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§１．研究実施の概要 

生命科学における最終ゴールの１つは，身体の仕組みを分子レベルで理解することである．本

研究では，動物個体の機能を分子レベルで理解するために，マウス in vivoでの生体運動に関連

する分子の挙動をナノイメージングする装置を開発し，in vivoにおける生体運動の機構を解明す

る．本研究の鍵となる技術は、蛍光粒子の細胞内導入と様々な器官（骨格筋，心筋，平滑筋，が

ん腫瘍）のイメージングの可能性を，新しい装置を用いて検討を行った．この１年間の大きな進歩

は、強度の安定な量子マルチドットの合成に成功したこと、量子ドットをラット内骨格筋に導入して

衛生細胞の動きを捉えたこと，GFP タンパク質をマウス内に入れる方法が完成したこと、マウスが

ん細胞内の微小管動態の詳細を観察できたこと、心筋に GFP 融合タンパク質を導入して分子ダ

イナミックスを観察できたことである。マウスの in vivo を観察するための材料、導入方法そして実

際の観測が飛躍的に進んだ。 

 

 

§２．研究実施体制 

（１）「技術」グループ 

① 研究分担グループ長：樋口秀男（東京大学大学院理学系研究科） 

② 研究項目 

・In vivoナノイメージング装置の開発と生体運動のイメージング 

・技術開発とモデル化 
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（２）「骨格筋」グループ 

① 研究分担グループ長：春日規克（愛知教育大学教育学部） 

② 研究項目 

・骨格筋の機能と分子挙動解析 

・骨格筋電子顕微鏡解析 

・骨格筋蛍光抗体像の解析 

 

（３）「心筋」グループ 

①研究分担グループ長：福田紀男（東京慈恵会医科大学 細胞生理学講座） 

②研究項目 

・In vivo 心筋ナノイメージング解析 

 

（４）「量子ドット」グループ 

①研究分担グループ長：田口隆久（産業技術総合研究所） 

②研究項目 

・多色量子ドット材料の合成と計測解析技術の研究 

・細胞内導入技術研究 

・量子ドット材料研究 

・計測解析技術研究 

 

 



§3．研究実施内容 

In vivo(マウスなど)でイメージングするために，１．我々は明るく安定な量子ドットを作り，２．これ

に抗体や標的タンパク質を結合する．３．この量子ドット-タンパク質複合体をマウス内の細胞に導

入して，４．新たに開発した単一分子のイメージング装置にて，５．骨格筋，心筋，平滑筋，がん細

胞の運動を in vivoで３次元的に観測することである．この１年でそれぞれの研究で得られた結果と

新たに出てきた問題点を述べる． 

 

１．（田口班）  

前年度に改良ストーバー法で量子ドット（疎水性 CdSe/ZnS量子ドット）を多数、ガラスナノビー

ズにつめることに成功した８）。それを受けて、今年度は作製したガラスナノビーズを神経細胞に導

入する実験を進めている。また、非特異吸着を除去して目的の抗原にのみガラスナノビーズを接

着させるためのガラス表面処理方法について、樋口班と共同で研究を進めた。さらに、現状の量

子ドットの発光波長が 620 nm程度であるのに対して、in vivoでの応用を考えると 650 nm以上が

望ましいことがはっきりした。このため、新たな合成を開始した。 

従来、疎水性 CdSe/ZnS量子ドットは市販のものを用いていたが、波長 650 nm以上の市販品

(疎水性)は発光効率が低く希薄溶液中での务化も見られたため、新たな合成には使えないと判断

し、自分達で合成方法を開発することにした。文献で最も一般的な合成法ではトリオチルフォスフ

ィンオキサイド(TOPO)を量子ドット表面の配位子として使用する。しかしながら、TOPOには不純

物が含まれ、市販薬品のロットによって不純物の割合が違うために再現性良く合成できないことが

判明。別途 TOPOを使わない合成法を採用し、さらに工夫して波長 650 nm以上で高い発光効率

を得た。これをガラスナノビーズに封入するために、前年度に開発した方法を適用したが、発光効

率の低下、沈殿などが生じた。これは、量子ドットの表面状態が違うために、ゾル-ゲル過程でガラ

ス分子が均一に量子ドット表面に接着しないためであることが判明、現在、新たな合成法を開発中

である。 

これと並行して、輝度を上げる別の方法として金属ナノ粒子－量子ドット複合ガラスビーズの作製

を進めている。大きさ 10 nm程度の小さい金ナノ粒子を薄いガラス薄膜で覆うことに始めて成功し

た。反応速度を制御することで、金ナノ粒子表面にガラス分子を均一接着させることが重要なステ

ップであった。 

 

