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研究成果の概要（和文）：ATPシグナリング研究にイメージングが大事と考え、放出ATPを生物発光でリアルタイムにイ
メージングできる装置を開発したが、本研究ではさらに発光と蛍光の同時測定または高速切り替え測定できるように改
良した。それを用い、ヒト表皮細胞において伸展刺激がヘミチャネルを介したATP放出と、TRPC6を介したCa2+の持続的
な流入を引き起こし、傷の治癒を促進していること、いろいろな機械刺激を受けている肺の各種細胞が伸展刺激でATP
を放出することなど、種々の細胞、組織におけるATP放出とその時間的変化や空間的分布を明らかにした。これによりA
TP放出の多様性を明らかにしイメージング法の有効性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：ATP is now recognized as a ubiquitous extracellular messenger in whole body. 
ATP-releases are often induced by mechanical stresses, implying important roles of ATP in 
mechano-transduction. We had developed a real-time ATP luminescence imaging system with simultaneous DIC 
imaging using infrared under an upright microscope. Herein, the system was improved to enable a 
simultaneous or fast exchangable imaging of luminescence and fluorescence images. Using this system, we 
found that wound closure was accelerated by stretch stimulation in keratinocytes and the acceleration was 
due to ATP release via hemichannels and sustained Ca2+ increase via TRPC6 activation. We also found that 
in several types of cells and tissues, ATP was released by stretch or mechanical stimulations and its 
time courses and spatial distribution were depended on the cell types. These findings demonstrate a 
diversity of ATP release mechanisms and confirm an effectiveness of the ATP real-time imaging.

研究分野：細胞生理学

キーワード： ATPシグナリング　機械受容　ATPイメージング　メカノバイオロジー　創傷治癒　ATPイメージング　ケ
ラチノサイト　ルシフェリン
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１． 研究開始当初の背景 
ATP などのヌクレオチドは痛覚や免疫を
はじめ生体の生存にも関わる様々な生理機
能に関与しており、細胞間情報伝達物質とし
て生体におけるその普遍性、重要性が明らか
となってきた。これら ATP シグナリング系の
解明はATP受容体分子ファミリーが同定され
たことによりここ10年の間に一気に進んだ。
しかし一方でそれに関与するATPがどこから
どのように放出されるかはATPシグナリング
系での情報発信源というキーポイントにも
かかわらず明らかにはなっていない。現在、
経路としては開口放出、TRP チャネル、Cl-チ
ャネル、ヘミチャネル、トランスポーター
等々が考えられているがいろいろなデータ
はいまだ controversial であり ATP放出機序
の全体像や制御機序は明らかになっていな
い。 
細胞内 Ca2+シグナリングの研究がその蛍光
指示薬が開発され、可視化によって大きく発
展したように、細胞間 ATP シグナリング系に
おいても見ることが必須と考え、我々は
Luciferin -Luciferase 反応による ATP ルミ
ネッセンスを超高感度カメラでリアルタイ
ムにイメージングできるシステムを開発し、
同じ細胞にもキネティクスの異なったATP放
出経路が存在することやATP放出経路の局在
を明らかにすることが出来、イメージング法
の有用性を示してきた。 
 
２．研究の目的 
細胞外ATPは多くの生理機能に関わってお
り、重要な情報伝達物質として細胞間 ATP シ
グナリング系を形成しているが、そのシグナ
ルの発生源、即ち ATP 放出の機序はまだ明ら
かではない。細胞内 Ca2+シグナリング系にお
けるシグナル発生源である Ca2+チャネルと同
様、ATP 放出経路も多種多様で、複雑な制御
機構によってATPの働きの多様さが生み出さ
れていると考えられる。 
本研究は ATP 放出の経路、その制御機構を
我々の開発したATPリアルタイムイメージン
グ法を主体に解明し、ATP 細胞間シグナリン
グ系の全体像解明に寄与することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
我々の開発したルシフェリン・ルシフェレ
ース生物発光を用いたATPリアルタイムイメ
ージング装置を改良した。蛍光光源として瞬
時の ON-OFF や波長切り替え可能な LED 光源
を導入、さらに赤色の Ca2+指示薬を使用可能
にするため、633nm の励起光と 633nm のノッ
チフィルターを精度よく組み合わせた蛍光
システムを組み込み、明るさが桁違いに異な
る発光と蛍光の同時、あるいは時間差を高速
の切り替えにより少なくした測定系を構築
した。また生体組織、器官からの ATP 放出を
観察するためにさらに低倍のマクロ顕微鏡
を用いたATPイメージングシステムを構築し

