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研究成果の概要（和文）：ホタルの発光タンパク質であるルシフェラーゼを用いて、ＣＲＥＢの

活性化（リン酸化）を生きたマウスの脳を用いて計測できる実験系を構築した。23 年度はマウ

スにかける麻酔の種類とタイミングを調節することによって、発光計測が可能になったことを

報告したが、24年度は無麻酔の状態のマウスの脳を用いて、ＣＲＥＢの活性化を計測すること

に成功した。この無麻酔ＣＲＥＢ活性化計測システムを用いて、抗うつ剤の生体脳内ＣＲＥＢ

活性化に与える影響を解析した結果、脳内のリン酸化ＣＲＥＢの上昇に伴って発光が上昇する

ことが確認できた。 

 
研究成果の概要（英文）  In 23rd fiscal year, we succeeded in developing the CREB 
phosphorylation detecting system using anesthesized mouse by adjasting the timing and 
amount of anesthesia. In this year, we succeeded in observing CREB phosphorylation in 
non-anesthesized mouse. We confirmed acute adminidtration of Fluoxetine up-regulated 
the light intensity from mouse brain which indicated the CREB phosphorylation. And we 
also confirmed the up-regulation of CREB phosphorylation after Fluoxetine treatment by 
westernblotting.  
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１．研究開始当初の背景 
培養細胞レベルで明らかにされた蛋白質の
挙動（リン酸化、蛋白質相互作用など）は、
どのように生体レベルの現象（記憶学習、病
気など）と連関しているのだろうか？例えば、
培養神経細胞を興奮させると cAMP response 
element binding protein（ＣＲＥＢ）のリ
ン酸化が起きるが、実際の生体脳で記憶が形
成されるとき、どの部位でどういったタイミ
ングでリン酸化が起きるのだろうか？これ
らの疑問に答えるには、生体中の蛋白質挙動
を生きた動物でリアルタイム計測しなけれ
ばならない。しかし現在ある生体計測技術

（ｆＭＲＩ，ＰＥＴ，脳内電極など）はいず
れも生体内蛋白質の相互作用などの挙動を
リアルタイム計測するものではない。また、
主に培養細胞で用いられている、蛍光蛋白質
を用いたＦＲＥＴによる蛋白質挙動計測も、
生体に応用することは膨大な自家蛍光によ
って不可能である。 
 
２．研究の目的 
申請者は、生体内での蛋白質挙動を計測する
ことを目標として、自ら開発した、蛋白質挙
動を検知するために改変した発光蛋白質と、
トランスジェニックマウス作製技術を融合
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することを考案した。ホタルの発光蛋白質ル
シフェラーゼは、蛍光蛋白質と異なりノイズ
シグナルが非常に少ないことや励起光が不
必要であることが特徴である。この発光蛋白
質に特定の蛋白質の活性を検知して発光す
る能力を持たせ、マウスの生体に発現させる
ことで、特定の蛋白質の活性を計測すること
を可能にする計画である。このようなマウス
は報告がなく、成功すれば生体内の蛋白質挙
動を計測する初めての方法となる。 

図 1 研究の流れ 
 
 
３．研究の方法 
ＣＲＥＢのリン酸化、培養細胞レベルで計測
できるプローブ蛋白質をすでに開発した。こ
のプローブは発光蛋白質ルシフェラーゼを
Ｎ末端、Ｃ末端に分けることにより、発光能
を失ったルシフェラーゼが蛋白質ＡとＢの
結合によって再び発光能を取り戻す。アクチ
ン重合検出プローブは、アクチンとスプリッ
トルシフェラーゼＮ末端、Ｃ末端との融合蛋
白質であり、細胞内に発現させ、アクチン重
合フィラメントに取り込まれ、スプリットル
シフェラーゼのＮ末端とＣ末端が近接した
場合に発光する。これらのプローブ蛋白質を
発現するトランスジェニックマウスを作製
するためには 1つのベクター上で 2つのプロ
ーブ蛋白質を発現させなければならないた
め、ＩＲＥＳ、２Ａペプチドといった近年報
告された技術を用いてトランスジェニック
マウス作製用コンストラクトを作製した。 
 トランスジェニックマウス作製にはマウ
スアクチン遺伝子周辺のゲノム配列を含む
BAC（バクテリア人工染色体）を用いた。BAC
中のアクチンをコードする配列を、大腸菌内
相同遺伝子組み換え法により、プローブ蛋白
質の配列で入れ替え、その遺伝子組み換えＢ
ＡＣをマウス受精卵に注入することでトラ
ンスジーンを発現するマウスを作製した。 
 
