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研 究 テ ー マ エネルギー代謝可視化による心疾患の解析 

 

概要の構成は自由ですが、研究助成報告として広報資料に掲載されます点をご留意ください。研究

目的、研究手法、研究成果などを 1 ページにまとめてください。（図表、写真などの貼付を含む） 

 ＜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。これまでに、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、これをマウスへ組み入れることにより、心臓が拍動した時に ATP 量が

変動する事を観察してきた。本研究では、このマウスを利用して単離心筋細胞がとる収縮率と ATP

消費量率の相関性を明らかにする。 

 

 ＜研究手法＞ 

成熟心筋細胞は ATP 濃度と変動を可視化できるマウス（ATP 可視化マウス）の成体心臓から単

離してくる。成熟心筋細胞を単離してくるため、まず、この ATP 可視化マウスの成体 8 週齢マウスに

ヘパリンを腹腔注射した後に心臓を摘出する。心臓はランゲンドルフ灌流でコラゲナーゼを含む

modified Tyrode 溶液を 20 分灌流。ハサミで小片とし、100μm のメッシュで濾過した後にカルシウ

ム濃度を 0.25mM から 1mM へ徐々に上昇させながら静置によりダメージのある細胞を取り除き、健

常な単離心筋細胞を得る。心筋細胞の電気刺激はガラス底ディッシュに銀線電極と灌流用チュー

ブを備 え付 けた特 殊 チャンバーを用 いて行 う。銀 線 電 極 は電 気 刺 激 装 置 (SD9 square pulse 

stimulator)を用いて、1 秒間に 1 回から 6 回の頻度で電気刺激を与える。灌流液は MEM に Hepes

で調整した液に Insulin-Transferrin-Selenium supplement を加えて 95%酸素飽和した培養液を用い

る。心筋細胞の収縮-弛緩と ATP 量の変動の観察は ATP 可視化マウスから単離してきた成熟心

筋細胞を入れた特殊チャンバーを倒立顕微鏡に装着して 488nm で励起させた後に、Dual-View を

通して 540nm で分光し、吸収フィルタ 515/30nm と 575/40nm で GFP と Kusabira Orange の画像を

CCD カメラ ORCA-Flash4.0 で得る。画像取得速度は 30〜100 フレーム/秒で行う。得られた画像は

ImageJ を用いて面積の変化率と ATP 量の変化の両方を数値化する事で比較検討を行う。 

 

＜研究成果＞ 

 ATP 可視化マウスのマウス胎生期 14 日の胚からマウス繊維芽細胞を樹立後に ATP 濃度依存

性を検討したところ 0.1〜6mM の ATP 量に対して誤差範囲は約 4.5%以下の直線的に FRET Ratio

値が変化した。これより、蛍光の値から ATP 量を非侵襲的に定量できる事が示された。同様に、

ATP 可視化マウスから成熟心筋細胞を単離してきた後に、顕微鏡下で電気刺激を行い、心筋細胞

の収縮-弛緩と ATP 量の変動の観察を行った。その結果、収縮率が上昇するほど ATP 量変動が

大きくなることが示された。また、正常心筋細胞における筋収縮のエネルギー効率は約 59.4[%/mM]

である事が導き出された。 
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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。これまでに、ATeam を改良する事で高解像度・高速反応かつ定量的に

ATP を測定できる新規 ATP センサーである ATeam を開発に成功してきた。更に、これをマウスへ

flox 型にてノックインする形で組み入れることにより、世界で初めて細胞質内の ATP 量を定量的・

経時的・高解像度・高速で計測できるマウス開発に成功した。このマウスを用いると、心臓が拍動し

た時に ATP 量が変動する事が明らかとなった。そこで、本研究では、この成熟した ATP 可視化マウ

スを利用して単離成熟心筋細胞を in vitro で電気刺激により収縮運動を起こしたときの収縮率と

ATP 消費量率の相関性を明らかにする。 

 

 ＜研究手法＞ 
  初代繊維芽細胞は ATP 濃度と変動を可視化できるマウス（ATP 可視化マウス）のマウス胎生期

14 日の胚を培養液下で切り刻んだ後に Collagenase 処理を行って細分化した後に培養する事で得

る。この繊維芽細胞に黄色ブドウ球菌由来のαトキシンを permilization buffer 内で処理する事で

培養液中の ATP が細胞質内へ侵入できるようにする。Caliculation buffer 中の ATP 量を MgATP

を変化させる事で 0 から 20mM までの ATP 量と、その時に細胞が発する蛍光を計測する。 

   

