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研究成果の概要（和文）：膵島をはじめとする生体組織中における細胞外ATPシグナルを明らかにするため、バ
イオセンサーを用いた細胞外ATPイメージング法の確立を目指して研究をおこなった。
まず、既存のFRET型ATPバイオセンサーを用いて細胞外ATP濃度をイメージングすることに成功した。また、単一
蛍光タンパク質型ATPバイオセンサー、BRET型ATPバイオセンサーの開発にも成功した。しかし、これらの新規バ
イオセンサーを用いた細胞外ATP濃度のイメージングについては、解決すべき技術的問題が残されている。

研究成果の概要（英文）：The aim of this work was to establish methods to visualize extracellular 
ATP, in order to elucidate extracellular ATP signaling inside a live tissue, including a pancreatic 
islet.
First, we succeeded in imaging extracellular ATP by using a FRET-based biosensor. We also succeeded 
in developing two new ATP biosensors; single FP-based "QUEEN" and BRET-based "BTeam". Although we 
could use these new biosensors to monitor intracellular ATP, several problems remained to be solved 
before applying them to extracellular ATP imaging.

研究分野： バイオイメージング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年、細胞表面に存在する一連の ATP 受容
体（プリン受容体）遺伝子が同定されたこと
で、受容体のノックダウンやノックアウトに
よる細胞外 ATP シグナリングの研究が進展
し、痛みや味覚、発生、免疫等に細胞外の ATP
が関与していることが明らかとなりつつあ
る（Junger, 2011, Nat Rev Immunol）。しかし、
プリン受容体には多くのアイソフォームが
存在しているため、１つの受容体をノックア
ウトあるいはノックダウンしても、他のアイ
ソフォームが機能を補うことで表現型とし
て現れず、結果として ATP シグナリングの重
要な働きを見落とされていることは容易に
想像できる。細胞外 ATP シグナリングの全貌
を理解するためには受容体側からの解析だ
けでは不十分であり、シグナル本体である細
胞外 ATP の生体・組織内の時空間パターンを
知る必要がある。細胞外に放出される ATP の
検出には、ATP に反応する電極を用いる
（Llaudet et al, 2005, Anal Chem 他）、あるい
は細胞表面にホタルルシフェラーゼを結合
さ せ て発光 イ メージ ン グをお こ な う
（Yamamoto et al, 2011, J  Cell Sci 他）といっ
た手法が近年導入されつつある。しかし、前
者は時間分解能が高いという長所があるも
のの、空間分解能が非常に低く、組織・生体
の深部から放出される ATP を測定すること
は困難であった。また、後者は電極を使った
方法と比べ高い空間分解能を有するものの、
組織や生体内で三次元的に ATP 放出を捉え
ることは原理的に難しかった。細胞外 ATP シ
グナルをより深く理解するためには、細胞外
ATPを生体や組織内において高い時空間分解
能で計測する新たな技術が必要である。 
 我々は 2009 年に蛍光タンパク質を利用し
たATP特異的な蛍光バイオセンサー「ATeam」
を報告した（Imamura, PNAS, 2009）。ATeam
を細胞内に発現させてイメージングするこ
とよって、これまで計測困難だった生細胞内
部の ATP レベルの分布とダイナミクスに関
する情報を得ることに成功している（Nakano, 
ACS Chem Biol, 2011; Ando, PLoS Pathog, 
2012; Fujikawa, JBC, 2012; De Bock, Cell, 
2013; Tsuyama, Anal Chem, 2013 他）。また、
膵臓ランゲルハンス島（膵島）β細胞におい
てインスリンが分泌される際の細胞内 ATP
の役割も明らかにした（Tanaka, JBC, 2014）。 
 膵島は、数十個以上の内分泌系細胞から構
成された組織であり、血糖値を下げる唯一の
ホルモンであるインスリンを放出するβ細
胞がその大部分を占めている。これら多数の
β細胞は個々が独立して働くわけではなく、
同調したカルシウム振動を示す。その結果、
膵島からはパルス状にインスリンが放出さ
れることが報告されている（Gilon, 1993, 
JBC）。このような放出を達成するためには細
胞間での情報のやり取りが不可欠であるが、
そのメカニズムは未だ不明である。興味深い
ことに、β細胞はインスリンの他に ATP も細

