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研究成果の概要（和文）：分岐鎖アミノ酸はBCAAとも呼ばれ、様々な生理機能や疾患に関わる重要な栄養素で
す。細胞に取り込まれた分岐鎖アミノ酸はミトコンドリア内に運ばれて代謝されますが、これまでどのような仕
組みでミトコンドリア内に運ばれるかはよくわかっていませんでした。我々は、細胞質およびミトコンドリア内
の分岐鎖アミノ酸濃度をイメージングするための新しい蛍光バイオセンサーOLIVeを開発し、単一の生きた細胞
内部の分岐鎖アミノ酸動態を調べることを可能にしました。この技術を用いてミトコンドリアの分岐鎖アミノ酸
輸送体分子のスクリーニングをおこない、候補となる３種類の遺伝子を見出しました。

研究成果の概要（英文）：Branched-chain amino acids, also known as BCAAs, are important nutrients 
involved in a variety of physiological functions and diseases. The branched-chain amino acids 
incorporated into the cell are transported into the mitochondria for metabolism, but the mechanism 
by which they are transported into the mitochondria has been unclear. We have developed a new 
fluorescent biosensor, OLIVe, for imaging branched-chain amino acid concentrations in the cytosol 
and mitochondria, allowing us to examine spatiotemporal dynamics of the amino acids inside a single 
living cell. This technique was used to screen mitochondrial branched-chain amino acid transporters,
 and three candidate genes were identified.

研究分野：バイオイメージング
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において我々が開発した蛍光バイオセンサーは、オートファジー研究を始め分岐鎖アミノ酸が関与する幅
広い生物学領域において重要な研究ツールとなることが期待されます。分岐鎖アミノ酸は様々な生理機能や疾病
に関与することから、分岐鎖アミノ酸の生体内動態の理解の増進は、将来的には病気の理解や健康に大きく寄与
する可能性が高いと考えられます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 真正細菌の細胞内共⽣によって⽣じたミトコンドリアは、内部に独⾃のゲノム DNA
（mtDNA）を持ち、細胞内エネルギー通貨である ATP の産⽣をはじめとする極めて多彩な機
能を担う細胞内⼩器官である。ミトコンドリアタンパク質をコードする遺伝⼦の⼤部分は進化
の過程で核に移⾏した。しかし、ミトコンドリア機能維持に重要な呼吸鎖複合体の構成サブユ
ニットをコードする遺伝⼦の⼀部は mtDNA に残されており、これら mtDNA にコードされた
タンパク質の合成はミトコンドリア内でおこなわれる。mtDNA 上の tRNA 遺伝⼦の変異が、
ミトコンドリア機能障害とそれに起因する幅広い疾病の原因となることがよく知られているよ
うに、ミトコンドリア内において正しくタンパク質合成がおこなわれることは、⽣体の恒常性
に必要なミトコンドリア機能を維持する上で⾮常に重要である。ミトコンドリア内において正
常にタンパク質合成がおこなわれるためには、タンパク質の材料となる全てのアミノ酸がミト
コンドリア内に⼗分量存在する必要がある。また、⼀部のアミノ酸はミトコンドリア内で代謝
されることが知られている。様々な⽣理機能や疾病との関連が報告されている分岐鎖アミノ酸
（ロイシン、イソロイシン、バリン）もミトコンドリア内で代謝され、その代謝酵素の異常が
遺伝疾患であるメープルシロップ尿症を引き起こすことが知られている。しかし、アミノ酸を
細胞質からミトコンドリア内に輸送する分⼦とそのメカニズムについてはほとんど理解が進ん
でいない。タンパク質を構成する 20 種類のアミノ酸のうち、ミトコンドリア内膜の輸送体が
同定されているものは、グルタミン酸とアスパラギン酸の 2 種類（グルタミン酸輸送体および
グルタミン酸：アスパラギン酸輸送体）のみであり、他の 18 種類のアミノ酸を輸送する分⼦
の実態は不明である。研究が進んでいない理由としては、ミトコンドリアへのアミノ酸輸送活
性を指標にした適切なスクリーニング系が存在しないためだと考えられる。 
 近年、蛍光タンパク質を利⽤した遺伝⼦コード型蛍光バイオセンサーの開発が盛んになって
いる。特に、ATP や NADH といった代謝物に対する蛍光バイオセンサーを利⽤した⽣細胞内
代謝物イメージング技術は、細胞内代謝物を時空間的な動態の観点から研究することを可能に
してきた。これらの技術と同様に分岐鎖アミノ酸のイメージング⼿法を確⽴することができれ
ば、ミトコンドリアへの輸送を含め、ほとんど理解が進んでいない細胞内における分岐鎖アミ
ノ酸の動態に関して重要な知⾒が得られることが期待された。 
 