  受精卵は ATP 可視化マウス同士を交配 2 日後に卵管から 2 細胞期の受精卵を M16 培養液に

て flash out する事で得る。得られた受精卵はフェノールレッドフリーの M2 培養液内で培養しなが

ら、培養液に解糖系と電子伝達系の阻害剤である 2-Deoxy-Glucose と Olygomycin を添加する事

で ATP の産生を抑制し、細胞質内 ATP 量が低下する過程を蛍光顕微鏡で撮影する。また、その際

に、3 分毎に受精卵を採取し、Luciferase 法にて細胞質内に存在する ATP 量を計測する。 
 

成熟心筋細胞は ATP 可視化マウスの成体心臓から単離してくる。成熟心筋細胞を単離してくる

ため、まず、この ATP 可視化マウスの成体 8 週齢マウスにヘパリンを腹腔注射した後に心臓を摘

出する。心臓はランゲンドルフ灌流でコラゲナーゼを含む modified Tyrode 溶液を 20 分灌流。ハサ

ミで小片とし、100μm のメッシュで濾過した後にカルシウム濃度を 0.25mM から 1mM へ徐々に上昇

させながら静置によりダメージのある細胞を取り除き、健常な単離心筋細胞を得る。心筋細胞の電

気刺激はガラス底ディッシュに銀線電極と灌流用チューブを備え付けた特殊チャンバーを用いて行

う。銀線電極は電気刺激装置(SD9 square pulse stimulator)を用いて、1 秒間に 1 回から 6 回の頻

度で電気刺激を与える。灌流液は MEM に Hepes で調整した液に Insulin-Transferrin-Selenium 

supplement を加えて 95%酸素飽和した培養液を用いる。心筋細胞の収縮-弛緩と ATP 量の変動の

観察は ATP 可視化マウスから単離してきた成熟心筋細胞を入れた特殊チャンバーを倒立顕微鏡

に装着して 488nm で励起させた後に、Dual-View を通して 540nm で分光し、吸収フィルタ 515/30nm

と 575/40nm で GFP と Kusabira Orange の画像を CCD カメラ ORCA-Flash4.0 で得る。画像取得速 
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度は 30~100 フレーム/秒で行う。この画像を画像解析ソフト metamorph を用いて 2 画像に分離した

後に、IMD イメージの Ratio 画像へ変換する。更に、画像解析ソフト ImageJ により、各画像を 2 値

化することで ROI を設定し、収縮-弛緩時の面積と平均輝度値の変化を数値化する。これを利用し

て、面積の変化率と輝度値から ATP 量の変化率を求める。 

 

＜研究成果＞ 
 ATP 可視化マウスのマウス胎生期 14 日の胚からマウス繊維芽細胞を樹立後に ATP 濃度依存

性を検討した。繊維芽細胞に黄色ブドウ球菌由来のαトキシンを処理する事で培養液中の ATP が

細胞質内へ侵入できるようにして、培養液中の ATP 量を MgATP を加える事で変化させた。この時

の細胞質内の蛍光変化を計測したところ 0.1〜6mM の ATP 量に対して誤差範囲は約 4.5%以下の

直線的に FRET Ratio 値が 0.4 から 2.0 へ変化した。 

 

 更に、異なる材料・方法でも同様に蛍光変化から ATP 量を導きだす事が可能かを検討した。ATP

可視化マウスから受精後 2 日目の受精卵を採取し、培養液に解糖系と電子伝達系の阻害剤であ

る 2-Deoxy-Glucose と Olygomycin を添加する事で ATP の産生を抑制し、細胞質内 ATP 量が低

下する過程を蛍光顕微鏡にて観察した。これの蛍光の経時的変化を繊維芽細胞の実験で得られ

た蛍光と ATP 量の関係を調べた検量線を用いて ATP 量へ変換した。この ATP 量と経時的変化を

グラフにした。同時に、阻害剤添加後 3 分毎に受精卵を採取し、Luciferase 法を用いて ATP 量を調

べる事で細胞質内の ATP 量の経時的変化をグラフにした。以上の 2 つの実験で得られたグラフは

類似していた。 

 

 以上の初代繊維芽細胞の実験結果および受精卵の実験結果から ATP 量を蛍光の値から非侵

襲的・定量的・経時的・高解像・高速で計測できる事が示された。 

 

 次に ATP 可視化マウスから成熟心筋細胞を単離してきた後に、顕微鏡下で電気刺激を行い、心

筋細胞の収縮-弛緩と ATP 量の変動の観察を行った。その結果、収縮率が上昇するほど ATP 量

変動が大きくなることが示された。また、正常心筋細胞における筋収縮のエネルギー効率は約

59.4[%/mM]である事が導き出された。 

 

