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研究成果の概要（和文）：GEPRAとは遺伝子にコードされた蛍光性のレチノイン酸可視化プローブである。レチ
ノイン酸は催奇形性があるため、胎仔においてどのように分布しているのかを知ることは非常に重要である。
我々はこれまでGEPRAを用いて小型魚類のゼブラフィッシュ胚におけるレチノイン酸分布を明らかにしてきた
が、哺乳類細胞に発現させると凝集体を形成するという問題点、明るさが比較的暗いという問題点があった。
我々は今回、凝集体を形成しない明るいGEPRAの開発に成功した（mGEPRAと命名）。またmGEPRAを発現するトラ
ンスジェニックマウスの作製にも成功している。

研究成果の概要（英文）：GEPRA is the genetically encoded probe for retinoic acid. Because a high 
dose uptake of the retinoic acid results in teratogenesis in vertebrates, it is crucial to know how 
the retinoic acid distribute in embryos. Although we have successfully visualized the retinoic acid 
distribution in zebrafish, GEPRA had a tendency to form aggregates in mammalian cells when overly 
expressed. Furthermore, it is not bright because GEPRA utilizes a dim fluorescent protein.
To overcome the drawbacks, we extensively engineered the probe. Finally we have obtained a brighter 
GEPRA without aggregates (we named the improved GEPRA, mGEPRA). We further succeeded in establishing
 transgenic mouse lines expressing mGEPRA.

研究分野： バイオイメージング
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１．研究開始当初の背景 
レチノイン酸は、ビタミン A の代謝物であり、
発生、免疫、記憶学習など様々な生体内現象
において重要な働きをする。これまで、レチ
ノ イ ン 酸 は 、 GFP(Green Fluorescent 
Protein) や LacZ をレポータとしたレポータ
ージーンシステムにより可視化されてきた。
しかしながらレポータージーンシステムは、
レチノイン酸検出までに時間がかかり、また
定量性に欠ける欠点がある。 
 こ れ ま で 、 CFP (Cyan Fluorescent 
Protein)をドナー、YFP (Yellow Fluorescent 
Protein) を ア ク セ プタ ー と する FRET 
(Fluorescence Resonance Energy transfer)
を 利 用した レ チノイ ン 酸プロ ー ブ 、
GEPRA(Genetically Encoded Probe for 
Retinoic Acid)を開発し、発生時のゼブラフィ
ッシュのレチノイン酸分布を明らかとして
きた 
 しかし、GEPRA にはいくつかの欠点があ
った。それは、哺乳類において高発現させる
と細胞内で凝集体を形成すること、また、明
るさが比較的暗いことである。特に前者は、
マウスへの応用に大きな障害となる。 
 
２．研究の目的 
背景の項において記述したようにGEPRAに
は改善すべき点がある。先ずは細胞において
形成される凝集体を解消することを目的と
する。 
また、ゼブラフィッシュ胚は透明であり蛍光
イメージングが比較的容易であったが、マウ
ス胚は不透明であり、蛍光イメージングにと
って難易度が高い。そのような不利な条件下
での蛍光イメージングにおいては、プローブ
ができるだけ明るく、またシグナルの変化が
大きいことが望まれる。マウスへの応用を考
え、GEPRA を明るさ、反応性の観点からも
改良することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
[凝集体の解消] 
凝集体を解消の検討は哺乳類細胞でのイメ
ージングを用いて行った。GEPRA 遺伝子に遺
伝子工学を用いて様々な変更を加え、プラス
ミドを精製、蛋白質を高発現するヒト培養細
胞 HEK293T にトランスフェクション、蛍光顕
微鏡を用いた観察により、凝集の有無の判定
を行った。 
 
[発光バージョン GEPRA の開発] 
現在、ホタルなど様々な生物から発光蛋白質
がクローニングされ、発光イメージングが行
われている。我々はそれら発光タンパク質遺
伝子を、GEPRA と組み合わせることにより、
発光バージョンの GEPRA 開発を行った。発光
観察には、10秒間程度の露光時間が必要とな
る場合が多い。GEPRA は 2 波長のシグナルを
計測する必要があり、それぞれに 10 秒間程
度の露光時間をかけると、レチノイン酸濃度

