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研究成果の概要（和文）：HaloTagにラベル化可能なクロロアルキル基を持つ蛍光プローブMGHを開発した。
HaloTagにラベルしたMGHは投与24時間後においても十分に細胞内に留まっていた。続いて、アポトーシス細胞の
Mg2+イメージングの結果、細胞縮小の後、遊離Mg2+濃度が増大した。この細胞内遊離Mg2+濃度上昇がMg-ATPから
放出されたことを示した。また、高選択的Mg2+蛍光プローブMGQ-1およびMGQ-2を開発した。MGQ-2のMg2+、Ca2+
に対するKdはpH 7.4の緩衝液中でそれぞれ0.27 mM、1.5 mMであり、Mg-ATPの生理的濃度範囲では配位しないこ
とが確認された。

研究成果の概要（英文）：We developed a fluorescent probe MGH with a chloroalkyl group, which can be 
labeled on a HaloTag. By labeling HaloTag expressed in living cells, MGH remained within living 
cells sufficiently even after 24 h of the treatment. Then, we attempted intracellular Mg2+ imaging 
during apoptosis, and visualized the free Mg2+ concentration increase after the apoptotic cell 
shrinkage. Various analyses indicated that the increase in intracellular free Mg2+ concentration 
during apoptosis was the result of release from Mg-ATP. We also developed fluorescent probes MGQ-1 
and MGQ-2 that show high selectivity for Mg2+. The dissociation constants of MGQ-2 for Mg2+ and Ca2+
were 0.27 mM and 1.5 mM, respectively, in buffer solution (pH 7.4), and MGQ-2 did not coordinate in 
the physiological concentration range of Mg-ATP.

研究分野：ケミカルバイオロジー
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１．研究開始当初の背景 
生細胞における生体分子の挙動や機能の
時空間的情報を調べるには、蛍光イメージン
グが有用である。蛍光イメージングで用いる
蛍光プローブは低分子プローブと蛋白質プ
ローブに大別され、それぞれ生物学者、化学
者により独自に開発されてきた。両者には相
補的な長所・短所が存在するが、両者の長所
を併せ持ち、短所を補完する低分子‐蛋白質
ハイブリッド分子は、生命原理や疾患機構の
解明に極めて有用であることが期待できる。
低分子と蛋白質を融合させる手法の一つに
蛋白質ラベル化技術がある。タグ蛋白質を用
いる HaloTag や SNAP-tag などの市販ラベル
化技術は、標的蛋白質に様々な機能性分子を
ラベルすることを可能にした。蛋白質ラベル
化技術によって、低分子－蛋白質ハイブリッ
ド分子を生きた細胞表面あるいは細胞内に
創り出せれば、既存の蛍光プローブでは困難
な様々な実験が可能になる。 
研究代表者らは、機能性低分子－蛋白質ハ
イブリッド分子を創製する為に、独自の蛋白
質ラベル化技術を開発してきた。BL-tag 技術
と名付けたこのラベル化技術は、細菌酵素β
-lactamase の変異体をタグ（BL-tag）として
選択し、βラクタム抗生物質をその特異的リ
ガンドに使用する技術である（S. Mizukami 
et al., JACS 2009, 131, 5016）。リガンド
構造の精密設計により、これまでに様々な機
能性プローブを開発してきた（S. Mizukami 
et al., Acc. Chem. Res. 2014, 47, 247）。
とりわけ、リガンドであるセファロスポリン
の特性を生かした「未反応プローブの洗浄を
必要としない高速発蛍光ラベル化」（S. 
Mizukami et al., JACS 2012, 134, 1623）
は、原理的に HaloTag では達成困難な技術で
ある。 
 