２．研究の⽬的 
以下の２点を⽬的として本研究を進めた。 
（１）細胞質およびミトコンドリア内の分岐鎖アミノ酸濃度をイメージングする⼿法の確⽴ 
⽣細胞内部の分岐鎖アミノ酸濃度をリアルタイムに計測する技術はこれまで報告されていなか
った。そこで、まず分岐鎖アミノ酸に特異的に応答する遺伝⼦コード型の蛍光バイオセンサー
を開発し、この蛍光バイオセンサーを⽤いることで細胞質およびミトコンドリア内の分岐鎖ア
ミノ酸濃度を単⼀細胞レベルの解像度でイメージングする⼿法を確⽴することが第⼀の⽬的で
ある。 
（２）ミトコンドリア内膜における分岐鎖アミノ酸輸送体の同定 
上記（１）で開発する⽣細胞内分岐鎖アミノ酸イメージング技術を利⽤して網羅的なスクリー
ニングを実施することでミトコンドリア内への分岐鎖アミノ酸流⼊に関わる遺伝⼦を同定し、
更にその機能を詳細に解析することが第⼆の⽬的である。 
 
３．研究の⽅法 
（１）分岐鎖アミノ酸に対する FRET 型蛍光バイオセンサーの構築と in vitro での機能評価 
分岐鎖アミノ酸結合タンパク質 LIVBP、シアン⾊蛍光タンパク質（CFP）および⻩⾊蛍光タン
パク質（YFP）の様々な融合体の cDNA を PCR あるいは遺伝⼦合成によって作製した。これ
らの cDNA を載せた pRSET-B ベクターを保持する⼤腸菌 JM109(DE3)株を 24℃で２⽇間培養
することで、融合タンパク質を発現させた。発現したタンパク質は Ni-NTA カラムおよび
Superdex200 ゲルろ過カラムによって精製し、4℃で保存した。精製したバイオセンサーの蛍光
スペクトルは、10%スクロース、1%ウシ⾎清アルブミン(BSA)、0.1%NP-40、100μMTCEP
を含む 10mM のリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔(PBS, pH7.4)中で分光光度計を⽤いて 37℃で測定し
た。励起波⻑は 435±2.5 nm で、460〜600 nm の蛍光波⻑を⾛査した。 
（２）細胞培養 
HeLa 細胞は、10％ウシ胎児⾎清（FBS、Sigma-Aldrich）を添加した Dulbecco's modified 
Eagle's medium（DMEM、1g/L グルコース）中で、37℃、5％CO2で培養した。バイオセンサ
ーは、リポフェクタミン 2000 試薬を⽤いて、バイオセンサーcDNA を担持したプラスミドを
トランスフェクションすることによって細胞に⼀過的に発現させた。また、プラスミドを導⼊
した細胞を 700 µg/mL の G418 を含む培地中で培養することにより、バイオセンサーを安定的
に発現する細胞を単離した。 
（３）顕微鏡 
イメージングに先⽴ち、培養培地を 5% FBS を添加したビタミン B2/フェノールレッド不含
DMEM に変更し、37℃、5％CO2で 5~10 時間インキュベートした。細胞の蛍光像は、CFI Plan 
Apo 20×(NA 0.75)、CFI Apo TIRF 60×(NA 1.49)、または CFI Plan Apoλ40×(NA 0.95)対物



レンズを⽤い、ニコン Eclipse Ti-E 倒⽴顕微鏡上で、Andor Technologies Zyla4.2 sCMOS カメ
ラ、または浜松ホトニクス ORCA-AT CCD カメラに 400~600 ms の露光時間で撮影した。撮影
中、細胞の環境はステージトップインキュベーターによって 37℃、5％CO2に保持した。FF01-
427/10 励起フィルタ、 FF458-Di01 ダイクロイックミラー、および 2 つの発光フィルタ(CFP
の場合は FF 01-483/32、YFP の場合は FF 01-542/27)から構成されるフィルタセットをイメー
ジングに使⽤した。FRET シグナルは、YFP/CFP 蛍光⽐により評価した。画像の分析は
MetaMorph を⽤い、バックグラウンド除去はバックグラウンド信号として細胞のない領域内の
蛍光信号を⽤いて⾏った。 
（４）RNA ⼲渉 
ミトコンドリアに局在すると決定あるいは予測されている 1158 個の遺伝⼦のうち、アミノ酸輸
送を担う可能性があると考えられる SLC ファミリー輸送体および ABC ファミリー輸送体をコ
ードする計 69 個の遺伝⼦に対してそれぞれ２種類ずつの計 138 個の siRNA を含むライブラリ
ーを作製した。ミトコンドリアに分岐鎖アミノ酸バイオセンサーを恒常的に発現する細胞へ、
RNAiMax を⽤いて siRNA の導⼊をおこなった。siRNA の導⼊から２⽇後にミトコンドリア内
分岐鎖アミノ酸イメージングをおこなった。 
 
