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研究成果の概要（和文）：生体では650~900nmの波長の光が最も吸収が少なく、生体の光学的な窓（Biological 
Optical Window）と呼ばれている。この生体の光学的な窓に波長特性を有する蛍光タンパク質iRFPを用いて、新
たなin vivoイメージング技術を開発した。また新規ゲノム編集技術であるCRISPR/Cas9システムを用いて、in 
vivo蛍光イメージングを促進するオーダーメイドのアルビノ化、無毛化技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：In the living body, light with a wavelength of 650 to 900 nm is the least 
absorbed, and is called a “biological optical window” of the living body. We have developed a new 
in vivo imaging technology using fluorescent protein iRFP that has wavelength characteristics in the
 optical window of this living body. We also developed a customized albino and hairless technology 
that promotes in vivo fluorescence imaging using the CRISPR/Cas9 system, a novel genome editing 
technology.

研究分野： 発生工学、モデルマウス作製

キーワード： リサーチバイオリソース　in vivoイメージング　近赤外蛍光タンパク質　ゲノム編集

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、生命科学研究分野で盛んに使用されている蛍光イメージングを生体の光学的な窓を利用するこ
とにより、より非侵襲的に生体内蛍光イメージング技術の応用範囲を拡張しようとするものである。これらの方
法の確立により、マウスのみならず実験動物の非侵襲／低侵襲な経時的な観察が可能となり、科学的に十分な解
析を行いつつ、実験動物の苦痛軽減、使用数の削減が可能となると考えられる。



 

１．研究開始当初の背景 

生命科学研究において、生体を用いた研究は必要不可欠であるが、実験動物を用いた
研究方法として、GFPに代表される蛍光イメージング技術が非常に有用であることは明
らかである。蛍光in vivoイメージング方法の更なる開発・改良は、生命科学研究を大
きく前進させるものと考えられる。申請者らは、筑波大学生命科学動物資源センターに
所属し、様々な蛍光イメージングを目的とした遺伝子改変マウスを作製してきた。実際
に、マクロファージ系の細胞で発現するMafB遺伝子にGFPをノックインしたマウスを用
いて、マクロファージの分化を可視化することを可能にしたマウス（Nishikawa K et 
al. PNAS. 2010）や、血管内皮細胞に発現するFlk1遺伝子領域にGFPをノックインした
マウスやBACトランスジェニックマウスを用いて、血管内皮細胞を単離し、血管内皮細
胞特異的な遺伝子の網羅的な同定を行っている（Ishitobi H et al. Exp Animals. 2010, 
Matsumoto K et al. Genesis, 2012）。また2009年度に採択された科学研究費助成事業 
基盤研究(S)「生命科学研究推進の為の新たなin vivoイメージングの基盤技術の開発」
では、photo-conversionが可能なKaedeマウスの作製、神経活動性の履歴をモニターで
きるhistory tracerマウスの開発、低分子化合物の存在をモニターできるデグラトン
プローブの実用化を行い、2009年度に実施された研究進捗評価では「Ａ」評価を受けた。
この基盤研究(S)では多くの研究成果が得られたが、これまで使用されているタンパク
質は波長が400〜600nmの範囲であり、生体内部からの蛍光を非侵襲的に解析すること
は蛍光技術的に困難であった。ところが2011年に、近赤外領域の生体の光学的窓（後述）
に蛍光特性を有するiRFPが開発され、蛍光タンパク質を用いた非侵襲的な解析技術の
更なる応用が可能となった（Filonov GS, et al. Nat Biotechnol. 2011）。本研究は
このような背景に計画した。 

 
２．研究の目的 
本申請では、これまで実用化されていなかった近赤外領域に波長特性を有する iRFP を用いて、

蛍光による新たな in vivo イメージング手法を開発するものである。また CRISPR/Cas9 システ
ムを用いて、蛍光イメージングを実用化するオーダーメイドのアルビノ化、無毛化方法を確立す
る。さらにこれらの方法を応用して、様々な疾患研究に利用可能な病態をモニターできるマウス
を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本申請では、これまで実用化されていなかった近赤外領域に波長特性を有する iRFP を用いて、

