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研究成果の概要（和文）：蛍光エネルギー移動(FRET)を利用した新規蛍光 ATPプローブを用い

て各種刺激下での膵β細胞内 ATP 濃度変化を測定し、Fura2-AM を併用した細胞内 Ca2+濃度

同時測定の系を構築し生理学的条件下での膵β細胞内イオン濃度変化を測定した。さらに、

ATeam 遺伝子を導入した蛍光 ATP プローブ遺伝子導入(Tg)マウスを作成し、その単離膵β細

胞で ATeamが機能し、細胞内 ATP濃度に応じて FRET反応を示すことを確認し、同マウス単

離膵島を用いた解析を推進中である。 

 

研究成果の概要（英文）：To visualize intracellular ATP levels in physiological conditions, we 

generated a series of fluorescence resonance energy transfer (FRET)-based indicators for 

ATP. Using the fluorescent ATP probe and the fluorescent Ca2+ probe Fura2-AM, we carried 

out dual measurements of intracellular ATP and Ca2+ concentrations of living pancreatic 

beta-cell lines in the physiological conditions. And we also generated the transgenic (Tg) 

mouse expressing ATP probe protein in pancreatic beta-cells. We are now carrying out 

several functional experiments using the Tg mouse. 
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１．研究開始当初の背景 

生体のエネルギー通貨と称される ATP は、
細胞内代謝および機能調節に深く関わって
いる。細胞内 ATP 濃度変化の測定は、細胞
機能調節の理解に極めて重要であるが、従来
までの細胞内 ATP 濃度測定は、定点測定で

あり、生細胞のまま経時的測定ができず、繊
細な動態を示す細胞内代謝変化を理解する
上で全く不十分であった。本申請者は、これ
まで糖尿病研究、特にインスリン分泌メカニ
ズムに関して継続して研究してきた。KATPチ
ャネル欠損マウスを用いて、同チャネルが生
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体内でグルコースおよび経口血糖降下薬刺
激による膵β細胞インスリン分泌調節に必
須であることを直接的に証明し（Proc Natl 

Acad Sci USA, 1998）、同チャネルの様々な
活性調節因子を検証し（EMBO J, 1999）、経
口血糖降下薬の作用機序・薬剤特性の違いに
関して検討を行い（Diabetes Res Clin Pract, 

2004）、本邦初の Kir6.2遺伝子異常新生児糖
尿病症例を同定し、その遺伝子変異によるチ
ャネル特性変化を電気生理学的手法を用い
て直接的に検討してきた（J Clin Endocrinol 

Metab, 2005）。これら研究過程で、従来の細
胞内 ATP 濃度測定は、細胞をつぶしたある
時点での定点測定であり、繊細な動態を示す
細胞内代謝変化を理解する上で全く不十分
であり、ATP濃度変化とそれにより活性調節
され機能発現する KATP チャネルの生理的条
件下での役割の詳細は未だ検証不十分であ
ることを強く実感していた。 

 

２．研究の目的 

本申請研究は、生細胞のまま細胞内 ATP 濃
度を実測可能な新たな ATP プローブを作成
し、血糖値の恒常性維持の観点から膵β細胞
（インスリン分泌調節に関与）等における
様々な生理的条件下における細胞内 ATP 濃
度を実測し、それにより活性調節される KATP

チャネルの生理的役割の実際を検証するこ
とを主たる目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)  ATPプローブの作成、生細胞での細胞内
ATP濃度測定 
分担研究者今村らは、ATP合成酵素のサブユ
ニットの一つであるεタンパク質の両端に
cyan fluorescent protein (CFP)の変異体で
ある mseCFPと yellow fluorescent protein
（YFP）の変異体である monomeric (A206K) 
Venus (改変 mVenus)を遺伝子工学的に連結さ
せ、蛍光エネルギー移動(Fluorescence 
resonance energy transfer; FRET)を利用し
た蛍光 ATPプローブ（ATeam3.10および ATeam 
1.03）を開発した(Proc Nat Acad Sci USA, 
2009)。ATP結合に伴うεタンパク質の構造変
化は２つの蛍光タンパク質の距離と向きに
変化をもたらし，結果として mseCFPから改
変 mVenusへの FRET効率が変化する。ATeam
は ATPに対して非常に特異的で、ADP、GTP、 
dATPといった類似のヌクレオチドには反応
しない。ATeam3.10および ATeam 1.03の解離
定数(Kd)は、各々7.4μMおよび 1.2mMであり、
Hella細胞を用いた検討で、本 ATPプローブ
は容易に生細胞に遺伝子導入可能であり、細
胞内 ATP濃度によって YFP/CFP ratioが変化
することが確認できた。しかしながら、本プ
ローブを膵β細胞株 MIN6細胞およびラット
単離膵島細胞（膵β細胞）に遺伝子導入し、

