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研究成果の概要（和文）：分解調節が可能な近赤外蛍光プローブを開発することによって、高い時間分解能をも
つ生きたマウスでの非侵襲イメージングを実現することができた。また蛍光と生物発光を組み合わせた多重解析
法も確立することができた。また、本研究で樹立したモデルマウスを応用することによって、現在注目度が上が
っている新しいイメージング技術、光音響イメージングを実施し、その有効性を確認することができた。今後、
これらの技術は疾患についての解析や創薬において非常に威力を発揮することが期待される。

研究成果の概要（英文）：By developing degradation-regulated NIR fluorescent probe, we have realized 
high time resolution non-invasive imaging with living model mice. We have also developed 
fluorescent-bioluminescent dual imaging method. Furthermore, we applied established model mice.  In 
future, these techniques would be very powerful approach for analysis of diseases and drug 
discovery. 

研究分野： バイオイメージング

キーワード： 蛍光　非侵襲　モデルマウス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
   現在、iPS・ES 細胞や様々な組織幹
細胞を用いた再生医療研究、ガンの発
生・転移メカニズム研究、統合的な神経
活動の研究など、実験動物での高度な蛍
光イメージング技術の要望が強く、特に
生きたままでの in vivo 解析技術への要
求度が高い。例えば iPS 細胞の樹立には、
Nanogの制御下にGFPを挿入したマウス
が使用され、生体内での autophagy 研究
では、autophagosome に結合する LC3 に
GFP を融合したタンパク質を発現する
トランスジェニックマウスが利用され
るなど、蛍光タンパク質を応用したイメ
ージングは、非常に強力な in vivo 解析手
段となっている。 
 こうしたイメージングにおける次の
課題として、いかに長期にわたって安定
かつ実験動物の生理的な状態を乱さず
イメージングを継続できるか？ とい
うことが重要である。 
 哺乳動物では、ヘムや水による吸収が
少ない近赤外領域（650 nm〜900 nm）は
「光学的窓」と呼ばれ、数 cm の深さま
で光が浸透できることが知られている
（1）。この近赤外イメージングを応用す
ると、マウスであれば体内の３次元トモ
グラフィーが実現できる。研究代表者は、
この近赤外イメージング実現のため、近
赤外蛍光物質の混入がなく、マウスの健
康も維持できる 
特殊飼料「iVid#2」
の開発、2011 年に
報告された新し
い近赤外蛍光タ
ンパク質 iRFP（2）
を応用した先行
研究によって、
「非侵襲近赤外
２カラー３次元 
蛍光イメージン
グ」（図１）を実
現させてきた。 
 こうした準備
の積み重ねを踏
まえて、本研究
では、発光や光
音響といった
他のモダリテ
ィと融合した
高度技術を開
発するととも
に様々なトランスジェニック（Tg）マウ
ス、ノックインマウスを樹立して、疾患
や病態が非侵襲に検出できるモデルマ
ウスシリーズや、哺乳動物での高度な in 
vivo解析が必要な、ガン・神経・免疫・
再生などの高次生命現象の新たな解析
手段を確立する。 

  2006 年から「動物の愛護及び管理に関

する法律」が改正施行され、実験動物に
ついても、苦痛の軽減は義務事項に、使
用数の削減、代替方法の考慮は配慮事項
と定められた（2005 年動物の愛護及び管
理に関する法律（動物愛護法）の改正、
2006 年実験動物の飼養及び保管並びに苦
痛の軽減に関する基準参照）。非侵襲解析
が可能になれば、より少ない動物数での
経時的観察が可能となり、また外科的な
処置を伴わないことにより、動物の生理
的状態を乱さず、実験の精度は向上し、
実験動物福祉に多大な貢献が可能になる。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、数年来準備を進めて来た
近赤外非侵襲蛍光イメージング技術を一
層高度化するとともに、適切なモデルマ
ウスの樹立を進める。そのために以下の
テーマを複合的に推進することによって、
マウスイメージングを高次生命現象の解
明、疾患・病態の解明に高度に利用でき
る技術を確立する。 

1. 薬剤によって制御可能な時間ウイン
ドウ設定技術の開発  

 時々刻々と変化する神経活動や免疫応
答、病態の進行を的確にとらえるには、
特定の時期に限局して起こっている事象
をイメージングするための「時間ウイン
ドウ」設定技術が必要である。そこで研
究代表者が特許取得済みの「抗生物質に
よるタンパク質分解制御技術」を応用し、
ドキシサイクリン投与中に体内で起こっ
た現象だけを取り出して自在にイメージ
ングする技術を確立する。また、研究代
表者は近赤外蛍光タンパク質 iRFP が免
疫学的に拒絶される場合があることを見
いだしているので、これもさらに組み合
わせて自由自在に狙った場所で自己免疫
的な組織障害を引き起こす技術も確立す
る。 
 
