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研究成果の概要（和文）：本研究では、抜歯窩での創傷治癒過程での「内在性」の生体内MSCの動態を可視化す
るために、テトラサイクリン誘導発現系システムとPA-Creシステムを合わせることで、in vivoでの青色光/細胞
種特異的なDNA組み換え反応を可能とするTRE-PA-Creマウスノックインマウスを作製した。従来不可能であった
「時間・空間（光照射時/部位）特異的」な精度を持つ生体内遺伝子操作が可能となった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we generated a tTA-dependent photoactivatable Cre-loxP 
recombinase knock-in mouse model (TRE-PA-Cre mice) using a CRISPR/Cas9 system. These mice were 
crossed with ROSA26-tdTomato mice (Cre reporter mouse) to visualize DNA recombination as marked by 
tdTomato expression. We demonstrated that external noninvasive LED blue light illumination allows 
efficient DNA recombination in the liver of TRE-PA-Cre:ROSA26-tdTomato mice transfected with tTA 
expression vectors using hydrodynamic tail vein injection. The TRE-PA-Cre mouse established here 
promises to be useful for optogenetic genome engineering in a noninvasive, spatiotemporal, and 
cell-type specific manner in vivo.

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 光操作　遺伝子改変マウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来不可能であった「時間・空間（光照射時/部位）特異的」な精度を持つ生体内遺伝子操作が可能となり、今
後、様々な組織・細胞で生物医学研究の新規戦略手法として幅広く使用されることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
近年、ビスフォスフォネート（BP）製剤・デノスマブ等の骨吸収抑制薬の投与中の患者が、抜歯
などの侵襲的歯科治療の後に顎骨壊死を発生する「薬剤関連顎骨壊死（MRONJ）」が大きな社会問
題となっている。しかし、病態理解や治療法が確立されておらず、BP 製剤等の投与中は感染源
除去等の最低限の抜歯処置ですら、その誘因となる可能性から実施できず、休薬プロトコルに従
っているのが現状である。 
抜歯後の創傷治癒や、歯槽骨の恒常性維持のためには、組織幹細胞である間葉系幹細胞

（Mesenchymal Stem Cell, MSC）の供給が不可欠である。MSC は、様々な組織や骨髄にプールさ
れており、組織が損傷を受けると、この幹細胞ニッチから組織修復部位へリリースされ、再生の
場で増殖、分化することが報告されている。申請者らは、抜歯窩創傷治癒部位に、組織再生に最
適化された MSC が多量に存在することを明らかにしてきた。当初、MRONJ 患者では、抜歯後の骨
吸収が抑制されることによる、カップリング破綻としての骨形成不全（＝骨再生不全）がその骨
壊死の原因と捉えられてきたが、近年、治癒過程における血管内皮細胞や MSC の供給不全、機能
不全が原因であるとする報告がなされた(Clin. Cancer Res., 2011, 15, 1405-1414)。また、
MSC の全身投与により症状が改善する（黒嶋ら、日本補綴学会誌抄録集、2016）という報告も、
MRONJ が、MSC の機能不全もしくは動員不全を原因とする疾患であるという仮説を支持するもの
である。したがって、傷害の場に、動員されるべき MSC を集積させることが MRONJ の治療に重要
であり、その動員・集積の分子レベルでの理解が、MRONJ の治療法の開発につながると考えられ
る。しかし、これまで以下の大きな 2つの問題点があり、この生体内 MSC の動員メカニズムを明
らかにすることができなかった。 
 
問題 1：これまで生体内で機能する MSC の各分化細胞（例えば、骨芽細胞）への階層性/系譜を
区別できる分化マーカーが同定されていなかったため、抜歯部位のような損傷・再生部位におい
て、どのような系譜のどのような分化レベルの細胞が時空間的に集積しているかを検討できな
かった。 
 
問題 2：MSC による組織修復は、時間・空間・数量的に緻密に制御され、傷害時に MSC が組織内・
組織間を移動（＝傷害部位へ動員）することで成立する。しかし、(1)MSC の元々の動員元を特
異的に標識可能な遠隔移動トラッキング技術がなく、幹細胞の動態をトレースできなかったこ
と、(2) 生体内での空間的制御下において「動態制御因子」の機能解析を実施できなかったこと
から、創傷治癒や免疫寛容性を発揮する際の間葉系幹細胞の挙動や役割、その分子メカニズムを
十分に解明できなかった。 
 
これに申請者らは、以下の策を準備した。 
 
問題 1に対し： MSC での骨芽細胞分化の必須因子である Runx2 を、特定の細胞・時期に欠損可
能なマウスを開発し、同マウスでのフローサイトメトリー解析により、Prx1 と Sca1 共陽性な
MSC（= Prx1+Sca1+MSC）の系譜にて骨形成が行われることを発見した。すなわち、どのような目
印を持つ MSC が、どのような細胞となり、骨形成に重要であるのかを生体内で明示することに成
功した。 
 