が急激に変化する時に必然的にアーティフ
ァクトが生じる。このアーティファクトは、
得られた変異体が真のシグナルを出してい
るのか、それとも単なるアーティファクトに
すぎないのかの判定を困難にする。従って感
度の面においては劣るが、Orca-D2（浜松ホ
トニクス）という、2 波長の画像を同時に計
測可能なカメラを用いて、レチノイン酸に対
する応答の有無を検討した。 
 
[明るさ、反応性の改良] 
GEPRA は比較的暗い蛍光タンパク質を用いて
作製されている。明るい蛍光タンパク質に変
更するとシグナルの変化が極端に小さくな
るためである。入手可能な様々な蛍光タンパ
ク質を GEPRA に導入し、その反応を蛍光顕微
鏡を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
[凝集体の解消] 
GEPRA の凝集を抑えるべく、様々な遺伝子工
学的工夫を GEPRA に加えた。その結果、元々
の細胞では、GEPRA を発現する細胞の約 70％
程度に凝集体もしくは凝集体由来の細胞死
（死につつある細胞）が観察された。一方で、
遺伝子工学的に改良を加えた GEPRA(mGEPRA, 
mammalian GEPRAと命名)において凝集体は観
察されなかった（図 1）。 

 

 
図 1. GEPRA と mGEPRA の発現の比較。

mGEPRA では凝集体、それに伴う細胞毒

性が観察されない。 



またレチノイン酸に対する反応を比較した
所、その反応性は落ちていなかった（図 2）。
つまり反応性を保ち、凝集体（細胞毒性）を
解消することに成功した。 

 
[発光バージョンの開発] 
動物個体を用いたイメージングにおいて深
部からの観察を達成する一つの手法は、発光
を用いることである。BRET (Bioluminescence 
Resonance Energy Transfer)の原理を用いて、
発光バージョンのGEPRAを開発することに成
功した。シグナルの変化率は現時点では約
20%と比較的小さいものの、発光イメージン
グにおいてはバックグラウンドが低いので、
十分にレチノイン酸イメージングが行える
のではないかと考えられる。まずはそのレチ
ノイン酸分布が明らかになっているゼブラ
フィッシュ胚に本技術を適用し、有用性を検
討したい。また、更なるシグナル変化率の上
昇を目指して、改良を加えていきたいと考え
ている。 

 
[明るさ、反応性の改良] 
GEPRA において用いている CFP は、比較的暗
い系統を用いている。FRET のドナーである

CFP により明るい変異体を用いることで、
GEPRA の明るさを改善することを目指した。
未発表の CFP 変異体を用いることで、mGEPRA
の明るさを改善することに成功した。またそ
のレチノイン酸に対する反応性を検討した
ところ旧来の GEPRA と比較して 30%程度反応
性が向上していた。更に特徴づけを進めてい
るところである。 

 
[トランスジェニックマウス] 
哺乳類細胞での発現を改善したGEPRAを開発
することに成功したので、トランスジェニッ
クマウスの作製を試みた。CFP-YFP 間の FRET
を用いたプローブにおいては、CFP と YFP の
配列の相同性の高さからトランスジェニッ
ク動物作製時に組換えがおこり、全長の cDNA
を組み込むことが困難であることが知られ
ていた。しかし、京都大学の松田 道行教授
のグループが、トランスポゾンを用いること
でトランスジェニックマウスを作製できる
ことを示している。我々も松田教授開発の手
法を用いてトランスジェニックマウスの作
出を行った。新生児は LED ライトによる照明 

 

図2. GEPRAとmGEPRAのレチノイン酸

に対する反応の比較。同等の反応を示し

た。 

 

図 3. 発光バージョン GEPRA の開発。レ

チノイン酸に対して応答を示した。 

 

GEPRAトランスジェニックマウスの新生

仔（右）。左はコントロール。 

 

明るさを改良した GEPRA のレチノイン

酸に対する応答。明るさの改善とともに反

応性の向上も達成された。 



により蛍光が観察できる程明るく現在、胎仔
から様々な臓器を取り出し、レチノイン酸濃
度分布の検討を行っているところである。 
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