４．研究成果 
（１）FRET 型分岐鎖アミノ酸バイオセンサーの開発 
⼤腸菌由来のロイシン/イソロイシン/バリン結合タンパク質（LIVBP）遺伝⼦と seCFP（CFP
の⼀種）と cp173-Venus（YFP の⼀種）をそれぞれドナーおよびアクセプターとして組み合わ
せることで、FRET ベースの分岐鎖アミノ酸バイオセンサー（OLIVe）を開発した。以前に⾏
われた LIVBP の結晶学的研究では、⼤きなグローバルな構造変化にもかかわらず、分岐鎖ア
ミノ酸の結合により、タンパク質の N 末端と C 末端の間の距離がほとんど変化しないことが
明らかとなっていた。単純に２つの蛍光タンパク質を LIVBP の N 末端と C 末端に融合させた
場合、リガンド結合時に⼤きな FRET 変化が得られないと予想されたことから、⼤きな FRET
変化が期待できる位置（LIVBP のアミノ酸位置 180 と 181 の間および 269 と 271 の間）に
cp173-Venus と seCFP を短いグリシンベースのリンカーを介して、それぞれ挿⼊した。 
435 nm で励起した際の精製 OLIVe の蛍光スペクトルは分岐鎖アミノ酸濃度に依存して変化
し、 YFP 強度の増加は CFP 強度と逆相関した。すなわち、このバイオセンサーからの FRET
シグナルは分岐鎖アミノ酸濃度を反映しており、YFP/CFP の蛍光強度⽐で評価することが可
能であることが⽰された。10 mM のロイシンを加えた際の YFP/CFP ⽐の増加は約 105%と、
⼀般的な FRET 型バイオセンサーと⽐較して⼗分⼤きいものであった。OLIVe のロイシン、イ
ソロイシン、バリンに対する解離定数は、それぞれ 97、83、および 589 µM であった。また、
分岐鎖アミノ酸以外のアミノ酸への反応性は全く無いか、⾮常に弱いものであった。分岐鎖ア
ミノ酸の代謝産物も FRET シグナルを増加させなかった。pH の影響を調べた結果、通常の細
胞質 pH 付近の僅かな pH 変化であれば、FRET シグナルにほとんど影響を与えないことが⽰
された。 
（２）単⼀の⽣細胞における細胞質内分岐鎖アミノ酸濃度のイメージング 
細胞内で発現させたバイオセンサーの⼤部分は細胞質に局在し、⼀部は核内に局在した。ま
ず、様々な培養条件で単⼀細胞における FRET シグナル（YFP/CFP ⽐）を計測した。通常培
地（DMEM）で培養した細胞は安定した FRET シグナルを⽰したが、そこに過剰量の分岐鎖
アミノ酸を培地に添加すると、FRET 信号は徐々に増加した。⼀⽅、培地を DMEM からアミ
ノ酸飢餓培地（EBSS）に置き換えると、FRET シグナルは急速に減少し、EBSS への分岐鎖ア
ミノ酸の添加後に数時間かけて回復した。 
次に、単⼀の OLIVe 発現細胞からの FRET シグナルと、HPLC を⽤いて細胞集団から計算し
たバルクの細胞内分岐鎖アミノ酸濃度を、培地中の分岐鎖アミノ酸濃度を変えて⽐較した。
HPLC の結果から計算した細胞内分岐鎖アミノ酸濃度は培地中の分岐鎖アミノ酸量に強く依存
した。OLIVe 発現細胞からの FRET シグナルも培地中の分岐鎖アミノ酸量に依存しており、
HPLC から求められた分岐鎖アミノ酸濃度と⾼い相関を⽰した。この結果は、単⼀細胞で発現
した OLIVe からの FRET シグナルが細胞内分岐鎖アミノ酸レベルを反映することを明確に⽰
している。HPLC によって決定された値から、OLIVe によって約 200μM から 2 mM 程度の
細胞内の分岐鎖アミノ酸の測定が可能であると推定された。 
（３）ミトコンドリア内分岐鎖アミノ酸濃度のイメージング 
分岐鎖アミノ酸はミトコンドリア内部においてタンパク質合成に利⽤されるほか細胞のエネル
ギー源として代謝されるため、細胞質分岐鎖アミノ酸の⼀部はミトコンドリアマトリックスに
輸送されるはずである。しかし、ミトコンドリアマトリックス中の分岐鎖アミノ酸レベルを特
異的にモニターすることは従来不可能であった。我々は、シトクロム c 酸化酵素サブユニット
VIII のミトコンドリア局在化シグナルを２つ直列に OLIVe の N 末端に融合させ、ミトコンド
リアマトリックスへの OLIVe の局在化を試みた。その結果、融合タンパク質である mit-
OLIVe は、ミトコンドリアマーカーである mitotracker-red と蛍光が共局在し、適切にミトコ
ンドリアマトリックスに局在化することが⽰された。OLIVe の結果と同様に、培養液中の分岐
鎖アミノ酸量と⼀致した mit-OLIVe からの FRET シグナルの変化が観察された。また、アミ
ノ酸を含まない DMEM で培養した細胞は、個々の分岐鎖アミノ酸を培地に補充することに応



