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研究成果の概要（和文）：低酸素誘導転写因子HIFは、がんや虚血性疾患で活性が上昇するため、HIF活性を感度良く検
出できる病態イメージングマウスの開発は、個体レベルでの発症過程の解析、新規治療法・新薬開発に有用である。本
研究では、発光・蛍光レポーター遺伝子を導入し、HIFの活性を感度良くモニタリングできる新たな病態イメージング
マウスを開発した。更に、早期発がん試験マウスrasH2と組み合わせ、より早期に発がん性を評価できるマウスを構築
に道筋をつけることができた。今後、候補マウスの解析を行うことで、超早期発がん試験マウスを樹立できれば、創薬
研究を加速し、抗がん剤開発への貢献が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Genetically modified mice with a reporter gene for monitoring a specific factor's 
activity are useful tools to analyze the progression of a disease and to develop new drugs and treatment 
strategies for the disease. Hypoxia-inducible factor (HIF) is a master transcriptional regulator for many 
biological aspects and thus is related to serious diseases such as cancer. In this study, we newly 
developed transgenic (Tg) mice that emit bioluminescent and fluorescent signals in response to HIF 
activation in tissues under pathological condition. We especially aimed to construct Tg mice that can 
detect carcinogenicity of a reagent within several months by combining with rasH2 mice that are currently 
used for detecting carcinogenicity within 26 weeks. Such Tg mice will be able to accelerate new drug 
development by further shortening the detection time of carcinogenicity.

研究分野： 分子腫瘍学、生体光イメージング、創薬研究、タンパク質工学
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１．研究開始当初の背景 

低酸素誘導因子（HIFs）は細胞の低酸素順応
に必要不可欠な転写因子であり、がんや虚血
性疾患をはじめとした多くの疾患に重要な役
割を果たしていることが明らかになっている。
我々は以前、マウス個体 における HIFの活性
化を生物発光イメージングによって非侵襲的
に可視化することを目指して、HRE-ODD-Luc 

(HOL)レポーター遺伝子を全身組織に発現す
るトランスジェニックマウス (HOL-Tg マウ
ス)を開発し、がんの早期から HIFが活性化さ
れていることや、虚血性疾患においても、HIF

が長期に活性化していることを報告している 

[1]。しかし、HOL-Tg マウスにおいて HIF の
活性化は、発光イメージングのみであり、検
出される生物発光は、非常に微弱で短命であ
ることから、摘出組織の顕微観察、組織から
単離した細胞のフローサイトメトリ解析など
の ex vivo解析が困難であることや、早期発が
ん試験マウス rasH2 との交配に不適切な系統
であったりして、実用化には、解決すべき問
題点があった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、HOL-Tgマウスを改変、および新
規トランスジェニック（Tg）マウスを作成し
て、HOL-Tgマウスの問題点を解消し、より高
い感度で疾患の発症過程や進行期における
HIF 活性のモニタリングを可能にする Tg マ
ウスを構築することを目的とした。本研究で
開発される Tgマウスを用いることにより、発
症にかかわる疾患組織部位の特定や疾患経過
を観察可能にすることが期待されるため、よ
り実用的な病態イメージングマウスの開発、
特に発癌感受性の高い rasH2マウス[2]と組み
合わせて、超早期発がん試験マウスの開発を
実現するために、以下のような目的に分けて
研究の推進を図った。 

２－１）新規病態イメージングマウスの作成 

発光と蛍光レポーター遺伝子を組み合わせ発
光・蛍光の両方で HIF 活性をモニタリングで
きる新規デュアルレポーター遺伝子を構築し、
培養細胞系での応答性評価を実施し、十分な
応答性が得られたレポーター遺伝子を用いて
Tgマウスの作成を実施する。 

２－２）超早期発がん試験マウスの構築 

新たに構築する HIF 活性モニタリング Tg マ
ウスと発癌感受性の高い rasH2 マウスを組み
合わせ、従来より短い期間で薬剤等の発癌性
評価を可能にする超早期発がん試験マウスを
開発する。 

