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研究成果の概要（和文）：アルカリ金属イオン（ナトリウム、カリウム）は生体内で重要な役割を果たしている
が、その動的挙動は十分明らかではない。本研究では有機小分子を基盤とするアルカリ金属イオン検出プローブ
を新たに開発し、これを特定の細胞小器官に発現させたタグタンパク質に選択的に共有結合させることで、細胞
の特定部位におけるイオン動態の可視化に成功した。任意の小器官への局在は有機小分子プローブのみでは難し
い場合が多いが、本手法は一般性が高く今後の展開が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Alkali metals (sodium, potassium) play important physiological functions in 
organisms, but their spatiotemporal dynamics is not well understood. In this research, we developed 
new organic fluorescence probes for these cations, and by conjugation of the probes to tag proteins 
that were expressed in some organelles, we succeeded in fluorescence imaging of target ions at the 
organelles of interest in live cells. Because this method has generality, it will be possible to 
create practical imaging tools for understanding other ion dynamics in cells. 

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 分子認識　合成化学　共焦点顕微鏡　蛍光センサー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
標的となる化学種や物理的環境に応答し

て蛍光特性が変化する「蛍光プローブ」は、
細胞や動物が生きたままの状態で、高感度か
つ時空間特異的なイメージングを可能とす
ることから生命科学研究において幅広く使
われる分析ツールである。 
一方、アルカリ金属イオン（Na+、K+）は

生体内で最も多く存在する金属イオンであ
り、それぞれ細胞外および細胞内に 100 mM
以上の高濃度で存在している。細胞膜を介し
たこの Na+、K+の濃度差は生体恒常性に不可
欠であり、様々なイオンチャネルやトランス
ポーターのネットワークにより調節されて
いる。また神経や筋肉の活動においてもNa+、
K+の適切な出入りが不可欠である。しかし、
こうした重要性にも関わらず、アルカリ金属
イオンに対する蛍光イメージング研究は
Ca2+と比較して進んでいなかった。その原因
として「刺激の前後で濃度変化が小さいこ
と」「認識部位（キレーター）の選択性が不
十分なこと」「プローブ局在の制御が十分に
行われていないこと」などが挙げられる。例
えば K+の場合、イオンチャネルを介して細胞
内から刺激依存的に流出する K+量は細胞質
全体に元々存在していた K+量に比べて小さ
いため、細胞内の平均的な K+濃度を検出して
も変化を捉えるのは困難である。解決策の一
つとして、濃度変化が大きいと考えられる細
胞膜近傍にプローブを選択的に局在させる
ことが考えられるが、一般的な合成小分子プ
ローブでこれを達成するのは難しい。 

近年、合成小分子とタンパク質発現を併用
する『タンパク質（タグ）・プローブペア』
型蛍光プローブが注目を集めつつある。具体
的にはSNAP tagを初めとするタンパク質タ
グ技術を活用して、特定の細胞の特定の小器
官にプローブの足場となる「タグタンパク
質」を事前に発現させ、そこにタグタンパク
質と特異的に共有結合する官能基を組み込
んだ合成蛍光プローブを添加する。その結果、
タグタンパク質が存在する場所のみでプロ
ーブを機能させることが可能になる。しかし、
研究開始時点までに Ca2+や Zn2+に対するプ
ローブは一部報告されていたが、アルカリ金
属イオンに対しては研究代表者らによる予
備検討（後述）を除き、全く研究が為されて
いなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、有機小分子を基盤とするアル

カリ金属イオン検出蛍光プローブを新たに
開発すると共に、それらを特定の細胞小器官
に発現させたタグタンパク質へと選択的に
共有結合させることで、生細胞におけるアル
カリ金属イオン（Na+および K+）の動的挙動
を定量的に可視化できる技術を開発するこ
とを目的とした。具体的には、A) タグタン
パク質への標識が可能な Na+および K+に対
する蛍光プローブの開発、B) 共有結合型蛍

光プローブの細胞導入法の確立およびレシ
オイメージングによる定量性の向上、C）刺
激により細胞内に蓄積するNa+イオンおよび
細胞内から流出する K+イオンの蛍光イメー
ジング、の 3 点の達成を目指した。 
 
３．研究の方法 
 利用するタグタンパク質としては、共有結
合形成反応の速度、リガンド部位の適度な脂
溶性、蛍光イメージングにおける実績、など
からプロメガ社により実用化されている
HaloTag を選択した。また Na+および K+に
対する小分子蛍光プローブは既存の報告を
基に分子設計および合成を行った。合成した
プローブは、まず in vitro でプローブ単独で
の蛍光特性を精査した後、HaloTag タンパク
質と結合させた状態での蛍光測定を行った。
そこで良好な結果が得られたものについて
は細胞実験を行い、細胞膜透過性や細胞内局
在を確認すると共に、標的イオンへの応答性
についてイオノフォアを用いた検討を行っ
た。より高精度な検出を目指したレシオ測定
の工夫についても研究を行った。K+蛍光プロ
ーブについては更に、イオンチャネルを介し
た刺激依存的変化の可視化実験も行った。 
また上記と並行して、進化分子工学的手法

