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研究成果の概要（和文）：　地球上に生息する生物は、動物の場合は食物からエネルギーを獲得し、植物の場合
は光合成によりエネルギーを獲得している。本研究では、遺伝子コード型ATPセンサーを開発し、さまざまな生
物の細胞や個体を光学顕微鏡下で可視化することで、ATPを基盤としたエネルギー代謝を解析した。ATPを産生す
る経路は複数存在しており、グルコース代謝はもちろんのこと、それ以外のATP産生機構についても可視化し
た。

研究成果の概要（英文）：Adenosine triphosphate (ATP) is an energy currency for living organisms. 
Therefore, we are able to clarify the mechanism of energy metabolism by visualizing ATP dynamics in 
the living cells. To achieve this objective, we developed a genetically-encoded fluorescent 
indicator for ATP. These indicators are single-fluorescent protein (FP) based, therefore change 
their intensity respond to ATP. We employed a green FP variant, Citrine as transmitter domain and a 
subunit of ATP-binding region on the bacterial FoF1-ATP synthase as sensing domain. Likewise, we 
employed blue FP and mApple to develop blue or red emitted indicators, respectively. Based on these 
indicators, we have monitored ATP dynamics in living cells by multi-color imaging.

研究分野： バイオイメージング

キーワード： GFP

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 生物のエネルギーの代謝は、さまざまな栄
養素が合成、分解されて産生される代謝産物
の検出、熱量測定、酸素・二酸化炭素の容積
から解析されることが多い。しかしながら、
これらの手法は時間空間分解能が低いこと
や、動物場合エネルギー源はさまざまな栄養
素であるのに対して、植物の場合光がエネル
ギー源であることから、あらゆる生物種の異
なるエネルギー代謝を細胞レベルで検出す
るのは困難であった。 
 生物においてエネルギーはATPとして貯蔵
されている。これは動物や植物のみならず微
生物おいても同じである。そしてリン酸１分
子の分解がエネルギーを供給することで、個
体としての活動や恒常性の維持を可能とし
ている。したがって、細胞内の ATP の濃度変
化を検出することで、すべての生物やさまざ
まなソースからのエネルギー代謝を明らか
にできると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では細胞内でのエネルギー代謝を
検出するためにATP濃度変化を可視化するセ
ンサーを開発する。そして開発したセンサー
を動物や植物、培養細胞や個体に導入し、ATP
の動態を可視化することで、エネルギー動態
を解析する。また、エネルギー産生を促進ま
たは阻害する刺激により、ATP の動態がどう
変化するかも検出する。さらに、センサーの
マルチカラー化にも挑戦し複数の分子の動
態を同時に可視化することを試みる。 
 
３．研究の方法 
 蛍光タンパク質 GFPの変異体の Citrine の
発色団の近傍（アミノ酸配列の 145 番目のチ
ロシン）に枯草菌の F0F1-ATP synthase のε
サブユニット由来するATP結合ドメインを導
入した。これは ATP が結合ドメインに結合し
たときに起こす構造変化を発色団近傍の環
境の変化に変換することで、蛍光強度が変化
することを期待している。 
 一番最初に作製したプロトタイプのセン
サー候補は通常ダイナミックレンジが小さ
いため、センサーとして簡便に使用すること
が困難である。そこで蛍光タンパク質と結合
ドメインをつないでいる２つリンカーの長
さを変更することでダイナミックレンジが
増大するかを検討した。次に、そのリンカー
をさらに最適化するためにアミノ酸変異を
導入することにした。部位特異的にランダム
に変異を導入し、一番ダイナミックレンジが
大きかったものをテンプレートにして、さら
にランダム変異を導入することを繰り返す
ことでダイナミックレンジを増大させた。 
 十分なダイナミックレンジが得られたら、
タンパク質を精製し、吸収スペクトル、励起
蛍光スペクトル、濃度依存曲線、pH 感受性を
検討した。 
 蛍光 ATP センサーの in vitro での性能を

検証後、細胞への導入を試みた。植物や線虫
にも導入し、さまざまな刺激によるエネルギ
ー動態を検出した。最後に、使う蛍光タンパ
ク質を GFP（緑）から BFP（青）、RFP（赤）
へ変更し、異なる色の ATP センサーを開発し
た。 
 