た。これらを用いて各種細胞、組織での主と
して伸展等の機械刺激によるATP放出を観察
した。ATP イメージング法の基本的な説明は
文献②にまとめ発表した。 
 
４．研究成果 
 
(1) ヒト表皮細胞における伸展刺激による
創傷治癒促進のメカニズム(雑誌論文③)。 
培養表皮細胞(HaCaT 細胞)に傷をつけて、
修復の時間経過を観察すると伸展刺激を加
えた細胞の修復が促進された。細胞外 ATP と
細胞内 Ca2+をリアルタイムイメージングした
ところ、伸展刺激によって傷に面した細胞の
みから ATP が放出され拡散し(図 1A)、後続の
細胞に伝播していく Ca2+波が誘起された(図
1B)。これはパネキシンを介した ATP 放出(図
1C, 1D)と P2Y2 型 ATP 受容体の活性化とそれ
に続く TRPC6 を介した Ca2+流入によっている
ことを明らかにした。 
この持続的な Ca2+流入とそのグラディエン
トが創傷治癒を促進していると考えられる
が、非常に興味深いことにこの機序は伸展刺
激を与えない通常の創傷治癒過程において
も働いていることが、ATP-Ca2+シグナリング
系を抑制する薬物によって治癒が遅延する
ことから示唆された。このことは創傷治癒過
程において遊走していく細胞とそれに連な
る後方の細胞間でメカニカルな相互作用が
あり、ATP-Ca2+シグナリングを介して治癒に
寄与していると考えられる(図 1E,F)。 
TRPC6 の促進薬であるハイパフォリン(伝
承薬オトギリソウ抽出物)はこの傷の治癒を
促進した。慢性皮膚炎であるアトピーにこれ
らの過程が関与していることが最近示唆さ
れ、治療の観点からも興味深い結果である。 

図 1 表皮細胞の創傷治癒を促進する ATP シグ
ナリング。A 培養ケラチノサイト(HaCaT 細胞)
を創傷後 3 時間で図の縦方向に 20%伸展刺激
した時の ATP 放出の様子(赤色)と赤外線で見
た微分干渉像(緑)。B 同上の刺激での細胞内
Ca2+上昇伝播の様子。C ATP 放出した細胞(赤
色)にのみヘミチャネル透過性の蛍光色素カ
ルセイン(青色)が取り込まれた。 

 



 
(2) 小腸メカノセンサーとしての絨毛上皮
下線維芽細胞と絨毛運動
小腸は消化器官であるとともに、メカノ、
ケモセンサーを備えた運動器官であり、最大
の免疫器官でもある。そのすべての機能に
ATP シグナリング系が関与している。小腸内
面を覆う絨毛は消化吸収の面積を増やすだ
けではなく、食べ物の検知や、ゆっくりかつ
スムーズな輸送のための表面の形成を行っ
ており自律的に動いている。
この絨毛の運動や消化
皮下でネットワークを形成する上皮下線維
芽細胞
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微妙な動きと絨毛間の協調した動きを制御
していると考えられる。
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や酸欠、低張溶液などの刺激によって ATP を
放出することが知られているが、その機序は
不明であった。 
本研究では血球融解の量を上清中のヘモ
グロビンの量で定量し、ATP 放出量と厳密に
比較した。また ATP イメージング法で ATP と
同時に、ATP 放出した細胞の形態変化を赤外
光によってイメージングした。その結果、赤
血球からのATP放出は定量的には血球の融解
だけで説明がつくこと、また ATP を放出した
赤血球は放出後必ず融解していること観測
された。図 4はその例を示す。これらのこと
から、血管中で赤血球は自己融解によって周
りに ATP を供給し、血流をコントロールして
いるという新しい概念を提唱している。 
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