胞を生体内で可視

化する方法が開発された。5HREp/Cre-ERT2-ODD および CAGp/loxP-ポリ A-loxP-Luc
を導入したがん細胞株を用いたマウスモデルでは、放射線治療によって HIF 活性化

を受けていないがん細胞が生存し、その後強い HIF 活性化細胞を獲得することが示

された[5]。また、HIF 活性化前後で発現する蛍光タンパク質が切り替わる fate mapping
法を用いて、HIF 活性化を受けたがん細胞が血流中での生存に有利な ROS 耐性の表

現型を獲得することが明らかとなっている[80]。 
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4-2-3 マウス乳がんモデル 
国立がん研究センターが公開している統計情報によると[126]、乳がんは女性の羅

患率が最も高いがんで 2019 年の羅患数は 11 万人にも及ぶ。10 代までは稀な疾患で

あるが 30 代を超えると急激に増加し始め 40～50 代で羅患率はピークとなる (図 4-2-
3-1A)。これは 70～90 代でピークとなる大腸がんなどと比べると若年層で羅患しやす

いがんであり、就労している現役世代を多く含むことから社会的な影響も大きく、治

療にかかる時間も患者にとって大きな負担となることから、早期克服が求められる疾

患の一つである。乳がんの 5 年相対生存率は限局のがんでは 99.3%と高いものの、遠

隔転移した場合は 39.3%に低下することから、悪性化を未然に防ぎ、遠隔転移を起こ

さないための治療が重要となる (図 4-2-3-1B)。 
 

(A)                                       (B) 

 
図 4-2-3-1 日本人の乳がん羅患率 

国立がん研究センターが提供する全国がん登録罹患データの 2019 年

調査結果を示す[126]。 (A)年齢階級別罹患率。 (B)臨床進行度別 5 年相対

生存率。 
 
 
乳がんには遺伝子発現のパターンからいくつかのサブタイプが存在し、これらによ

ってがんの性質が異なることから、治療方針を決める際の重要な指標となっている。

最も一般的で広く受け入れられている乳がんの分類は、ホルモン受容体であるエスト

ロゲン受容体 (estrogen receptor, ER)、プロゲステロン受容体 (progesterone receptor, PR)、
および HER2 の発現に基づいて分類された 4 つのサブタイプである (表 4-2-3-1)。ER
と PR の発現が見られるサブタイプはルミナル A もしくは B に分類され、これらに

はホルモン療法が積極的に用いられる。ホルモン受容体陰性の乳がんには、HER2 陽
性のサブタイプと、全てが陰性のトリプルネガティブのサブタイプが存在するが、

HER2 陽性の場合は抗 HER2 療法や化学療法が用いられ、トリプルネガティブには化

学療法が用いられている。これらの受容体は予後不良にも相関しており、PR 発現レ

ベルは、生存期間、再発までの期間などと正の相関があり、PR 発現レベルが低いほ

ど、疾患が進行しやすく、再発や予後不良を起こしやすいとされている[127]。 



64 
 

表 4-2-3-1 乳がんのサブタイプ 

 ルミナル A ルミナル B HER2 
トリプル 
ネガティブ 

頻度 50% 15% 20% 15% 

ER ＋ ＋ ＋/－ － 

PR ＋ ＋/－ ＋/－ － 

HER2 － － ＋ － 

miRNAs 

Let-7f, Let-7c, 
miR-10, miR-29a, 
miR-181a, miR-

223 and miR-652 

miR155, miR-
93, miR-

18a, miR-
135b, miR-
718, miR-

4516, miR-210, 
and miR-125b-

5p 

miR-150 
and miR-142–3p 

miR-153, miR-
10b, miR-26a, 
and miR146a 

Ki67 時々 時々 高 高 

変異 なし BRCA2 p53 P53, BRCA1 

予後 良 中 中/悪 悪 

治療 ホルモン療法 
ホルモン療法 
化学療法 

ホルモン療法 

化学療法 
ハーセプチン 

化学療法 

 
乳がんは遺伝子発現に基づいて、4 つのサブタイプに分類される。

[128]より引用し一部改変して掲載。 
 
 
乳がんの研究においては、マウス乳がんモデルが多用される。薬効の評価において

はヒト由来のがん細胞株を用いることが一般的であるが、このような細胞を実験動物

に移植すると免疫応答によって排除されてしまう。マウスには免疫応答を持たない系

統が確立されていることから、これらを用いた異種移植モデルを使った評価が行われ

ている(表 4-2-3-2) [129]。主要な免疫不全マウスは 2 種類存在し、胸腺の機能が失わ

れることによって T 細胞を欠損しているヌードマウス (BALB/c nu)と、DNA 依存性

プロテインキナーゼ遺伝子変異によって機能性 T 細胞、B 細胞を欠如した重度免疫

不全 Scid マウスが存在する。 
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表 4-2-3-2 免疫不全マウス 

系統 
免疫系 ヒト悪性

腫瘍定着 
 

T 細胞 B 細胞 NK 細胞 
マクロフ

ァージ 
樹状細胞 

Balb/c ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － 
ヌード － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 
Scid － － ＋ ＋ ＋ ＋＋ 

Scid/beige － － ↓ ＋ ＋ ＋＋ 
NOD/Scid － － ↓ ↓ ↓ ＋＋ 

NOG － － － ↓ ↓ ＋＋＋ 

[129]の表 1 を抜粋して掲載。NOG マウスについては、実験動物中

央研究所ウェブサイト引用[130]。 
 
 
がん細胞を標的とした治療薬の開発においては、免疫不全マウスを用いた方法は有

益であるが、TME に関連した悪性化の研究では微小環境を再現する必要があり、免

疫不全マウスではこのような目的では使用することが困難となる。そのため、微小環

境を再現するには、正常な免疫細胞の浸潤および免疫応答が可能な同種移植モデルが

用いられている。野生型マウスに由来する自然発症乳がん細胞株は Balb/c 由来の 4T1
や、C57BL/6 由来の E0771 などがあるが、E0771 細胞株は乳がんのサブタイプに関し

