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研究成果の概要（和文）：カスパーゼに耐性の蛍光 ATPバイオセンサーを開発し、アポトーシ

ス細胞内の ATP レベルを経時的に追跡する手法を開発した。この手法を用い、カスパーゼ 3

の活性化後に細胞内 ATP レベルが減少する事を明らかにし、ATP の減少に関与する分子を同

定した。さらに、細胞内 ATPがアポトーシス細胞の細胞膜動態を制御していることを明らかに

した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we monitored intracellular ATP dynamics during 

apoptosis by using a newly developed caspase-resistant fluorescent ATP biosensor. We 

found that intracellular ATP level starts to decrease after the activation of caspase 3, and 

identified a molecule that is involved in declination of ATP. Moreover, we elucidated that 

intracellular ATP level regulates plasma membrane blebbing of apoptotic cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 ATPは細胞のエネルギー通貨として、筋収
縮などはもとより、細胞運動、細胞内輸送、
膜を介した物質輸送、生体高分子の合成、代
謝反応等々、多種多様な場面で用いられてい
る。その一方で、ATPは細胞内外でシグナル
として働いている事が知られており、眼の発
生や味覚の伝達、細胞の走化性、インスリン
の分泌などに重要な役割を果たしている事
が明らかにされつつある。細胞死においても
ATP がシグナルとして働いている事が示唆

されている。しかし、その役割については必
ずしも一致した見解があるわけではない。例
えば、細胞にアポトーシスを誘導する前に細
胞内 ATP 濃度を下げる処理をすると、アポ
トーシスではなくネクローシスによる細胞
死が誘導される事が知られている。一方で、
アポトーシスが実行される上で重要な因子
であるアポトソーム複合体は、高濃度の ATP

で形成が阻害されるという報告もある。すな
わち、ATPがアポトーシス促進的に働くモデ
ルと、抗アポトーシス的に働くモデルの対立
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した２つのモデルが混在している。また、ア
ポトーシス後期の重要なステップであるフ
ォスファチジルセリンの細胞表面への露出
が起こるメカニズムに関しても、細胞内 ATP

濃度によって制御されているとするモデル
を含め様々なモデルが提案されている。この
ような混乱が生じている原因のひとつに、こ
れまでアポトーシス過程における細胞内
ATP 濃度の経時的な変化が不明であったと
いう点が挙げられる。アポトーシスでは、ミ
トコンドリア膜電位の消失、カスパーゼの活
性化、核の凝縮と断片化、細胞表面へのホス
ファチジルセリンの露出といった、いくつも
のイベントが順番に進行していくが、その進
行速度は細胞ごとに大きく異なるため、ある
細胞集団にアポトーシスを誘導したとして
も、全ての細胞でこれらが同時に進行するわ
けではない。そのため、従来のように多数の
細胞の抽出液中の ATPを検出する手法では、
細胞死のどのタイミングで ATP 濃度が変化
しているのかを知る事は非常に困難であっ
た。 

 申請者のグループはフェルスター共鳴エ
ネルギー移動（FRET）の原理を利用した蛍
光 ATP バイオセンサーである「ATeam」を
開発した。ATeamを細胞に発現させ、蛍光顕
微鏡を用いてライブイメージングをおこな
うことで、単一の細胞の細胞内 ATP 濃度変
化を計測することが可能である。この技術を
用いることでアポトーシスの際の細胞内
ATP 濃度の詳細な挙動を明らかにする事が
出来ると期待された。しかし、予備的な実験
により ATeam にはアポトーシス時に活性化
するプロテアーゼ群であるカスパーゼによ
って切断される配列が存在すること、そして
アポトーシス細胞の中で ATeam が実際に切
断されることが明らかとなった。ATeamは切
断されると本来の機能を発揮できないため、
アポトーシスの際の細胞内 ATP 濃度の変化
を測定することは不可能であった。 

 

２．研究の目的 

 ATeam をカスパーゼに対して耐性となる
ように改変し、個々の生細胞がアポトーシス
に至る過程の細胞内 ATP のダイナミクスを
分オーダーの時間分解能でイメージング計
測する手法を確立する。そして、個々の細胞
について細胞内 ATP 濃度とアポトーシスの
イベントを並行してイメージングすること
で、ATP濃度変化のタイミングと振る舞いを
明らかにすることを目的とした。そして、ア
ポトーシスにおいて細胞内 ATP 濃度の変化
が生じる機構、それがアポトーシスの進行に
与える影響を明らかにすることを目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）カスパーゼ耐性 ATeamの開発 

 ATeamのカスパーゼ切断部位は、一次配列
の in silico解析およびリコンビナントカスパ
ーゼによって生じる断片のアミノ酸配列解
析より推定した。 

（２）イメージング 

 カスパーゼ耐性 ATeam は HeLa 細胞に一
過的に発現させた。細胞をアクチノマイシン
D や抗 FAS 抗体などで処理することによっ
てアポトーシスを誘導し、蛍光ライブイメー
ジングをおこない、アポトーシス細胞内の
ATP濃度変化の計測をおこなった。ミトコン
ドリア膜電位はトリメチルローダミンによ
っ て 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン は
Alexa647-AnnexinV に よ っ て 、 核 は
Haechst33342によって可視化した。 

 

