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研究成果の概要（和文）：オルガネラにおけるMg2+とZn2+の動態の定量的なイメージング技術を開発した。細胞
内Ca2+濃度変化の影響を受けない高選択性Mg2+プローブを蛋白質ラベル化技術と統合させることで、オルガネラ
内のMg2+を選択的に可視化する技術を開発し、核内の遊離Mg2+濃度は細胞分裂時に変動することを明らかにし
た。また局在可能な亜鉛定量プローブを開発し、ゴルジ体のZn2+はおよそ数十nMのレベルであることなどを明ら
かにした。さらに、解離定数の異なる新たなプローブを開発し、細胞質、核、ゴルジ体、小胞体、ミトコンドリ
アにおける遊離Zn2+の定量的なイメージングに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, quantitative imaging techniques of Mg2+ and Zn2+ dynamics in 
organelles were developed. By integrating a highly selective Mg2+ probe, which is unaffected by 
changes in intracellular Ca2+ concentration, with protein labeling technology, we developed a 
technique for selectively visualizing Mg2+ in organelles and showed that the free Mg2+ concentration
 in the nucleus fluctuates during cell division. We also developed a localizable zinc quantification
 probe and found that the level of Zn2+ in the Golgi is about several tens of nM. Furthermore, we 
developed new probes with different dissociation constants and succeeded in quantitative imaging of 
free Zn2+ in the cytoplasm, nucleus, Golgi apparatus, endoplasmic reticulum and mitochondria.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 蛍光プローブ　Mg2+　Zn2+　蛋白質ラベル化　定量
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞機能を理解するためには、分子の存在だけではなく、分子がどこにどれくらい存在するか（時空間的かつ定
量的な情報）を知ることが重要である。化学的な高選択性プローブを細胞内局所へ局在させることによって、蛋
白質プローブや低分子プローブでは得られない時空間分解能を持った金属イオン定量が可能になった。特に、亜
鉛イオンの詳細な細胞内濃度マップに関する知見は、亜鉛イオンに関連する疾患機構の解明や治療薬の開発に繋
がることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
組織や細胞を破砕し、生体分子を精製してその機能を調べる生化学的手法は、医学・生物学に
おいて重要な手法だが、「時空間的情報」や「分子間相互作用」などの重要な情報が失われる。
生命の本質を理解するにはこれらの情報を含む生体分子機能解析が必要である。それゆえ、高い
時空間分解能を有する蛍光イメージングが近年注目を集めており、超解像蛍光顕微鏡を用いれ
ば数十 nm 程度の空間分解能で細胞内オルガネラの微細構造なども観察できるようになってきた。
その一方で、オルガネラ内の生体分子のダイナミクスについてはほとんど分かっていなかった。
そこで、「オルガネラ内の生体分子のダイナミクスはどのようになっているか」という問いを明
らかにするために、化学的なアプローチをはじめとする様々な新技術開発が求められている。 
細胞内金属イオンの解析は、ゲル電気泳動や免疫化学的手法、分子生物学的手法の適用が困難
であることから、多くの知見が蛍光イメージング技術によって明らかにされてきた。しかしなが
ら、金属イオンの細胞内動態解析はその可視化プローブの性能に大きく依存し、既に多くの優れ
たプローブが開発されている Ca2+以外の金属イオンについては、オルガネラ内の濃度分布や動態
はそのほとんどが不明のままになっている。例えば細胞内 Mg2+に関しては、蛋白質プローブが幾
つか報告されているものの、汎用技術としては未だ確立しておらず、細胞内 Zn2+に関しても蛋白
質プローブの報告はあるものの、オルガネラ内環境では試験管内の環境とは異なる物性を示す
ことなどが報告されている。オルガネラ内などの細胞内の局所環境は場所によってその pH や生
体分子濃度、酸化還元環境などが大きく異なっている。一般的に低分子プローブは適切に設計す
れば、蛋白質プローブと比較して周囲の環境の影響を受けにくくすることは可能である。その一
方で、蛋白質プローブの特長の一つである細胞局所へのターゲティングは低分子プローブでは
容易では無い。それゆえ、低分子プローブと蛋白質プローブ双方の有利な特性を併せ持つハイブ
リッドプローブは非常に大きなポテンシャルを有しており、そうした多機能性プローブに関す
る需要は高い。 
研究代表者らは、これまでに機能性低分子を蛋白質に修飾する独自の蛋白質ラベル化技術（BL-
tag）などを開発してきた（S. Mizukami et al., JACS 2009, 131, 5016; S. Mizukami et al., 
Acc. Chem. Res. 2014, 47, 247）。また、市販の HaloTag を利用して Mg2+蛍光プローブ MGH を細
胞内に固定することにより長時間測定を可能とし、アポトーシス時の細胞内 Mg2+の濃度変化を経
時的にモニタリングできることを報告している（Y. Matsui et al., Chem. Sci. 2017, 8, 
8255）。そこで、これらの技術を発展させ、新たな機能性分子開発と合わせて、細胞内金属イオ
ン動態の定量的な解析技術の開発とその応用研究に取り組んだ。 
 