ても特徴づけされており、悪性度の高いトリプルネガティブ乳がん、もしくは ER 陽

性として扱われている[131, 132]。 
 
 

4-2-4 E0771 細胞株のサブタイプと HIF の活性化 
乳がん細胞株 E0771 は、HVA-Tg マウスのバックグラウンドである C57BL/6 に由

来する自然発症がんから樹立されており、さまざまな乳がんの同種移植モデル研究で

用いられている。Naour ら[132]のまとめるところによると、E0771 においては ERα が
発現しているという報告があり、いくつかの論文において ERα+として扱われている。

しかしながら、免疫組織学的に観察すると、E0771 細胞においては、ERα は核内では

なく細胞質に発現しており、その発現レベルも低い[131]。このため、複数の論文で悪

性度の高いトリプルネガティブとしても扱われている。 
E0771 は HIF によって活性化される血管内皮細胞増殖因子 (vascular endothelial 

growth factor,VEGF)受容体 1 および 2 を発現しており、VEGF を介した血管新生、お

よび転移などに関係する分子の評価に用いることができるモデルとして使用されて

いる [133]。また、E0771 はクローディン遺伝子の発現が低いが、化学治療後の乳が

んでこの表現型が増えることが知られており、化学療法抵抗性がんモデルとしても用

いることができると考えられる[134]。化学療法抵抗性においては、第 1 章で述べた
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通り HIF との関連性が存在するが、E0771 担がんマウスモデルの HIF 発現が有酸素

運動によって低下し、腫瘍成長の遅延をもたらすこと報告されている[135]。 
  

 
4-2-5 本章の研究目的 

In vivo 光イメージングにより HIF 活性化がん細胞を解析する手法は確立されてい

るが、腫瘍内に浸潤した宿主由来細胞の HIF 活性を解析するためのマウスモデルは

存在しない。そこで本章では、前章で構築した HVA-Tg マウスに同所移植した乳がん

モデルの in vivo 光イメージングを実施し、腫瘍内に浸潤した宿主由来細胞の HIF 活

性の可視化を試みた。さらに、腫瘍の免疫組織化学解析により、HIF 活性化細胞の細

胞種を解析した。 
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4-3 実験材料および方法 

4-3-1 細胞の培養条件 
マウス乳がん細胞株 E0771 は C3H BioSystems (NY, USA)より入手した。LLC 細胞は

ATCC より入手した。100 U/ml Penicillin, 100 μg/mL Streptomycin (Nacalai Tesque, Kyoto, 
Japan) を添加した 5%ウシ胎児血清  (FBS) (Gibco, NY, USA) 含有の Dulbecco's 
modified Eagle's medium (DMEM) (Invitrogen, CA, USA)培地 (5% FBS-DMEM)を用いて、

37°C, 5% CO2 で培養・維持された。定期的にマイコプラズマチェックキット 
CycleavePCR Mycoplasma Detection kit (Takara bio, Siga, Japan)を用いて感染がないこと

を確認した。 
 
4-3-2 動物実験 
動物実験は東京工業大学動物実験委員会の承認を得て (D2015002、D2017004、
D2020008)、動物実験のガイドラインに沿って規制を遵守した上で実施した。Tg マウ

スは、実験室にて近交系で交配維持し、野生型(wild type, WT)のマウスは Charles River 
Laboratories (Kanagawa, Japan)から入手した。実験に用いたマウスは餌および水が絶え

ず供給された環境で飼育され、腫瘍移植実験には 8週から40週のマウスを使用した。 
 
4-3-3 担がんマウスの作成と発光イメージング 
培養細胞は Trypsin-EDTA (Gibco)溶液を使って回収し、洗浄した後に PBS (137 mM 
NaCl, 2.7 mM KCl, 8.0 mM Na2HPO4.12H2O, 1.47 mM KH2PO4)で 1 × 105 cells/ 20 μL に調

整した。投与前に等量の Geltrex Matrix (Thermo Fissher Scientific, MA, USA) を加え、

十分に懸濁させて 40 μL のボリュームでマウスの第 4 乳腺、もしくは皮下に注入し

た。 
2%イソフルランで麻酔を行ったマウスに Aka-HCl を腹腔内投与し、10～15 分後に

生物発光を IVIS Spectrum を用いて観察した。露光時間は 1 min～3 min, binning は 4～
16, F/stop は 1 で撮影を行った。微弱なシグナルの検出のために露光時間は最大 3 分
かけて取得した。Aka-HCl は精製水で溶解した 10 mM ストックソリューション (-
80°C 保存)を投与直前に溶解したものを成体に 100 μL のボリュームで投与した。腫瘍

の ex vivo 観察は、Aka-HCl を ip 投与してから 10 分後に腫瘍を取り出し、中心部分を

ナイフで切断してから直ちに IVIS Spectrum (Perkinelmer, MA, USA)を用いて発光イメ

ージング行った。発光の輝度は、Living Image Software 4.7 (Perkinelmer, MA, USA)を用

いて解析した。 
 
4-3-4 免疫組織染色 
腫瘍塊は O.C.T. comound (Sakura Finetek)で包埋し、-80°C で凍結させた。Microm 
HM560MV cryostat (Thermo Fisher Scientific)を用いて、厚さ 10 μm の凍結切片を作成

した。次に切片を 4%パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液 (ナカライテスク)で浸し、
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室温で 10 分間インキュベートすることで固定化処理を行った。固定化処理後、1×Tris 
buffered saline /0.05% Tween 20 (TBS-T)で洗浄を行った (5 分間×3 回)。次に 3% Donkey 
serum (Sigma-aldrich)溶液中で室温 30 分間ブロッキングを行い、4˚C にて一晩 1 次抗