４．研究成果 
 ATP 結合ドメインを Citrine に挿入したと
ころ、２０％程度の輝度変化を起こすプロト
タイプセンサーができた。このプロトタイプ
は輝度変化が小さいためイメージングには
使用困難であると考えられた。そこで蛍光タ
ンパク質と結合ドメインのつなぎ目（リンカ
ー部位）の長さとアミノ酸配列を最適化した
ところ、最終的に５倍程度（４００％程度）
の輝度上昇を起こす緑色のATPセンサーを獲
得できた。 
 この緑色 ATP センサーの励起、蛍光スペク
トルを測定したところ、それぞれ 505nm、
522nm にピークがあった。次に、吸収スペク
トルを測定したところ 400nm と 500nm あたり
にピークが見られ、ATP の添加により、400nm
のピークが減少し、500nm のピークが上昇し
た。400nm のピークはプロトン化、500nm の
脱プロトン化したピークであると考えられ
るため、ATP 添加により発色団のプロトン化
が変化することで輝度変化を起こしている
と考えられた。そして、このセンサーの特異
性を検討したところ dATP, ADP, AMP, GTP に
比較して特異的にATPに結合することが判明
した。また pH 感受性を検討したところ、pH
が上昇するに伴って、輝度が上昇した。した
がって、細胞内の pH 変化に注意する必要が
あることが判明した。 
 緑色 ATPセンサーを培養細胞に導入し蛍光
顕微鏡下でイメージングを行った。HeLa 細胞
に ATP センサーを発現させ、解糖系の阻害薬
であるフッ化ナトリウムを添加したところ、
輝度低下が見られた。このことからこのセン
サーは細胞質でのATPの動態を検出すること
ができることが証明された。次に、遺伝子コ
ード型であるメリットを生かし、このセンサ
ーをミトコンドリアに発現させ、酸化的リン
酸化の阻害薬であるオリゴマイシンで刺激
したところ、予想どおり輝度低下をイメージ
ングすることができた。おもしろいことに、
細胞質に発現しているセンサーはオリゴマ
イシン刺激により一過的な輝度上昇がみら
れた。これはミトコンドリアの ATP 産生が阻
害されたことを補うために、細胞質での解糖
系が亢進したためと推測している。同様の実
験を体温維持に関わっている褐色脂肪細胞
で行ったところ、ミトコンドリアでは輝度低
下を検出できたが、細胞質において輝度上昇
は見られず、輝度低下だけが観察された。こ
れは、細胞の由来や性質により解糖系と酸化
的リン酸化の相互作用が異なることを意味
している。 
 植物でのエネルギー代謝を検出できるか



検討した。コドンを植物化した ATP センサー
DNA をシロイヌナズナのプロトプラストに導
入し、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。動
物細胞と同様にオリゴマイシン刺激したと
ころミトコンドリアでの輝度低下を検出で
き、この ATP センサーは植物細胞でも機能す
ることがわかった。さらに 458nm で光照射し
たところ、輝度上昇が見られたことから、光
合成によるATP産生も検出することができた。 
 個体でのATP動態を検出できるかどうかを
検討するために線虫個体に導入した。myo-2
プロモーターの制御下でATPセンサーを咽頭
筋 に 発 現 さ せ 、 麻 酔 薬 で あ る
1-phenoxy-2-propanol を添加したところ、輝
度低下が検出され、予想通り ATP 産生が阻害
されている様子を観察できた。 
 蛍光色の多色化を目指した。センサーの蛍
光タンパク質の部分を BFP、mApple に変更し
た。両蛍光タンパク質とも Citrine と同様の
βバレル構造を持っているにも関わらず、
ATP 添加による蛍光輝度変化がほとんど失わ
れてしまった。そこで再び、リンカー長調整
およびアミノ酸変異を導入したところ、青色
は２倍程度、赤色は４倍程度の輝度変化を引
き起こす ATP センサーの作出に成功した。残
念なことに、最適化した緑、赤、青のセンサ
ーのリンカー長やリンカーのアミノ酸配列
は異なっており、統一的なリンカー配列を見
つけることはできなかった。 
 センサーの多色化に成功したため、マルチ
ーカラーイメージングへの適用が可能か検
討した。先ほどの実験でも用いた褐色脂肪細
胞にさまざまな細胞内情報伝達物質に対す
るセンサーを導入し、熱産生刺激を与えたと
きの ATP、cAMP、Ca2+の動態をそれぞれ、赤、
緑、青色の蛍光で検出した。β3 アドレナリ
ン受容体をイソプロテレノールで刺激した
ところ、cAMP の上昇、ATP の低下、Ca2+の上
昇が引き起こされていることを同時に単一
細胞で可視化することに成功した。したがっ
て、本研究課題で開発した ATP センサーはさ
まざまな分子に対するセンサーとの併用も
可能であり、マルチカラーイメージングにも
適用できることが証明された。 
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