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研究成果の概要（和文）：膵β細胞内代謝動態を解析するため、蛍光エネルギー移動(FRET)を利用した蛍光ATPプロー
ブおよび同プローブ遺伝子導入マウスを作製し、Fura2-AMを併用することにより、膵β細胞内ATP濃度およびCa2+濃度
変化同時測定系を構築し、生理学的条件における各種刺激下での膵β細胞内代謝・イオン濃度動態変化を解析した。

研究成果の概要（英文）：To visualize and analyze intracellular ATP dynamics in physiological condition, 
we generated a series of fluorescence resonance energy transfer (FRET)-based indicators for ATP. Using 
the fluorescent ATP probe, the fluorescent Ca2+ probe, and the transgenic mouse expressing ATP probe 
protein in pancreatic beta-cells, we carried out several functional analyses of intracellular ATP and 
Ca2+ concentrations in living pancreatic beta-cells.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病発症にはインスリン分泌障害および
インスリン抵抗性の両者が関与する。血糖値
恒常性維持のためには、膵β細胞インスリン
分泌が、分泌の量およびタイミングともに適
切に調節されることが必須である。グルコー
ス刺激による主要なインスリン分泌調節機
序として KATP チャネルを介した経路の重要
性が広く認められており、これまで in vitro、
in vivo ともに多くの解析がなされてきた。当
教室の稲垣らが世界に先駆けその分子的基
盤を解明し(Science 1995) 、本申請者らが同
チャネル変異遺伝子導入マウスおよび遺伝
子欠損マウスを用いてインスリン分泌にお
ける重要性を直接証明し（PNAS.1997、
PNAS.1998）、電気生理学的解析で同チャネ
ルに対する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ってき
た（Diabetes Res Clin Pract.2004）。さらに、
本邦初となる KATP チャネル構成サブユニッ
トの Kir6.2 遺伝子異常新生児糖尿病症例を
同定・解析し、Kir6.2 遺伝子異常による成人
発症糖尿病症例を報告し、その遺伝子変異に
よるチャネル特性変化を直接評価した（J 
Clin Endocrinol Metab.2005）。また Kir6.2
と対をなすもう一方の KATP チャネル構成サ
ブユニット SUR1 遺伝子異常による本邦初
の新生児糖尿病症例の解析を分担するなど
（J Diabetes Invest. 2013）、申請者らは基礎
的解析と臨床的展開を常に意識した研究推
進を継続してきた。一方、糖代謝状態を反映
する細胞内 ATP 濃度変化の解析に関しては、
従来の測定法では細胞をつぶしたある一時
点での定点測定であり、生細胞のままの経時
的測定ができず、温度、培養条件、細胞内環
境等のわずかな違いで繊細に変化する細胞
内代謝変化を解析する上で全く不十分であ
ったこともあり、ATP 濃度変化とそれにより
活性調節され機能発現する組織特異的 KATP

チャネルの生理的条件下での役割の詳細は
未だに検証不十分であることを、これまでの
研究経験から申請者らは強く実感してきた。
我々は、平成 22～24 年度科研費基盤研究（C）
により、研究分担者今村らが開発した蛍光エ
ネルギー移動（Fluorescence Resonance 
Energy Transfer; FRET）を利用した蛍光
ATP プローブ (Proc Nat Acad Sci USA, 
2009) を改良した膵β細胞でも使用可能な
ATPに対する高Kd値を有する新規蛍光ATP
プローブ（GO-ATeam）を用いて、齧歯類単
離膵β細胞（MIN6 等）でグルコースおよび
インスリン分泌促進薬での生細胞での経時
的細胞内 ATP 濃度リアルタイム計測を行な
い、さらに蛍光 Ca2+プローブ Fura-2AM を
併用した細胞内 ATP および Ca2+濃度同時モ
ニタリングを行いグルコース刺激による膵
β細胞内代謝動態を検討した。また、本申請
者はこれまでに、膵β細胞シミュレーション
に関して、文部科学省科研費若手研究（B）