２．研究の目的 
(1) 細胞内 Mg2+を選択的に可視化・定量するプローブの開発 
細胞内 Mg2+のダイナミクスを定量的に可視化する技術を開発する。これまでにタグ蛋白質結合
型 Mg2+プローブ MGH を開発し、24時間に渡る長時間イメージング、および Mg2+プローブのオルガ
ネラへの局在化を達成した。さらに、Mg2+に高選択的な配位子を創製し、細胞内 Ca2+の濃度変動
に全く影響されない Mg2+プローブ MGQ を開発した。これら二つの研究を融合・発展させ、高選択
性・局在性を兼ね備えた低分子―蛋白質ハイブリッド型蛍光プローブを開発し、細胞の有糸分裂
時における核内 Mg2+の経時的モニタリングを行う。 
 
(2) 細胞内 Zn2+を選択的に可視化・定量するプローブの開発 
細胞内局所に標的化可能かつ Zn2+に対して選択的に蛍光応答を示す新規プローブを開発する。
また、このプローブを用いて細胞内局所における遊離 Zn2+イオンの濃度を定量する技術を開発す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞内 Mg2+を選択的に可視化・定量するプローブの開発 
 我々が見出した Mg2＋高選択性配位子 2,8-dicarboxyquinoline（DCQ）を有する蛍光プローブ
MGQ-2 に HaloTag リガンドを修飾した局在型 Mg2+プローブ MGQ-2H（図 1）、およびその細胞膜透
過性誘導体 MGQ-2H(AM)を設計・合成した。In vitro における MGQ-2H および MGQ-2H を HaloTag
に共有結合させたハイブリッドプローブの物性測定を行った後、HaloTag を発現させた生細胞に
投与し、蛍光イメージング実験を行った。 



 
 
 