 
４．研究成果 
 
トランスジェニックマウス作製は、問題なく
終了した。作製前には、発現するトランスジ
ーンによって毒性が生じるのではないかと
いう懸念があったが、実際に作製したトラン
スジェニックマウスは正常に成長し、外見や
健康に異常は見られなかった。 
 トランスジェニックマウスは作製当初ト

ランスジーンを片側の染色体にしか持たな
いヘテロ接合体であったが、その後交配する
ことによってホモ接合体となった。ホモ接合
体は発生上の異常は示さず、ホモ同士の交配
も可能であったので、以後の実験ではホモ接
合体を使用した。 
次に実際にマウス脳から発光が検出でき

るか実験を行った。麻酔後、マウスにルシフ
ェリンを腹腔内注射し、脳からの一定時間当
たりの発光量を計測した。その結果、バック
グラウンドノイズに比べて明らかに高い発
光量を示した。これは脳内でＣＲＥＢリン酸
化に並行してプローブ蛋白質の発光が起き
ていることを示している。ただし、この場合
マウスに麻酔をかけているので、神経系の活
動が覚醒時に比べ大きく異なっている。これ
を受けて次に無麻酔状態でのマウス脳から
の発光測定を試みた。覚醒状態のマウス脳か
ら発光を計測するために、マウスの固定法を
構築し、発光を計測したところ十分な発光量
が計測できた。 
この実験系を用いて、抗うつ剤である

fuluoxetine(FLX)をマウスに単回投与した
場合の発光量の変化を計測した。実験ではマ
ウスに 20mg/kg のＦＬＸを腹腔内投与し、1
時間後に脳からの発光を計測した。 
 

 

 



 
図 2 （Ａ）FLX 処理前のマウス脳からの発
光量計測。 
（Ｂ）FLX 処理後のマウス脳からの発光。発
光量が増大している。 
（Ｃ）発光量をグラフで表したもの 
 
図 2 にあらわされるように、ＦＬＸ投与後 1
時間で大きく発光量が上がった。これは脳内
のプローブ蛋白質がＣＲＥＢリン酸化に伴
って構造を変え、発光量を増大させたためで
ると考えられる。次に実際の脳内でリン酸化
ＣＲＥＢの量が増加しているかウエスタン
ブロット法を用いて調査した。 
 

 
図 3 マウスにＦＬＸ（20ｍｇ/ｋｇ）を投与
して 1時間後の大脳皮質を採取し、ウエスタ
ンブロット法によって解析した。ＦＬＸによ
ってリン酸化ＣＲＥＢの量が増加している。 
 
これらの結果により、今回作製したトラン

スジェニックマウス中のプローブ蛋白質が、
内在性ＣＲＥＢのリン酸化に応じて、発光量
を上げることが証明された。また同時に抗う
つ剤の単回投与が脳内のＣＲＥＢのリン酸
化を 1 時間程度で誘導することも発見した。
つまり、生きたマウスの脳内でのＣＲＥＢリ
ン酸化をイメージングすることに成功した
といえる。これにより挑戦的萌芽研究の当初
の目標を達成することができた。 
今後は、抗うつ剤の効果が表れることにＣ

ＲＥＢのリン酸化がどうかかわっているか

を調査する予定である。強制水泳などの行動
解析でうつ症状の程度を計測する前後で、脳
からの発光がどう変化するか調査する。それ
らの結果を基にして、発光量変化とうつ症状
との相関があるかどうか、統計的に解析して
結論をつける。 
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