体と反応させた。その後、1×TBS-T で洗浄を行った (5 分間×3 回)。次に蛍光標識し

た二次抗体の希釈溶液を加えて室温で 1 時間抗体反応を実施した。二次抗体反応終了

後、1×TBS-T で、洗浄を 5 分間×3 回行い、Hoechst33342 (Enzo Life Sciences) (1:1000) 
を加えた Fluoromount (ナカライテスク)とカバーガラス (松浪硝子)で封入した。封入

後は、 BZ-X710 (Keyence) で蛍光観察を行った。フィルターは、 GFP (Ex:470 nm、
Em:525 nm)、TRITC (Ex:545 nm、Em:605 nm)、DAPI (Ex:360 nm、Em:460 nm)を使用し

た。免疫組織染色で使用した抗体と各希釈倍率を表 4-3-3-1 に記す。 
 

表 4-3-3-1 抗体リスト 

  

 一次抗体(希釈濃度) 二次抗体(希釈濃度) 

Akaluc Luciferase pAb (100 倍) anti-goat IgG-Alexa546 (500 倍) 

血管 CD31 Rat mAb (100 倍) anti-rat IgG-Alexa488 (500 倍) 

骨髄系細胞 CD11b Rat mAb (100 倍) anti-rat IgG-Alexa488 (500 倍) 

マクロファージ F4/80 Rat mAb (50 倍) anti-rat IgG-Alexa488 (500 倍) 

好中球 Ly6G(Gr-1) Rat mAb (50 倍) anti-rat IgG-Alexa488 (500 倍) 
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4-4 実験結果 

4-4-1 HVA-Tg マウスを用いた乳がんの同所性担がんモデルによる微小環境の非侵襲

的可視化 

HVA-Tgマウスの第 4乳腺に外因性遺伝子を持たない乳がん細胞株 E0771を移植し

て同所性腫瘍を形成させた。前章で示したように、使用される撮影条件において腫瘍

エリアにはレポーター遺伝子非依存的な発光は検出されなかったことから (図 3-4-3-
1A)、観察される発光は腫瘍に侵入した間質細胞の HIF 活性化を反映したものとし、

経時的に発光シグナルの観察を行った (図 4-4-1-1)。腫瘍が目視でも観察できるよう

になった 8 日目からノイズレベルを上回る発光シグナルが観察された。腫瘍が大きく

なるについて AkaBLI 由来の発光は腫瘍全体に均一ではなく局所的に観察された (図
4-4-1-2)。 

 

   

図 4-4-1-1 乳がん同所モデルの発光観察 8 週齢を超えた HVA-Tg マウス

の第 4 乳腺内に C57Bl/6 由来 E0771 細胞株を 2 × 104 cells/site で同種同

所移植し、経時観察を行った結果を示す。観察ごとに Aka-HCl を腹腔内

投与し 10分後に IVIS Spectrumで発光を観察 (露光時間 3分、binning 8、
f-stop 1)。上段画像は HVA-Tg、下段画像は Non-Tg マウス(C57Bl/6)。画

像の上に示す日数は移植日からの経過日数を示す。スケールバー=0.5 cm 
 



70 
 

     
図 4-4-1-2 E0771 担がん HVA-Tg マウスの腫瘍サイズと発光強度 上段左

は腫瘍エリアから検出される発光の合計値 (photons/sec)、上段右はノギ

スを使って腫瘍を計測した値を示す。下段左は腫瘍サイズを small 0.1–
0.5 cm2、 midium 0.5–1.0 cm2、large 1.0–1.5 mm2の３つの群に分けて腫

瘍エリアの発光シグナルの平均値 (photons/second/cm2/sr)を示した。下

段右は腫瘍の発光輝度を移植後の経過日数ごとに示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 

4-4-2 異所性腫瘍における HIF 活性化微小環境の経時的観察 

同様に肺がん細胞株 LLC の皮下移植によって形成した腫瘍からも局所的な発光が

観察された (図 4-4-2-1)。LLC 腫瘍の発光パターンは E0771 腫瘍よりもさらに局所的

に観察され、発光スポットは観察期間を通して継続して観察される位置も確認された

が (図 4-4-2-1 黄矢印)、前の週には見られなかった位置に新たに生じる発光も観察さ

れた (図 4-4-2-1 赤矢印)。これらの結果より、HVA-Tg マウスにより腫瘍の微小環境

パターンを移植 8 日目の早期タイミングで観察可能で、時間とともに変化する微小環

境の位置を発光シグナルとして検出可能であることが示された。 

 

 

    

図 4-4-2-1 肺がん細胞株由来皮下腫瘍の発光観察 HVA-Tg マウスの後

肢に C57BL/6 由来 LLC 細胞株を 2 × 104 cells/site で同種皮下移植し経

時観察を行った結果を示す。観察ごとに Aka-HCl を腹腔内投与し 10 分
後に IVIS Spectrum で発光を観察 (露光時間 3 分、binning 8、f-stop 1)。
上段画像は HVA-Tg、下段画像は Non-Tg マウス (C57BL/6)。画像の上

に示す日数は移植日からの経過日数を示す。黄矢印と赤矢印は発光の局

在を示しており、黄色は観察を通して観察されるスポット、赤は前の週

には観察されず新たに生じた発光位置を示す。 
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4-4-3 浸潤細胞由来 HIF 活性化領域の組織学的評価 

E0771 腫瘍を取り出し、断面の ex vivo 観察を行ったところ、in vivo の結果と同じ

ように局所的な発光が確認された (図 4-4-3-1A)。発光強度が高い領域と低い領域に

おける Akaluc の発現を免疫組織学的手法によって確認したところ、発光強度の高い

エリアでは Akaluc の発現が高い細胞が確認でき、CD11b 陽性ミエロイド系細胞が多

く含まれていることが分かった (図 4-4-3-1B)。また、Akaluc の発現細胞は、低酸素マ

ーカーであるpimonidazoleの染色部位に隣接しており、血管内皮細胞のマーカーCD31
とは部分的には一致するところも見られたが、全体的には一致しなかった (図 4-4-3-
2)。Akalucのこのような染色領域は、HIF-1ɑの染色パターンと一致しており[82, 136]、
HIF 活性化を受けた間質細胞を検出しているということを支持している。 

