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研究成果の概要（和文）：ATP（アデノシン三リン酸）は動物の各細胞で生合成され、あらゆる細胞機能に利用
されるエネルギー代謝分子であり、その細胞内濃度は神経興奮性に影響を与えうることが知られる。しかし生き
た動物の脳内では、エネルギー消費活動に合わせたエネルギー合成促進機構が存在するため、脳活動に伴い細胞
内ATP濃度が変動するのか、あるいは常に一定に保たれているのか不明であった。本研究はATPの蛍光プローブを
細胞質に発現するノックインマウスを用い、生きたマウス脳の細胞内ATP動態を計測する光ファイバ計測システ
ムを構築した。このシステムを用い、マウスの睡眠覚醒に伴う大脳皮質の細胞内ATP動態を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Adenosine 5’-triphosphate (ATP) is a metabolic molecule which is used for 
all subcellular processes as the major energy currency of cells. The intracellular ATP concentration
 was reported to affect the neuronal excitability in ex vivo conditions. However, it has been 
unclear the physiological dynamics of intracellular ATP levels in the living brain, which has energy
 homeostatic regulation mechanisms. Here we conducted in vivo optical recording of brain 
intracellular ATP dynamics using knock-in mice for fluorescent ATP probes ubiquitously expressed in 
the cellular cytoplasm and the fiberphotometric system. We observed the unique pattern of cortical 
intracellular ATP dynamics across sleep-wake cycle of mice. 

研究分野： 神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
 

ATP（アデノシン三リン酸）は動物の各細
胞内で生合成され、脳においては細胞膜電位
維持や物質伝達など、あらゆる細胞機能に利
用されるエネルギー代謝分子である。Ex vivo
先行研究から、ATP の細胞内濃度は細胞のエ
ネルギー合成とエネルギー消費活動の両方
の影響を受けて変動し、かつ神経興奮性に影
響を与えうることが示されている。一方、生
きた動物の脳内では、エネルギー消費活動に
合わせたエネルギー合成促進機構が存在す
るため、細胞内 ATP 量が脳活動に伴い変動
して神経活動に影響を与えうるのか、あるい
は脳活動変化にかかわらず常に一定に保た
れているのか不明であった。従来の脳内 ATP
を定量する方法は脳組織のルシフェリン・ル
シフェラーゼアッセイ法であり、時間分解能
と測定精度に問題があったことから、新たな
脳内 ATP 計測法の開発が必要と考えられた。 
脳における細胞のエネルギー消費活動と

それに伴うエネルギー合成は、動物の状態や
行動に伴い変化する。先行研究から、動物の
睡眠覚醒に伴い、神経活動や物質伝達などの
エネルギー消費活動が変化すると同時に、エ
ネルギー合成に関わるグルコース代謝や脳
血流が変動することが報告されている。この
ことから、本研究では動物の最大の生理的変
化の一つである睡眠覚醒に伴う細胞内 ATP
動態に着目して計測を行った。 
  
２．研究の目的 
 
(1) ATP の蛍光プローブ(GOATeam; Nakano 
et al., 2011, ACS Chem Biol.)を細胞質に発
現するノックインマウスを用い、生きたマウ
ス脳細胞内 ATP 動態をリアルタイム計測す
る光ファイバ計測システムを構築する。 
(2) 構築した計測システムを用い、マウスの
睡眠覚醒に伴う大脳皮質の細胞内 ATP 動態
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) in vivo ATP 計測法の確立 
① ATP の蛍光プローブのノックインマウス
(ROSA-CAG-GOATeam)の視神経軸索を急
性培養下で、共焦点顕微鏡を用いてイメージ
ングする（図 1）。ATP 合成阻害条件下での
GOATeam プローブの反応性を確認する。 
 
② 光ファイバ計測システムの光学系を改変
し、GOATeam プローブ計測（OFP と GFP
蛍光の 2 波長同時計測）に最適化する。動作
確認実験として、イソフルラン麻酔下のマウ
スの大脳皮質における細胞内 ATP 動態計測
を行う。 
 