蛍光による新たな in vivo イメージング手法を開発するものである。以下に概要を示す。 
 
(1) in vivo イメージングを効率化するための基盤技術の開発 
① 近赤外領域に蛍光波長を有するモニターマウスの開発 
 生体では 650〜900nm の光が最も吸収が少なく、光学的な窓（Biological Optical Window）
と呼ばれている。この光学的な窓に励起特性と蛍光特性がある蛍光タンパク質である iRFP ま
たは iRFP の誘導体を用いた蛍光観察法を確立する。 
② 反復して時期特異的に観察できる iRFP の開発 
 2009 年度に採択された科学研究費 基盤研究(S)の研究で、申請者らが開発した「デグラト
ン(Deg)プローブ」を用いて、通常は分解されるが Tet 添加時のみ蛍光を検出できる Deg-iRFP
を開発し、反復して時期特異的に蛍光が観察できる in vivo イメージング技術を開発する。 
③ 蛍光観察を阻害するメラニン色素のオーダーメイド阻害法の開発 
 マウスを用いた研究では C57BL/6 マウスが標準系統として用いられているが、黒毛のため蛍
光によるイメージングが難しかった。そこで CRISPR/Cas9 システムを用いて、既に確立された
C57BL/6 背景の遺伝子改変マウスの Tyrosinase 遺伝子に点突然変異をオーダーメイドで導入
してアルビノ化する技術を開発する。 
④ 蛍光観察を阻害する体毛のオーダーメイド阻害法の開発 
 マウスの蛍光による観察の場合には、体毛は阻害因子となるため、多くの研究者は体毛を剃
って観察している。そこで CRISPR/Cas9 システムを用いて HRhr変異をオーダーメイドで導入し
て無毛化できる技術を確立する。 
 

(2) 様々な病態をモニターできるマウスの開発 
① iRFP により特定の細胞を追跡できるマウスの開発 
 iRFP をこれまで開発されている様々な Cre-driver マウスにより特定の細胞集団のみで発現
させ、発現細胞を追跡できるマウスを開発する。 
② 血管新生をモニターできるマウスの開発 
 Flk1 および Flt1 遺伝子に iRFP を挿入したマウスを開発し、時期特異的に in vivo において
血管新生をモニターできるマウスを開発する。 



③ 組織の線維化をモニターできるマウスの開発 
 組織障害後の線維化時に産生が亢進する 1型コラーゲンの転写を時期特異的に in vivo でモ
ニターできるマウスを開発する。 
④ 神経活動の履歴（痛み刺激）をモニターできるマウスの開発 
 これまで開発してきた神経活動の履歴をデグラトン iRF を用いて時期特異的にモニターでき
るマウスを開発する。 

 
４．研究成果 
(1) in vivoイメージングを効率化するための基盤技術の開発  
① 近赤外領域に蛍光波長を有するモニターマウスの開発  
  iRFPまたはiRFPの誘導体を用いた蛍光観察法を
確立した。iRFP Tgマウスを作製したところ、全身で
iRFPが観察された（Tran MT. et al. Exp Anim. 
2014）。またこのマウスの骨髄移植により、血液細胞
が集積している場所を体外からモニターできること
が明らかとなった（図1）。炎症解析に非常に有用な
方法と考えられる。研究進捗評価の指摘事項を受け
て、iRFPの定量性について検討した。また、病態モデ
ルの解析に使用できることを証明するために、動脈
硬化を誘導できるモデルマウスにこの方法を応用し
て、マウス体外より動脈硬化病巣の拡大を経時的に
観察することに世界で初めて成功した（主な発表論文1）。動脈硬化病巣の進行をin 
vivoでリアルタイムに評価することは、他の方法を用いても非常に難しかったため、
この成果は世界中で注目され、海外の研究メディアサイト（Medical Xpress、
ScienceDaily、Biocompare）で紹介された。 
 
② 反復して時期特異的に観察できるiRFPの開発  
 申請者等はこれまでの研究の中で、テトラ
サイクリン系抗生物質(Tet)に結合するタン
パク質Tetリプレッサー(TetR)の変異体が、通
常は細胞内で速やかに分解されるが、Tetとの
結合により分解を免れることを見いだした。
この「デグラトン(Deg)プローブ」技術を用い
て、通常は分解されるがTet添加時のみ蛍光を検出できるデグラトンiRFPを開発した。
デグラトンiRFPは細胞内で分解制御を受け、Tet依存的にiRFPの蛍光が検出できること
が明らかとなった（図2）。デグラトンiRFPを用いて、細胞レベルでの解析が可能とな
った。一方で、デグラトンiRFPは蛍光強度が十分ではなく、マウス生体内で用いるには
さらなる改良が必要であることが明らかとなった。 
 
③ 蛍光観察を阻害するメラニン色素のオーダーメイド阻害法の開発  
 蛍光による観察の場合には、メラニン色素を有するマウス（黒毛マウス）は様々な制
約があることが知られていた。一方、遺伝子改変技術が急速に発展し、CRISPR/Cas9を
使用することにより、受精卵での遺伝子改変が可能となった。このCRISPR/Cas9システ
ムを用いて、既に確立された遺伝子改変マウスのTyrosinase遺伝子に点突然変異を導
入してアルビノ（白色）化する技術を開発した。この方法により、出生した60匹のマウ
スの中で28匹をアルビノ化できた（Mizuno S. et al. Mamm Genome. 2014）。このア
ルビノ化技術を用いて、様々な遺伝子改変マウスのアルビノ化を実施した。 
 