 

 
 

(A)          (B) 

  

図 4-4-3-1 E0771 腫瘍の ex vivo 観察および免疫組織学的観察結果 
HVA-Tg マウスに形成させた E0771 同所移植腫瘍を移植後 26 日に摘出

した断面観察画像を示す(左図)。右の免疫組織学的観察画像の上段は ex 
vivo 観察で比較的強い発光が検出されたエリア(高発光領域)、下段は発

光がほぼ検出されなかったエリア(低発光領域)の画像を示す。青色は

Hoechst 染色を示す。Mage 画像は Akaluc, CD11b, Hoechst を重ね合わ

せた画像。スケールバー=50 μm  
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図 4-4-3-2 E0771 腫瘍の免疫組織学的観察結果 Akaluc (赤)と低酸素

マーカーPimonidazole (緑), CD31 (緑)の局在を解析した。Marge は

Akaluc と pimonidazole、もしくは CD31 を重ね合わせた画像。スケー

ルバー=50 μm 
 

 

 
Akaluc を発現する細胞の大部分が CD11b 陽性細胞であったことから、CD11b を発

現するミエロイド系細胞のうち、がんの悪性化に関係していることが知られているマ

クロファージのマーカーF4/80 と、未成熟細胞である myeloid-derived suppressor cell 
(MDSC)のマーカーGr-1 を、Akaluc 発現との多重免疫染色法を用いて確認した。その

結果、Akaluc 発現細胞は F4/80 の発現細胞とのオーバーラップが見られたが、Gr-1 発
現細胞とのオーバーラップは限定的であった (図 4-4-3-3)。 

 
 

        
図4-4-3-3 免疫細胞マーカータンパク質の局在観察 E0771腫瘍の免疫組

織学的観察結果を示す。Akaluc (赤)とマクロファージのマーカーF4/80 (上
段緑)と、MDSC のマーカーGr-1(下段緑)の局在を解析した。スケールバ

ー=50 μm 
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4-5 考察 

本章によって、腫瘍内に浸潤した宿主由来の非がん細胞の HIF 活性を可視化する

ことが可能であることを示した。乳がんの同所モデルでは、移植後 8 日目の非常に早

いタイミングからノイズレベルを上回る 2 × 104 p/s/cm2/sr のシグナルを検出した。こ

の発光シグナルは 8 時間の半減期を持つ Venus-Akaluc レポーターに由来するもので、

この間に蓄積されたレポーター由来の発光が非侵襲的に検出可能なレベルであるこ

とが示された。発光スポットの局在は 3～5 日の間隔で観察された LLC 腫瘍では一部

のスポットで撮影の時点ごとに発光位置の変化が見られ、時間とともに変化する微小

環境を非侵襲でとらえたものと考えられる。HIF 活性化エリアでみられる発光レベル

は腫瘍サイズに対して一定であることが確認されたが、これは発光細胞のクラスター

が示す微小環境が腫瘍の成長に応じて変化しているということを示唆しており、急激

な腫瘍の成長に伴って生じる低酸素領域を反映していると考えられる。 
E0771 腫瘍を ex vivo 観察による発光の位置情報に基づいて免疫組織学的手法を用

いて観察を行ったところ、発光が強く生じているエリアでは弱いエリアよりも Akaluc
陽性細胞が多く確認された。Akaluc 陽性細胞は低酸素マーカーである pimonidazole の
染色部位に隣接して確認されたが、このパターンはヒト腫瘍における HIF 陽性細胞

と pimonidazole 陽性細胞の分布パターンとよく一致しており [82, 136]、Akaluc 陽性

細胞の局在は HIF 活性化と関連しているということを支持する結果であった。発光

輝度が高いエリアをミエロイド系免疫細胞のマーカーCD11b で染色したところ、多

くの Akaluc 発現位置が CD11b の位置と一致していた。一方、発光輝度が低いエリア

においては、CD11b の染色が非常に少なく、染色パターンが高発光エリアとは異なる

ことが観察された。このことから、HVA-Tg マウスが示す HIF 活性化ニッチな領域に

はミエロイド系細胞の高い集積があることが示された。 
ミエロイド系細胞は、マクロファージや単球、顆粒球、骨髄由来抑制細胞などがあ

るが、その中でもマクロファージの浸潤は多くのヒトがんの予後不良と相関性がある

ことが知られている[137]。Akaluc の局在とマクロファージのマーカーである F4/80 の
局在を確認したところ、本モデルにおいても多くの細胞で局在が一致していた。一方

で、同じミエロイド系細胞で腫瘍の免疫抑制を通して悪性化に関与していることが知

られている MDSC のマーカーである Gr-1 の局在は Akaluc 発現エリアではほとんど

確認されなかった。HIF 活性化微小環境における浸潤細胞のほとんどがマクロファー

ジであることが示唆されたことから、次章では腫瘍全体に占める HIF 活性化細胞集

団の特性についてマクロファージに着目してさらに調べることとした。  
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第 5 章 HIF 活性化を有する腫瘍内浸潤細胞

の細胞種の解析 
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5-1 概要 

 前章において、腫瘍内の発光シグナルが高い領域を免疫組織化学的手法により観察

したところ、Venus-Akaluc 発現細胞は骨髄由来免疫細胞マーカーCD11b 陽性細胞およ

びマクロファージマーカーF4/80 陽性細胞と局在の大部分が重なっていることが確認

された。このことから、腫瘍内浸潤 HIF 活性化細胞は、マクロファージを主とした集

団であることが示唆された。そこで本章では、Venus に由来する蛍光を指標としてフ

ローサイトメーターを用いて Venus-Akaluc 発現細胞集団を検出し、集団に占めるマ

クロファージの割合について調査を行った。その結果、E0771 腫瘍に占める Venus-
Akaluc 発現細胞の割合は 0.92%であった。また、この細胞集団の中で F4/80 を発現し