答して、mit-OLIVe の FRET シグナルの増加を⽰した。これらの結果から、mit-OLIVe はミト
コンドリアの分岐鎖アミノ酸レベルをモニタリングすることができると我々は結論づけた。 
（４）細胞の栄養環境による細胞内分岐鎖アミノ酸濃度の制御 
細胞内の分岐鎖アミノ酸レベルへの他のアミノ酸の潜在的な影響を調べるために、バリンを補
充したアミノ酸フリーDMEM で培養した OLIVe 発現細胞および mit-OLIVe 発現細胞の
FRET シグナルの、⾮分岐鎖アミノ酸アミノ酸の添加への応答を定量した。興味深いことに、
細胞内の分岐鎖アミノ酸レベルは、どのアミノ酸を添加したかによって有意に変化した。この
うち、グルタミンは細胞質とミトコンドリアの両⽅の分岐鎖アミノ酸量を有意に増加させた。
また、細胞質とミトコンドリアの分岐鎖アミノ酸レベルの間には強い正の相関が⾒られた。興
味深いことに、セリンが添加された場合には、細胞質とミトコンドリアの間に⼤きな差が観察
された。この不⼀致は、HeLa 細胞のミトコンドリア内膜には、細胞質膜とは性質の異なるア
ミノ酸輸送システムが存在する可能性を⽰唆している。 
これまでに、L 型アミノ酸トランスポーター1（LAT1）が、HeLa 細胞を含むがん細胞にいて
外部からの分岐鎖アミノ酸取り込みの⼤部分を担っていることが報告されていた。 実際、
LAT1 をノックダウンしたところ、対照細胞に⽐べて FRET シグナルが有意に減少した。これ
までの報告では、グルタミンの流⼊は、LAT1 交換体を介して分岐鎖アミノ酸の流⼊を誘発す
ることが⽰唆されていたことから、上で観察されたグルタミンを介した細胞内 分岐鎖アミノ酸
量の増加は、LAT1 の活性によるものではないかと考えた。実際に、LAT1 のノックダウンに
よってグルタミン添加による FRET 信号の増加が有意に抑制されることが確認された。これ
らの結果は、LAT1 が HeLa 細胞の細胞内分岐鎖アミノ酸レベルを決定する重要なトランスポ
ーターであることを明確に⽰している。 
分岐鎖アミノ酸は、グルコースやタンパク質合成などの細胞内代謝プロセスを制御する強⼒な
栄養シグナル分⼦であるため、細胞の恒常性を維持するために、環境中のエネルギー源の利⽤
可能性に応じて、細胞の分岐鎖アミノ酸の利⽤が制御されている可能性がある。そこで、グル
タミン、グルコース、ピルビン酸が細胞内分岐鎖アミノ酸レベルに及ぼす影響を、分岐鎖アミ
ノ酸イメージングを⽤いて調べた。バリンを添加した無栄養培地で培養した HeLa 細胞は、時
間の経過とともに徐々に細胞質の分岐鎖アミノ酸を失っていった。⼀⽅、グルタミンの存在下
では、上での観察結果と⼀致し、分岐鎖アミノ酸レベルが有意に⾼く維持されることが観察さ
れた。興味深いことに、細胞は飢餓状態の間、グルコースまたはピルビン酸の存在下でわずか
に⾼い分岐鎖アミノ酸レベルを保持していた。HeLa 細胞は分岐鎖アミノ酸を合成することが
できないことから、この観察結果は、グルタミンだけでなく、グルコースとピルビン酸も細胞
への分岐鎖アミノ酸の取り込みを促進することを⽰唆している。⼀⽅、バリンが存在しない場
合には、このような分岐鎖アミノ酸レベルの増加は観察されなかった。 
我々の結果は、細胞内の分岐鎖アミノ酸レベルは、環境中の分岐鎖アミノ酸レベルやトランス
ポーター活性だけでなく、環境中の他の栄養素によっても決定されることを⽰している。蛍光
バイオセンサーを⽤いた細胞内分岐鎖アミノ酸レベルのイメージングは、細胞内の分岐鎖アミ
ノ酸のこのような複雑な挙動を理解するための重要な技術となると期待される。 
（５）イメージングを⽤いたミトコンドリアの分岐鎖アミノ酸輸送体のスクリーニング 
３種類の分岐鎖アミノ酸のミトコンドリア内への取り込みに異なる輸送体が働いている可能性
が考えられたため、まず、バリンの輸送体分⼦を RNA ⼲渉によってスクリーニングした。
mit-OLIVe を発現する HeLa 細胞に siRNA を導⼊したのち、アミノ酸不含 DMEM に 1 mM の
バリンとグルタミンを加えた培地に置換して６時間後に FRET シグナルを測定した。その結
果、３種類の siRNA で弱いながらも FRET シグナルの有意な低下が観察された。この研究の
途中、⽶国のグループからヒト褐⾊脂肪細胞におけるミトコンドリア分岐鎖アミノ酸輸送体と
して SLC25A44 を同定したという論⽂が発表された（Nature 572, p614, 2019）。SLC25A44
は我々のスクリーニングでヒットした３種類の遺伝⼦には含まれていなかった。これらの知⾒
は、我々が研究で⽤いた HeLa 細胞においては SLC25A44 が働いていない、あるいは
SLC25A44 の他にも分岐鎖アミノ酸輸送体が働いている可能性を⽰唆している。後者の場合、
SLC25A44 以外の分岐鎖アミノ酸輸送体を同定するためには、SLC25A44 のノックアウト細胞
をスクリーニングに⽤いる必要がある。また、我々のスクリーニングでヒットした３遺伝⼦の
うち、２つは既に他の機能が報告されているものであった。これらの正確な機能を知るために
は、これらの遺伝⼦をノックアウトした細胞での詳細な解析が必要であると考えられる。 
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新規発光型ATPバイオセンサーを用いた細胞内および細胞外ATPダイナミクスの定量的観測系の構築

