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研究成果の概要（和文）：がん細胞が解糖系への依存度が高いATP合成をおこなうために重要な役割を果たす遺
伝子の探索をおこなった。まず、フローサイトメーターを用いた細胞内ATP濃度の計測をおこなうため、室温
（25℃）において高いパフォーマンスを発揮する改良型の蛍光ATPバイオセンサーを開発した。次に、がん細胞
にゲノムワイドな遺伝子破壊をおこない、解糖系を阻害した際のATP濃度の低下が抑制された細胞をフローサイ
トメーターを用いて単離した。フローサイトメーターによる細胞の単離プロセスを繰り返すことで、解糖系への
ATP合成の依存度が低い細胞集団を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：We searched for genes involved in the highly glycolysis-dependent synthesis 
of ATP in cancer cells. First, we developed an improved fluorescent ATP biosensor with high 
performance at room temperature (25°C) to measure intracellular ATP concentration using a flow 
cytometer. Next, we performed genome-wide gene disruption of cancer cells. After glycolysis was 
inhibited, cells with decreased ATP concentration were isolated using a flow cytometer. By repeating
 the process of isolating cells by flow cytometry, we succeeded in obtaining a cell population with 
low dependence of ATP synthesis on the glycolytic pathway.

研究分野： 生物物理学、細胞生物学

キーワード： 解糖系　酸化的リン酸化　ATP　ワールブルグ効果　CRISPR　FRET　蛍光バイオセンサー　フローサイト
メトリー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がんは日本国民の死亡原因の第１位であり、２人に1人が生涯のうちに罹患する。一方、がんの治療法は未だ十
分とは言い難い。がん細胞は正常細胞とは異なり、解糖系に極めて強く依存したATP合成をおこなっていること
が知られているが、その詳しい仕組みはまだ解明されていない。今回の研究成果は、がん細胞の特異なエネルギ
ー代謝の仕組みを明らかにするための足がかりになるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

 

１．研究開始当初の背景 

エネルギー代謝は、細胞のエネルギー通貨である ATP を作り出すための重要なシステムで

ある。解糖系ではグルコース１分子が代謝されて２分子のピルビン酸が生成される際に２

分子の ATP が作られる。正常細胞では、生成したピルビン酸の大部分がミトコンドリアに

運ばれてクエン酸サイクルに入り、酸素依存的なプロセスによってさらに約３０分子のATP

が作られる（酸化的リン酸化）。しかし、エネルギー代謝は常に一定というわけではなく、

動物細胞では、分化やがん化、環境変化に応じてエネルギー代謝経路を大きくリモデリング

している。例えば、正常細胞とは異なり、多くのがん細胞では十分な酸素が存在する場合で

も ATP の大部分が解糖系によって酸素非依存的に作られる「ワールブルグ効果」と呼ばれ

る現象が知られている（Vander Heiden 2009, Science）。がん細胞では、なぜこのように非効

率な ATP 合成をおこなっているのだろうか？近年の研究によって、解糖系を活性化するこ

とによって、増殖に必要なアミノ酸や核酸の前駆体となる解糖系中間代謝物量を増加させ

ることが、がん細胞にとって有利になっていることが示唆されている。その一方で、このよ

うなエネルギー代謝のリモデリングが生じる仕組みについて、全体像は未だ明らかではな

い。 

研究代表者はこれまで、「単一の生きた細胞内の ATP濃度を可視化する」バイオセンサーの

開発とそれを用いた代謝研究を推進してきた。まず、フェルスター共鳴エネルギー（FRET）

を利用した蛍光 ATP バイオセンサー「ATeam」を開発し、このバイオセンサーを細胞内に

発現させて蛍光顕微鏡を使ってイメージングする事で、単一の生きた細胞内の ATP 濃度を

リアルタイムに追跡する事を可能にした（Imamura 2009, PNAS; Nakano 2011, ACS Chem Biol; 