「in silico 膵β細胞およびα細胞の機能的
統合モデルの構築」（H16～H18 年度；研究
代表者）で膵島細胞間（α細胞‐β細胞、β
細胞‐β細胞間）の相互イオン流通性、細胞
間電気伝導性および各ホルモンのパラクリ
ン的調節による膵島細胞機能調節に関して
解析を行い、文部科学省リーディングプロジ
ェクト「細胞生体機能シミュレーション」
（H15～H19 年度）および地域産学官連携科
学技術振興事業費補助金「エネルギー代謝シ
ミュレーションを活用した安心な高度医療
技術の研究開発」（H19～H23 年度）に参画
し膵β細胞シミュレーションモデル構築に
係ってきた。本申請研究は、これらの研究経
過・研究基盤を踏まえ、細胞内糖代謝異常と
耐糖能異常の病態形成機序における関りの
実際を、上記ツールおよびこれまで確立して
きた手法を用いて解析・評価する目的で立案
した。  
 
２．研究の目的 
アデノシン三リン酸（ATP）は細胞内代謝お
よび細胞機能調節に深く関わる。膵β細胞グ
ルコース刺激によるインスリン分泌調節の
主たる機序として代謝説が通説とされ、糖代
謝・細胞内 ATP 濃度変化を介した膵β細胞
KATP チャネル活性調節がその調節基盤とさ
れている。生理的条件下における膵β細胞代
謝調節メカニズムの理解には、生細胞におけ
る刺激前後の細胞内シグナルの動態観察が
必要であるが、従来、細胞内 ATP 濃度動態
を生細胞のまま簡便に、経時的かつリアルタ
イムで測定できる手法はなかった。本研究は、
申請者および研究分担者が平成 22～24 年度
科研費基盤研究（C）で用いた膵島細胞で使
用可能な高い解離定数(Kd)を有する新規蛍
光 ATP プローブを基に作製された同蛍光
ATP プローブ遺伝子導入（Tg）マウスを用
いて、生細胞のまま、生理的条件下で、直接
的、経時的かつリアルタイムに細胞内代謝動
態を解析し、細胞内糖代謝と糖代謝異常の病
態形成機序との関わりの実際を解析するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）高 Kd 蛍光 ATP プローブ遺伝子導入マ
ウスを用いた膵島代謝解析 
研究分担者今村らが開発した、ATP 合成酵素
サブユニットεタンパク質両端に cyan 
fluorescent protein (CFP)変異体の mseCFP
と yellow fluorescent protein（YFP）変異体
monomeric(A206K)Venus (改変 mVenus)を
遺伝子工学的に連結させた蛍光 ATP プロー
ブ（ATeam3.10 および ATeam 1.03） (Proc 
Nat Acad Sci USA, 2009)は、Hella 細胞では
容易に遺伝子導入可能であり、細胞内 ATP
濃度変化に伴う YFP/CFP ratio 変化が確認
出来たが、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
Lipofection 等により遺伝子導入し、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に変
換して YFP/CFP ratio 変化（細胞内 ATP 濃
度変化）を検討したところ、予想以上に膵β
細胞内 ATP 濃度が高く、十分な ratio 変化が
捕らえられなかった。これらの実験経過を踏
まえて、より ATP に対する Kd 値の大きい
ATP プローブ（GO-ATeam）を研究分担者今
村が開発し、膵β細胞株での予備実験で十分
な ratio 変動を確認した上で、申請者らが同
プローブ遺伝子導入 (Tg)マウスを作製し、樹
立した複数の系統間で蛍光 ATP プローブ発
現量およびグルコースに対する FRET 蛍光
強度に差があるため、膵島・膵β細胞解析に
適した系統を評価・選別し、その中の最適系
統を用いて、グルコース、経口血糖降下薬刺
激による細胞内 ATP 濃度変化を測定する。
各蛍光イオンプローブ（ Fura2-AM 、
SBFI-AM、MQAE-AM、BCECF-AM 等）併
用しての細胞内 ATP 濃度との同時測定のた
めに、各蛍光イオンプローブに対応する励起
お よ び 蛍 光 波 長 フ ィ ル タ ー を
AQUACOSMOS システムに組込み込みセッ
トアップする（細胞内 Ca2+濃度測定の場合は
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、
Na+濃度測定では SBFI-AM 使用、励起波長
340/380nm、蛍光波長 510nm 測光、Cl-濃度
測定では MQAE-AM 使用、励起波長 355nm、
蛍光波長 460nm 測光、H+濃度測定では
BCECF-AM 使用、励起波長 450/500nm、蛍
光 535nm 測光）。また、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細胞膜電位測定を行う。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、単一細胞から
の分泌量評価のための膜容量測定はパッチ
ク ラ ン プ whole-cell mode （ Pulsefit 
software；HEKA 社：機材は設置済）にて行
う。 
（２）高 Kd 蛍光 ATP プローブ遺伝子導入肥
満耐糖能異常マウスの作成および解析 
解析用の蛍光 ATP プローブ遺伝子導入マウ
ス優良系統と ob/ob マウス、db/db マウス等
の肥満・耐糖能異常マウスを交配し、蛍光
ATP プローブ遺伝子導入肥満耐糖能異常マ
ウスを作成。通常食、低炭水化物食、高炭水
化物食、高脂肪食負荷、さらには長期果糖負
荷による細胞内代謝状態変化、各種イオン動
態変化およびインスリン分泌能変化を継時
的に観察し、摂取栄養素による膵β細胞内代
謝変化およびインスリン分泌能の変化を検
討する。 
 
