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研究成果の概要（和文）：低濃度で存在する細胞外アデノシン三リン酸(以下ATP)を検出するため、低濃度のATPに対し
てFRETを起こすATeamLをATPに高親和性であるBacillus由来のATP合成酵素を構成するタンパク質の一つであるεサブユ
ニット（ATP結合タンパク質）を介してGFPとKusabiraOrangeを結合させて作製した。このATeamLを細胞外へ掲示するよ
うに施したベクターを作製し、HeLa細胞へ導入するとATeamLは細胞外へ掲示された。この構築を利用して細胞外のATP
を検出できるマウスを作製している。

研究成果の概要（英文）：To detect the low density and extra-celluar ATP, ATeamL was developed. ATeamL was 
constructed in FRET-based ATP indicator by genetically linking GFP and Kusabira Orange with epsilon subuni
t , which was derived from Bacillus (high affinity to ATP). ATeamL, connected to membrane anchoring sequen
ce, was displayed on extra-celluar region in HeLa cell. Now, I generate the transgenic mouse using this co
nstruct to be able to detect the extra-celluar ATP in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
 アデノシン 3 リン酸(ATP)は全ての生物に
共通する「細胞のエネルギー通貨」と呼ばれ
ており、ATP は細胞活動に重要である。一方、
ATP は細胞外にも存在し、神経細胞間や神経-
グリア細胞間の情報伝達を調整し、睡眠・記
憶・学習・運動などの脳活動に関与している。
またその過剰伝達はてんかんや精神疾患に
関与している事が受容体の解析より報告さ
れている。これは細胞外 ATP が不安定かつ低
濃度であるのに対して高感度の検出法が開
発されてこなかったためである。 
 これまで細胞外のATP濃度測定法はルシフ
ェラーゼ法が使用されており、基質（ルシフ
ェリン）と酵素（ルシフェラーゼ）の反応時
に ATP が必要である事を利用している。しか
し、ルシフェラーゼ濃度・ルシフェリン濃
度・pH などの周辺環境にも依存して変化する
ため正確な測定が困難であった。また検出方
法が発光強度を利用しているため、細胞外
ATP 濃度が低い部位では発光が弱くなり、数
細胞レベルでの位置特定が限界で、空間解像
度も低くてATPを細胞外へ分泌する細胞と分
泌されたATPを受け取る細胞の特定は困難で
あった。また、発光が弱い時は露光時間を上
げる事により検出するため、時間的分解能も
低かった。更に細胞へ作用する細胞膜近傍の
ATP だけでなく、機能が不明な細胞膜から離
れた ATP を検出するため、ルシフェラーゼ法
では細胞外ATPが機能している部位は正確に
特定できない問題を有していた（図１）。 

 
 2009年に開発されたATP濃度を可視化する

プローブ(ATeam)は細菌の ATP 合成酵素を構
成するタンパク質の一つである ε サブユニ
ット(ATP結合タンパク質)を介してmseCFPと
cp173mVenus を結合させて作成されている。
これは ATP 濃度が上昇すると ε サブユニッ
ト部分が構造変化して CFP を励起する 435nm
の光を当てても GFPから Venus への蛍光共鳴
エネルギー移動(FRET)が起こり、CFP 由来の
蛍光が減少してVenus由来の蛍光が主に発せ
られるようになる（図１）。 
 
２．研究の目的 
アデノシン 3 リン酸(ATP)は生物共通のエネ
ルギーだけでなく、細胞外に放出され神経な
どに作用している。細胞外 ATP は不安定かつ
高感度検出法がないため既知受容体の解析
に留まっている。2009 年に ATP 濃度を可視化
する蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)蛍光タ
ンパク質として ATeam が開発され、細胞株内
部の ATP 分布と変動が報告された。そこで本
研究ではこの ATeam を利用して(1)低濃度の
ATP を測定できる ATeam を開発した。(2)マウ
ス生体内で細胞外 ATPの分布や変動を 1細胞
毎に高感度で測定できるシステムを構築す
る。更にこれを利用して(3)マウス発生過程
における細胞外ATPが機能する局面を探索す
る。 
 
３．研究の方法 
(1)低濃度 ATP を測定できる ATP プローブの
作製 
低濃度 ATP を測定できる ATP プローブは ATP
に高親和性である Bacillus 由来の ATP 合成
酵素を構成するタンパク質の一つである ε
サブユニット(ATP 結合タンパク質)を介して
GFPとKusabiraOrangeを結合させて作成した
(ATeamL)。 
作製した ATeamL の細胞外での機能を確認す
るために細胞外掲示ベクターに組込んだ
(ATeamL/display)後に HeLa 細胞へ遺伝子導