Tsuyama 2013, Anal Chem; Yaginuma 2014, Sci Rep）。こうした単一レベルでエネルギー代謝

の時空間動態を研究する過程で、阻害剤や栄養条件を変化させた際の細胞内 ATP 濃度の変

化を調べることにより、個々の細胞で活性化しているエネルギー代謝経路を評価できるこ

とを示した（Yoshizumi 2017, Sci Rep）。この手法を応用し、細胞質 ATP濃度を指標として全

ゲノムを対象とした解析をおこなうことができれば、がん細胞の代謝リモデリングに関わ

る遺伝子群を特定することが可能ではないかと考えられた。しかし、全ゲノムを対象とした

解析をおこなうためには、膨大な数の細胞を解析し、かつ求める表現型の細胞のみを分離す

る必要がある。一般的に光学顕微鏡を用いた生細胞蛍光イメージングは、少数のサンプルを

詳細に解析することを得意とする一方で、多数のサンプルを網羅的に解析することを苦手

としている。しかも、顕微鏡を用いた場合、異なる ATP 濃度を持つ細胞を見出したとして

も、その細胞のみを分離して採取することは極めて困難であり、単一細胞レベルで ATP 濃

度を解析できるという蛍光 ATP バイオセンサーの長所を生かすことが困難である。研究代

表者は、蛍光 ATPバイオセンサーをフローサイトメーター（FCM）で使えるように改良し、

多数（>105個）の細胞の ATP濃度を高速に測定し、かつ ATP濃度を指標にしてひとつひと

つの細胞を分画するという手法を用いることによって、膨大な数の細胞の中から特定のエ

ネルギー代謝表現型を示す少数の細胞を分離し、解析できるのではないかと考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究は、エネルギー代謝様式の異なる細胞を分離するための独自手法を開発し、がん細胞

のワールブルグ効果の制御に働く一連の遺伝子群を明らかにすることを目指した。 



 

 

 

３．研究の方法 

(1) 改良型 FRET 型蛍光 ATPバイオセンサーの構築・発現・精製・機能評価 

pRSET-B ベクターの XhoI-HindIII サイトにサブクローニングした AT1.03 （Imamura 2009, 

PNAS)、AT1.03NL（Tsuyama 2013, Anal Chem）、AT1.03CR（Imamura 2020, eLife）に PCRに

よって変異導入をおこなった。これらの cDNAを載せた pRSET-Bベクターを保持する大腸

菌 JM109(DE3)株を 24℃で 2 日間培養することで、ATPバイオセンサーを発現させた。発現

したタンパク質は Talon カラムおよび Superdex200 ゲルろ過カラムによって精製し、4℃で

保存した。精製したバイオセンサーの蛍光スペクトルは、50 mM MOPS-KOH (pH 7.3), 50 

mM KCl, 0.5 mM MgCl2中で分光光度計を用いて 37℃で測定した。励起波⻑は 435±2.5 nm 

で、460〜600 nm の蛍光波⻑を走査した。 

(2) 細胞培養 

HeLa 細胞は 10% ウシ胎児血清(FBS、Sigma-Aldrich)を添加した Dulbecco's modified Eagle's 

medium (DMEM、1 g/L グルコース)中で、A549細胞は 10% FBSを添加した Minimal essential 

medium (MEM)中で、37℃、5% CO2で培養した。PEI-Max 試薬を用いて、バイオセンサー

cDNAを担持した PiggyBacベクターを PiggyBac transposase 遺伝子を担持したプラスミドと

ともにトランスフェクションすることによって、ゲノム中に ATP バイオセンサー遺伝子を

保持した ATPバイオセンサー安定発現細胞株を得た。遺伝子破壊は、Brunello CRISPR/Cas9

レンチウイルスライブラリー（Doench 2016, Nature Biotech）を細胞に感染させることでお

こなった。 

(3) 顕微鏡 

細胞をガラスボトムディッシュに播種し、ニコン Eclipse Ti-E 倒立顕微鏡上で、Andor 

Technologies Zyla4.2 sCMOS カメラを用いて撮影した。対物レンズには  CFI Plan 

Apoλ40×(NA 0.95)を用いた。  

(4) フローサイトメトリー 

細胞をトリプシン-EDTA によって培養ディッシュから剥がし、培地に懸濁後、フローサイ

トメーター（Sony, SH800）を用いて解析をおこなった。ATP バイオセンサーの励起は 405 

nmレーザーでおこない、450 nmと 530 nmの蛍光をそれぞれ CFPおよび YFPの蛍光シグナ

ルとした。 

 

