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1. はじめに

二 光 子 レーザー顕微鏡（以下

TPLSM; two-photon laser scanning 

） microscopyは、エ不Jレギーが低い長

波長レーザーを光源として用いるた

め、組織侵襲性が低く、組織透過性が

高い。すなわち、生きたままの組織や

細胞の観察が可能（低光毒性）で、組

織表面から数百マイクロメートルと

いった深部の観察が可能（高透過性）

である。

これまでは、脳神経領域において神

経活動依存性のシナプスの形態変化

の研究に用いられ画期的な進歩をも

たらしてきた (1,2)。一方、我々の専

門領域である腹腔内臓器の二光子レ

ーザー顕微鏡を用いた観察の報告は

ほとんどない (3,4)。その理由の一つ

として、マウスの呼吸運動、心臓の拍

動による画像への影響が挙げられる。

そこで我々は神経再生医学教室との

共同開発により、呼吸、心拍による動

きを最小限にする腹腔内臓器固定法

を確立し (patent number: 2007-

129723)、TPLSMによる腹腔内臓器、

とくに消化管の高倍率、高分解能な生

体内リアルタイム画像を得ることに

成功した (5)。

さらに、 TPLSMは数百マイクロメ

ーターまでの深部観察可能であるこ

とから、マウス大腸壁を漿膜から管腔

側の粘膜まで観察する方法（漿膜アプ

ローチ法）を確立した。これにより、

大腸を切開することなく粘膜から漿

膜までの各層の細胞レベルの観察が

可能となった(3次元断層イメージン

グ）。

漿膜アプローチ法に加え、開腹、大

腸の創外脱転、固定、閉腹の各ステッ

プの工夫による手術侵襲の最小限化

と、癒着防止フィルムを用いることで

同ーマウスにおける大腸を経時的に
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TPLSMで観察できるようになった。

つまり、同一マウスの大腸を生理学的、

機能的に‘生きた細胞’の状態で数日

後、数ヵ月後も繰り返し観察でき、病

理組織標本画像に勝るとも劣らない

形態学的評価を可能にした。

本研究では、 TPLSMを用いた腹腔

内臓器の生体内リアルタイム画像の

実際を紹介し、 GFP-アクチン—トラン

スジェニックマウスを用いた、デキス

トラン硫酸ナトリウム(DSS;Dextran 

Sulfate Sodium)誘発大腸炎における

大腸菌の bacterialtranslocationの生

体内リアルタイム画像を報告する。

2. 方法

2-1. 実験動物

C57BL/6 GFP- アクチン—トランス

ジェニックマウス（以下、 GFPマウ

2-2. 腹腔内臓器固定法

GFPマウスを開腹し、標的臓器を

創外に脱転させ、平座金（平ワッシャ

ー）に固定する(patentnumber: 2007-

129723)。必要に応じて接着剤を用い

る。

2-3. TPLSMセットアップ

TPLSMは SpectraPhysics製の

Mai Tai Ti: サファイアレーザーと

Olympus社製の BX61WIとFVlOOO-

2Pを用いてセットアップした。

2-4. DSS誘発大腸炎

2% (w/v)のDSS(MP Biomedicals, 

Solon, OH; MW  36,000-50,000)を

GFPマウスに 7日間自由飲水させる

ことで作成した。

ス）を用いた (Okabe,M., et al., 2-5. RFP標識大腸菌

FEES Lett (1997) 407:315-319)。 E.coliDH5 a Competent Cellsと

pDsRed2 (Clontech, Mountain View, 

CA)を用いて作成した。
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3. 結果
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3-1. 図 1-a:腹腔内臓器固定法、 b:漿

膜アプローチ法による盲腸壁の観察、

c: 肝臓の観察、 d:牌臓の観察

腹腔外に脱転し、平座金による固定

により 600倍の生体内リアルタイム

画像が得られる。

3-2. 図 2-a:正常大腸粘膜断層像

(X200)、b:3日目の DSS誘発大腸炎

(XlOO)、c:7日目の DSS誘発大腸炎

(X200) 

大腸粘膜固有層に白血球浸潤、陰窟

の破壊、白血球の rolling、血管壁への

接着、陰腐上皮細胞間隔、血管内皮細

胞間隔の開大を認めた。

3-3. 図 3-a:正常大腸陰窟 (X1200)、

b: 正常粘膜血管壁 (X1200)、c:DSS 

誘発大腸炎の陰窯 (X600)、d:DSS誘

発大腸炎下の血管壁 (X1200)

図 2の強拡大像

3-4. RFP-E. coliを用いた bacterial

translocation model : 図 4-a:正常大

腸陰寓 (X600)、b:DSS誘発大腸炎

(X600)、c:DSS誘発大腸炎 (X1200)

正常粘膜では、 RFP標識 E.coliは

陰窯上皮細胞内に存在していたが、

DSS誘発大腸炎では粘膜固有層の血

管壁に接着していた。また、 RFP標識

E. coliが管腔から炎症により開大し

た陰腐上皮細胞間隙より血管内へ侵

入する像を動画で捕えた。

4. 考察

我々が開発した腹腔内臓器固定

(patent number: 2007-129723)併用、

TPLSMによる腹腔内臓器観察法によ

り、高倍率、高分解能な生体内リアル

タイム画像を得ることができる。今回、

難病の一つである潰瘍性大腸炎の動

物モデルである DSS誘発大腸炎にお

いて bacterialtranslocationのメカニ

ズムの解明にTPLSMを用いた生体内

リアルタイム画像が有用であった。す

なわち、DSS誘発大腸炎では炎症によ

り陰窯上皮細胞間隙が開大し大腸管

腔内に存在する E.coliはその間隙か

ら直接血管内に侵入することを生体

内リアルタイム画像として捕えるこ

とができた (5)。

今後、潰瘍性大腸炎の治療薬による

効果を同ーマウスにて、長期間繰り返

し観察することにより、生理学的、機

能的に‘生きた細胞’の治療反応を形

態学的に評価できるが可能性がある。

このシステムを用いることにより、

腹腔内臓器疾患の病態の変化や治癒

過程が‘生体内’で‘リアルタイム’に細

胞レベルでの観察が可能となり、疾患

の病態解明だけでなく、新規治療薬の

生体内リアルタイム評価法に応用で

きると思われる。
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