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研究成果の概要（和文）：アデノシン三リン酸（ATP）は、エネルギー代謝の研究において、最も大事な分子の
一つである。本研究課題では、細胞内のATPの空間的な分布に加えて、標的とする場所のATPの絶対濃度を定量的
に解析出来る手法の開発を目的とする。緑色蛍光タンパク質の変異体に、ATP結合タンパク質であるATP合成酵素
の一部のユニット（イプシロンサブユニット）を挿入し、ATP結合に伴い、蛍光寿命の値が変化する蛍光センサ
ーの開発に成功した。これを用いて、ATP産生系の特徴が異なる様々な細胞種のミトコンドリアと細胞質のATPの
濃度の違いを見ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：An adenosine triphosphate (ATP) is considered to a most important molecule 
as a molecular unit of currency in biological studies on energy metabolism. Our study is aimed at 
establishing a method that allows quantitative analysis of intracellular ATP level at targeted place
 at single cellular resolution. We generated a genetically encoded fluorescent sensor which 
comprises a green fluorescent protein variant and the part of the bacterial FoF1-ATP synthase. It 
exhibited the change in fluorescence as well as fluorescent lifetime in response to the change in 
ATP concentration. Thanks to this unique property, we were able to obtain the spatio-temporal 
information regarding ATP dynamics and analyse its concentration quantitatively at the same time at 
the same cell. More specifically, we succeeded to observe the difference of intra/sub-cellular ATP 
level between different cell types and organelles.    

研究分野： Chemical Biology
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１．研究開始当初の背景 
 エネルギーの通貨と呼ばれるアデノシン 3
リン酸（以下、ATP）は、生物学の研究で最
も大事な分子の１つと言っていい。細胞内の
様々な化学反応、モータータンパク質を介し
た能動輸送の為のエネルギー、また、時にシ
グナル分子として機能するなど、その役割は
多岐に渡る。その ATP の細胞内での時空間
分布を知ることは、生物学の研究を大きく前
進させるために欠かせない。細胞内の低分子
のダイナミックな変化を捉えるためには、蛍
光センサー技術が最も、簡便で、汎用性が高
い。現在までに、蛍光共鳴エネルギー移動
（FRET）に基づく蛍光タンパク質をベース
にしたセンサー（ATeam, Imamura et al., 
PNAS, 2009）、或いは、レシオメトリックな
蛍光強度の変化として検出できるセンサー
（QUEEN, Yaginuma et al., Sci. Rep., 
2014）などが報告されている。最近では、研
究代表者と同所属の北口ら（現：東工大）と
共に、赤、緑、青の 3種類の単色型の輝度変
化型 ATP センサーを開発し、細胞内の異な
る場所の ATP 動態を同時に計測することも
可能になってきた（論文投稿中：下、概念図）。 

  
 これらの一連の蛍光センサーは、現在の生
物学研究を行う大学・企業などでは一般的に
普及しつつある蛍光顕微鏡さえあれば使用
できる。また、有機合成を必要とする化学系
の低分子の蛍光センサーと異なり、遺伝子コ
ード型のセンサーは、プラスミドを容易に譲
渡できるという簡便性も相まって、世界中で
使われるようになっている。 
 1細胞レベルでのATPの空間分布を顕微鏡
の解像度で観察できるようになってきた一
方で、ATPがどこに「どれくらいの量」存在
しているかを知るための定量的な解析手法
には、未だに大きな問題がある。前述のFRET
型やレシオ型のセンサーは、単色型のセンサ
ーに比べると、アーティファクトも少なく、
相対的な定量解析には優れている。しかしな
がら、蛍光タンパク質の発現量やクロモフォ
ア（色素）の成熟度（Maturation）が異なる
ことがあり、データのばらつきの大きな原因
となる。また、励起波長に依存して、輝度の

値が著しく変わってしまうことから、仮に同
じ蛍光センサー・同じ顕微鏡を使っていても、
逐次、検量線を描かねばならない煩わしさを
伴う。最近ではルシフェリン・ルシフェラー
ゼを使った生物発光による手法により、これ
が細胞の中で適用できるようにもなってき
たが、定量性には優れるものの、十分な発光
量を獲得するのに長時間の露光が必要など
の問題点がある（ Yoshida et al., Sci. 
Rep.2016）。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、細胞内の ATP の空間的
な分布と同時に、「狙った場所」の ATPの濃
度を定量的に解析出来る手法の開発を目的
とする。これに今までの輝度変化に基づくレ
シオ測定や、生物発光ではない手法として、
蛍光寿命を使ったイメージング手法を導入
する。蛍光寿命は、蛍光タンパク質の発現量
の違い（センサー濃度の違い）、ドリフト等
の顕微鏡のアーティファクト、励起波長の強
度の違い等の影響からは独立した値であり、
ほとんど影響を受けない。従って、仮に、蛍
光 ATP センサーが、ATP の濃度依存的に蛍
光寿命が変化するような作動原理に基づく
ものであれば、世界中の研究者が再現性をと
りやすい非常に頑強な ATP センサーとなり
うる。つまり、ATP 1 mM＝寿命 x [ns]とい
う１対１の対応が紐づけられれば、定量的な
解析が可能になる。これを本課題では、ATP
の絶対濃度解析と定義した。 
 これまでに、蛍光タンパク質を用いたバイ
オセンサーで蛍光寿命が変化するセンサー
は、あまり知られていない。そこで、本課題
では、センシングする分析対象の濃度依存的
に蛍光寿命が変化するセンサー原理を追求
すると共に、これに基づく ATP センサーを
開発した。続いて、これを用いて、細胞の中
の ATP の絶対濃度定量に挑戦した。具体的
には、細胞の中の ATP の産生系に着目し、
解糖系（細胞質）と酸化的リン酸化の両面か
ら、細胞内の局所の ATP 濃度について考察
した（下図）。 