低グルコース（2.8mM）から高グルコース
(25mM)、または高グルコースから低グルコー
ス変換にて YFP/CFP ratio変化（細胞内 ATP
濃度変化）を検討したが、予想以上に膵β細
胞内 ATP濃度は高く、十分な ratio変化が捕
らえられなかった。これらの基礎実験を踏ま
えて、より Kd値の大きい ATPプローブを改
良する。現存の 2種類のプローブに加え、現
在作成中のより Kd値の大きい改良型を含め
た、広い ATP濃度レンジをカバー可能な異な
る Kd値を有する 3種類の ATPプローブ
（ATeams）を用いて、膵β細胞株 MIN6細胞、
齧歯類（ラットおよびマウス）膵β細胞、骨
格筋細胞および心筋細胞における非刺激時
および各種刺激（高濃度グルコース等）時に
おける細胞内 ATP濃度を測定する。ATPプロ
ーブの細胞への導入には、リポフェクタミン
2000, Opti MEMを用いたリポフェクション法
により行い、一波長励起二波長測光および既
知濃度 ATPで作成した ATP濃度-ratio曲線を
用いて、細胞内 ATP濃度を算出する。さらに
同様の試料を従来のルシフェラーゼ法によ
る whole-cell細胞内 ATP濃度測定値と比
較・検討する。 
(2)  細胞質内 ATP濃度分布の解析 
培養細胞（MIN6細胞）または組織初代培養細
胞に、ATeamをリポフェクション法（細胞に
よってはエレクトロポレーション法）により
transientに導入し、共焦点レーザー顕微鏡
を用いて、単一細胞質内の ATP濃度分布を検
討する。各組織での非刺激時の ATP濃度分布
に加え、各種刺激（膵β細胞においては高濃
度グルコースおよび SU薬刺激等）後の、細
胞内 ATP濃度分布変化を検討する。後述する
ATeamの stable発現 MIN6、さらには ATeam
遺伝子導入マウス作成後は同マウス単離膵
島細胞を用いて、より生理的条件下での状態
評価のために、同様の検討を行う。 
(3)  単一細胞での複数の細胞内シグナル同
時モニタリングシステムの構築 
膵β細胞インスリン分泌調節で主要な経路
である KATPチャネルを介する経路
（triggering pathway）において、細胞内 ATP
濃度変化と同様に重要な観察対象である、KATP

チャネル活性、β細胞膜電位、細胞内 Ca2+濃
度測定を行う。この同一細胞並列評価により、
いくつか提唱されている上記 KATPチャネルを
介する経路以外の経路（KATP channel- 
independent amplifying pathwayなど）の生
理的条件下でのグルコース応答性インスリ
ン分泌で担う重要性および関与するタイミ
ング（タイムコース）を検討する。KATPチャ
ネル活性およびβ細胞膜電位はパッチクラ
ンプ whole-cell modeにて、細胞内 Ca2+濃度
測定は Fura2-AMを用いた励起波長
340nm/380nm、蛍光波長 510nmの二波長励起
一波長測光（AQUACOSMOSシステム；浜松ホト



 

 

ニクス；機材は設置済）にて、膜容量測定は
パッチクランプ whole-cell mode（機材は設
置済）にて行う。必要に応じて他の細胞内イ
オン濃度変化；Na+, Cl-および細胞内 pHを、
各種蛍光プローブ；SBFI-AM ,MQAE-AM, 
BCECF-AMにて、対応する励起および蛍光波長
フィルターを用いた AQUACOSMOSシステムに
て測定する。 
(4)  MIN6-ATeam細胞の作成 
MIN6細胞にエレクトロポレーション法を用
いて ATeamを導入した stable発現細胞を作
成し、コロニー法またはカップ法にて単一細
胞回収（細胞クローニング）を行う。
AQUACOSMOSシステムを用いて、一波長励起二
波長測光にて測定し、 グルコース反応性良
好に保っている細胞を選別し、ATeam導入
stable細胞株（MIN6-ATeam）を確立する。同
細胞株を用いて transientな系よりもより生
理的条件に近い状態で、細胞内 ATP濃度およ
び高グルコースおよび SU薬刺激時の ATP濃
度変化を in vitro解析する。 
(5)  ATeam遺伝子導入マウスの作成 
ATeam遺伝子導入した Tgマウスを作成し、生
理的条件下での細胞内 ATP濃度を測定する。
また糖尿病モデルマウス等との交配にて、
ATeam発現糖尿病モデルマウスを作成し、膵
β細胞等における細胞内 ATP濃度変化を介し
た KATPチャネル機能調節を介するインスリン
分泌およびインスリン抵抗性への影響およ
びメカニズムを生理的条件下で検討する。 
 
４．研究成果 
蛍光エネルギー移動(FRET)を利用した蛍光
ATP プローブ  (Proc Nat Acad Sci USA, 

2009) 2 種を用いて各種刺激下での膵β細
胞内 ATP 濃度変化を解析。従来想定以上に
膵β細胞内 ATP 濃度は高く、左記プローブ
測定レンジ内で十分な ratio 変化が捕らえら
れなかった。そのため、上記プローブを改良
し、より Kd 値の大きい蛍光 ATP プローブ
（GO-ATeam）を新規作成し、膵β細胞株、
齧歯類膵β細胞における各種刺激（高濃度グ
ルコース、スルホニル尿素薬等）前後の細胞
内 ATP 濃度を測定し、Fura2-AM を併用し
た細胞内 Ca2+濃度変化の同時測定の系を構
築し生理学的条件下での膵β細胞内イオン
濃度変化を測定した（論文投稿中）。さらに、
ATeam遺伝子を導入した蛍光 ATPプローブ
遺伝子導入(Tg)マウスを作成し、その 5系統
の中で細胞内 ATP 濃度測定に最も適した 1

系統を選別し、その単離膵β細胞で ATeam

が機能し、細胞内 ATP 濃度に応じて FRET

反応を示すことを確認した。さらに ob/ob マ
ウスと交配し、Ateamを発現する肥満糖尿病
モデルマウスを作製した。現在、同マウス単
離膵島を用いた解析を推進中である。 
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