胞外へと放出することが知られており
（Hazama, 1998, Pflugers Arch）、β細胞には
多数の ATP 関連受容体が発現している事も
分 か っ て き た （ Novak, 2008, Purinergic 
Signal）。また、ATP アナログによってインス
リン分泌が誘導されることも報告されてい
る（Fischer, 1999, J Med Chem）。これらの知
見から、膵島において細胞外 ATP が自己分
泌・傍分泌シグナルとして働き、β細胞間の
同調などのインスリン分泌における重要な
機能を果たしている可能性が非常に高いと
考えられた。膵島組織における細胞外 ATP シ
グナルの詳細を明らかにするためには、その
時間的・空間的な動態を知る必要があるが、
これまでほとんど解析されていない。我々は、
細胞内 ATP 可視化技術をさらに発展させる
ことで、細胞外 ATP シグナルを可視化し、そ
れによって膵島のインスリン分泌における
ATPシグナリングの役割を明らかにできるの
ではないかという考えに至った。 
 
２．研究の目的 
 細胞外 ATP 放出を可視化する手法を確立
し、膵島組織内における ATP 放出の時空間的
な動態、そしてその生理的な意義を蛍光イメ
ージングによって明らかにする事を目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 細胞外 ATP イメージング手法を確立する
ため、以前に開発した細胞内 ATP イメージン
グ用蛍光バイオセンサーを細胞外イメージ
ング用に遺伝子工学的手法を用いて改良す
る。また、細胞外 ATP イメージングに資する
新規のバイオセンサーを開発する。開発した
バイオセンサーを細胞に発現させてイメー
ジングをおこなうことで、細胞外 ATP 濃度の
動態を解析する。 
 
４．研究成果 
４−１．FRET 型 ATP バイオセンサーを用いた
細胞外 ATP イメージング 
 既存の FRET 型 ATP バイオセンサー
（ATeam）の細胞表面局在化を検討した。
ATeam の N 末端に分泌シグナル配列を、C 末
端に膜貫通ヘリックスを融合させた。このコ
ンストラクトを培養哺乳類細胞に発現させ
た結果、ATeam は細胞表面に局在化した。細
胞表面に発現させたATeamの FRETシグナル
は、細胞外に加えた ATP 濃度の変化に反応し
たことから、ER-ゴルジ体を経由する分泌経
路を経た ATeam も細胞内に発現させた場合
と同様に機能を有する事が明らかとなった。
膜貫通ヘリックスをグリコシルホスファチ
ジルイノシトール（GPI）アンカー配列に置
き換えたコンストラクトも同様に細胞表面
に局在した。このコンストラクトは、アフリ
カツメガエル胚における細胞外 ATP イメー
ジングに応用され、細胞外 ATP 濃度のイメー
ジング計測に有用であることが示された（論



