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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア品質コントロールを定量的に可視化する蛍光プローブmito-SRAIを開
発し、パーキンソン病の病理診断と治療薬開発に応用した（Cell 2020）。人工基質AkaLumineに合わせて開発し
た人工酵素Akalucをもとに、新規生物発光システムAkaBLIを開発し、動物個体深部からの発光シグナルを、従来
と比べ100～1,000倍の強さで検出した（Science 2018）。細胞周期依存的ユビキチン介在タンパク質分解を多様
に改変することで、細胞周期のG1期・S期・G2期をそれぞれ赤・緑・黄の3色で識別するFucci（CA）を開発した
（Mol. Cell 2017）。

研究成果の概要（英文）：Mitophagy removes dysfunctional mitochondria through lysosomal degradation. 
Thorough investigation of the behaviors and fates of fluorescent proteins inside lysosomes enabled 
us to develop an indicator for mitophagy. Large-scale image-based high-throughput screening led to 
the discovery of a hit compound that induces selective mitophagy of damaged mitochondria. In a mouse
 model of Parkinson’s disease, we found that dopaminergic neurons selectively failed to execute 
mitophagy that promoted their survival within lesions. We performed directed evolution of firefly 
luciferase using a red-shifted and highly deliverable luciferin analogue to establish AkaBLI, an 
all-engineered bioluminescence in vivo imaging system. AkaBLI produced 100 to 1,000-fold brighter 
emission in vivo than conventional systems, allowing non-invasive visualization of single cells 
inside deep internal organs of freely moving animals.

研究分野： バイオイメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
上記いずれの開発技術もバイオイメージングの課題に真正面から取り組んで創り上げたもので各分野における可
視化技術を革新した。学術分野における普及はもちろん、産業分野への伝播も意図されている。実際、
mito-SRAIは武田薬品工業で創薬ツールとして導入され、AkaBLIは和光純薬で販売されている。他にも顕微鏡球
面収差自動補正装置Deep-C（BBRC 2018）はオリンパスと、液相分離の原理に基づく生体分子相互作用検出技術
Fluoppi（Sci. Rep. 2017）は医学生物学研究所との共同研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

レゾナンスバイオとは、狭義には、Resonance Energy Transfer (RET)（共鳴エネルギー

移動）のバイオイメージングへの応用を理論的かつ実践的に進めることを意味する。RET

は、分子サイズで起こる現象の光学顕微鏡観察を可能にするツールである。RET を利用す

るプローブの作製技術、RET 量の評価法および画像化技術、Energy Donor, Acceptor とし

ての色素の選択、RET 量の固定化技術等について、現在のバイオイメージングが直面する

課題を洗い出し、それらを解決する革新的技術を提案・実践していく。こうした課題の幾

つかについては、研究代表者が、最近の欧文誌（Annu. Rev. Biochem. 2011; Mol. Cell 

2015）の総説で解説を試みている。 

 