Single-cell imaging of intracellular ATP dynamics during apoptosis using a caspase-resistant FRET-based biosensor

Imaging of intracellular ATP level revealed pannexin1-mediated programmed ATP decrease in apoptosis

FRET型ATPセンサーを用いたショウジョウバエ神経細胞におけるATPの濃度と消費速度の可視化
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ルシフェラーゼ断片の相補的再構成を用いた新規発光ATPバイオセンサーの開発

ツメガエル卵細胞におけるATPの役割の検証

FRET型蛍光バイオセンサーを用いたミトコンドリア分岐鎖アミノ酸輸送体の探索
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Genetically encoded fluorescent biosensor for branched-chain amino acids

蛍光バイオセンサーで解き明かす細胞内代謝

出芽酵母の細胞内ATP変動を制御する仕組み

蛍光バイオセンサーによる生細胞内代謝物イメージング

 ４．発表年



2019年

2019年

2020年

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕

－

６．研究組織

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

日本生体エネルギー研究会第45回討論会

Academia Sinica - Kyoto University Bilateral Symposium（招待講演）（国際学会）

2nd WPI-NanoLSI Special Seminar（招待講演）

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

米満茜、垣塚彰、今村博臣

Hiromi Imamura

Hiromi Imamura

 ３．学会等名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

蛍光変化のダイナミックレンジを増大させたFRET型バイオセンサーの開発

Imaging of metabolites inside living cells

Genetically encoded fluorescent biosensors for understanding of metabolism at single cell level