文②）。 
４−２．新規単一蛍光タンパク質型 ATP バイ
オセンサーの開発と細胞外 ATP イメージン
グへの応用 
 ATP結合タンパク質である枯草菌ATP合成
酵素εサブユニットのN末端側 107アミノ酸
残基と C 末端側 24 アミノ酸残基の間に、円
順列変異 GFP を融合させた人工タンパク質
を作成した。εサブユニットと円順列変異
GFP を繋ぐリンカー配列を検討し、ATP 結合
により蛍光励起スペクトルが大きく変化す
るクローンを選抜し「QUEEN」と名付けた。
QUEEN は 405 nm と 490 nm に２つの励起ピ
ーク、510 nmに蛍光ピークを有しており、ATP
濃度が上昇するに従って 490 nm の励起ピー
クが低下し、逆に 405 nm の励起ピークが上
昇した。すなわち、490 nm で励起した場合と、
405 nm で励起した場合の 510 nm における蛍
光強度の比を求めることで ATP 濃度を見積
もることが可能であることが示された。さら
に、QUEEN は単一バクテリア内の ATP 濃度
の定量に有用である事が示された（論文⑪）。
続いてこの新規蛍光 ATP バイオセンサーを
細胞外 ATP イメージングに応用することを
検討した。細胞外への ATP 放出は、一過的に
生じると考えられているため、励起光を継続
的に照射しながらイメージングする必要が
ある。しかし、QUEEN に励起光を照射し続
けたところ、ATP 非依存的に励起スペクトル
が変化することが明らかとなった。これは、
強い励起によって、蛍光団あるいはその周囲
の構造が変化して光異性化が生じたと考え
られた。そこで、QUEEN に様々な変異を導
入し、励起光を照射し続けてもスペクトルが
変化しない変異体をスクリーニングした結
果、GFPのHis148をLysに置換した変異体は、
光異性化が極めて生じにくいことが示され
た。さらに、εの N 末端ドメイン中に存在す
る、ゆらぎが大きいと予測された領域にジス
ルフィド結合を導入することによって、ATP
に対する反応性を 100 倍程度増加させること
に成功した（学会発表⑪⑬）。さらに、εと
GFP の間のリンカ―配列を最適化すること
により、蛍光シグナルのダイナミックレンジ
が増大した複数の変異型 QUEEN を得ること
に成功した（学会発表⑦⑪）。しかし、上記
の手法で作成した変異型 QUEEN の哺乳類細
胞表面への発現を試みたところ、発現量が著
しく低い、あるいは細胞表面に局在しないと
いう問題が生じた。使用するコドンの変換な
ど、改善を試みたものの、ほとんど効果はみ
られなかった。光安定性の低い元来の
QUEEN は問題なく細胞表面に発現したこと
から、光安定性を増大するために導入した変
異によって、QUEEN が哺乳類細胞中で正常
に折りたたまれなくなったためと考えられ
た。そのため、QUEEN を細胞外 ATP イメー
ジングに用いるためには、光安定性が改善さ
れ、かつ哺乳類細胞において正常に折りたた
まれて機能する、新たな変異体を作出する必

要があると考えられた。 
４−３．新規 BRET 型 ATP バイオセンサーの
開発（論文④、学会発表②④⑫） 
 上記の２種類のバイオセンサーはいずれ
も ATP 濃度によって蛍光スペクトルが変化
するものであった。蛍光バイオセンサーは励
起光を必要とするため、自家蛍光をもつ組織
や生体深部のイメージングには必ずしも適
していない。他方、発光タンパク質であるホ
タルルシフェラーゼを用いる発光 ATP 計測
法には、励起光を必要としないという利点は
あるものの、ホタルルシフェラーゼ自身が
ATP を消費してしまう上に、発光基質やホタ
ルルシフェラーゼそのものの量によっても
発光強度が変化するため定量性が低いとい
う大きな欠点があった。そこで、生物発光共
鳴エネルギー移動（BRET）の原理に基づい
た新規発光型 ATP バイオセンサーを作成す
ることで、励起光を利用しないという発光計
測法の利点を有しながら、かつ高い定量性を
併せ持つ新しい発光 ATP 計測・イメージング
法の開発をおこなった。 
 枯草菌 ATP 合成酵素のεサブユニットを
介して、YFP 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。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。大腸菌で発現させて精製した
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。また、BTeam は ATP
以外の類似ヌクレオチドにはほとんど反応
せず、ATP に対する高い選択性を持っている
事が示された。ATP に対する解離定数は
37 ℃において約 3.0 mM であった。 

BTeam が哺乳類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
胞株について、細胞集団における細胞内 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。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。 

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、個々の細胞からの 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。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。今後は、BTeam を細
胞外 ATP イメージングへ応用展開すること
が可能かどうかを検討する予定である。 
４−４．まとめ 
 FRET 型 ATP バイオセンサーを用いること
で、細胞外 ATP イメージングが可能であるこ
とが示された。ただ、FRET 型 ATP バイオセ
ンサーの反応時定数は１０秒程度であり、そ
の応用は現時点では限定的であると考えら
れた。一方、２種類の新規 ATP バイオセンサ
ーの開発に成功し、その一つ QUEEN では反
応速度の大幅な改善に成功した。しかし、細
胞外 ATP イメージングに有用な性質を有す
る QUEEN 変異体は、哺乳類細胞でほとんど
発現しないという予想外の問題が生じ、残念
ながら、当初予定していた膵島の細胞外 ATP
イメージングを期間内に達成することはで
きなかった。今後は、開発してきたバイオセ
ンサーの更なる改良を進め、高速・高感度な
細胞外 ATP イメージング法を確立していく
予定である。 
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