問題 2に対し：Cre recombinase(Cre)–loxP 部位特異的 DNA 組換え酵素反応は、標的遺伝子の
塩基配列をゲノム DNA 上から除去、または挿入するための非常に強力なツールとして世界中で
幅広く利用されており、現在におけるマウス遺伝子操作技術研究においては欠くことのできな
い手法である。このシステムを時間的に制御するためには、タモキシフェンのような薬剤誘導法
を用いて調節を行うことができるが、空間的制御できないことが問題点であった。研究分担者で
ある佐藤らは、DNA 組み換え酵素(Cre)に光スイッチタンパク質を連結することで、青光照射で
DNA 組み換え反応をコントロールできる光活性型 Cre(Photoactivatable(PA)-Cre)を開発した。
これらの光操作システムは、従来のものに比べ、光応答性・効率の点において大幅な改善が見ら
れ、生体への応用が可能となった。PA-Cre システムを使用することで、生体外からの光照射に
より、特定のマーカーを持つ細胞を時間・空間特異的に標識し、その挙動を生体内でトラッキン
グし、かつ同細胞で働く遺伝子機能をコントロールすることができる。 
 
２．研究の目的 
 
上記事前研究成果を基盤とし、抜歯窩での創傷治癒過程での「内在性」の生体内 MSC の動態を可
視化し、遺伝子レベルでのその挙動を理解することで、MSC の動員を伴う組織修復システム（ど
のような性格を有する MSC が、どこから、どのようにして動員され再生されるのか？）を理解す
ることができる。動員必要分子の同定により、動員されるべき MSC を、傷害の場に集積させる方
法を開発することが可能となり、それは MRONJ の新規治療法につながる。このような GOAL を目
指すうえで本研究では、テトラサイクリン誘導発現系システムと PA-Cre システムを合わせるこ
とで、in vivo での青色光/細胞種特異的な DNA 組み換え反応を可能とする PA-Cre ノックインマ



ウスの作製を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
PA-Cre システムとテトラサイクリン誘導発現系(Tet-On/Off)システムを組み合わせたベクター
(TRE-PA-Cre ベクター；図 1)を作製し、βアクチン遺伝子座への Cas9 ノックイン技術を用いて
受精卵に注入した。生まれてきたマウスのゲノム DNA シークエンス解析により、TRE-PA-Cre ベ
クターがβアクチン遺伝子座に導入されたことを確認した。また、マウスが実際に Tet-Off シス
テムにおける tTA により断片化 Cre を作り、青色光に応答して活性化型 Cre として働くかを評
価するために、TRE-PA-Creマウスを、CreによりtdTomatoを発現できるROSA26-loxP-stop-loxP-
tdTomato(Rosa26-tdTomato)マウスと交配することで検討した。 
 

図１：光スイッチタンパク質を利用した Cre 活性の ON/OFF  
 
４．研究成果 
 
TRE-PA-Cre ベクターを作製し、βアクチン遺伝子座への迅速な Cas9 ノックイン技術を用いて受
精卵に注入したところ、TRE-PA-Cre ベクターがβアクチン遺伝子座導入されたマウスを得るこ
とに成功した(＝TRE-PA-Cre マウス)。これらのマウスが実際に光応答的に DNA 遺伝子組み換え
を起こすかを検討するために、TRE-PA-Cre マウスと Rosa26-tdTomato マウスとを交配し、交配
して作出したマウス（TRE-PA-Cre:ROSA26-tdTomato マウス）に tTA 発現ベクターを迅速に肝臓
へ導入する HTV 法により尾静脈注射を行った。その後蛍光灯または青色 LED 光下で照射を行い、
注入から 24 時間後に肝臓を摘出し、顕微鏡下で tdTomato の発現観察を行った。その結果、蛍光
灯下においたマウスの肝臓では tdTomato の発現を確認できなかったが、青色 LED 光下においた
マウスの肝臓では tdTomato の強い発現が観察された。このことから我々が作製した TRE-PA-Cre
マウスは tTA 存在下で外部光源による非侵襲的な照射で DNA 組換えを誘導可能であることが証
明された（Takao et al, Biochem Biophys Res Commun. 2020; 526:213-217.）。現在、間葉系
幹細胞で発現する tTA マウスを作製中であり、開発した TRE-PA-Cre マウスと交配することで、
間葉系幹細胞の空間特異的ラベリングが可能となり、臓器間移動後の幹細胞の系譜追跡も可能
であり、幹細胞生物学分野に新しい概念を提唱することが可能となる。 
 
光遺伝学を用いたゲノム編集技術は細胞やマウスへ導入することで報告されてきたが、光応答
性遺伝子改変マウスの報告はこれまでなかった。今回の成果は光応答性 Cre システムに加え、細
胞特異性をもつテトラサイクリン誘導発現システムを導入した TRE-PA-Cre マウスであることか
ら、このマウスを使用することで「生体組織」で、「細胞種（特定プロモーターで ON）特異的」
かつ、従来不可能であった「時間・空間（光照射時/部位）特異的」な精度を持つ生体内遺伝子
操作が可能となり、今後、様々な組織・細胞で生物医学研究の新規戦略手法として幅広く使用さ
れることが期待される。 
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