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研究成果の概要（和文）：本研究においては、受給者が見出した新規蛍光プローブの誘導展開を通した特性の変化と、
それら化合物を利用した細胞小器官の特性解明を目指した。種々の誘導体を合成し、その特性を精査したところ、蛍光
を発するpHやその色調を変化させる事に成功し、またそのうちの一つは微絨毛を染色するという、新しい特性を発揮し
た。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study are changing the property of the fluorescent reagent I 
found through making derivatives and elucidation of cellular function with the compounds. I prepared 
several derivatives and succeeded to change their activated pH or fluorescent color. And I found one of 
them showed novel feature, staining the microvilli.

研究分野：生物分子科学

キーワード： 分子イメージング　蛍光化合物　分子プローブ　オルガネラ
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図 1. 化合物の構造と吸収・蛍光スペクトル 

１．研究開始当初の背景 

 現在までにも生細胞に適応しうる蛍光イ
メージング試薬が開発・市販されている。そ
のような蛍光プローブの対象は、各種オルガ
ネラや細胞骨格系、核酸、糖鎖といった生体
成分の可視化を初めとして、カルシウムのよ
うな金属イオン、活性酸素種やセカンドメッ
センジャーの指示薬といった具合に多岐に
渡る。これらは主として生命科学や医学の分
野で利用され、生命現象の解明に貢献してい
る。しかしながら、未だに適用の範囲外にあ
る生体成分も少なくない。従って新規な蛍光
プローブの開発が望まれていた。 

 そのような状況において受給者は、生細胞
に適用しうるオルガネラ用新規蛍光プロー
ブの開発を目指し、細胞内で構造変換を受け
て蛍光波長が長波長側へとシフトすると同
時に蛍光強度が増大し、ミトコンドリア表面

を染色する化合物を見出した（図 1）。 

 そこで本研究では、化合物 1 とその機能を
拡張した誘導体を作成し、それらを道具とし
て用いる事によって細胞機能の解析を行う
事とした。 

 

２．研究の目的 

(1) 受給者が見出した蛍光プローブを用いて 

本蛍光プローブを誘導展開することによる
応用性の拡張 

(2) 本蛍光プローブを用いた細胞内小器官相
互作用の解析 

を行う事を目的とする。具体的には、1. 見出
した化合物の構造変換は、pH が大きく影響

を及ぼしている事が明らかとなった。そこで
化合物の官能基を置き換える事によって、pH

依存性や色調を変えることを目指す。このこ
とによって、二重染色等の用途の拡充が図れ
る。さらに、このように改変した蛍光プロー
ブを用いて、リンパ球、特に好酸球の簡便な
同定と単離に利用できると考えられる。2. 近
年の研究によれば、細胞内小器官、オルガネ
ラは各々独立した器官ではなく、互いに物理
的な結合をしている事が明らかとなってき
た。そこで本研究では、ミトコンドリア膜を
染色する本化合物を利用する事で、このよう
な物理的結合、特にミトコンドリアと ER と
の 連 結 (ERMES: ER-mitochondria 

encounter structure) の成り立ちを視覚的
に明らかに出来るかもしれない。 

 多くの蛍光プローブは消光状態でもバッ
クグラウンドレベルの蛍光を持つ事は避け
られず、S/N 比に問題が有る場合が多い。本
研究で扱う蛍光プローブは、構造変換をしな
い限り無蛍光であるため、高い S／N 比が期
待出来る。 

 

３．研究の方法 

 pH 依存性、及び蛍光波長の異なる誘導体
の作成については、構造変化に必要な-プロ
トンの酸性度、及び蛍光中心となる基本骨格
の電子密度を変化させるような構造展開を
行う。作出した誘導体を用いたリンパ球の単
離には、分化誘導可能な細胞株によるリンパ
球の同定実験を経て、末梢血からのワンステ
ップ単離を目標とする。 

 また、本化合物はミトコンドリアの表面を
染色するので、蛍光顕微鏡、特に共焦点装置
を内蔵した顕微鏡を用いて観察する。 

 
４．研究成果 
 (1) 本蛍光プローブを誘導展開すること
による応用性の拡張 
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図 2. 作成した化合物と pH 依存的変換 



 