ている細胞は 60.5%であった。また、CD11b 陽性細胞に着目して解析したところ、

Venus-Akaluc高発現細胞では低発現細胞に比べて F4/80の発現が有意に上昇している

ことが明らかとなった。これらの結果から、E0771 腫瘍における腫瘍内浸潤 HIF 活性

化細胞の大半はマクロファージであることが示された。 
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5-2 序論 

5-2-1 マクロファージと腫瘍の悪性化 
マクロファージは腫瘍内に存在する最も豊富な細胞集団の一つとされており、腫瘍

随伴マクロファージ (tumor-associated macrophage, TAM)と呼ばれ、腫瘍の初期段階か

ら浸潤し、血管新生や免疫抑制、転移などを通して腫瘍の成長を助け、悪性化に寄与

している (図 5-2-1-1) [138-140]。TAM の高浸潤は乳がんを含む様々なヒトにおける

固形がんでも悪性化に関連して報告されており[139]、近年ではがんの悪性化と関連

して治療標的としても研究が進められている[140]。 

 
 

図 5-2-1-1 腫瘍形成における TAM の役割 
 腫瘍増殖、血管新生、Treg 細胞誘導、T 細胞の代謝飢餓、がん幹細胞

誘導、T 細胞不活化、上皮間葉転換 (epithelial-mesenchymal transition, EMT)、
浸潤、遊走、転移の促進などに関与する 。 TAM は、放出因子や、膜タ

ンパク質の発現を通して腫瘍形成を促進する。[142]より抜粋して掲載。 
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5-2-2 TAM と腫瘍内血管新生 
 腫瘍の成長には、栄養や酸素を供給するための血管新生が必要不可欠であるが、こ

のことに TAM が深く関わっていることが報告されている。TAM は腫瘍内低酸素微

小環境に局在し、HIF が活性化すると VEGF などが活性化され、血管新生を促進する

[143, 144]。TAM が分泌した VEGF は血管内皮細胞上に発現する VEGF 受容体 2 に
結合してシグナルを伝達し、血管内皮細胞の増殖と成熟を誘導する。さらにマトリッ

クスメタロプロテアーゼ-9 (matrix metalloproteinase 9, MMP9)などを分泌することによ

り細胞外マトリックスを分解し、血管内皮細胞の移動を促進する[143]。これらによっ

て腫瘍内では血管の構築が活発となり、腫瘍に必要な栄養の供給と転移のルートが構

築されることとなる。 
 
5-2-3 TAM と抗腫瘍免疫抑制 
 TAM は腫瘍部位への細胞障害性 CD8 陽性 T 細胞の遊走を阻害することで腫瘍免

疫抑制に関与している[145]。CSF-1 受容体阻害剤による TAM の不活化は CD8 陽性

細胞の遊走と腫瘍への浸潤を増加させる。低酸素微小環境においては、TAM の HIF
が活性化されることで、アルギナーゼ 1 や誘導型一酸化窒素合成酵素が上方制御さ

れ、L-アルギニンが枯渇し、T 細胞の働きが阻害される[145]。 
TAM は腫瘍の悪性化の初期段階でプロスタグランジン E2 や、インターロイキン

(interleukin, IL)-10、transforming growth factor (TGF)-β などのサイトカインを分泌し、

細胞障害性 CD8 陽性 T 細胞の働きを阻害することが知られている[145, 146]。TAM が

分泌した炎症性サイトカインは免疫抑制 TME を形成し、樹状細胞による IL-12 の生

産や CD4 陽性 T 細胞の阻害を通して CD8 陽性細胞の反応を鈍化させる。 
また、腫瘍内低酸素領域の TAM は HIF 活性化により programmed cell death 1 ligand 

1 (PD-L1)の発現が増加し[145, 147]、programmed cell death protein 1 (PD-1)/PD-L1 相互

作用を介して T 細胞を不活性化することで抗腫瘍免疫応答を阻害すると考えられる

[146]。また、低酸素条件で培養したマクロファージは HIF の活性化によって IL-8 の
分泌を促進し、PD-L1 の発現を上昇させることにより食道がんの悪性化をもたらす例

も報告されている[148]。 
 
5-2-4 TAM と転移 
 原発腫瘍から遠隔臓器への転移は多くのプロセスによって段階的に進行する。転移

は、がん細胞の EMT、血管新生および血管内への侵入及び溢出、循環中の生存など

のイベントを経て起こるが、TAM はこれらの行程で重要な役割を担っていると考え

られている[150, 151]。TAM の放出因子である TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-8、CCL2、CCL18
は、がん細胞の E-カドヘリンの発現を抑制し、N-カドヘリンやビメンチンの発現を

向上させる (表 5-2-4-1)。これによりがん細胞は細胞間結合を失い、高い運動性と浸

潤性という間質細胞の表現型を獲得し、基底膜を通過して転移することが容易となる。

さらに、TAM は HIF が活性化すると MMP-2, 9 やカテプシンの放出を通して血管内



79 
 

皮細胞を破壊し、腫瘍細胞の血管内への侵入を促進する[150, 152, 153]。さらに、転移

サイトでは前転移ニッチが形成されるが、TAM は免疫抑制を促進することで、転移

先でのがん細胞の生存に寄与していると考えられている[150, 152]。  
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  表 5-2-4-1 炎症の可溶性アクターによるがん細胞の EMT 活

性化に与える影響 (in vitro) 

