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 ＜研究目的＞ 
 心疾患は主要な死亡原因の一つである。その理由の一つは、心疾患の診断や解析が心臓全体を組

織・部位として捉えた低解像度の空間を時間軸に沿って解析するに留まっている事である。これは心臓

を構成する各細胞レベルの機能としてエネルギー増減・カルシウム(Ca2+)濃度や電位変化などを高解像

度かつ高速反応で検出する方法が開発されてこなかったためである。 

 2009 年に ATP 濃度を蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)の機能を用いて可視化する蛍光プローブ

(ATeam)が開発された。そこで、この ATeam を応用して高解像度・高速反応かつ定量的に ATP を測定

できる ATeam を開発した。本研究では、これを利用してマウス生体内で ATP 変動を 1 細胞毎に測定で

きるシステムを構築する。更に、このマウスを用いて心臓の生理的機能をエネルギーの側面から高解像

度・高速反応かつ定量的に解明する。 

 

 ＜研究成果＞ 

 CFP と YFPにより作成された ATeam を EGFP と Kusabira Orangeの長波長での組み合わせへ改変す

る事で、臓器深部まで pH 安定的に計測できるプローブを用いた。この改良型 ATeam をマウス ROSA26

領域へノックインする形でマウスを作成することで、全身で ATeam が発現するマウス（ATP 可視化マウ

ス）を作出する事に成功した。 

 このマウスの受精後 14 日目胚から繊維芽細胞を樹立して、EGFP と Kusabira Orange(FRET) の蛍光

比(FRET/EGFP)と ATP 量の相関性を調べた。具体的には黄色ブドウ球菌由来の毒素を用いて、繊維

芽細胞の細胞膜に穴を開ける事で培養液中の ATP が細胞内に取り込まれるようにして、培養液の

ATP 濃度を変化させたときの蛍光比を計測した。その結果、ATP 量が 0.1mM から 6mM まで変化する間

に蛍光 Ratio 値は 0.4 から 2.0 まで直線状に変化しており、正の相関が示された。更に、誤差値も 0.08

以下と非常に小さかった。これより、ATP 量が 0.1mM から 6mM までの間にあれば、細胞内部の ATP 量

を蛍光 Ratio 値として非侵襲的に計測できる事が示された。 

 心臓が拍動する時に洞結節からヒス束を介して心臓全体に活動電位が上昇する事が電気生理学的

手法及びオプティカルマッピングの手法を用いて報告されているが、臓器レベル及び細胞レベルでの

ATP を介したエネルギー利用に関しては全く不明であった。そこで、ATP 可視化マウスを用いて臓器レ

ベルで心臓拍動時における ATP 量の増減を調べた。ATP 可視化マウスをイソフルラン麻酔下で気管支

挿管する事で人工呼吸器の管理下にした後、電気メスを用いて開胸して拍動する心臓を蛍光顕微鏡

下で観察した。蛍光は 488nm の励起光を照射して、吸収光を 515nm を中心とした 30nm のバンド波と

575nm を中心とした 40nm のバンド波に分離する事で EGFP と FRET の蛍光を得た。得られた蛍光画像

は蛍光画像解析ソフト(metamorph)を用いて FRET/EGFP ratio 値として計算し、IMD イメージで表す事

にした。 

 その結果、心臓が拍動した時に ATP 量が変動する像が得られた。更に、ATP 可視化マウスに低酸素

処理を行うと心臓の拍動速度が低下するが、それとともに心室でのATP量の変動は低下した。また、心

房では収縮-弛緩運動が消失すると ATP 量の変動は観察されなくなった。 
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Tanaka T, Schwartz RJ, Aburatani H, Kaneda Y. Regulation of alternative polyadenylation by 

Nkx2-5 and Xrn2 during mouse heart development. ELife 5: e16030 (2016)、査読有 
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１ 

2016 年 9 月 9 日 第 88回 日本遺伝学会、山本正道、マウス生体内におけるATP動態の可

視化 

２ 

2016 年 3 月 22 日 第 93 回 日本生理学会大会、山本正道、Visualization of ATP levels in 

vivo 

３ 

2015 年 12 月 26 日 CREST International Symposium 2015、山本正道、Visualization of ATP 

levels in vivo 

４ 

2015 年 12 月 3 日 第 38 回 日本分子生物学会年会、山本正道、生体内におけるエネルギー

動態 

５ 

2015 年 1 月 27 日 第 9 回 NIBB バイオイメージングフォーラム、山本正道、マウス生体内にお

ける ATP 動態 

６ 

2014 年 11 月 14 日 International Symposium by ASRLD-Unit、山本正道、Visualization of 

ATP levels in vivo 
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