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螢光夕ンパク質のH+感受性を利用した

    新 規 螢 光 プ ロ ー ブ の 開 発

学位論文内容の要旨

  細胞内，ことに細胞内小器官のpHは，様々な細胞内機能に密接に関与しており，

それらの機能の適切な活性制御のために厳密に調節されている，細胞内小器官内のpH

の重要性については広く認められているが，生きている細胞内での計測には様々な難

点が存在し，そのpH測定に関する報告は少ない．近年，オワンクラゲAequorea victor ia

由来のgreen fluorescence protein (GFP)，およびその変異体は，沈VIVO，沈situ，in real time

に遺伝子の発現やタンパク質の局在をモニタリングできる強カなツールとして広く使

用されるようになった，これらの螢光タンパク質は，程度の差はあれH十感受性を示

し，pHの低下に伴って蛍光強度が減少する．GFP誘導体のこの欠点は，逆用すれば

pH指示薬としての有用性を意味している，また，低分子有機化合物からなるpH指示

薬と異なり，分子生物学的な手法を用いて様々なオルガネラ特異的に局在させること

が可能であると考えられる，

  本研究では，螢光タンパク質を基にしたpH indicatorの改良，開発研究を行い，以

下の新知見を得た，

1． 蛍 光 タ ン パ ク 質 由 来 の pH indicator -ratiometric― pHuorinの 改 良

  現在までに，螢光タンパク質を基にしたpH indicatorのーっとして，ratiometric-

pHuorin (R-pHuorin)が報告されている．この螢光タンパク質はニ波長励起一波長測光

型の pH indicatorであるが，暗い酸性条件下で螢光強度が低下するためratioが崩れ，

使用しにくいなどいくっかの欠点を有している，本研究ではその欠点を改良した螢光

タンパク質の作製を試みた，    Site-directed mutagenesisを用いて作製した変異体をスク

リーニングし，最も螢光強度の強い変異体improved ratiometric pHuorin (IR-pHuonn)

を得た ，IR-pHuonnをE.coliと哺乳類細胞内で発現させ，その蛍光強度を元のR-

pHluonnと比較した．またE.coliで発現させたりコンビナントタンパク質を精製して

その螢光特性を評価した，

  検討の結果，IR-pHluorinはR-p:ffluorinよりも37℃での発色団形成効率が上昇し，

哺乳類細胞内でより強い螢光(R―pHuorinと比べて約30倍）を発するようになった，
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また酸性条件下でも螢光強度が低下しにくくなっており，さらにdynamic rangeも増

大していた，このpH indicatorを用いて細胞内小器官内のpHを測定したところ，オル

ガネラ特異的局在と，pH依存性の励起強度変化が認められた，このプローブの測定

範囲はおよそpH 5.5-8.0であり，生理的な細胞内のpH変化をトレースするのに適し

ていると考えられる，

2．H゙ 感受性螢光タンパク質，及び非感受性螢光タンパク質を組み合わせたratiometric

  pH indicator

  真核細胞の分泌小胞内腔は酸性(pH 5.5以下）であり，これと細胞外のpH (medium

のpH，pH7.4付近）の差を検知できるようなプローブは，開口放出の観察に有用であ

ると考えられる，本研究ではS/N比の上昇を目指すため，分泌小胞内では光らず，細

胞 外 で の み 螢 光 を 発 す る よ う な 螢 光 タ ン パ ク 質 の 開 発 を 試 み た ，

  上記の目的で作製したVenusH148G (VeH)は励起／螢光波長が，それぞれ513/528 nm，

pKa=7.3の一波長励起一波長測光型pH indicatorである，実際に，酸性の小胞内ではほ

とんど螢光は検出されず，中性条件下で強い螢光を発することが示された，神経シナ

プスにおける開口放出に関与するVAMP-2（別名synaptobrevin2）のC末端にこのVeH

を融合して，rat海馬由来の神経細胞に発現させimagingしたところ，高濃度K゙ また

はグルタミン酸刺激に応じてシナプス後部での螢光強度増加が観察された，一波長励

起一波長測光型のプローブは，プローブ濃度の局所的な変化，細胞の運動などによる

偽シグナルを生じやすい，このVeHは―波長励起一波長測光型であり，上記の欠点を

有するものと考えられる，そこで他のプローブと組み合わせ，ratiometric pH indicator

を作製した，このペアプローブにはVeHと光学的に分離可能で，pH依存性のなぃこ

とが要求される，しかし現在報告されているほとんどの螢光タンパク質はH゙ 感受性

であり，この条件を満たすものは報告されていなぃ，本研究ではこのような螢光タン

パク質を探索し，アザミサンゴ(Galaxeidae)由来の変異体mAG407を得た，この螢

光タンパク質はsapphiretypeの螢光特性を持ち（励起／螢光波長ピークが407／496贓），

ve恥sm48Gと光学的に分離可能である上，生理的pH（pH4．0‐9．0）でほとんど螢光

強度が変化しなかった，VもHを，mAG407とタンデムに結合し，ratiometdcpHinmcator

を作製したところ，この新規のpHindicatorである4－VeHは，元のニっの螢光タンパ

ク質の特性を受け継いでおり，dynamicrangeの大きなpH依存性のratio変化，pH非

依存性の安定した強度の螢光（nAG407）を示した，

  上記の通り，本研究では螢光タンパク質由来のpHin出catorの改良，作製を行い，

得られた標品は生体内のpH測定に優れたプローブであることを示した，また機能タ

ンパク質との融合により，開口放出などの細胞生物学的現象を検出することが可能で

あることを示すとともに，開口放出を可視化するための実験的方法論を提示できた，
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螢光夕ンパク質のH+感受性を利用した