  
 [149]の表 1 を抜粋して掲載。 

放出因子 EMT評価 がん細胞

E-カドヘリンの消失

N-カドヘリン、ビメンチン発現
肝細胞がん

SlugおよびZEB1発現の増加

E-カドヘリンの消失

細胞移動の増加

腎細胞がん

E-カドヘリンの消失

N-カドヘリン、ビメンチン発現

浸潤と移動の増加

甲状腺乳頭がん

Snail1, ZEB1, E-カドヘリン、フィブロネクチン、ビメンチン、

TGM2のmRNA発現レベルの変動
乳がん

E-カドヘリンの消失

N-カドヘリン、ビメンチン発現

細胞移動の増加

大腸がん

ZEB1の発現

E-カドヘリンの消失

形態的特徴の変化、浸潤性の上昇

大腸がん

Snail1, Slugの発現

ビメンチン
E-カドヘリンの消失

移動の増加

口腔がん

JAK2/STAT3/Snail1経路の活性化

E-カドヘリンの消失

ビメンチンの発現
移動の増加

頭頸部がん

JAK2/STAT3/Twist1の活性化

E-カドヘリンの消失

ビメンチン、N-カドヘリン、フィブロネクチンの発現

乳がん

ビメンチン、Snail1、Slug、ZEB1のmRAN発現の変化

浸潤性の特徴が増加
大腸がん

E-カドヘリン、N-カドヘリン、Twist、ビメンチン、

MMP9、VEGF、TGF-βの上昇（移動性の特徴の増加）
NSCLC

ZEB1、Snail、Slugの活性化

移動性の特徴の増加
甲状腺がん

JAK2/STAT3/Snail1の活性化

E-カドヘリンの消失

N-カドヘリンの発現

移動性の特徴の増加

肝細胞がん

E-カドヘリン遺伝子の発現 上咽頭がん

E-カドヘリンの消失

N-カドヘリン、ビメンチン、フィブロネクチンの発現

形態的特徴の変化
移動性の上昇、浸潤性の特徴の増加

乳がん

E-カドヘリンの消失

ビメンチン、フィブロネクチンの発現
浸潤性の特徴の増加

NSCLC

E-カドヘリンの消失

移動性の特徴の増加
卵巣がん

Twistの発現

移動性の上昇
E-カドヘリンの消失

ビメンチン、フィブロネクチンの発現
※IL-6との組み合わせによる評価

NSCLC

E-カドヘリンの消失

Snail1の発現

Stat3の活性化、MMP9の発現

移動性の上昇

前立腺がん

Eカドヘリン/ビメンチンスイッチ、N-カドヘリンの増加

Snail1、Twist遺伝子発現の上昇

MMP９発現の上昇

浸潤性、移動性の増加

膀胱がん

E-カドヘリンの消失

ビメンチン、Snail1、Slugの発現

浸潤性の特徴の増加

卵巣がん

E-カドヘリンの消失

ビメンチン、Snail1の発現
大腸がん

移動性、浸潤性の特徴 トリプルネガティブ乳がん

移動性、浸潤性の特徴 卵巣がん

E-カドヘリンの消失

ビメンチンの発現
移動性、浸潤性の特徴

乳がん

Snail1遺伝子発現

浸潤性の特徴の増加
膵臓がん

TNF-α

IL-1β

IL-6

IL-8

CCL2

CCL18
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5-2-5 本章の研究目的 

HIF 活性化マクロファージと腫瘍の悪性化の関連は多く報告されており、時間とと

もに変化する腫瘍内微小環境において、HIF 活性化マクロファージの動態をモニタリ

ングできる動物モデルは、がんを克服するための極めて重要で強力なツールとなる。

本章では、HVA-Tg マウスに作製した E0771 腫瘍を用いて、腫瘍内の HIF 活性化浸潤

細胞の種類を明らかにするためにマクロファージに着目して解析を行った。 
 

5-3 実験材料および方法 

5-3-1 細胞の培養条件 
マウス乳がん細胞株 E0771 は C3H BioSystems (NY, USA)より入手した。100 U/ml 
Penicillin, 100 μg/mL Streptomycin (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) を添加した 5%ウシ胎

児血清 (FBS) (Gibco, NY, USA) 含有の Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 
(Invitrogen, CA, USA) 培地(5% FBS-DMEM)を用いて、37°C, 5% CO2で培養・維持さ

れた。定期的にマイコプラズマチェックキット CycleavePCR Mycoplasma Detection kit 
(Takara bio, Siga, Japan)を用いて感染がないことを確認した。 
 
5-3-2 担がんマウスの作製 
動物実験は東京工業大学動物実験委員会の承認を得て (D2015002、D2017004、
D2020008)、動物実験のガイドラインに沿って規制を遵守した上で実施した。Tg マウ

スは、実験室にて近交系で交配維持し、野生型(wild type, WT)のマウスは Charles River 
Laboratories (Kanagawa, Japan)から入手した。実験に用いたマウスは餌および水が絶え

ず供給された環境で飼育され、腫瘍移植実験には 8週から40週のマウスを使用した。 
 
5-3-3 腫瘍塊の蛍光イメージングとフローサイト解析 
腫瘍塊はハサミを使ってミンチ状にした。ミンチはその後、一部を取って蛍光標識さ

れた抗体を使って染色した。使用した抗体と各希釈倍率を表 5-3-3-1 に記す。画像は

蛍光顕微鏡 BZ-X710 (Keyence, Osaka, Japan)を用いて取得した (FITC, GFP フィルター

使用)。残りのミンチは、フローサイト用のサンプルとして使用した。Liberase DH 
Research Grade (Roche, Germany)を処理してさらに細かくし、PharmLyse を用いて赤血

球を取り除いた。次に 100 μm のセルストレーナーに通してシングルセルのプールを

作成した。得られた細胞プールは anti-CD 16/32 抗体を使ってブロッキングを行った。

細胞を洗浄後、fluorescence-activated cell sorting  (FACS)バッファー (5% FBS, 1 mM 
EDTA in PBS)に移し、蛍光ラベルされた抗体を用いて標識した。用いた抗体は、抗

F4/80 (clone BM8, Biolegend, 1:500, APC 標識)、CD11b (clone M1/70, BioLegend, 1:500, 
PE/Cy7 標識)。細胞はフローサイトメーターSH800 (Sony Biotechnology, CA, USA)で測

定し、FlowJo (BD Bioscience, NJ, USA)ソフトウェアで解析を行った。 
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表 5-3-3-1 抗体リスト (フローサイトメーター解析) 