２－３）HOL-Tgの改変 

FVB/HOL トランスジェニック(Tg)マウスは、
トランスジーンが第１９番染色体にシングル
コピー挿入されているマウス系統で、虚血誘
導によるレポータータンパク質の発現 on/off

が明瞭である。しかし FVBという一般的でな
い遺伝的背景にあるために汎用性が低い。そ

こでこの系統を C57BL/6(B6)系統に戻し交配
し、コンジェニック系統を作出し、汎用性を
高めるとともに、自己免疫性脳炎(EAE)モデル
を用いてその有効性を検証する。 

 

３．研究の方法 

３－１）新規病態イメージングマウスの作成 

発光輝度の向上と ex vivo 解析を容易にする
新たなレポーター遺伝子を構築した。具体的
には、哺乳類細胞においてタンパク質の翻訳
効率が改善されたホタルルシフェラーゼ遺伝
子(luc2)を用いると共に、レポータータンパク
質の分解を抑制するために ODD を取り除い
た。さらに、ex vivo解析を容易にするために、
表 1 に示す 4 種類の蛍光タンパク質について
luc2への融合を試みた。 

Super folder GFP (sfGFP)や mOrangeは高輝
度な蛍光タンパク質であるが、GFPは多くの
Tg マウスでトランスジーンとして利用され
ているために、将来、交配可能な Tgマウスの
種類が制限される。また、mOrangeについて
は、Tgマウスに導入された報告がなく、個体
成長に及ぼす影響が未知である。 

mRuby2や mRFPは蛍光波長が長く、組織レ
ベルの解析に利点があるが、mRuby2 に関し
ては Tg マウスに導入された報告がなく、
mRFP は輝度が低い。これらの融合タンパク
質の cDNA を HIF 依存的プロモーター5HRE 

表 1 蛍光タンパク質の特性。 

 
 

mRuby2については、量子効率などについて詳細な
解析がなされておらず、mRuby の特性を示した。
mRuby2はmRubyと同等の輝度を有している退色
耐性変異体であることが報告されている [2, 3]。 

 
 

 
図 1 構築した融合タンパク質レポーター遺伝子
の概略。 HIF 応答性プロモーター 5HRE 
(CMVmp)の下流に luc2 と各蛍光タンパク質を
融合したレポーター遺伝子を配置した。蛍光-発
光タンパク質、発光-蛍光タンパク質、それぞれの
構築に用いたリンカー配列を示した。 



(CMVmp)の下流に配置したレポーター遺伝
子を構築し、蛍光タンパク質と luc2の組み合
わせで、発光と蛍光のデュアルレポーターを
構築した(図 1)。 

３－２）超早期発がん試験マウスの構築 

前項で構築した新規デュアルレポーター遺伝
子のうち luc2 と蛍光蛋白（sfGFP、または
mRuby、mOrange）を配した 3種を用い、マ
イクロインジェクション法によりマウス受精
卵に遺伝子を導入し、HIF活性依存的に Luc2

を発現するトランスジェニック（ 5HRE- 

Luc2-Tg）マウスを作出した。得られたマウス
は新生仔期および成体（6 週齢以降）で HIF-

1依存性の Luc2の発現を in vivo 発光イメー
ジングにより確認した。rasH2 マウスは、in 

vivo イメージングに適した白色の被毛にす
るため、チロシナーゼ遺伝子発現変異を持つ
CB57/B6-Tyr[X]マウスと交配して変異導入し、
Albino rasH2 マウスを樹立した。アルビノ化
により rasH2 マウスの発癌感受性が変化して
い な い か に つ い て N-methyl-N- 

nitrosourea(MNU)を用いた発癌性試験により
比較検討した。また、低酸素領域に蓄積する
性 質 を 持 つ 蛍 光 試 薬 HypoxiSense 

680(PerkinElmer）を用い、MNU によりマウ
スに誘導した癌の in vivoイメージングが可能
かどうか検証した。 

３－３）HOL-Tgの改変 

戻し交配により FVB バックルラウンドを B6

系にした。一方この Tg系統では、コピー数が
少ないためレポータータンパク質を効率よく
検出するためにはホモ化する必要がある。そ
こで N9 の段階でヘミ Tg マウス同士を交配
し、その産仔の中から定量 PCR によりホモ
Tg マウスを選択し、ホモ Tg 家系の作出を行
った。また、B6 系統に Myelin basic protein