図 4. pH10 応答化合物による EoL-1 染色像 細

胞内顆粒が本プローブによって染色される。分化

前（左）に比較して、分化後(右)は染色される顆

粒が増加している。 

 

図 5. 化合物 2 の細胞染色像 A) HeLa 細胞を化

合物 2 で処理し、生きたまま共焦点レーザー顕微

鏡にて画像を取得した。B) A の明視野像 C) A の

白枠内を拡大。突起状の微絨毛が染色されてい

る。細胞膜は観察されない。D) 化合物 2 で染色

した細胞を共焦点レーザー顕微鏡で z軸方向に光

学的連続切片像を取得した。それらを 3D 画像に

再構築し、斜め上方から見たもの（左右に二個の

細胞が存在する）。多くの微絨毛が確認できる。 

化合物 1 から化合物 2 への環化反応は、リ
ンカー部位の-プロトンが脱離してエノー
ル中間鯛を形成する事で開始されえると考
えられる。そこで化合物 1 の灰色で示した部
位(図 1)のベンゼン間のアセチルアミンを、
それよりも電子吸引性/電子供与性の官能基
で置換することで-プロトンの脱離性を調
節できると考えた。このアイデアに基づきい
くつかの誘導体を合成したところ、図 2 のよ
うに構造変換が起こる pH を変化させる事に
成功した。 
また、実際には化合物 2 が蛍光を持つわけ

であるが、その蛍光中心は構造式の灰色で示
した部分であると考えられる（図 1）。従って、
そこに直結する官能基を置換する事で蛍光
中心の電子密度を変化させれば、蛍光の色調
が変化すると考えられる。この考えに基づき
種々の誘導体を作出したところ、上部のトリ
フルオロ基をメチル基、チオフェン基をナフ
チル基に置換することで蛍光を黄色から緑
色へと変化させる事が出来た（図 3）。 

 続いて作成した誘導体を用いて、リンパ球
の同定実験を行った。ヒト好酸球白血病株で
ある EoL-1 は白血病由来の幼若好酸球であ
り、ブチル酸処理によって成熟好酸球へと分
化する。そこで、分化前後で pH 依存性を変
化させたプローブを用いて細胞染色を行っ
たところ、分化後において染色される細胞内
顆粒が増加していた（図 4）。従って、本プロ
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図 3. 誘導展開による色調の変化 

 

図 6. 作出した細胞株 ER（上）及びミトコン

ドリア（下）を赤色蛍光タンパク質で恒常的に

標識した細胞の蛍光画像。 



ーブは好酸球の同定に有効であると考えら
れた。 
 さらに、今回作成した誘導体 30 余個すべ
てについてその細胞染色性を調べたところ、
そのうちの一つについて、オリジナルのミト
コンドリアではなく、細胞表面の微絨毛を染
色する事が明らかとなった（図 5）。これまで
に微絨毛を染色するような蛍光プローブは
知られておらず、細胞機能の解明に貢献する
と期待される。 
 
 (2) 本蛍光プローブを用いた細胞内小器
官相互作用の解析 
 これまで細胞内小器官は、各々独立した器
官であると考えられてきたが、近年の研究に
拠れば物理的に相互作用している事が明ら
かになってきた。例えば核膜と ER の膜は物
理的に連結している。そのような物理的相互
作用の中でも特に、ミトコンドリアと ER と
の接点は ERMES と名付けられ、その機能に
注目が集まっている。そこでミトコンドリア
膜を染色する化合物 1 を利用して、その成立
過程を可視化する事を試みた。そのためにま
ず、ミトコンドリア、あるいは ER が恒常的
に赤い蛍光を発している細胞株を作成した
（図 6）この細胞株を化合物 1 で染色し、共
焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。し
かし時間経過を追う等の条件検討を行った
が、ERMES の同定にまでいたらなかった。
この理由としては、取得画像の解像度の質や
ERMES 出現の頻度等が考えられる。今後は、
ES 細胞のような増殖が速い細胞の利用、細
胞周期を同調させた細胞の利用、を検討する
事によって EREMS 形成の頻度を高め、より
解像度の高い画像を取得する事で目的を達
成していきたい。 
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権利者： 
種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別： 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
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