 
(2) 細胞内 Zn2+を選択的に可視化・定量するプローブの開発 
 細胞膜透過性を有し、細胞内で発現させた HaloTag に結合するように設計された Zn2+検出蛍光
プローブ ZnDA-1H を合成した。ZnDA-1H（図 2）と HaloTag 蛋白質へラベル化した分子（ハイブ
リット分子）の吸収および蛍光スペクトル並びに pKaと金属イオン選択性、Zn2+に対する解離定
数などの各種物性を測定した。また、生細胞オルガネラ内に HaloTag を発現させ、内部標準蛍光
色素であるテトラメチルローダミン修飾 HaloTag リガンド（TMR-HTL）と同時ラベリングにより、
プローブ蛍光と内部標準蛍光の比を取ることで Zn2+イオン濃度を定量する手法を開発し、オルガ
ネラ内の遊離 Zn2+濃度を定量的に可視化した。また、解離定数が異なる誘導体プローブの開発を
行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 細胞内 Mg2+を選択的に可視化・定量するプローブの開発 
  HaloTag リガンドを修飾した高選択的 Mg プローブ MGQ-2H は、既報の MGQ-2 のメチルエステ
ル体から Mannich 反応で HaloTag リガンドを結合、エステル加水分解により合成した。合成した
MGQ-2H および HaloTag に結合させた Halo–MGQ-2H の吸収・蛍光スペクトル変化から Mg2+に対し
て高選択的であることを確認した。HaloTag を細胞質、核、細胞膜、小胞体それぞれ発現させる
ことにより、MGQ-2H をそれぞれのコンパートメントに標的化できることが各オルガネラマーカ
ーとの共局在画像により示された。また、核内に HaloTag を発現させた HEK293 細胞に対して、
MGQ-2H(AM)と内部標準である近赤外蛍光色素 HTL-Sara を共局在させ，長時間イメージングによ
って核内 Mg2+濃度の長時間にわたる変動を計測した。 
 さらに、MGQ-2H を核に局在させ、長時間の核内 Mg2+イメージングを試みた。核に発現させた
HaloTag に結合させることで、MGQ-2H は細胞外への排出が大きく抑制され、数日間に渡るイメー
ジング実験が可能となる。有糸分裂期の核内 Mg2+動態をイメージングした結果、間期には Mg2+濃
度の顕著な変化は見られなかったが、分裂前期・中期では大きく上昇し、後期で極大値をつけた
後、終期で減少を開始し、最終的に間期と同等程度の濃度レベルに戻った。Mg2+濃度変化は上昇
開始から元のレベルに戻るまでおよそ 100 分程度であった。 
 
(2) 細胞内 Zn2+を選択的に可視化・定量するプローブの開発 
 合成した ZnDA-1H は吸収極大波長を 440 nm、蛍光極大波長を 506 nm に持ち、Zn2+添加に伴い
約 16 倍の蛍光強度増大を示した。また、pH 7.4 における Zn2+に対する解離定数は 0.24 µ M で
あった。また、細胞内 pH（pH 5.5－8.0）の範囲では pH 変化に伴う顕著な蛍光強度変化は見ら
れなかった。HaloTag を HEK293T 細胞の細胞質、核、ミトコンドリア、小胞体、ゴルジ体に発現
させ、ZnDA-1H によるラベル化を行ったところ、標的オルガネラから ZnDA-1H 由来の蛍光シグナ
ルが観測された。さらに、生理的な定常状態の Zn2+濃度の定量解析を行ったところ、ゴルジ体内
の遊離 Zn2+濃度は約 20 nM と見積もられた。一方、その他のオルガネラや細胞質の Zn2+濃度の定
量に適用するには ZnDA-1H は十分な結合親和性を有していなかった。そこで、Zn2+への解離定数
が異なる誘導体プローブを開発し、ゴルジ体以外の細胞内局所亜鉛濃度マッピングに取り組ん
だ。 
 配位子の構造を ZnDA-1H の 3 座配位子のジピコリルアミン（DPA）から 4座配位子のジピコリ
ルアミノエチルアミン（DPEA）に変えることで、より Zn2+結合能の高い蛍光プローブ ZnDA-2H（Kd 
= 6.0 nM）および ZnDA-3H（Kd = 0.16 nM）を開発した。いずれのプローブを用いても、HeLa 細
胞内局所に発現させた HaloTag へラベル可能であり、ZnDA-3H を用いて各オルガネラ内の遊離
Zn2+濃度を定量した結果、核・細胞質には約 0.1 nM、小胞体・ミトコンドリアには約 0.03 nM の

 
図 1. MGQ-2H の分子構造 

 
図 2. ZnDA-1H の分子構造 



遊離 Zn2+が存在することが示唆された。今後、開発したプローブを用いた細胞内亜鉛動態観察に
取り組むことで、細胞内亜鉛シグナリングの詳細解明が期待される。 
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