２．研究の目的 

レゾナンスバイオとはまた、広義には、バイオイメージング技術の協同的開発を通し

て、バイオサイエンスにおける異なる研究アプローチ間の共鳴を仕掛けることを意味す

る。 

研究代表者は、革新的細胞解析研究プログラム、セルイノベーション（H24-26 年度）に

参画し、細胞の個性を重視する遺伝子解析を行ってきた。例えば細胞周期を可視化する

Fucci 技術を upgrade し、細胞周期に沿って７色に標識・分画する技術 Fucci3.2 を開発し

た（Cell Cycle Rainbow）。従来の同調培養では見逃してしまうＳ期特異的遺伝子転写変

化を発見し、生化学実験の為の細胞分画においてバイオイメージングが発揮する威力を証

明した。本計画研究においては、細胞個性として、細胞周期に加え、酸化ストレス、炎

症、代謝等を観察していく。 

 研究代表者は、新学術領域研究「蛍光生体イメージング」（H22-26 年度）に参画し、生

物現象を個体レベルで観察、解析する技術を開発してきた。例えば新奇プローブとして、

FRET 型レチノイン酸プローブ GEPRA、ニホンウナギ由来のビリルビン蛍光センサーUnaG 等

がある。GEPRA や UnaG の改良を経て、現在、それらのトランスジェニックマウスが完成す

る状況にある。本研究では、生きた個体の様々な臓器、器官におけるレチノイン酸やビリ

ルビンの濃度勾配を直接に可視化することを一目標に掲げる。また、研究代表者は平成 23

年度に、固定組織を透明化して蛍光標識構造を３次元的に大規模再構成する技術 Scale を

開発した。現時点で Scale 技術の多角的改良が終了しており、レチノイン酸やビリルビン

の固定個体内濃度勾配を網羅的に解析することを一目標に掲げる。これらの代謝産物はモ

ルフォゲンや抗酸化物質として様々な研究領域で注目されている。本研究の成果を元に、

神経、癌、代謝、老化、感染症など複数の研究領域に跨がる共鳴を興し、新境界領域の創

成に繋げることを大目標に据える。 

 

３．研究の方法 

 

（１）RET プローブの理論的および実践的開発 

RET プローブの励起法について根本班と、RET プローブのトランスジェニックマウスの作

製および観察について松田班と連携する。 

（２）細胞個性の多角的理解を目指すバイオイメージング 

酸化ストレス可視化について神谷班と、細胞周期可視化について今村、松田班と連携す

る。 



（３）個体レベルで生物現象を観察、解析するためのライブおよび固定イメージング 

生物個体深部イメージングについて曽我、根本班と連携する。 

本計画研究で得られる画像の管理、処理、提示について横田班と密接な連携を図り、色

素・顕微鏡・ソフトの三位一体型研究開発を進める。また、蛍光タンパク質関連のライセ

ンス問題をクリアすることで、本計画研究成果物の産業界への普及に努める。 

 

４．研究成果 

（１）ストレスで傷ついたミトコンドリアは活性酸素などを放出し、その蓄積は細胞を死

に至らせる。そこで、傷害ミトコンドリアを選択的に細胞内ゴミ処理場リソソームに送り

込んで分解する仕組み「ミトコンドリア品質コントロール」が働いている。この仕組みに

異常が起こると、パーキンソン病などの様々な疾病が起こることが分かっている。リソソ

ームは酸性でタンパク質分解酵素に満ちている。こうした環境でびくともしない頑強な蛍

光タンパク質 TOLLES をまず開発した。さらに TOLLES を材料にミトコンドリア品質コント

ロールを定量的に可視化する蛍光プローブ mito-SRAI を開発した。パーキンソン病の病理

診断と治療薬開発に mito-SRAI が活躍することを証明した。すなわち、パーキンソン病モ

デル動物において、ミトコンドリア品質コントロールの不全と神経細胞の死が相関するこ

とを示した。さらにハイスループットスクリーニングを実践し、パーキンソン病治療薬の

候補化合物を見出すことに成功した。Cell, 2020. 

（２）生体組織などの屈折率が高く厚みのある標本を光学顕微鏡を用いて観察する際、対

物レンズから出射された光は焦点面にずれを生じ、観察像が不鮮明になる（球面収差）。

球面収差は、観察位置が深くなるにつれて増大するため、生体イメージングにおいて重要

課題である。１）回転を電動化した補正環と顕微鏡 Zステージを連動させ、焦点位置の変

化を補償する（Zlin-C）デバイスと、２）取得画像のコントラスト値が最大になるように

最適な補正環位置を計算するアルゴリズム（Peak-C）を作製し、これらから構成される自

動球面収差補正システム（Deep-C）を開発した。Deep-C をマウス生体脳イメージングに適

用した結果、特に大脳皮質深部において、光学的収差の少ないより鮮明な画像が得られる

ことを見いだしました。Biochem. Biophys. Res. Commun., 2018. 