 
３．研究の方法 
 前述の我々が開発してきた ATP センサー
の骨格を元に研究を進めた。緑色蛍光タンパ
ク質の変異体（X）を元に、Y 番目のアミノ
酸残基の部分に、ATP結合タンパク質を挿入
する。ATP結合タンパク質には、Imamuraら
と同じ、ATP合成酵素の εサブユニットを使
用した。これが ATPと結合することで、大き
な構造変化を起こすことが知られているこ
とから、ATP結合に伴うコンフォメーション
変化が、近接する蛍光タンパク質のバレル構
造（樽構造）の内部の色素の周りのミクロな
化学環境に変化を引き起こすものと予想さ
れる。まず、本研究では、ATP 結合に伴い、
蛍光寿命が変化する変異体の探索のための
スクリーニングを行った。このために、εサ
ブユニットの挿入位置（Y番目）を複数箇所、
検討した。更に、ε サブユニットと蛍光タン
パク質をつなぐリンカーペプチドの長さや
アミノ酸の種類等をランダムスクリーニン
グにより改変しながら、試験管内で最適化を
行った。 
 最適化したコンストラクトに関して、動物
細胞用のベクターを作成し、様々な細胞種に
ついての定常状態での ATP濃度の定量、刺激
の有無による ATPの濃度変化等を、共同研究
者らと共に蛍光寿命顕微鏡を用いて解析し
た。 
 
４．研究成果 
 今までに得られている単色の輝度変化型
の緑色蛍光タンパク質変異体（X）の Y 番目
の位置に挿入していた MaLionG は、ATP 結合
前後で、ほとんど、蛍光寿命の値に変化が見
られなかった。そこで、Y 番目の位置から、
挿 入 位 置 を １ つ ず つ Y+n 番 目 に
(n=-4,-3,,,0,+1,+2,,,)ずらしたコンスト
ラクトを作成し、更に、前述の通り、蛍光タ
ンパク質と ATP 結合タンパク質（εサブユニ
ット）を繋ぐペプチドリンカーの種類を複数
変化させながら、最適化を行った。試験管内
のスクリーニング実験の結果、Y+c 番目の残
基の位置に挿入し、ある長さで、かつ強直な
ペプチドのリンカーを導入した際、ATP 結合
に伴い、蛍光強度が下がる Turn-off 型のセ
ンサーが得られた。興味深いことに、吸収ス
ペクトルを確認したところ、今まで得られて
きた蛍光センサーとは全く異なる挙動を示
した。Turn-on 型の MaLionG は、ATP 結合に
伴い、色素の非蛍光性のプロトン化したフォ
ームに帰属される吸収帯が減少する一方、蛍

光性のアニオン種の吸収帯が増加する。この
タイプの挙動を示すセンサーは蛍光寿命の
ATP 濃度の依存性が無い。 
 一方、Turn-off 型の今回みつかった
Construct は、従来のアニオンープロトン化
の平衡の変化を伴わず、ATP 結合に際し、若
干の吸収波長のシフトが起きたが、これに応
答して、大きく蛍光寿命も変化した。 
 続いて、精製したこのセンサータンパク質
を用いて、ATP の濃度依存性、基質特異性等
を調べた。結果、mM オーダーの生理条件下で
作動すること（ATP の濃度の増加に伴い、蛍
光寿命は減少）、ATP と構造が良く似た他の核
酸塩基にはほとんど応答せず、高い基質特異
性を示した。 
 更に、動物細胞用のベクターを作成し、ト
ランスフェクションし、2－3日インキュベー
トした後、顕微鏡観察した（細胞は HeLa）。
蛍光タンパク質の発現量も、明るさも、顕微
観察に十分な輝度値を得ることができた。こ
れを HeLa 細胞の細胞質に発現させ、解糖系
の阻害剤（NaF）を加えたところ、蛍光寿命
の値が、顕著に増大した（ATP の減少に相当）。
更に、このセンサーにターゲットシグナルを
導入し、ミトコンドリア、核、細胞膜など複
数の場所に配置できるようにプラスミドを
作成した。次に、細胞質とミトコンドリアに
このセンサーを発現させ、様々な動物細胞を
始めとした細胞（がん細胞、褐色脂肪細胞な
ど）の ATP 濃度（ミトコンドリア vs 細胞質）
を計測した。 
 試験管内で作成した検量線（横軸：ATP 濃
度［mM］、縦軸：蛍光寿命［ns］）を用いて、
ミトコンドリアと細胞質のATP濃度を見積も
ったところ、数種類の細胞株において、ミト
コンドリアの方が、細胞質より ATP 濃度が低
いことが分かった。また、解糖系が亢進して
いるがん細胞（ワーブルグ効果）と、ミトコ
ンドリアによるATP産生が主要経路である正
常な細胞の間に、ATP 濃度に関して、顕著な
差が見られた。 
 現在、細胞間、或いは、オルガネラの間に
おける ATP 濃度のばらつき、その時空間情報
を解析中であり、論文準備中である。以上、
当初予定していたコンセプトに合致する蛍
光タンパク質のATPセンサーの作製に成功し
た。このセンサーの作動原理は、ATP に限ら
ず、あらゆるセンサーへの適用することので
きる波及効果の高い成果であるに違いない。 
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