４．研究成果 

(1) 改良型 ATPバイオセンサーの開発 

当初の研究計画では、円順列変異 GFP をベースとした蛍光 ATP バイオセンサーQUEEN 

(Yaginuma 2014, Sci Rep)に赤色蛍光タンパク質 mCherryを融合させた mCherry-QUEENを用

いて研究を進める予定であった。しかし、mCherry-QUEEN 遺伝子をゲノムに導入した細胞

を長期間維持している間に mCherry-QUEEN の発現量が減弱してしまうという問題を解決

できなかったため、FRET 型の蛍光バイオセンサーである ATeamを FCM用に改良すること

を試みた。FCMは室温でおこなうため、37℃におけるイメージング用に開発された ATeam

（Imamura 2009, PNAS)をそのまま用いることは出来なかった。一方、室温での解析用に開

発された ATeam（AT1.03NL, Tsuyama 2013, Anal Chem）は蛍光変化量が小さく、ノイズの

大きい FCM には不向きであった。そこで、CFP-YFP 間の相互作用を増す変異を導入した



 

 

ATeam（Kotera 2010, ACS Chem Biol）に、さらに蛍光タンパク質と ATP 結合タンパク質の

間のリンカー配列を再検討した結果、蛍光変化量を大きく増加させることに成功した。さら

に、部位特異的変異導入によって、25℃において ATP への応答を示し、かつ蛍光変化量の

大きい変異体を複数開発した。この変異体のうちの１種類（ATeamNL2）をゲノムに導入し

た培養哺乳類細胞を作製したところ、長期間に渡り安定的に ATP バイオセンサーを発現す

ることが判明した。そこで、この ATP バイオセンサー発現細胞を用いて以後の研究を進め

ることとした。 

(2) LDH阻害剤による細胞内 ATP濃度への影響 

解糖系に強く依存したがん細胞では、解糖系の最終産物であるピルビン酸は乳酸脱水素酵

素（LDH）によって乳酸へと変換される。LDH はピルビン酸を乳酸に変換する際に NADH

を NAD+へと酸化する。この反応によって、解糖系の中間酵素である GAPDH で作られた

NADHが NAD+へと戻される。そのため、がん細胞で LDHが阻害されると、NAD+が枯渇し

て GAPDH による反応が進まないため、解糖系が停止して ATP は産生できなくなると想定

される。一方で、正常細胞は解糖系で作られた NADH をミトコンドリア呼吸と共役させて

NAD+に戻すことができるため、LDH による NADH の酸化が無くても解糖系を維持するこ

とが可能である。ATeamNL2を発現させたがん細胞株を LDH阻害剤であるオキサム酸ナト

リウム処理で処理し、イメージングによって細胞内 ATP 濃度の変化を調べたところ、細胞

内 ATP濃度は 30分程度で速やかに低下することが明らかとなった。一方、異なる LDH阻

害剤である NHI-2もしくは GSK2837808Aで細胞を処理した際は、ATP濃度低下は非常に緩

やかであった。この作用の違いが何に起因するかは不明であった。 

(3) 遺伝子破壊細胞ライブラリーの構築と LDH阻害剤非感受性細胞の分離 

ATeamNL2 安定発現細胞株（HeLa細胞および A549細胞）に対し、ほぼ全てのヒト遺伝子に

対する sgRNA を持つ CRISPR/Cas9 遺伝子ノックアウトシステムである Brunello 

CRISPR/Cas9レンチウイルスライブラリー（Doench 2016, Nature Biotech）を感染させるこ

とで、各遺伝子が破壊された細胞のライブラリーを得た。この細胞ライブラリーに対してオ

キサム酸ナトリウム処理をおこない、FCM で細胞内 ATP 濃度を調べた。多くの細胞では

ATP濃度が低下していたが、 ATPが低下していないごく一部の細胞を FCMのソーティン

グ機能を用いて集め、増殖させた。増殖した細胞に再度オキサム酸ナトリウム処理をおこな

い、ATPが低下していない細胞を集めた。この作業を繰り返すことで、オキサム酸ナトリウ

ム処理をおこなっても ATPが低下しない細胞を濃縮することに成功した。 

 

今回、改良型 ATPバイオセンサーと FCM、そしてゲノムワイドな遺伝子ノックアウトを組

み合わせた遺伝子をスクリーニングの可能性が示された。今後、この手法を用いてエネルギ

ー代謝制御に関わる、遺伝子の機能を明らかにできると期待している。また、ATP 以外の代

謝物に対する蛍光バイオセンサーを用いてこの手法に適用することで、別の代謝制御に関

わる遺伝子を明らかにできると考えられる。 
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