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研究成果の概要（和文）：AMP-activated protein kinase（以下AMPK）は代謝系のマスターレギュレーターのひ
とつである。細胞内ATPが欠乏するとAMPKが活性化され、エネルギー産生が亢進する。一方、AMPKの生体内にお
ける主要な機能として、①肝臓での糖新生と、②筋肉での糖代謝亢進が報告されているが、どのようにして臓器
間で異なる機能を調節しているかは未知である。本研究では光遺伝学を用いて、AMPK活性を組織ごと、1細胞レ
ベルの解像度で活性化する技術を作出した。

研究成果の概要（英文）：AMP-activated protein kinase (AMPK) is the master regulator of metabolic 
pathways and energy homeostasis. A number of activators of AMPK have been developed to treat 
diabetic patients or to improve the performance of athletes. These reagents are powerful tool to 
delineate the role of AMPK. However, such small molecule activators are prone to cause off-target 
effects and not applicable for the targeted stimulation of specific cell types. Here, we developed 
an optogenetic tool that rapidly and reversibly controls the AMPK activity by light inducible 
protein clustering in mammalian cells.

研究分野： 生体イメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、生きたマウスの中で、単一細胞レベルの非常に高い空間解像度でAMPKを操作することが可能にな
りました。今後、一つの細胞が生体全体に与える影響を調べることが可能になります。複雑な生体において、臓
器間、細胞間で、お互いの情報を共有するためのメカニズムを調べる手法になると期待されます。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

AMP-activated protein kinase（以下 AMPK）は代謝状

態を制御する酵素である。ATP が欠乏すると AMPK が活

性化され、エネルギー生産を亢進する(図 1)。AMPK を

欠損したマウスでは、筋肉での糖代謝や肝臓での糖新

生が低下する。AMPK の生理学的な機能は、耐糖能、老

化、概日リズム、癌化、筋持久力の向上といった恒常性機構に関与している。これらの知見

は、糖尿病治療薬であり AMPK 活性化薬でもあるメトホルミンや、AMPK 欠損マウスにより明

らかにされた。しかし、これらの恒常性機構における責任臓器や細胞内分子機構などの詳細

は不明である。 

 

２．研究の目的 

in vivo における AMPK 活性を光遺伝学によって制御し、生体マウスにおける一細胞レベ

ル、個別臓器ごとの AMPK 活性化が個体全体の恒常性に与える影響を検討する。 

 

３．研究の方法 

AMPK の活性化を、赤色光刺激により誘導できる系を用

いた。植物由来の PhyB-PIF は赤色光により複合体を形

成することが知られている(図 2)。この系においては

ヘム誘導体であるフィアコシアノビリン(PCB)が発色団

として必要であり、PCB を産生する培養細胞とマウス

を作出した。 

 

また、光依存的な AMPK 活性化には、光

依存的に多量体を形成する系を用いた

(図 3)。A)多量体誘導の感度特異度、B)

多量体に含まれる AMPK のサブユニット

を検討した。 

 

更に、多量体形成時に、なぜ AMPK が活

性化するのかを、生化学や細胞生物学

的に解析した。 

 

 

４．研究成果 

培養細胞を用いた実験系において、赤色光依存で AMPK 活性を制御することに成功している

(図 4)。650 nm の光刺激により、mCherry で蛍光ラベルした AMPK が多量体を形成している

(図 4、左上段)。同時に、AMPK の活性化が FRET プローブで検出される(図 4、左下段)。こ

れらの変化 

図 1 AMPK の機能 

 

図 2 PhyB-PIF 複合体光制御 

図 3 多量体誘導による AMPK 制御 



 

 

は、750 nm の光刺激によ

り元の状態に戻る。現在

は、これらの実験系をマ

ウスに移行している。 

 

 

上記の実験系獲得のため

には、マウス生体内で光

遺伝学を行う必要があ

る。そのための準備も付

随して進めている。 

 

CRY2 など光遺伝学で光スイッチとして機能する分子

は、生きたマウスを観察するのに用いる 2光子励起顕

微鏡の光では活性化できないことが明らかとなった。

そこで、2光子励起で効率よく活性化できる蛍光タン

パク質からの蛍光共鳴エネルギー移動を利用して、

CRY2 を 2 光子励起で活性化する技術を開発しました

(図 5)。また、本研究では 2光子励起の性質を利用し

て、生体内での多種多様な細胞の中から、狙った単一

の細胞のみで、細胞の増殖や分化に重要な分子である

ERK 活性の制御に成功した。 

 

PCB 産生マウスの作出過程で、ビリベルジ

ンリダクターゼ a(Blvra)のノックアウトマ

ウスを作出した(図 6)。近赤外光を用いた

生体イメージングは①高い生体透過性②可

視光領域の蛍光タンパク質との併用による

多色イメージングという利点から、生体内

への応用が望まれていた。しかしながら、

既存の近赤外蛍光タンパク質は蛍光強度が

低く、生体への応用は限定されていた。こ

の理由として、近赤外蛍光タンパク質はビ

リベルジンというヘム代謝産物を発色団と

して要求すること、生体内ではビリベルジ

ン濃度が低く保たれていることが原因だと

考えられた。そこでヘム代謝に関与するビリベルジンレダクターゼ（Blvra）という酵素を

ノックアウトしたマウス（Blvra-/-マウス）を作出することで、マウス生体内での近赤外蛍

光タンパク質の高輝度化に成功した。また同様の手法が、近赤外光に応答するカルシウムセ

ンサーや光遺伝学ツールに応用可能であることを示した。 

 

 

 

 

 

 

図 5 2 光子顕微鏡用 CRY2 

図 4 赤色光による AMPK 制御 

図 6 Blvra ノックアウトマウス 
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