（３）新しい生物発光システム AkaBLI を開発した。これは、人工基質 AkaLumine と、

AkaLumine に合わせて開発した人工酵素 Akaluc から構成される。深部からの発光シグナル

を、従来と比べ 100～1,000 倍の強さで検出できることがわかった。AkaBLI を用いて、マ

ウスの線条体の中の標識神経細胞からの発光を、無麻酔かつ自由行動の状態で非侵襲的に

可視化することに成功した。AkaBLI を使えば、注目する神経回路を遺伝的に Akaluc で標

識し、その活性化を非侵襲的かつ包括的にモニタすることができる。本技術は、高等動物

の高次脳機能をより自然な状況で解析するための技術として期待できる。また、Akaluc で

標識した腫瘍細胞がマウスの肺の毛細血管にトラップされる現象を一細胞レベルで可視化

することにも成功した。AkaBLI は、少数の腫瘍細胞や幹細胞の新生や移入、さらにその後

に起こる生着、増殖、転移などの現象を高感度にかつ定量的に観察することを可能にし、

動物個体を扱う生命科学分野で幅広い活躍が期待される。Science, 2018. 

（４）日本ウナギから遺伝子クローニングしたビリルビン結合性蛍光タンパク質 UnaG と

Calmodulin というカルシウム感受性タンパク質との融合タンパク質 BReleaCa を開発し

た。カルシウム存在下で UnaG のビリルビン結合が阻害されて蛍光が消光するので、カル

シウム濃度で UnaG のオン・オフ比を詳細に制御できる。超解像技術における標識ターゲ



ットの存在分布に応じて蛍光性タグの密度を制御できる技術開発を進めている。 

Biochem. Biophys. Res. Comm.,2018. 

（５）2008 年に報告した細胞周期プローブ Fucci は、G1 期を赤、S/G2/M 期を緑に標識す

る。しかし、S期と G2期を色分けすることができない。また、高速に増殖する細胞の短い

G1 期を検出できない。今回、細胞周期依存的ユビキチン介在タンパク質分解を多様に改変

することで、Fucci（CA）を新たに開発した。Fucci（CA）は、細胞周期の G1期・S期・G2

期をそれぞれ赤・緑・黄の 3色で識別する。通常の光学顕微鏡で蛍光シグナル分布を併せ

て観察すれば M期も識別でき、すなわち四つの細胞周期全てを光学的に分離することがで

きる。Fucci（CA）を用いて、培養細胞の紫外線に対する感受性が S期に最も高いことを

明らかにした。さらに、未分化性マウス ES細胞の極端に短い G1期を確実に検出できるこ

とが分かった。Mol. Cell, 2017. 

（６）phase separation（水と油の例にみられる相分離）を利用し、生きた細胞内でタン

パク質間相互作用（PPI: protein-protein interaction）をイメージングする手法

Fluoppi を開発した。従来、観察対象(X)に融合する蛍光タンパク質(FP)は単量体 FPが好

まれていた。多量体 FPを使用すると Xが多量体化し、本来の機能を果たせなくなる恐れ

がある為である。しかし Fluoppi ではこの欠点を活用し、タンパク質間相互作用を変幻自

在な liquid phase droplet として可視化することに成功した。従来の PPI 検出手法とは

異なり、無制限のダイナミックレンジを誇る検出手法である。本手法では、p62 タンパク

質由来の多量化能を有するドメイン(PB1)と、4量体 FPの Azami-Green(AG)をそれぞれ任

意のタンパク質 X, Y に融合する。Xと Yの相互作用により、PB1 と AG を介してクロスリ

ンクが起こり、その結果、PPI を蛍光性の輝点として検出することができる。本手法は近

年新しいメカニズムの治療薬として注目されている PPI 阻害薬の評価に適しており、今

後、PPI 創薬研究を飛躍的に加速させることが期待される。Sci. Rep., 2017. 
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