    新 規 螢 光 プ ロ ー ブ の 開 発

  近年，細胞生物学，分子生物学の領域において盛んに用いられるようにな

ったオワンクラゲAequorea victoria由来のgreen fluorescence protein (GFP)，及

びその変異体は，in vivo，in situ，in real timeに遺伝子の発現やタンバク質の

局在をモ二夕リングできる強カなツールである．しかしこれらの螢光夕ンバ

ク質は，程度の差はあれ H゙ 感受性を示し，pHの低下に伴って螢光強度が減

少 す る欠 点 を有 し て いる ． 申請 者 はGFP誘導 体のこの欠 点を逆用し ，pH

indicatorとしての可能性を模索した．これまでの低分子有機化合物からなるpH

指示薬は細胞内局在性に乏しく，また細胞からの溶出が起こる等の欠点を有

し ている．そ のため，生きている細胞内でのpHの計測には様々な難点が存

在する．申請者の作製した螢光夕ンバク質からなるpH indicatorは分子生物学

的な手法を用いて様々なオルガネラ特異的に局在させることが可能であり，

実 際の細胞内 でのpH測定に極めて有用なツールとなることを示した．  ま

ず申請者は螢光夕ンバク質由来のpH indicator -Ratiometric-pHluorinの改良を

行った．現在までに，螢光夕ンバク質を基にした二波長励起一波長測光型の

pH indicatorとして，ratiometric-pHluorin (R-pHluorin)カs報告されているが，こ

の螢光夕ンバク質は37℃条件下で螢光強度が極めて弱い，酸性条件下で螢光

強度が低下するためratioが崩れ使用しにくい等，いくっかの欠点を有してい

た．本研究ではsite-directed mutagenesisを用いて変異体を作成し，その欠点

を改良した螢光夕ンバク質improved ratiometric pHluorin (IR-pHluorin)を作製し
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た．R-pHluorinとの比較の結果，IR-pHluorinはR-pHluorinよりも37゚ Cでの発

色団形成効率が上昇し，哺乳類細胞内でより強い螢光（R-pHluorinと比べて

約30倍）を有することが示された．また，酸性条件下でも螢光強度が低下し

にくくなっており，さらにdynamic rangeも増大していた．これらのことから

この新しいpH indicatorは元のR-pHluorinよりも有用性の高いpH indicatorで

あると考えられる．またこのpH indicatorの測定範囲はおよそpH 5.5-8.0であ

り，生理的な細胞内のpH変化をトレースするのに適していると考えられる．

  また申請者はH゙ 感受性螢光夕ンバク質を作製し，開口放出の可視化を行つ

た．真核細胞の分泌小胞内腔のpH (pH 5.5以下）と，細胞外のpH (mediumの

pH 7.4付近）との差を検知できるようなプローブVenusH148G (VeH)を作製し，

神経シナプスでの開□放出に関与するVAMP-2（別名synaptobrevin2）のC末端

にこのVeHを融合して，rat海馬由来の神経細胞の開口放出をシナプス後部で

の螢光強度増加として可視化した．この方法は，多数のシナプス前部の開口

放出を繰り返し解析可能であり，神経生物学的な研究に有用であるとことを

示した．

  さらに，申請者はH゙ 感受性螢光夕ンバク質とH゙ 非感受性螢光夕ンパク質

を組み合わせて，新規のratiometric pH indicatorを作製した．H゙ 感受性螢光夕

ンバク質として上記のVeHを，H゙ 非感受性螢光夕ンバク質としてアザミサン

ゴ（ Galaxeidae）由来の変異体mAG407を使用し，夕ンデムに結合して二波

長励起一波長測光型のratiometric pH indicatorを作製した．この新規pH indcator

はdynamic rangeが極めて大きく，感度の高いpH indicatorであることを示し

た・

  以上の通り，申請者は，螢光夕ンバク質由来のpH indicatorの改良，作製を

行い，生体内のpH測定に優れたプローブを作製した．また，機能夕ンパク

質との融合により，開口放出などの生物学的現象の検出の可能性を示し，螢

光夕ンバク質を使用した新しい実験方法を提示しており，博士（薬学）の学

位 を 受 領 す る に 十 分 な 資 質 を 有 す る も の で あ る こ とを 認 め た ．