入した(図２)。 
Calibration buffer (140mM KCl, 6mM NaCl, 
0.5mM MgCl2, 10mM HEPES (pH7.4))に細胞を

 

図 1: 細胞外 ATP の Luciferase 法と

ATeam 法との検出方法の違い 

 

図２：細胞外 ATP を検出するプローブの模

式図 



なじませた後に各濃度にあわせた Mg-ATP を
buffer へ溶解して HeLa の細胞膜上で発現す
る ATeamL が発する蛍光を測定した。測定は
蛍光顕微鏡を用いて、488nm で励起した後に
バンドフィルターFF02-520/35 とダイクロイ
ックミラーにて分光した552nm以上の蛍光を
BLP01-532R のロングパスフィルターにて得
た。得られた GFP の蛍光画像と Kusabira 
Orangeの蛍光画像をMetamorphにて解析して
FRET ratio 画像を得た。 
 
(2)ATeamL による生体内 ATP 可視化マウス作
製 
ATP プローブが細胞外へ掲示されるように、
ATeamL/Display カセットをマウスの ROSA26
領域に挿入し、その制御を強力なプロモータ
ーで行った。また、ATP プローブの機能を時
空間制御するために LoxP で挟まれたストッ
プ配列と Neomycin耐性遺伝子を挿入し、Cre
が発現する時空間でのみで ATeamL が発現し
得る構築を施した。 
細胞外 ATP 可視化マウスは C57BL/6 と 129sv
のハイブリット ES細胞である G4細胞を用い
て、エレクトロポレーション法にてターゲテ
ィングを行った。Neomycin 耐性細胞を取得す
るため、薬剤 G418 を 200ug/ml の濃度で添加
した ES 細胞培養液にて選択し、得られたク
ローンからゲノム DNA を取得後に PCR 法、
real-time PCR 法、Southern Blotting 法に
よって、マウス ROSA26 領域に 1 コピーだけ
ノックインされた ES 細胞株を取得した。こ
のターゲティングされた ES 細胞を用いて、
酸性タイロードで透明体を除去したモルラ
期のマウス胚とアグリゲーション法を用い
て凝集させた後に 1日 M16培養液中にて培養
を行い、胚盤胞になった凝集体を偽妊娠マウ
スの子宮へ移植する事でキメラマウスを得
た。キメラマウスと C57BL/6 マウスを交配す
る事でノックインマウスを得た。更に、この
ノックインマウスとC57BL/6マウスを交配さ
せて得た受精卵へ CAG-Creの RNAを顕微注入
することで ATeamL を発現するノックインマ
ウス（生体内ATP可視化マウス）を作製した。 
 
４．研究成果 
低濃度 ATP を計測できる ATeamL の特性 
ATP センサー（ATeamL）が細胞外の細胞膜近
傍でのATP濃度変化を検出できるかを検討す
るため、ATeamL/Display を HeLa 細胞へ一過
的に発現させて機能を検討した(図 3a)。この
ベクターは ATeamL を HeLa 細胞の細胞膜直上
へ局在させている事が確認された(図 3b)。更
に、細胞外の ATP 濃度を 0μM から 192μMま
で段階的に変化させると 4μM では FRET 
ratioが約0.7、64μMでは約1.4の値を示し、
4μMから50μMまではATP濃度とFRET ratio
値が比例関係である事が示された(図 3d)。更

に高濃度 ATP を添加すると約 10 秒後には
FRET ratio の変化を観察した(図 3c)。この
結果は ATeamL が 4μM から 50μM までの ATP
量の変化を定量的かつ数秒以下で測定でき
る事を示している。 
 

 
図 3: HeLa 細胞における ATeamL/Display の
挙動。 
a)ATeamL の模式図。b)HeLa 細胞の細胞膜上
に ATeamL が局在している FRET ratio 図。
MEtamorph の IMD イメージで示している。
c)ATeamL が細胞膜上に局在している HeLa 細
胞に高濃度 ATP を添加して 10 秒後の FRET 
ratio 図。d) ATeamL が細胞膜上に局在して
いる HeLa 細胞を用いて、培養液中の ATP 濃
度(X 軸)と FRET ratio 値(Y 軸)をとったグラ



フ。 
 
細胞外 ATP 可視化マウスの経過 
ATeamL/Display の構築を利用して、マウス
ROSA26 領域に挿入した形で定法により
Knock-in マウスを作製した。現在キメラマウ
スを取得中である。 
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