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研究成果の概要（和文）：我々はATP濃度の変化をリアルタイムで可視化できるFRET蛋白質 GO-ATeamを発現する
遺伝子改変マウスの作成に世界で初めて成功した. また, 応募者はin vivoの心臓で開胸して, リアルタイムで
拍動する心臓のATP濃度の変化を, 時間的空間的に可視化し定量することに成功した. このマウスを用いて心臓
のATP量を, 急性の負荷をかけて経時的に調べたところ, 心臓のATP濃度は酸素消費量の変化とともに変動するこ
とが分かった.急性虚血でATPは一過性に上がることが分かったが、心不全や糖尿病などでは心臓のATPレベルは
ほとんど変化しないことが分かった。

研究成果の概要（英文）：We succeeded for the first time in the world to create genetically modified 
mice expressing FRET protein GO-ATeam that can visualize changes in ATP concentrations in real time.
 In addition, the applicant was able to visualize and quantify changes in the ATP concentration of 
the heart beating in real time in vivo. It was found that the ATP concentration of the heart 
fluctuates with the change of the oxygen consumption when the amount of ATP of the heart was 
examined over time by an acute load by using this mouse. Acute ischemia found that ATP is 
transiently increased in ischemic area. It was found that the ATP level of the heart was hardly 
changed even in heart failure and diabetes.

研究分野：循環器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓は全身の臓器のなかで、もっともエネルギーを消費する臓器にもかかわらず、拍動する心臓でエネルギーが
どのように産生・消費されているかをリアルタイムに観察する方向はなかった。我々はそれに世界で初めて成功
した。今後心臓病の病態解明や新たな心臓の治療薬の開発につながる研究である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
共同研究者の山本（京都大学）は、in vivoで ATP濃度と変動を可視化できるマウスを世界
で初めて開発した(Imamura H, PNAS 2009, Yamamoto, M. etal. GeneDev. 2001, 
Nature(article). 2004)。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
ニットの ATP存在下・非存在下での可逆的な構造変化を利用して ATP測定蛍光タンパク質
である ATeamは作成されているが、山本はこれまで構築されていた ATeam1.03を改良し、
pHに安定な GO-ATeamに応用して GO-ATeam3を構築した(unpublished data)。申請者は
山本とこれまで共同研究を行い、ATP可視化マウスの心臓を、ランゲンドルフを用いず、全
身麻酔、人工呼吸器管理下で、開胸による直視的観察により、生体内で拍動を続ける心臓の
ATPの動態の観察に成功した。（図１）吸入麻酔と麻酔薬の腹腔内投与および麻薬による鎮
痛と少量の筋弛緩を用い、安定した血行動態の状態で開胸観察が可能であった。この状態で、
β遮断薬による徐拍化、大動脈縮窄による血圧上昇などにより、心臓での ATP濃度の変化を
観察した。その結果 β遮断薬による徐拍化では心臓の ATP濃度の短時間での上昇を認めた。
大動脈縮窄による急激な左室内圧の上昇は左心室の ATP濃度の短時間での低下を認めたが、
右心室では変化がなかった。心房ペーシングでの心拍数の増加は
ATP濃度の低下を認めた。心筋酸素消費量は心室内圧（血圧）と心
拍数で規定されていることから、心筋酸素消費量の変化を ATP可視
化マウスで見える ATP量の変化としてとらえられることが確認でき
た。そこで、開胸した状態で冠動脈の枝である左前下行枝を結紮し、
ヒトの急性心筋梗塞と同様のモデルを作製して観察した。意外なこと
に急性の冠動脈の虚血を起こした領域で、瞬時に ATPの著明な増加
が確認された。この上昇は ATeam3で観察できる範囲以上にまで上
昇していると考えられる極端な上昇であった。この一過性の上昇は虚
血直後（1秒以内）から始まり、で低下してきて、30分後には虚血
前より低い濃度まで低下した。 

 
２．研究の目的 
上記の知見から虚血心筋では、虚血急性期に一過性に ATPが上昇したのちに低下し、その
ATPの上昇は p38MAPKを介して、心筋虚血による心筋傷害およびエネルギー代謝に影響
を与えるとの仮説をたてた。 

 
３．研究の方法 

1) 実際にATP可視化マウスで明確にとらえられた虚血急性期のATP上昇を生化学的に証明
する。ATPは心臓組織を採取する際、心停止させてハサミなどで採取する数秒のうちに、失
活し、生体内での濃度を生化学的に測定するのが困難である。そのため、マイクロウェーブ
を用いた組織固定法で、心筋梗塞作成直後に心筋組織を瞬間的に固定して、虚血領域と非虚
血領域で ATP濃度をルシフェラーゼ法等で測定する。2) この一過性の ATP上昇がミトコン
ドリア由来なのかを、ミトコンドリア特異的に ATeam3を発現させたマウスを作製して、実
験を行う。3) エネルギー代謝を阻害した状態で、この ATP上昇が起こるかを検討する。具
体的にはストレプトゾシン誘導性のインスリン依存型糖尿病をマウスに作製し、心臓への糖
の取り込みを阻害するモデルを作製する。また脂肪酸トランスポーター (FAT: CD36) 欠損
マウスを ATP可視化マウスと掛け合わせて、脂肪酸取り込みが低下したモデルをつくる。こ
れらのモデルで虚血による ATP上昇に変化を認めるか検討する。4) 心筋細胞において ATP
は様々なストレスで pannexin (Panx)を介して細胞外に出て、オートクライン、パラクライ
ン的にシグナルを伝えることが近年明らかになっている(Dolmatova E, Am J Physiol 2012)。
Panx1欠損マウスを入手し、ATP可視化マウスと掛け合わせ、急性虚血による ATP上昇を
観察する。5) 培養心筋細胞 (成体および新生児ラット・もしくはマウス) を用いて、ATPで
細胞を刺激し、p38MAPKの活性化を確認する。in vivoの状態を再現するため、低酸素培養
下で ATPでの刺激も行う。Pannexin阻害剤の有無で比較する。6) 細胞外特異的 ATP可視
化マウスを作製し、虚血による反応を観察する。 
 
４．研究成果 
①虚血領域の ATP の上昇を生化学的に証明しえた。またラットの心臓に透析チューブを通し
て、HPLC で ATP をリアルタイムに測定し、ATP の虚血領域での一過性の増加を認めた。しか
しそれらの上昇は ATeam で認められた変化よりも少ないものであった。 
②ミトコンドリア特異的な Ateam マウスの作製に成功した。 
③FAT欠損マウスや糖尿病マウスでもAteamで測定した心臓のATPレベルは変わらなかった。 
④Panx1 欠損マウスは、作成を試みているが、技術的な問題から、まだ作成段階である。 
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