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研究成果の概要（和文）：新規BRET型ATPバイオセンサーであるBTeamを開発した。BTeamはATPに特異的に反応
し、 37°Cにおいては約0.5-6.0 mMの範囲のATP濃度をBRET効率の違いとして検出することが可能であった。
BTeamを発現させた培養動物細胞のBRET効率を測定することで、生きた細胞のATP濃度を極めて高い定量性で経時
的に測定できることが示された。また、ゼブラフィッシュを用い、個体レベルでATP濃度を測定できることが示
された。現在、BTeamを発現する植物個体を構築中である。 

研究成果の概要（英文）：We developed a novel genetically encoded BRET-based ATP biosensor, BTeam. It
 reacts specifically to ATP, and reports ATP concentrations in a range of 0.5 - 6.0 mM as BRET 
efficiencies. By measuring BRET efficiencies of BTeam-expressing cultured cells, we were able to 
quantitatively estimate ATP concentrations inside living cells. We also demonstrated that BTeam can 
report ATP concentrations inside a living organism using a zebrafish expressing BTeam. Currently, we
 are constructing a plant expressing BTeam in order to monitor ATP dynamics in plants during 
photosynthesis.

研究分野： バイオイメージング、生物物理学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
 植物をはじめとする光合成生物の光合成
量は光の強さに依存するが、ある一定の強さ
を超えた光はその増大につながらない。これ
は光飽和と呼ばれ、光飽和量は炭酸同化量に
依存するとされる。炭酸同化では葉緑体の電
子伝達系において生産された NADPH や
ATP を利用して二酸化炭素を固定する。従っ
て、光合成効率の決定因子として ATP は非
常に重要な役割を果たしていると考えられ
る。しかし、光合成生物個体における光照射
量と ATP 増加量の定量的な関係は、これま
で適切な解析手法がなかったため定かでは
ない。 
 申請者らは本研究開始にいたるまで、遺伝
子コード可能な蛍光 ATP バイオセンサーで
ある「ATeam」および「QUEEN」を開発し、
生きた動物細胞・個体およびバクテリア細胞
の ATP 濃度をイメージングすることを可能
としてきた。これらの技術を用いた研究によ
って、動物細胞では ATP が細胞内に不均一
に分布していること、膵島β細胞によるイン
スリン分泌において、細胞外グルコース濃度
の上昇に伴う ATP 濃度の上昇と維持がイン
スリンの分泌に重要であること、アポトーシ
ス誘導性の細胞死において積極的に ATP 濃
度の低下させる機構が働いていること等が
見出されてきた。また、同じ遺伝子型を有し、
同一条件で培養した大腸菌集団においても
個々の細胞の ATP 濃度は大きくばらついて
いる事を発見した。 
 一方、光合成生物は光が照射されると ATP
を合成するため、蛍光バイオセンサーを励起
するための強力な光が細胞内 ATP 濃度を乱
してしまう可能性が非常に高い。さらに、植
物は励起光により強い自家蛍光を発し、蛍光
バイオセンサーのシグナルを大きく乱して
しまう。そのために、蛍光 ATP イメージン
グ手法を植物に適用しても、光合成に伴う
ATP 濃度変化を正確に捉えることが困難で
あった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生きた光合成生物の ATP を
リアルタイムで定量イメージング可能な新
規発光型 ATP バイオセンサーを開発するこ
とを第一の目的とした。さらに、開発した発
光型 ATP バイオセンサーを用いて、光合成
時における細胞内の ATP 動態を細胞小器官
レベルで解析し、光飽和と細胞内 ATP 濃度
との関係を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）新規発光型 ATP バイオセンサーの開
発 
 ATP をリアルタイムで定量可能な発光型
ATP バイオセンサーを人工タンパク質とし
て構築する。バイオセンサーには、ATP 非消
費型ルシフェラーゼと蛍光タンパク質及び、
ATP 濃度依存的構造変化を引き起こすεタ

