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【研究の背景、問題点】 

 生体が獲得したエネルギーの一部は、代謝によって主として ATP の形で貯蔵され、必要に応じて、さまざま

な生命活動に利用される。しかしながら、生体内におけるエネルギーの産生及び消費の詳細は、十分に理

解されていない部分が多い。その解明には、生体を構成する基本単位である細胞において、その時空間的

に精度の高い計測手法で定量することが必須となる。 

 一般的な ATP 濃度計測には、ホタルルシフェラーゼが ATP 濃度依存的に化学発光することを応用し、そ

の発光強度をマイクロプレートリーダー等で測定することで、試料中の ATP 濃度を求める手法が使われてい

る。しかし、この手法で細胞を計測する際は、細胞抽出液を用いるため、エネルギー代謝の時空間的な情報

は失われてしまう。 

 そこで、蛍光顕微鏡を用いた一細胞解析に使用可能で、ATP 濃度依存的に蛍光の性質が変化するタン

パク質センサーが開発されてきた。その代表的なセンサーとして、蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）型(1, 

2)、Ratiometric 型(3)、ATP:ADP 型(4)等が挙げられる。これらは、生細胞における ATP 濃度計測の

手法として有用であるが、本研究では、より高精度で計測可能な手法の開発に成功した。 

 

 

【解決方策、研究目的、研究方法】 

 本研究では、生細胞において新たに開発された単色型蛍光 ATP センサーを、蛍光寿命顕微鏡法

（FLIM）によって計測した。蛍光顕微鏡において、広く用いられる蛍光強度の測定は、機器の揺らぎや褪

色の影響を強く受けるが、蛍光寿命はそうした要因とは独立した機構で決定するため、より正確な測定が可
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能となる(5)。本研究で用いたのは、時間領域蛍光寿命顕微鏡法（time-domain FLIM）で、時間相

関単一光子計数技術（TCSPC）を応用した手法である（図１）。まず、パルスレーザーによって、蛍光

物質を繰り返し励起する。励起から光子が放出されるまでの時間を測定し、その統計を取ることによって光

子数の時間分布が得られる。そこに減衰曲線を当てはめていき、蛍光寿命が得られる。 

図１．時間領域蛍光寿命顕微鏡法の原理 

 

 本研究の目的は、時間領域蛍光寿命顕微鏡法を用いて、ATP 濃度を高時空間分解能で解析すること

で、個々の生細胞におけるエネルギー代謝の動態を明らかにすることである。さらに、各細胞小器官における

計測や ATP 合成阻害後の計測を通して、より多くの知見を得ることを試みた。また、エネルギー代謝にとって、

重要である pH の定量イメージング手法の導入にも取り組んだ。 

 

 

【特色と独創的な点】 

 蛍光強度を測定する先行研究と比較し、本研究で用いた時間領域蛍光寿命顕微鏡法では、より信頼

性の高い結果が得られる。測定値は ATP 濃度に対応した数値であるため、蛍光寿命から ATP 濃度を求め

る際に、複雑な計算を介すことが不要となる。また、ATP 濃度の「変化」を知るための計測に留まらず、「あり

のまま」の濃度を知ることができる。 

 単色型の蛍光センサーであるため、細胞へのダメージが少ない長波長の励起光を用いたり、他の標的を同

時計測したりしながら、ATP 濃度の絶対定量が可能となる。さらに、構造が比較的単純であるため、タンパク

質形成の過程での不具合が生じる可能性が低くなる。 

 従来、生体から得た細胞の識別手法は、固定が必要な組織切片の顕微鏡による観察や、細胞集団から

集めた細胞抽出液の解析が主であった。一方、本研究が提案する ATP 濃度計測を応用した細胞識別法

が実現すれば、生きたまま１つ１つの細胞を直接評価することが可能となる。本研究の成果を社会へ還元

することで、エネルギー代謝に関する研究に基礎的な知見を与えることできる。また、細胞状態を判別するこ

とが可能となれば、現在マーカーの無い細胞に対しても、状態を調べる有効なツールとなり得るため、診断や

治療に役立つことが期待される。 

 

 

【研究経過及び得られた結果】 

 まず、単一細胞におけるエネルギー代謝を定量するため、蛍光 ATP センサーの選定を行った。予備実験で、

ATP 濃度に応じて蛍光寿命が変化する蛍光 ATP センサーを見出していたが、本研究では共同研究者らか

ら既に発表されているものを含め(6)、複数の蛍光 ATP センサーにおける蛍光寿命の ATP 濃度依存性をス

クリーニングした。その結果、図２A で示したような構造を持つ蛍光 ATP センサーが、大きな蛍光寿命変化

を示した。精製タンパク質を用いた測定では、ATP 非存在下では 2.60 ナノ秒、10mM ATP 存在下では

1.64 ナノ秒と、図２B で示した生理的な ATP 濃度の範囲において、ATP 濃度依存的に最大で約 1 ナノ

秒の変化を示す結果を得た。他の単色型の蛍光センサーと比較すると、蛍光 pH センサーの pHRed も環



 

 

境内の pH に応じて、その蛍光寿命を変化させるが、その変化は約 1.8 ナノ秒から 2.2 ナノ秒であり(7)、

本研究で用いた蛍光 ATP センサーは 2 倍程度の変化幅を示した。 

 続いて、予備実験と同様に、この蛍光 ATP センサーを、ヒト子宮頸がん細胞株である HeLa 内で発現さ

せた。通常の細胞質での発現に加え、特定のアミノ酸配列を追加することで、ミトコンドリアと核における局所

的な発現に成功した（図３A）。さらに、生細胞における ATP 合成過程の１つである解糖系を、フッ化ナ

トリウムによって阻害したところ、阻害後の蛍光寿命が長くなった（図３B）。図２B で示した結果に照らし

合わせると、解糖系の阻害によって、細胞質の ATP 濃度が減少したことがわかった。 

 現在、申請時の計画に沿って、さまざまな細胞間の ATP 濃度を比較した結果等を取りまとめている。さら

に、既存の蛍光 pH センサーを使った細胞内 pH 評価系によって、より精度の高い ATP 濃度計測手法を構

築することにも成功している。 

図２．本研究で用いた蛍光ATP センサー 

（A）本研究で用いた蛍光 ATP センサーの３次元構造の模式図（PDB ID: 3DPW and 2E5Y）。

蛍光タンパク質（緑）、アミノ酸リンカー（赤）、ATP 結合部位（青）から構成される。（B）精製タンパ

ク質を用いた蛍光 ATP センサーの ATP 濃度と蛍光寿命の関係。各点において３回測定し、その平均（赤

丸）と標準偏差（エラーバー）を示す。 

 

図３．HeLa における蛍光ATP センサーの蛍光寿命像 

（A）各細胞小器官に局所的に発現した蛍光 ATP センサーの蛍光寿命像。（B）フッ化ナトリウムを加

え、解糖系を阻害した後の蛍光 ATP センサー（細胞質）の蛍光寿命像。蛍光寿命の表示範囲（1.5～

2.5 ナノ秒）は、全ての図で共通である。 
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