＜研究の考察＞ 

 今回、世界で初めてマウス生体内における細胞質内 ATP 量を全身・全臓器・全細胞にて非侵襲

的・定量的・経時的・高速・高解像で計測できるマウス開発に成功した。このマウスを用いれば、心

筋細胞の筋収縮時におけるエネルギー効率を計測する事ができる事から、心不全を初めとする心

疾患をエネルギー効率の側面から検討する事ができる。更に、心保護薬や心機能改善薬などに関

しても同様にエネルギー効率上昇などの検討ができる可能性がある。 

 

 ATP 動態が直接機能に結びつくと考えられる骨格筋でも心筋細胞の解析が有用と考えられる。こ

れまでに、骨格筋細胞も単離し、心筋細胞と同様に電気刺激を起こすと収縮-弛緩と同時に ATP

量変動が観察された。また、坐骨神経を電気刺激する事で前頸骨筋の収縮運動を起こすと、前頸

骨筋での ATP 動態が観察された。この実験システムを用いれば、心筋細胞と同様に骨格筋の疾患

を ATP の側面から定量的に解析する事ができる可能性を示している。また、同様に骨格筋の治療

薬や治療方法の開発・向上にも寄与できる可能性がある。更には、疲労や改善だけでなく筋機能

向上などにも利用できる可能性がある。 

 

 更に、マウス全身での ATP 動態を調べる事ができる事から、代謝の側面から臓器連関などを

non-targeted に探索できる可能性もある。 

 

＜今後の課題＞ 

 今回、単離心筋細胞での収縮-弛緩と ATP 動態の関係性を計測する事ができる事を示してきた 



 
様式 4-2③ 

目的/研究方法/結果/考察/今後の課題など(3 ページ以内) 

が、今後はこれを様々な疾患や治療薬など応用面でも有用である事を示して行く必要がある。更に

は、他臓器での ATP 動態を調べる事で、単なる ATP 量の計測に留まらず、機能を代謝変化により

計測できると言う事を示して行く必要があると考えられる。 

 更に、高解像で計測する事により、各細胞種で ATP 量がどのように変動するのかを計測する事

は、機能と ATP 量の関係を細胞の機能に展開できる可能性がある。また、細胞質内の分布や細胞

小器官レベルでの観察も顕微鏡のレンズ次第で可能である事から、ATP の産生と消費の関係を時

空間情報を交えて詳細に調べて行く事も非常に重要である。 

 

 また、今回は細胞質内の ATP 量の変化を計測できるマウスを用いて心筋細胞における ATP 動態

と機能を検討してきたが、ATP センサーをミトコンドリアや小胞体、核、クロマチン近傍または細胞外

だけなどに存在するように設計する事で、新たな ATP の機能や役割を明らかにできる可能性があ

るので、これらにも取り組んで行きたい。 
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  掲載年次順（新しいものから）に記入すること。ただし、本研究追加助成金交付後のものに限る。 
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2 .  学会発表実績 

  発表年順（新しいものから）に記入すること。ただし、本研究追加助成金交付後のものに限る。 

  発表学会名、発表者名、演題を記入する。 

  アブストラクト、プログラム等の PDF を添付すること。 
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 発表時期 発表学会名、発表者名、演題 

１ 

2018年 11月 29日 第 41回日本分子生物学会,	 山本正道, マウス生体内におけ
る ATP動態 

２ 

2018 年 9 月 9 日 第 73 回日本体力医学学会 , 山本正道 , マウス生体内における ATP 動
態 

３ 

2018 年 8 月 10 日 第 4 回日本筋学会 , 山本正道 , マウス生体内における ATP 動態 

４ 

2018 年 3 月 10 日 第 6回骨格筋生物学研究会 , 山本正道 , マウス生体内における ATP動
態 

5 

2018 年 2 月 1 日 新技術説明会 , 山本正道 , 画期的な生体内 ATP 濃度の計測技術 

6 
2017 年 12 月 4 日  ERATO/AMED-CREST/さきがけ 合同国際シンポジウム , 山本正道 , 

Visualizing Spaciotemporal and Quantitative Dynamics of ATP Levels in 
Mouse 

7 
2017 年 5 月 21 日  Cell Symposia: Exercise Metabolism, 山 本 正 道 , Visualizing 

Spaciotemporal and Quantitative Dynamics of ATP Levels in Mouse 
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可視化 
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