（MBP）に由来するペプチドを投与すると効
率よく自己免疫性脳炎(EAE)を発症させるこ
とができるため、予備実験として B6N10ヘミ
コンジェニック系統に MBPを投与し、脳炎の
発症を検討した。 

 

４．研究成果 

４－１）新規病態イメージングマウスの作成 

各レポーター遺伝子を挿入したプラスミドを
Hela細胞に一過性導入し、有酸素 (21%)、低
酸素 (1%)下で 16時間培養した後、レポータ
ー遺伝子の発現誘導を、ルシフェラーゼアッ
セイによって測定した (図 2)。sfGFP 融合
luc2 レポーターについては、 luc2 単独を
5HRE プロモーターの下流に配置した 5HRE-

luc2 に比べ、発光値の上昇が確認された (図
2a)。これは、黄色蛍光タンパク質 Venus と
luc2 の融合タンパク質 (ffLuc)について報告
されたように、蛍光タンパク質による luc2の
構造安定化が関与している可能性がある [4]。
また、luc2と sfGFPの結合順序による差異は
ほとんど見られなかったことから、Tgマウス
への応用が実証されている ffLuc と類似した

タンパク質構造をとることが期待される
5HRE-sfGFP-luc2をマウスへの導入遺伝子の
候補とした。mOrange 融合 luc2 レポーター
についても、5HRE-luc2 に比べて発光強度の
増加が確認されたことから(図 2b)、5HRE-

mOrange-luc2 をマウスへの導入遺伝子の候
補とした。また、mRuby2 融合発光レポータ
ーに関しては、5HRE-luc2 と比べて、顕著な
発光輝度の増加は見られなかった(図 2c)。 

しかし、luc2とmRuby2の結合順序によって、
蛍光輝度に差が見られたことから (図 3)、
5HRE-luc2-mRuby2 を使って Tg マウスを作
成することにした。mRFP 融合発光レポータ
ーについては、5HRE-luc2-mRFP、5HRE- 

mRFP-luc2どちらにおいても強い細胞毒性が
確認されたことから、Tgマウスへの応用は不

 
図 3 mRuby2融合 luc2レポーター遺伝子を導
入した細胞の蛍光評価。mRuby恒常発現ベク
ター(CMV- mRluby2)と 5HRE-luc-mRuby2
を Hela細胞に導入し、低酸素培養した時の蛍
光顕微観察した様子(上)と mRuby2 の蛍光強
度を定量解析した結果(下 )を示した。Scar 
bar=100 μm、*p<0.05。 

 

図 2 融合タンパク質レポター遺伝子の発光評

価。(a) sfGFP、(b) mOrange、(c) mRuby2、(d) 

mRFPを luc2に融合して、5HREプロモーター

の下流に配置したレポーター遺伝子を細胞に導

入した。*p<0.05.  



適切であると結論付けた(図 2d)。これらのレ
ポーター遺伝子を用いて Tg マウスの作成を
進めたところ、5HRE-luc2-mRuby2 (HLR)レ
ポーターを導入した HLR-Tg マウスの樹立に
成功した。 HLR-Tgマウスは HOL-Tgマウス
同様に、出生直後は全身から非常に強い発光
が観察されるが、成長と共に発光強度は低下
していった (図 4)。 