ンパク質の三つを結合させる。ルシフェラー
ゼ発光基質を加えると、ATP 濃度が低い環境
下ではルシフェラーゼの発光波長しか検出
されないが、高い環境下ではタンパク質の構
造変化が生じ、ルシフェラーゼと距離的に近
くなった蛍光タンパク質へ共鳴エネルギー
移動が生じ、蛍光タンパク質由来の発光が検
出される仕組みとなる。すなわち、ATP 濃度
をそれらの波長変化率として算出すること
が可能である。大腸菌で発現させたプローブ
を抽出・精製し、新規プローブの特性を明ら
かとするとともに、プローブの改良を行う。 
（２）培養動物細胞を用いた発光型 ATP プ
ローブの性能の検証 
 得られたプローブは、順次、培養動物細胞
への導入を試み、細胞内において ATP プロ
ーブとして機能するかどうかの動作確認実
験を行う。既存の ATP 測定技術との比較を
行い新規発光 ATP プローブの信頼性につい
て検証する。異なる細胞内区画に発現させ、
細胞内区間による ATP の違いを明らかにす
る。 
（３）発光型 ATP バイオセンサーを発現す
る動植物の開発 
発光型 ATP バイオセンサー遺伝子をゲノム
に組み込むことで、発光型 ATP バイオセン
サーを細胞内に恒常的にゼブラフィッシュ
とゼニゴケを開発する。 
 
４．研究成果 
（１）BRET型ATPバイオセンサー「BTeam」
の開発 
枯草菌 ATP 合成酵素のεサブユニットを介
して、黄色蛍光タンパク質 mVenus と小型発
光タンパク質 NLuc を融合させた BRET 型
ATP バイオセンサー「BTeam」を遺伝子工
学的に作成した（図１）。 

 
NLucはATPを消費しない小型の発光タンパ
ク質であり、高い輝度と pH 安定性を有する
ことが知られている。BTeam は、NLuc の発
光基質であるフリマジン存在下で、NLuc 由
来の 455 nmおよびYFP由来の 527 nmに発
光のピークを示した。YFP の発光は NLuc
からの BRET によって生じたものであり、
BRET 効率が高くなるほど YFP/NLuc の発
光強度比が増大する。BTeam の BRET 比
（YFP/NLuc 発光強度比）は ATP 濃度に依
存して増大した一方、εに ATP が結合でき



なくなった変異 BTeam においては、BRET
効率の増大は観察されなかった。このことは、
BTeamのBRET比の変化はATP結合に伴っ
たεの構造変化に依存していることを示し
ている。 
次に、精製した BTeam の化学的な特性を調
べた。まず、BTeam に様々なヌクレオチド
（ATP、ADP、UTP、GTP、および CTP）
を加えたが、ATP 以外のヌクレオチドでは
BRET 比の増加は確認されなかった。これは
同じεを利用した FRET 型 ATP バイオセン
サーである「ATeam」と同様であり、BTeam
が ATP に対する高い選択性を持っている事
を示している。ATP 濃度を一定にし、pH の
みを変化させたところ、BTeam の BRET 比
は pH7.1 から 8.3 の間で安定であった。すな
わち、細胞質（pH 7.3）やミトコンドリア（pH 
8.0）の pH 環境においては問題なく使用でき
ると考えられた。BTeam の解離定数は 37 ℃
において約 3.0 mM であったが、25 ℃では
約 1.7 mM であった。 
（２）生きた培養哺乳類細胞内の ATP 濃度
の定量的計測 
BTeam が生きた細胞内でも機能するかを調
べるため、培養哺乳類細胞に BTeam を発現
させた。局在化シグナル配列を付加せずに発
現させた場合、BTeam は主に細胞質へと局
在することがわかった。細胞培養液に NLuc
の発光基質を加えたところ、細胞からの発光
が検出され、その後、発光強度は徐々に低下
していく様子が発光プレートリーダーを用
いた測定で観察された。重要なことに、発光
強度は低下したものの、BTeam の BRET 比
は一定に保たれていた。発光基質の濃度や細
胞の密度も、BRET 比には影響を与えなかっ
た。ホタルルシフェラーゼに代表される既存
の発光 ATP アッセイでは、細胞の数や発光
基質の濃度等に大きく影響を受けてしまう
という問題があった。BTeamのBRET比が、
こうした要因に影響を受けにくい特性を有
しているという点は、既存のアッセイ法から
の大きな改善である。 
次に我々は、BTeam を用いて幾つかの細胞
株の細胞内 ATP 濃度を調べた。BTeam を一
過性に発現させた細胞を 96 ウェルプレート
で培養し、発光プレートリーダーでその
BRET 比を測定した。そして、精製した
BTeam を用いて得られた検量線を用い、
BRET 比から細胞質 ATP 濃度を計算した結
果、HeLa、COS7、HepG2、HEK293、PC12、
B16F10 細胞ではそれぞれ、3.8 mM、3.7 mM、
4.1 mM、3.7 mM、3.9 mM、3.7 mM と見積
もられた（図２A）。これらの値は、別の生化
学的手法を用いて得られた値とほぼ等しか
ったことから、BTeam を用いることで、か
なり正確に生細胞内の ATP 濃度を見積もる
ことが可能であることが示された。次に、
BTeam にミトコンドリアマトリックスへの
局在化シグナルを付加した mit-BTeam を用
いて、細胞質の場合と同様に、ミトコンドリ