２．研究の目的 
機能性低分子－蛋白質ハイブリッド分子
を培養細胞条件下で創り出すことにより、細
胞内局所における生体分子ダイナミクスを
可視化する技術を開発する。 
細胞内の遊離 Mg2+は、その重要性が指摘さ
れているにもかかわらずダイナミクスの解
明は全く進んでいない。その理由として、以
下の(1)～(3)が挙げられる。 
(1) 近年、様々な Mg2+トランスポーターがク
ローニングされているが、細胞内 Mg2+濃度の
時空間的分布に関する知見は皆無である 
(2) 遺伝子でコードできる Mg2+選択的結合ペ
プチドモチーフが見つかっていない 
(3) 細胞内 Mg2+の濃度変動は Ca2+と比較して
遅い（分～時間のオーダー）為、長時間測定
が必要である。 
そこで、低分子‐蛋白質ハイブリッドプロー
ブを開発し、細胞内局所の遊離 Mg2+を可視化
する技術を開発する。 
 
３．研究の方法 

(1) 生細胞内で発現させたタグタンパク質
に結合可能な新規 Mg2+蛍光プローブを開発し
た。続いて、核や細胞膜内葉などの細胞内局
所にタグタンパク質を発現させ、そこに Mg2+

プローブを特異的に共有結合させることで、
特定のオルガネラや細胞内ドメインにおけ
る Mg2+の可視化を試みた。また、アポトーシ
スにおける遊離 Mg2+のイメージングを行った。 
 
(2) オルガネラ内の Mg2+の選択的可視化を達
成する為の蛍光プローブの開発を行った。開
発したプローブの細胞内 Mg2+の検出能は、Mg2+

トランスポーターCNNM4 を発現させた細胞に
プローブと 40 mM の Mg2+を加え、細胞外液を
Mg2+を含まない緩衝液に交換して細胞内 Mg2+

を排出させることで行った。 
 
４．研究成果 
(1) 市販の Magnesium Green を基本骨格とし
て持ち、HaloTag にラベル化可能なクロロア
ルキル基を持つ新規蛍光プローブMGHを開発
した。生細胞内に HaloTag を発現させ、その
細胞内滞留性を調べた。その結果、プローブ
投与から 24 時間後においても細胞内から十
分な蛍光が観察され、細胞内 Mg2+動態の長時
間解析も可能となった。 
次に、アポトーシス時の細胞内 Mg2+動態の
イメージングを試みた。アポトーシスは数時
間におよぶ細胞内イベントであり、既存の低
分子 Mg2+プローブではリアルタイム解析が不
可能であった。新規プローブを用いて解析し
た結果、アポトーシスによる細胞縮小の後、
細胞内 Mg2+濃度の増大が見られた。また、細
胞内 ATP 濃度との強い相関も見られ、阻害剤
を用いた実験とも併せて、アポトーシスにお
ける細胞内 Mg2+濃度上昇が、細胞内 ATP に配
位していた Mg2+が解離した結果であると結論
付けた。 
 
(2) 小胞体などのオルガネラ内では Ca2+濃度
が高く、そのような部位において Mg2+を選択
的に可視化する為には、より選択性の高いプ
ローブ開発が求められる。しかしながら、こ
れまでその重要性は認識されながら、Ca2+と
比較して Mg2+により高い選択性を示すプロー
ブはほとんど開発されてこなかった。そこで
まず、Ca2+と比較してより Mg2+に選択的な配
位子構造の精査を行った結果、新たな Mg2+
選 択 的 配 位 子 と し て 2,8-dicarboxy- 
quinoline（DCQ）を見出した。この配位子を
もとに蛍光プローブへと誘導体化を行い、
Mg2+に対して非常に高い選択性を示す蛍光プ
ローブ MGQ-1 および MGQ-2 の開発に成功した。 
MGQ-2 の蛍光スペクトルは、Mg2+濃度を増大
させるにつれて蛍光強度が減少した。これは
光誘起電子移動によるものと推察された。ま
た、MGQ-2 の Mg2+に対する Kdは pH 7.4 の緩衝
液中では 0.27 mM であったのに対し、Ca2+に
対するKdは1.5 mMとより大きな値を示した。
また、吸収スペクトル測定により MGQ-2 は



Mg-ATP への親和性は極めて低く、Mg-ATP の
生理的濃度範囲においては配位しないこと
が確認された。 
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