を用いて HaloTag に替わる新たなタグタン
パク質を開発する研究にも取り組んだ。 
 
４．研究成果 
（１）K+検出プローブの開発 
細胞内から放出される K+を高感度に検出

するには、細胞膜の外側表面にプローブを配
置するのが望ましい。研究代表者による予備
検討では、HaloTag タンパク質を膜タンパク
質の N 末端に融合させ、そこに水溶性高分子
である dextran と Halo リガンドとを修飾し
た K+選択的蛍光プローブを標識することで、
細胞膜表面への局在制御を達成していた。し
かしdextran修飾は想定外の蛍光量子収率の
低下を招き、実用性に欠けることが課題であ
った。そこで本研究ではまず、dextran に替
えてスルホ基含有ペプチドを導入した
TLSHalo を設計・合成した（図１）。 

図１. 蛍光プローブ TLSHalo の構造 



TLSHalo は高い水溶性と蛍光量子収率を
併せ持ち、生理的濃度の K+と反応して約 10
倍の蛍光上昇を示した（蛍光波長 535 nm, Kd 
= 22 mM）。また K+以外の金属イオンの影響
は無視できる程度であった。 
続いて TLSHalo を HaloTag タンパク質に

結合させて蛍光特性を測定した。この結合反
応は生理的緩衝液中で１時間以内に完結し、
他のタンパク質に対する非特異結合は見ら
れなかった。得られた複合体に対して K+を順
次添加したところ、プローブ単独の場合と同
等の蛍光上昇が観察された。一方、スルホ基
を持たないコントロールプローブの場合は
バックグラウンド蛍光が上昇して K+への応
答の鈍化が見られた。この事は、タンパク質
複合型プローブの開発に当たっては適切な
水溶性リンカーの導入が重要であることを
示唆している。 
（２）K+検出プローブの細胞応用 
 開発した TLSHalo を用いて細胞イメージ
ングを行った。細胞膜上に GPCR 融合
HaloTagを一過性発現させたHeLa細胞に対
してプローブを添加し共焦点蛍光顕微鏡で
観察したところ、タグタンパク質を発現して
いる細胞の膜上から緑色の蛍光が観察され
た（図２A）。続いて培地中の K+濃度を増大
させてイメージングを行ったところ、全体的
な蛍光上昇は見られたものの、細胞ごとに蛍
光強度がばらついており定量性のあるデー
タとは言えない結果となった。これは細胞ご
とに「プローブの存在量」「刺激に伴う形態
変化」「焦点面のずれ」が異なる点が原因と
考えられる。そこでこれらの要素を補正する
ため、独立の蛍光波長を持つ HaloTag リガン
ドで同時染色した結果とのレシオを取るこ
とを考えた。厳密には１分子のタンパク質は
TLSHalo もしくは内部標準リガンドのいず
れかと確率的に結合するのだが、通常の光学
顕微鏡レベルでは十分に補正が可能であり、
プローブ単独の時と比べて大幅に S/N のよ
い結果が得られた（図２B）。 

図２．TLSHalo の膜局在（A、緑色がプロー
ブ蛍光）およびレシオ測定による K+濃度の定
量（B） 
 
上記の結果を踏まえ、細胞表面に足場とな

る HaloTag タンパク質を発現させた HT29
細胞（注：Ca2+依存性 K+チャネルである BK
チャネルを発現している）に対して TLSHalo
を添加し、イオノマイシンによって細胞に
Ca2+刺激を与えたところ、プローブの蛍光が
速やかに上昇した。更にこの上昇は Ca2+キレ

ーターである BAPTA および BK チャネル阻
害剤 iberiotoxin によって抑えられた（図３）。
以上より、本プローブが内在性チャネルを介
して細胞外に流出する K+イオンを検出する
のに十分な感度を有していることが確かめ
られた。 

図３. TLSHalo により求めた HT29 細胞表
面の K+濃度の推移 
 
 また別の実験として、全反射蛍光顕微鏡
（TIRFM）を用いることでパッチクランプ法
による脱分極刺激によって細胞内から放出
される K+を捉える事にも成功した。なお本実
験は名古屋市立大学薬学部の今泉祐治教授、
山村寿男准教授らと共同で実施した。細胞表
面での K+濃度変化を選択的に蛍光イメージ
ングした例はこれまでに無く、本研究で開発
した方法論は K+の生理機能解明に有用と期
待される。 
 