④ 蛍光観察を阻害する体毛のオーダーメイド阻害

法の開発  
 マウスの蛍光による観察の場合には、体毛は阻害
因子となるため、多くの研究者は体毛を剃って観察
している。そこで1-3.の方法と同様に、CRISPR/Cas9
システムを用いてHRhr変異をオーダーメイドで導入
できる技術を確立した。ヘアレスマウスは体毛が無
い他は特に異常を示さず、体内でのiRFPの蛍光観察
が容易になることが実証された（図3）。研究進捗評
価後に論文として発表することができた（論文5）。 
 またこれらのゲノム編集技術の開発の中で、点突然変異の導入、Flag-tag、HA-tagの
導入、特定のゲノム領域の欠失、iRFPを含む蛍光タンパク質の特定のゲノム領域への挿



入（ノックイン）、コンディショナルノックアウトマウスの作製方法を確立し、本プロ
ジェクトで活用すると共に、様々な遺伝子改変マウスをES細胞を使わずに受精卵で作製
することが可能になった。この成果は本プロジェクトから得られた予想を遥かに超える
成果である（論文3、7、9、11、12、13、15、17）。また、ゲノム改変効率の良いCas9
タンパク質を開発し、国際特許を出願中である（特許「融合タンパク質、核酸、細胞及
び動物の製造法」）。 

 
(2) 様々な病態をモニターできるマウスの開発  
① iRFPにより特定の細胞を追跡できるマウスの開発  
 iRFPをこれまで開発されている様々なCre-driverマウ
スにより特定の細胞集団のみで発現させることのできる
マウスを開発した。このマウスでは、全身で発現するRosa
遺伝子領域にloxP-Halotag-loxP-iRFPがノックインされ
ている。このマウスを膵臓β細胞特異的にCreが発現して
いるIns1-Creマウスと交配したところ、膵臓β細胞特異的
にiRFPの蛍光を検出することが可能であった。このマウス
は、既に開発されている様々なCre driverマウスと交配す
るだけで、非侵襲的に細胞移動や細胞系譜をin vivoで解
析することができるため、非常に汎用性の高いin vivoイメージングマウスとして使用
されるものと考えられる（図4）。理研BRCに寄託を予定している。 

 
② 血管新生をモニターできるマウスの開発  
 血管新生をin vivoでモニターできるマウスを
開発することは、生物学研究だけでなく医学研究
において非常に重要な研究テーマである。前述の
マウスにFlk1-Creマウスを交配することにより、
in vivoにおいて血管新生をモニターできるマウ
ス作製することが可能となった。さらにiRFPの他
に、蛍光発光イメージングが可能なNano-lantern
のBAC Tgマウスを開発したところ、離れた場所か
らの自由行動を行なっているマウスの血管から
の発光を観察することが可能となった（図5）。
研究進捗評価後に論文として発表した（論文6）。 
 
③ 組織の線維化をモニターできるマウスの開発  
 組織障害時に産生が亢進する5型コラーゲンの転写および産生をin vivoでモニター
できるマウスを開発している。その中で、5型コラーゲ
ンにGFPやiRFPなどの標識タンパク質を導入すること
により、産生された5型コラーゲンそのものをリアル
タイムにモニターする方法を開発した。本方法は現在
国際特許を出願中である（特許「改変されたコラーゲ
ンタンパク質およびその用途」）。 

 
④ 神経活動の履歴（痛み刺激）をモニターできるマウスの開発  
 これまでの研究で開発してきたZif268/Egr1プロモーターと長寿命Venus蛍光タンパ
ク質を用いることにより、神経活動の履歴をモニターできるマウスを開発し、本研究期
間に論文として発表した（論文8、14）。 

 
本研究に関連した新たなレポーターマウスの開発  
 本研究に関連して、内在性の遺伝子を破壊することなく、マーカー遺伝子を挿入する
方法を開発した（論文10）。また、組織透明化を用いて膵臓のβ細胞を観察する方法（論
文2）、血管内皮細胞の細胞周期を観察する方法を開発した（論文4）。 
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〔産業財産権〕 
○出願状況（計 2 件） 
名称：改変されたコラーゲンタンパク質およびその用途 
発明者：三輪佳宏 
権利者：筑波大学 
種類：特許 
番号：特願 2017-219515 
出願年：2017 
国内外の別： 国内および国外（JST の支援に採択） 
 
名称：融合タンパク質、核酸、細胞及び動物の製造法 
発明者：水野聖哉 
権利者：筑波大学 
種類：特許 
番号：特願 2018-101060 
出願年：2018 
国内外の別： 国内および国外（JST の支援に採択） 
 
〔その他〕 
ホームページ等 

解剖学・発生学研究室ホームページ 
http://www.md.tsukuba.ac.jp/basic-med/anatomy/embryology/index.html 
生命科学動物資源センターホームページ 
http://www.md.tsukuba.ac.jp/LabAnimalResCNT/ 
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