また、雄の成体個体において、腎臓に強い発

光シグナルが検出されることが確認された 

(図 5a)。さらに、HLR-Tgマウスに腫瘍を移植

したところ、この腎臓の発光シグナルが顕著

に増加することが確認された (図 5b)。これら

の応答について詳細を明らかにするためには、

さらなる解析が必要であるが、腫瘍組織の形

成に伴う生理状態の変化が、腎臓の HIF 活性

になんらかの影響を与えている可能性があり、

今後、新たな腫瘍マーカーの発見に繋がるこ

とが期待される。 

４－２）超早期発がん試験マウスの構築

5HRE-LucTg マウスを複数ライン作成し、う

ち１ラインについて導入遺伝子のジャームラ

インへの伝搬及び、HIF-1活性の高い新生仔期

（2-3 日齢）における Luc 遺伝子の発現を in 

vivo 発光イメージングにより確認した（図 6）。

同ラインの成体マウスについては、下肢動脈

結紮による虚血部位の作製や Propyl gallate

（Sigma）投与により HRE依存性の発現誘導

および in vivo 発光イメージングを試みたが、

Luc の発現は確認できていない。Albino rasH2 

マウスについて実施した発癌性試験の結果、

MNU 投与 5 週後よりマウスの体表に結節が

生じ、発癌部位・短期性・発生癌種のいずれに

おいても rasH2 とほぼ同等の発癌感受性を示

すことが確認できた。HypoxiSense 680 を用

いた MNU誘導発癌の in vivoイメージングで

は、癌部位の蛍光を検出することができなか

った。 

４－３）HOL-Tgの改変 

これまでに１１回(N11)まで戻し交配が完了
した。また、この Tg系統では、コピー数が少
ないためレポータータンパク質を効率よく検
出するために、N9の段階でヘミ Tgマウス同
士を交配し、その産仔の中から定量 PCRによ
りホモ Tgマウスを選択し、ホモ Tg家系を作
出することができた。 

評価系として、B6N10ヘミコンジェニック系
統に MBP を投与し、脳炎の発症を検討した。
その結果６匹中６匹で、投与後 10日目から急
性期麻痺症状が出現し、また慢性期（投与後 3

ヶ月）まで生存した 5 匹全てで麻痺症状が残
った。このことから、今回作出したコンジェ
ニック系統では EAE モデルを用いることで、
炎症の慢性化過程における虚血領域の形成プ
ロセスを追跡することが可能であることがわ
かった。そこで、3匹のホモ Tgマウスに MBP

を投与して EAEを誘導し、経時的にイメージ
ング撮像を行い、症状と化学発光の相関を検
証した。その結果全例で麻痺症状が出現し、
また重篤化した例で麻痺した下肢に特異的な
発光シグナルが検出された。次に、この部位
から組織を採取して形態学的観察を行ったが、
炎症や筋肉・神経組織の変性といった病理所
見は見られなかった。考察として、以下のこ
とが挙げられる。 

(1) EAE の責任病変は、脳脊髄炎であるが、
今回の撮像ではこれを捉えることができ
なかった。これは用いた化学発光基質で
ある D-luciferin が血液―脳脊髄関門
（BBB）を効率よく通過できないためと
考えられる。今後は、BBBをより効率よ
く通過できる基質により検証することで、
解析が進むことが期待される。 

(2) Tg マウスはホモ化しても遺伝子発現レ
ベルが低く、検出条件の設定が困難であ
った。これを解決するために発光・蛍光
デュアルレポーター遺伝子を用いて、新
たなマウス系統を作製する必要がある。
現在 Crispr-Cas9 ゲノム編集法を用いて
Rosa26 遺伝子座により強力なレポータ

図 4 成長に伴う HLR-Tg マウスの発光
イメージの変化。D-luciferin (50 mg/kg)
を腹腔内投与し、15分後に撮像した。  

図 6：5HRE-LucTg マウスにおける発光イメー

ジング像 

 

図 5 HLR-Tg マウスの腎臓の発光。 (a) 成体雄
マウスの腎臓 (黄色矢頭)に発光シグナルが検出
された。(b) 大腿部にマウス乳がん細胞 4T1を移
植したマウスでは腎臓からの発光シグナルが増
加した。 



ー遺伝子をノックインしたマウスを作製
している。これまでに F0 ノックインマ
ウスを複数匹得ている。 
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