２. 発光・蛍光デュアル技術開発と応用 
 癌研究において、低酸素環境下では抗
がん剤や放射線治療の効果が低下し、癌
幹細胞もまさに低酸素環境下に存在す
ると考えられていることから、腫瘍内の
低酸素環境を解析することは非常に重
要である。しかし、ルシフェラーゼ反応
は酸素要求性で低酸素では光らず、従来
の蛍光タンパク質の発色団形成も酸素
要求性の酸化反応であるため低酸素で
は成熟できず、適切な手段がなかった。
しかし、研究代表者が応用を進める近赤
外蛍光タンパク質は、従来の蛍光タンパ
ク質と異なり、細胞内ビリベルジンを取
り込んで発色団にするため、低酸素下で
も蛍光を発することができる。そこでこ
れを酸素依存的な発光イメージングと
組み合わせ、動物体内の低酸素環境を定
量的に非侵襲モニタリングする技術を

図１ 蛍光タンパク質
iRFPと色素 ICGを生き
たマウス体内で同時に
３次元イメージングで
きることを示した。CT
断層像と位置が一致。 



開発する。 
 
3. 光音響イメージング技術の確立 
 ここ数年で、２光子顕微鏡の普及もあっ
て intra vital microscopy (IVM)を行う研究者
が増加しており、これはモデル動物体内で
細胞相関や細胞の移動を解明するには有用
である。しかしごく微小な領域を拡大する
IVM を実施しようとしても、どこに視野を
設定し必要に応じて部分切開すべきか？ 
の判断は極めて難しい。そこで「非侵襲近
赤外蛍光イメージング→光音響イメージン
グ→IVM」とシームレスに見るべき場所を
確定できるマルチモダリティ系を構築し、
実験時のマウスの負担を大幅に改善する。 

 
３．研究の方法 
 
１. 薬剤によって制御可能な時間ウイ
ンドウ設定技術の開発  
1-1.分解制御できるプローブ開発 
 分解調節近赤外プローブのマルチカ
ラー化に取り組み、複雑な現象や疾患の
イメージングを可能にする。また、高い
時間分解能や誘導率を示す高機能版の
開発も進める。 
1-2. 分解制御系を応用したモデルマウ

ス開発 
 TetDeg-iRFP を疾患の発症依存的に発
現するマウスを樹立し、イメージング実
験を実施する。 
 
２.発光・蛍光デュアル技術開発と応用 
 低酸素環境を積極的にイメージングす
るために、低酸素耐性な iRFP を応用し、
酸素依存分解配列(ODD)をつないで低酸
素下でのみ分解を免れて光る蛍光プロー
ブと、酸素依存的な発光タンパク質を単
一発現系で同時発現できるシステムを構
築し、蛍光と発光の逆転により酸素濃度
依存性を定量的にかつ非侵襲に解析でき
る系を構築する。 
 
３. 光音響イメージング技術の確立 
 光音響イメージングを応用することで、
非侵襲３次元イメージングと IVM の間を
つなぐ解像度と精度のモダリティを組み
込むことによるシームレス化を実現する
ため、作成するモデルマウスを用いて実
際に計測を実施し技術的な面を明らかに
する。 

 
４．研究成果 
 
１. 薬剤によって制御可能な時間ウイ
ンドウ設定技術の開発 
1-1.分解制御できるプローブ開発 
分解調節近赤外プローブのマルチカラー化

を実現した。ただし誘導効率が著しく低下
するケースが見出され、その原因を探るこ
とを試みたが、明快な結論はえられなかっ
た。 

1-2. 分解制御系を応用したモデルマウ

ス開発 
 マウスでのイメージング上、大きな障害
となりうる iRFP の免疫学的拒絶の詳細を
解析し、その回避方法を実現することに成
功した。また、 iRFP と回避タンパク質の
発現バランスが重要であることを見出した。 
 免疫活動を非侵襲モニターできる免疫イ
メージングマウスの樹立に成功し、胸腺や
リンパ節の非侵襲イメージングを実現し、
モニターできるようになった。 
 分解制御タンパク質を発現するイメージ
ングマウスのうち、病的な線維化にともな
うコラーゲンプロモーターの活性をモニタ
ーできるモデルの発現解析を進め、最終的
に複数種類の異なるプロモーターを用いた
モデルマウスを樹立した。さらに、分担者
と進めている免疫イメージングのモデルマ
ウスも樹立できてきたので、拒絶時に集積
するリンパ球のイメージングを実施するこ
とができた。 

２. 発光・蛍光デュアル技術開発と応用 
 研究分担者と進めていた血管系イメージ
ングに蛍光・発光をデュアルに解析できる
プローブを応用した成果を得ることができ
た。また、予定していた、低酸素依存的に
発光強度が適度に減少する適切な発光系の
選択と共発現系の構築をすすめ、共発現細
胞株を樹立することができた。 

３. 光音響イメージング技術の確立 
 期間中遅れ気味だった本テーマも、最終
的には iRFP 発現マウスを用いた光音響計
測を実施できた。解像度・感度・定量性な
どについて、本研究で開発したモデルマウ
スを使って詳細に分析することができ、蛍
光色素の密集度により逆に不利になるケ
ースも見出した。その結果にもとづいて、
光音響での解析に適したモデルマウスと
そうでないものとを明らかにできた。 
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