（３）Na+検出プローブの開発 
 Na+は細胞外液中に最も多く含まれる重要
な金属イオンであるが、細胞内の特定小器官
における濃度変化を検出可能なプローブは
これまで報告が無かった。そこで研究代表者
らは K+での例に倣い、Na+キレーター、蛍光
団、HaloTag リガンドの３要素からなる新規
蛍光プローブ HaloNa-1 を合成した（図４）。
本化合物は高い水溶性を持ち、生理的濃度の
Na+と反応して約 3 倍の蛍光上昇を示した
（蛍光波長 525 nm, Kd = 12 mM）。pH 6 以
下では蛍光団の性質による機能低下が見ら
れたものの中性条件では概ね問題なく、Na+

以外の金属イオンの影響は無視できる程度
であった。また HaloTag タンパク質との結合
後も Na+に対する応答性は維持されていた。 

図４．蛍光プローブ HaloNa-1 の構造 



 
（４）Na+検出プローブの細胞応用 
 HaloNa-1 を HeLa 細胞にロードし、細胞
内に発現させた HaloTag タンパク質との結
合条件ならびに未反応プローブの洗浄条件
を検討した。その結果、プローブは速やかに
細胞膜を透過してタグタンパク質と共有結
合を形成する一方で、HaloTag タンパク質と
結合しないプローブを細胞から排出するた
めに数時間以上のポストインキュベーショ
ンが必要であることが分かった。更に前述の
K+プローブの場合と同様、細胞ごとの蛍光強
度のばらつきを抑えるためには赤色蛍光タ
ンパク質 mCherry との共染色（i.e. HaloTag
融合タンパク質として発現させる）が有効で
あることが示された。 
 以上の検討を行った後、amphotericin B で
カチオンの膜透過性を向上させた条件下で
細胞外液のNa+濃度を変えてイメージングを
実施した。Na+濃度が上昇すると細胞質の
HaloNa-1 の蛍光も上昇し、mCherry との強
度比を取ることでデータのばらつきを抑え
ることが出来た（図５）。 

図５. 細胞質局在 HaloNa-1 を用いた Na+

蛍光イメージング 
 
 更に、細胞内の特定の小器官に局在する
HaloTag 融 合 タ ン パ ク 質 を 利 用 し て
HaloNa-1 の局在を制御することにも成功し
た。具体的には核に存在するヒストン H2A
およびリソソームに存在する LAMP2 に
HaloTag が遺伝子融合したコンストラクト
を HeLa 細胞に導入し、HaloNa-1 を添加し
て蛍光イメージングを行ったところ、それぞ
れの小器官からプローブの蛍光が観察され
た。最近、リソソームやゴルジ体の膜上にも
Na+チャネルが発現していることが報告され
ており、その機能解明が求められている。
HaloNa-1 自体はリソソーム内の酸性環境で
は機能しないものの、本研究で確立したプロ
ーブの開発・局在戦略はこうした研究に十分
貢献できるものと考えられる。 
 
（５）新規タグタンパク質の開発 
 上記（１）－（４）の実験では小分子蛍光

プローブと結合させるタグタンパク質とし
て HaloTag を利用したが、HaloTag は分子
量が 34 kDa と比較的大きく、場合により目
的タンパク質の機能を阻害する可能性があ
る。また、複数の標的分子を同時に検出した
い場合には別のタグタンパク質・プローブペ
アを併用する必要が生じる。近年、新たなタ
ンパク質タグはいくつか開発されてはいる
ものの、新規ペアの研究余地は残っている。 
そこで本項目では、研究協力者である埼玉

大学工学部の根本直人教授らが開発した
cDNA display 法（図６）を用いた進化分子
工学により新規タグタンパク質の開発を目
指した。cDNA display 法は、翻訳阻害剤と
して知られる抗生物質 puromycin を用いて
ポリペプチドと対応する cDNA とを 1：1 で
共有結合させる技術であり、多様な分子集団
から所望の性質を有するポリペプチドを進
化的に取得することができる。具体的には新
規タグタンパク質候補として、生物学実験の
様々な場面で広く使われる放線菌由来の
streptavidin を選択した。Streptavidin は低
分子ビタミンであるビオチンと強く結合す
ることが良く知られている一方、天然のタン
パク質は 4量体であるためタグとしての利用
には向かない。そこで本研究では、研究代表
者らが以前開発した新規streptavidinリガン
ドに対して強く結合する単量体 streptavidin
の探索を目指して網羅的変異導入及び淘汰
実験を行った。残念ながら今回のセレクショ
ンの範囲では有用な変異タンパク質を得る
事は出来なかったものの、変異ライブラリの
作製法やセレクション方法を改善すること
で今後目的を達成できる可能性はある。 

図６. cDNA display 法による分子進化（例） 
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