 
   一次抗体/ 色素 希釈濃度 標識 

骨髄系細胞 
抗マウス CD11b 抗体 

BioLegend 
1:200 AF647 

マクロファージ 
抗マウス F4/80 抗体 

Bio-Rad 
1:50 PE 

生細胞 PI - - 
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5-4 実験結果  

5-4-1 腫瘍塊を用いたレポーター発現細胞の観察 

HVA-Tg マウスに形成した E0771 腫瘍組織をミンチ状にし、マクロファージのマー

カーである F4/80 の染色を行ったところ、前章の免疫染色の結果と同様に Venus のレ

ポーターの発現の細胞との重なりが見られた (図 5-4-1-1A)。同じくミエロイド系細

胞である MDSC では、MDSC マーカーである Gr-1 と Venus の局在が一致している細

胞塊は確認されなかった (図 5-4-1-1B)。 

 

(A)                                (B) 

  

図 5-4-1-1 腫瘍断片の蛍光観察画像 左の図は Venus と F4/80、右の

図は Venus と Gr-1 の免疫染色画像を示す。Marge 画像の黄色い部分

は Venus (緑)と F4/80 もしくは Gr-1 の免疫染色のオーバーラップを

示す。スケールバー=50 μm 
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5-4-2 腫瘍に占める HIF 活性化細胞の割合 
次に、フローサイトメーターを使って腫瘍全体が占める Venus 陽性細胞の割合につ

いて評価を行った。Venus 発現の自家発光レベルは non-Tg マウスを用いて評価を行

い、non-Tg マウスのシグナルを超える輝度を持つ細胞集団をカウントした。その結

果、発光遺伝子を持たないがん細胞を含む腫瘍全体の細胞のうち 0.92%が Venus 陽性

であることが確認された (図 5-4-2-1)。 

           

図 5-4-2-1 E0771 腫瘍の Venus 陽性細胞の割合 シングルセルの集団を

前方散乱(FSC)と Venus で展開した。Venus 陽性細胞を区切るゲート (四
角枠)は、Non-Tg マウスの展開図 (左図)を使って設定した。 
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5-4-3 ミエロイド系細胞における HIF 活性化細胞の割合 
この Venus 陽性細胞をさらに抗 CD11b 抗体と抗 F4/80 抗体による標識によって展

開したところ、60%を超える細胞がマクロファージであることが示された (図 5-4-3-
1)。CD11b陽性細胞内に限定すると、そのほとんどがマクロファージであり (92.9%)、
Venus 陰性のミエロイド系細胞の割合よりも有意に上昇することが示された (図 5-4-
3-2)。 
 

(A) 

      

(B) 

               

図 5-4-3-1 E0771 腫瘍のフローサイトメトリー解析 (A)CD11b 陽性細胞 
(1)および F4/80 陽性細胞 (2)のゲートは、非染色細胞集団を使って設定

した。Venus 陽性細胞を区切るゲートは、non-Tg マウスの CD11b 陽性

細胞を使って設定した (3)。(B) (1)～(3)のゲートを使って HVA-Tg マウ

スのシングルセルプールを解析した結果を示す。図内の値は n=6 の平均

値を示す。 
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図 5-4-3-2 CD11b陽性細胞集団の中のマクロファージの割合 CD11b陽
性細胞集団を用いて Venus 陽性細胞と Venus 陰性細胞の F4/80 陽性細

胞の割合を示した。n=6, p<0.05 
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5-5 考察  

E0771 腫瘍内に浸潤するミエロイド系集団のうち、HIF 活性化を示す細胞集団では

マクロファージ細胞の割合が有意に高くなっていることが本章の結果より明らかと

なった。前章に示した免疫染色の結果と合わせて考察すると、マクロファージが HIF
活性化微小環境の主要な間質細胞であると考えられる。同じミエロイド系細胞である

MDSC 細胞の免疫染色の結果はほとんど HIF の活性化を示さなかったが、このこと

は、低酸素に晒された未分化 MDSC 細胞がマクロファージに移行するという先行研

究の結果を支持していた[115]。マクロファージは、HIF 活性化が関与して免疫抑制に

関わっており[155]、TAM が多く浸潤している患者では予後が悪いことが知られてい

る[139]。また、マクロファージで HIF-1ɑ遺伝子が欠損するトランスジェニックマウ

スを用いた実験では、腫瘍内の血管新生因子 VEGF-A の量や血管新生には影響を与

えないものの、アルギナーゼ I の生成を通して T 細胞活性を強力に抑制し、インター

フェロン γ を生産する CD8 陽性細胞 T 細胞の割合を有意に有意に増加させることで

腫瘍の増殖を抑制することが先行研究において報告されており[117]、マクロファー

ジにおける HIF 活性化が腫瘍内の immunosuppressive microenvironment の構築に重要

な役割を果たしていることを示唆している。これらのことから、私たちのトランスジ

ェニックマウスを用いることで、腫瘍増殖とともに変化する HIF の活性化に由来す

る発光を指標としてモニタリングし、重要な局面で局所解析をすることにより HIF 活
性化特異的に悪性化に関与する免疫細胞の相互作用を解析することが可能となると

考えられる。今後の展開としては、本トランスジェニックが、腫瘍の時空間解析など

の手法と組み合わせることによって、レポーター陽性集団のマクロファージがどのよ

うな時期にどのようなシグナルを放出して、隣接するがん細胞へのシグナル伝達を通

して悪性化に関わっているのかを明らかにすることで、低酸素環境依存的な悪性化へ

の治療アプローチの幅を広げることが可能になってくると期待される。 
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第 6 章 研究の総括  
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6-1 HVA-Tg マウスの役割と展望 