2．（樋口班） 

従来の方法でニポウディスク式共焦点スキャナによる観察は、撮像装置に CCDカメラを用いる

ことで高時間分解能で共焦点像が得られるため、さまざまな用途で活用されている 1）。しかし、あく

までも同時に観察できるのは、単一の Z位置の観察面に限られていた。これに対して、本研究で

は、ニポウディスク式共焦点スキャナを複数台使用し、複数の Z位置に共焦点面を作り出し、それ

ぞれの共焦点面をリレーレンズ系と投影ユニットにより一台のCCD受像面に分割して投影すること

で、複数の Z位置の共焦点画像を同時に記録すた。異なる Z位置の共焦点画像を得ることで、異



なる焦点面の現象を同時に見ることができた。さらに、従来法では観察物質のＺ方向の位置を正

確には知ることができなかったが、本発明では、同一の物質のＺ方向に位置を正確に算出できる。

一方、共焦点スキャナＢを取り去れば、透過照明像、位相差像、微分干渉像などを得ることができ

るので、共焦点スキャナＡで得られる蛍光像と同時にこれらの像を同時に観察できた。 

 

3．（春日班） 

吸引麻酔下にあるラットの下肢骨格筋(ひらめ筋)を M-cadherin-Qdot複合体/0.1M PBSで

incubationを行い in vivoにて観察した結果， Qdotが導入され筋衛星細胞(サテライトセル)の in 

vivo real-time imagingが可能となった９）．発生過程における形態形成ばかりでなく，生後の筋細

胞の成長(伸長肥大)にともなう筋核の増加などは，骨格筋内に局在するサテライトセルの増殖に

頼っている．新たな筋節が線維端に形成されながら細長く成長する筋線維において，長軸構造内

の均等配置を保った筋核数の増加は，筋線維上に分布は筋衛星細胞の増殖・遊走(細胞運動)・

分化によっていると考えられるが，発育期の筋衛星細胞の細胞運動について確認されていない．

そこで，発育初期にある筋衛星細胞の動態を in vivo バイオイメージングした．成熟したラットの無

傷ヒラメ筋に対して M-cadherin-Qdot複合体で incubationを行い，30分毎 90分間の観察を行っ

たが，筋衛星細胞の移動は観察されなかった．一方，生後 14日齢のヒラメ筋に対して

M-cadherin-Qdot複合体で incubationを行い in vivoにて 80分間の連続観察した結果，経時的

に移動する，M-cadherin+ 筋衛星細胞を確認することが出来た．遊走は筋線維中央側から筋節

が新生される筋端方向に起きており，観察できた筋衛星細胞の平均移動速度は 105nm/minであ

った. 

 

4．（福田班）  

4.1 心筋のサルコメアは中間活性化条件において，ゆっくりとした収縮相と素早い伸展相から成

る鋸波状の自励振動を示す（SPOC）．SPOC は，心筋細胞の端から端に渡り，動物種によって決

まった振動数で伝播される 15）．本年度，SPOCの普遍性を明らかにするため，幼弱ラット心筋細胞

（4 days）の Z線（α-アクチニン）に GFP を発現させ，電気刺激に対するサルコメアの応答性を解

析した．その結果，電気刺激頻度が低い時（1 Hz）には，サルコメア長変化は SPOC と逆位相であ

ったが，電気刺激頻度の上昇（最大5 Hz）にともない位相が反転し，SPOC様の振動現象が生じる

ことを見出した．この結果は，発育状態によらず，SPOC が心拍調節に積極的に関与していること

を示している． 

4.2 アデノウイルスベクターを用い，in vivo成熟ラットの心筋細胞のZ線（α-アクチニン）にGFP

を発現させた．心臓を摘出し，自動拍動時に観察すると，サルコメアの収縮・弛緩は心筋細胞内で

一様に生じるのではなく，SPOC様，すなわち細胞の端から端にわたって伝播されることが明らかと

なった． 

 

5．（樋口班）   



微小管結合タンパク質 EB1 の動態変化をマウス生体内において経時観察し、体内における細

胞内微小管の動態変化をナノメーター精度で解析した。微小管結合タンパク質（end-binding 

protein １, EB1 と略す）は微小管プラス端集積因子の一種で、他のプラス端集積因子と共に微小

管の機能制御に働いていると考えられているが、その機能の詳細は未だ不明である。EB1 分子の

局在は、微小管先端を起点にして尾を引くような様相を呈する。つまり EB1 の集積を追跡すること

で細胞内における微小管の動態を観察することが可能になる。本研究では、ヒト乳癌由来培養細

胞内で発現させた EB1-GFPのコメット様の局在を微小管伸長端マーカーとして利用し、動態の観

察・追跡を行った。観察にはスピンディスク型共焦点顕微鏡（横河・CSU）を使用した。自動輝点追

跡プログラムを用いて EB1-GFP コメットの輝度中心をナノメーター精度で追跡することにより、

EB1-GFPの細胞内速度分布を微小管伸長速度の細胞内分布として算出した。その結果、中心体

付近のEB1コメット速度は細胞膜付近のものより速いことが明らかになった。また、細胞外マトリクス

を模したゲル中で立体培養を行った細胞でも同様の傾向が見られた。さらに、生きたマウスの体内

における微小管動態を調査するため、GFP-EB1を発現したヒト乳癌細胞をヌードマウスに移植し、

移植細胞内のGFP-EB1の in vivo 観察を行うことに成功した。 In vivo において細胞内タンパク

質の動態を観察する本手法は、血流や免疫系、細胞外マトリクス等の多様な要素が存在する生体

内において、細胞の周辺微小環境変化への応答や、生体への剤投与に対する応答を分子レベ

ルで解析、定量することを可能にすると期待される。 
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（４－２） 知財出願 
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