４．研究成果 

（１）カスパーゼ耐性蛍光 ATP プローブの
開発 

 ATeam の一次配列の in silico 解析より、
配列内に１ヶ所のカスパーゼ切断部位が予
想された。その切断予想部位のアスパラギン
酸をグリシンに置換したが、アポトーシス時
の切断は完全には抑制されなかった。そこで、
精製した ATeam をカスパーゼによって処理
した際に切断されて生じる断片の N 末端ア
ミノ酸配列を解析することにより、上記とは
別の切断部位を決定した。上記の変異に加え、
この切断部位のアスパラギン酸をアスパラ
ギンに置換し、ATeamDNDG を得た。精製
した ATeamDNDG はカスパーゼによる切断
を受けなかった。また、ATeamDNDG を発
現する哺乳類細胞にアポトーシスを誘導し
ても、切断は観察されなかった。以上の結果
から、ATeamDNDG はカスパーゼに耐性で
あると結論した。 

 

（２）細胞質 ATP 濃度はカスパーゼの活性
化後に減少する 

 ATeamDNDG を HeLa 細胞に発現させ、
単一のアポトーシス細胞の細胞質 ATP 濃度
を経時的に計測した。アポトーシス刺激直後
は顕著な ATP 濃度の変化は観察されなかっ
たが、ミトコンドリア膜電位が減少を始める
と、それに続いて細胞質 ATP 濃度は減少を
開始し、およそ１〜２時間以内にほぼ枯渇し
た。ミトコンドリア膜電位はカスパーゼ３の
活性化とほぼ同時に減少を開始しており、細
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胞質 ATP 濃度の減少はカスパーゼ３の活性
化直後に始まるということが明らかとなっ
た。 

 

（３）アポトーシスにおける細胞質 ATP 濃
度減少の機構 

 では、どのような機構でアポトーシス細胞
では細胞質 ATP 濃度が減少しているのだろ
うか？可能性として、(i)ミトコンドリア膜電
位の低下に伴う ATPを合成能の消失と、ATP

合成酵素の逆反応による ATP の加水分解の
亢進、(ii)ミオシンの過剰活性化による ATP

消費の亢進、(iii)PANX1チャンネルを介した
細胞外への ATP の漏出、の３つの可能性が
考えられた。(i)の可能性を確かめるため、ア
ポトーシスを誘導していない細胞を脱共役
剤である CCCP で処理して人為的にミトコ
ンドリア膜電位を消失させた。その結果、顕
著な細胞質 ATP 濃度の減少は観察されなか
った。この結果は、HeLa 細胞を始めとする
がん細胞が ATP 合成を解糖系に強く依存し
ていることと一致している。すなわち、少な
くとも解糖系に ATP 合成を強く依存してい
るような細胞では、ミトコンドリア膜電位低
下はアポトーシス細胞の細胞質 ATP 濃度の
低下に大きくは寄与していないと考えられ
た。次に(ii)の可能性を調べるため、Rock 阻
害剤である Y27632存在下で、アポトーシス
細胞の細胞質 ATP 濃度を計測した。アポト
ーシス細胞では、Rock がカスパーゼによっ
て切断されて活性化型となり、ATPase であ
るミオシンが過剰に活性化してブレッビン
グと呼ばれる非常にダイナミックな細胞膜
の動きが生じる。しかし、Y27632 処理をお
こなっても ATP の減少はほとんど抑制され
なかった。したがって、ミオシンの過剰活性
化による ATP 消費の亢進は、アポトーシス
細胞の ATP 濃度を低下させるほどの効果は
ないと考えられた。続いて(iii)の可能性を検
討した。アポトーシス細胞は細胞膜に存在す
るPANX1ヘミチャンネルを介してATPを放
出し、それによって貪食細胞を誘引するとい
う報告がある。PANX1 が C 末端部分をカス
パーゼ３によって切断されて活性化すると、
ATPは細胞内から細胞外へと漏出する。そこ
で、PANX1 チャンネルの阻害剤プロベネシ
ド存在下でアポトーシス細胞の細胞質 ATP

濃度の経時変化を計測した結果、アポトーシ
ス細胞の ATP濃度低下は顕著に抑制された。
一方、PANX1 を過剰発現させた場合は細胞
質 ATP 濃度の現象が著しく促進された。以
上の結果は、カスパーゼによって活性化され
た PANX1からの ATPの漏出が、アポトーシ
ス細胞の ATP 低下の主たる原因であること
を強く示唆している。 

 

（４）アポトーシス細胞のブレッビングは細

胞質 ATP濃度によって制御されている 

 アポトーシス細胞のブレッビングは一般
的にカスパーゼ活性化後に最も激しく起こ
り、徐々に弱まっていく。ブレッビングはミ
オシンの過剰活性化によって引き起こされ
るため、細胞質 ATP がブレッビングに関与
している可能性が考えられた。そこで、
PANX1 を過剰発現させ、カスパーゼ活性化
後速やかに細胞質 ATPを低下させたところ、
ブレッビングはほとんど観察されなかった。
一方、プロベネシドによって ATP の低下を
抑えたところ、ブレッビングは弱まることな
く継続した。細胞膜のブレッビングは核の断
片化に必要とされるという報告があったこ
とから、核の断片化についても調べた。その
結果、PANX1 を過剰発現した際には核の断
片化はほとんど観察されなかった。これらの
結果は、PANX1 がアポトーシス細胞の ATP

濃度を通じてブレッビングと核の断片化を
制御している事を示している。 
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