腫瘍内微小環境は腫瘍成長や悪性化と密接に関わっているが、特に HIF 活性化は

慢性および間欠性 (急性)低酸素環境と密接に関係しており、予後不良と相関がある

[82]。そのため、腫瘍内の HIF 活性化が腫瘍亢進中のどの時期に、どの細胞で活性化

されるかを解明することは、適切な治療法の開発のためにも有用である。本研究で、

超高感度光イメージング AkaBLI を Tg マウスに応用することで、腫瘍内に侵入する

間質細胞の HIF 活性化を 8 日目の非常に早いタイミングでとらえることに成功した。

この発光部分の免疫染色結果は、ミエロイド系細胞のマーカーである CD11b の染色

と一致しており、さらに MDSC よりもマクロファージの方が多く一致していた。こ

のことを受けて、フローサイトメーターで Venus を指標にレポーターを発現する細胞

集団のマクロファージの割合を確認してみたところ、Venus 陰性中の細胞集団のマク

ロファージの割合よりも有意に上昇することが明らかとなった。今後の展開として、

構築された HVA-Tg マウスによって HIF 活性化マクロファージが高頻度に存在する

環境から生じた細胞ネットワークの悪性化へつながる経路を明らかにしていくこと

によって、新たな創薬ターゲットの候補を創出することが可能であると考えられる 
(図 6-1-1)。 

 

  

図 6-1-1 HIF 活性化マクロファージの腫瘍悪性化への作用 

 

 

近年では遺伝子解析技術の向上によって、腫瘍組織の細胞単位での空間オミックス

解析が可能となったが、腫瘍のような不均一性の組織においては、ある断面を観察し

ただけでは腫瘍の性質を理解するということは難しく、一方で腫瘍全体を解析する場

合は莫大なコストとデータ解析が必要となり、このような手法を用いた解析を行うこ

とは非常に困難である。HVA-Tg マウスがもたらす非侵襲的なモニタリング方法は、

このような課題を克服し、従来のサンプリングによる 1 時点での解析ではなく、同一
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個体による継続的な観察方法を提供することによって時系列を加えた解析を行うこ

とを可能とした。これによって微小環境及び時系列に応じた免疫抑制ネットワークの

構築や悪性化の機構解明に繋がる新たな知見が得られると期待される。 

 

6-2 高感度光イメージングによる効果 

当研究室の先行研究において構築された HOL-Tg マウスは、ODD 配列を持つこと

により酸素化された際にレポータータンパク質が直ちに分解されることから、HIF 活
性をリアルタイムで観察することが可能であったが、局所的な観察においては感度面

で課題があった[70]。今回新たに構築した HVA-Tg マウスは ODD 配列を持たずレポ

ータータンパク質の蓄積が起こるように設計されたことから、検出されるシグナルは

リアルタイム性が低下したもののレポータータンパク質は安定しており、自家発光レ

ベルを超えた高い発光シグナルを非侵襲的に検出でき、蛍光シグナルで ex vivo や in 
vitro 解析も可能となった。HVA-Tg マウスと同様に 5HRE-CMVmp によって野生型ホ

タルルシフェラーゼをレポーターとして発現する HLR-Tg マウスを用いた観察では、

形成された腫瘍の ex vivo 断面で多くの発光細胞のシグナルが観察されたにもかかわ

らず、in vivo ではそのシグナルのほとんどが検出されなかったことから、生体透過性

の高い波長を生じる AkaBLI の導入は非侵襲的な観察に必要であったと考えられる。

一方、野生型マウスを用いた担がんモデルでは、発光酵素非依存的なシグナルが肝臓

および消化管部分で検出されたことから、超高感度イメージングにおいてはこのよう

なシグナルが偽陽性として検出されてしまう可能性があることから、バックグラウン

ドレベルを明確に示しておくことは非常に重要であると考えられる。 

 
6-3 HVA-Tg マウスが示す浸潤細胞に由来する腫瘍内 HIF 活性化微小環境 

HVA-Tg マウスを用いた E0771 同所腫瘍において、レポーター発現が確認される間

質細胞を多く含むエリアで免疫組織学的解析を行った結果は、酸素分圧が 10 mmHg
以下の領域を示す pimonidazole 染色エリアと隣接する形で確認され、先行研究におけ

る腫瘍内 HIF-1ɑと pimonidazole の局在パターンとよく一致していた[136]。このこと

からも、HVA-Tg における腫瘍内の発光シグナルが低酸素環境を受けて生じた HIF 活
性化を表すものであることを示唆している。また、HIF は、血管周辺で起こる急性低

酸素 (間欠性低酸素)においても活性化されることが知られており、臨床検体におい

ても血管 (CD31)と HIF-1 誘導遺伝子 carbonic anhydrase 9 が重複した染色域が存在す

ることが報告されており[32, 155, 156]、免疫染色の結果を支持するものであった。 

 
6-4 HVA-Tg マウスが示す発光シグナルの意義 
 HIFɑユニットは 3 種類存在するが、HIF-1ɑと HIF-2ɑは遺伝子の転写を促進するエ

ンハンサーとして働くが、HIF-3ɑは C-TAD ドメインを欠如することから転写活性を
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持たず、HIF-1ɑや HIF-2ɑと競合することによって働きを阻害することが知られてい

る[25, 156]。そのため、HVA-Tg マウスによるレポーター発現は、3 種類存在する ɑサ

ブユニットのうちHIF-1ɑもしくはHIF-2ɑの活性化によって引き起こされると考えら

れる。表 4-2-1 に示す通り、HIF の活性は HIF-1ɑと HIF-2ɑでそれぞれが腫瘍の悪性

化に対して逆に作用していることも知られているが、HVA-Tg マウスではレポーター

発現がどちらに依存するものなのかを示すことはできないことから、HVA-Tg マウス

が示す情報は、HIF が関連するイベントを明らかにしていくための第一歩を与えてく

れるものとして位置づけられる。本トランスジェニックマウスを用いることで、時空

間解析を可能にし、HIF の下流にある遺伝子カスケードや細胞外に放出されるシグナ

ル伝達を明らかにしていくことで、微小環境特異的に開始される悪性化の新たな知見

が発見されることが期待される。 
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