４．研究成果 
蛍光 ATP プローブ（GO-ATeam）遺伝子導
入（Tg）マウスを作製し、樹立した複数の系
統間で蛍光 ATP プローブ発現量およびグル

コースに対する FRET 蛍光強度、ratio 変化
程度等を比較し、膵島・膵β細胞解析に適し
た最適系統を選別した。摂餌・飲水量、体重
変化、インスリン分泌能（in vivo 評価：OGTT、
IPGTT、in vitro 評価：batch incubation）
により野生型（対照）マウスと比較し、有意
差ないことを確認した。各蛍光イオンプロー
ブ（Fura2-AM、SBFI-AM、MQAE-AM、
BCECF-AM 等）併用しての細胞内 ATP 濃度
との同時測定のために、各蛍光イオンプロー
ブに対応する励起および蛍光波長フィルタ
ーを AQUACOSMOS システムに組込み込み
セットアップし、実際に細胞内 ATP 濃度と
細胞内 Ca2+濃度（Fura2-AM 使用）の同時測
定を行った。Tg マウスでの解析と並行して、
野生型マウス単離膵島にアデノウイルスベ
クターを用いて GO-ATeam を導入し、その
後、蛍光イオンプローブを実験前に導入する
ことでマウス膵島細胞（β細胞）および膵β
細胞株 MIN6 細胞内 ATP 濃度変化と細胞内
Ca2+濃度変化の同時測定を行った。その結果、
高グルコース刺激により、細胞内で ATP→
Ca2+の順で細胞内濃度上昇し、この ATP 濃
度の上昇が初期の Ca2+濃度上昇に必須であ
ること、細胞内 Ca2+濃度のオシレーション変
動の際にも、ATP 濃度のオシレーション変動
は生じていないこと（高濃度グルコースによ
るβ細胞内 Ca2+濃度オシレーションは、細胞
内 ATP オシレーションに起因するものでな
い）を明らかにした。また、Ca2+オシレーシ
ョン維持には細胞内 ATP 濃度が高い濃度で
tonic に保たれていることが必要であること
を明らかにした。GO-ATeam遺伝子導入（Tg）
マウスでも、上記、外部から蛍光プローブ導
入した状態での検討と同様の細胞内 ATP お
よび Ca2+濃度動態を認めた。しかしながら
Tg マウス継代とともにβ細胞内 GO-ATeam
発現量は低下し（gene silencing）、観測に充
分な蛍光が得難くなった。そのため遺伝子導
入マウスを用いたより生理的条件下での検
討は同遺伝子ノックイン(KI)マウスを用いて
の検討とし、Tg マウス同様、KI マウスでも
摂餌・発育状況、体重変化、インスリン分泌
能を評価し、野生型との相違無いことを確認
し、細胞内 ATP、Ca2+濃度等測定、順次、解
析継続中である。 
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