アマトリックス内の ATP 濃度を調べた。そ
の結果、HeLa、HepG2、PC12、B16F10 細
胞のミトコンドリアマトリックス内 ATP 濃
度は、それぞれ 2.5 mM、2.4 mM、2.5 mM、
2.7 mM であると見積もられた。ミトコンド
リアマトリックスの ATP 濃度が細胞質より
低いという結果は、過去の研究結果と一致し
ている。おそらく、ミトコンドリア内膜に存
在する ATP:ADP 交換輸送体のはたらきによ
って細胞質 ADP とミトコンドリアマトリッ
クス内 ATP が速やかに交換されることによ
り、ミトコンドリアマトリックスの ATP 濃
度が低く保たれているのだと予想される。 
BTeam は細胞を生かしたまま ATP 濃度を測
定することができる。そこで、同じ細胞集団
の細胞質 ATP 濃度の経時変化を測定した。
通常の培地（DMEM）から栄養素が無い培地
（グルコース除去 EBSS）に置換したところ、
徐々に細胞質 ATP 濃度が低下していった。6
時間後に元の培地に戻したところ、3 時間ほ
どかけて元の ATP 濃度に戻っていく様子が
観察された（図２B）。この結果は、BTeam
を使うことで長時間にわたって同じ細胞集
団の ATP 濃度を高い精度で追跡することが
可能である事を示している。 

 
続いて、顕微鏡を用いて単一の生細胞内 ATP
濃度のイメージングを試みた。ガラスボトム
ディッシュ上で培養した BTeam 発現細胞を
インキュベーター付きの倒立顕微鏡に置き、
細胞からの NLuc および YFP の発光を、2
分割光学系で分離した上で、EMCCD カメラ
によって同時に撮影した。発光マイクロプレ
ートリーダーでの結果と同様、単一細胞レベ
ルであっても、細胞質 ATP 濃度はミトコン
ドリアマトリックスよりも高い値を示した。
最後に、単一細胞の ATP 濃度の経時変化を
観察した。解糖系の阻害剤である 2-デオキシ
グルコースと酸化的リン酸化の阻害剤であ
るオリゴマイシン A を加えたところ、急速な
BRET 比の減少が観察された。すなわち、
BTeam は、細胞集団のみならず、単一細胞
レベルでの ATP 濃度のダイナミクスを測定
することも可能であることが示された。 
（３）BTeam を発現する動植物の開発 
現在、アグロバクテリウムを用いてゼニゴケ
への BTeam 遺伝子の導入を試みている。ま
た、BTeam 遺伝子が導入されたゼブラフィ



ッシュは F1 世代まで確立しており、BTeam
がゼブラフィッシュ内で機能することも
ATP 合成阻害剤を用いて既に確認している。 
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