(2) 睡眠覚醒に伴う大脳皮質細胞内 ATP 動
態計測 

マウスの大脳皮質へ光ファイバを留置し、脳
波・筋電電極の留置手術を行う。手術回復後、
マウスを頭部固定に馴化させ、頭部固定下で
大脳皮質の細胞内 ATP 動態と脳波・筋電計
測を行う。睡眠覚醒ステージは脳波・筋電図
から 4 秒ごとの視察判定により行う。 
 
４．研究成果 
 
(1) ① GOATeam プローブは OFP と GFP
の 2 つの蛍光タンパクを持ち、ATP 結合時に
生じる両者の FRET 現象を利用した蛍光プ
ローブである。ATP シグナルは GFP 励起光
に対する OFP(FRET)/GFP 蛍光比で表され
る。本研究ではまず、ROSA-CAG-GOATeam
ノックインマウスの視神経軸索を、急性培養
下で共焦点顕微鏡を用いてイメージングし
た（図 1A）。視神経軸索と周囲のグリア細胞
に GOATeam プローブ蛍光（OFP(FRET), 
GFP）発現を認めた（図 1B）。培養液中のグ
ルコース除去かつ sodium azide 投与による
ATP 合成阻害条件下で、ATP シグナル
(FRET/GFP ratio)は有意に低下した（図 1C）。
この結果は、細胞質の ATP 濃度低下に対し、
ROSA-CAG-GOATeam マウスに発現する
GOATeam プローブが反応してシグナルが低
下したことを意味する。この結果は、別の
ATP プローブを用いた先行研究の結果と完
全に一致した(Trevisiol et al., 2017, Elife)。
このことから、ROSA-CAG-GOATeam マウ
スにおける GOATeam プローブ動態の信頼
性が確認された。 

 
②光ファイバ計測システムの光学系を
GOATeam プローブ計測に最適化し、
ROSA-CAG-GOATeam マウスの大脳皮質に
光ファイバを留置して in vivo 細胞内 ATP 計
測を行った（図 2A）。ROSA-CAG-GOATeam
マウス由来の蛍光検出感度を上げ、シグナル
の S/N 比を増加させる目的で、ノックインマ
ウスをホモ化し、さらに計測システムのPMT
（光電子増倍管）をウルトラバイアルカリか
ら GaAsP フォトダイオードに変更した。 
イソフルラン麻酔下のマウスの計測を行

ったところ、大脳皮質の ATP シグナル(F/G 
ratio)は麻酔投与下で有意に低下した（図2B）。
イソフルラン麻酔により ATP 合成に関わる



脳代謝活動と ATP を消費する神経活動の両
方が低下することが報告されている。このこ
とから、イソフルラン投与下で ATP 消費低
下を上回る ATP 合成低下が生じ、細胞のエ
ネルギーバランスが一時的にマイナスに傾
くと考えられた。 

 
(2) マウスの睡眠覚醒に伴う大脳皮質の細胞
内 ATP 動態を計測した。ATP シグナル(F/G 
ratio)はマウスの睡眠覚醒に伴い変動し、覚
醒と比較してノンレム睡眠で低下傾向、レム
睡眠で有意低下を認めた（図 3A, B）。レム睡
眠中、エネルギー合成に関わる脳血流やグル
コース利用率が増加することが報告されて
おり、エネルギー合成促進が示唆されるにも
かかわらず細胞内 ATP 量の低下がみられた
ことから、レム睡眠中の大脳皮質におけるエ
ネルギー消費の増大が示唆された。 
 次に、マウスのノンレム睡眠あるいはレム
睡眠の深度と大脳皮質の細胞内 ATP 濃度の
関係性を明らかにするため、ノンレム睡眠中
の脳波デルタパワー、レム睡眠中の脳波シー
タ周波数と ATP シグナルの相関解析を行っ
たが、いずれも明らかな相関を認めなかった
（図 3C）。このことから、動物の睡眠深度と
大脳皮質の細胞内 ATP 量には明らかな関係
性がないことが示唆された。 

今後は、レム睡眠中に大脳皮質の細胞内
ATP 低下をもたらすエネルギー消費活動の
解明を目指すとともに、神経活動をはじめと
する様々な脳活動と細胞内 ATP 動態の関係
性を解明することを目指す。 
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