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研究成果の概要（和文）：新しいCa2+測定技術の開発を目的とした。初年度に合成した化合物を用いてプローブを準備
した。プローブに最適となる顕微鏡系を新規に準備した。HeLa細胞を刺激した際に生じる細胞内Ca2+濃度変化がどのよ
うに計測されるかについて、顕微鏡下で評価した。しかし蛍光強度が低く、広くパラメータをふった条件を検討するの
にあわせ、顕微鏡系を再検討したが、十分なシグナル・ノイズ比を得られないことが次年度に明らかとなった。そこで
、得られた知見を活用し、別のプローブに移行した。またこれと並行して、プローブを細胞内小器官へ選択的に集積さ
せる仕組みを導入した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a novel fluorescent Ca2+ probe. In the 
first fiscal year (FY), we prepared new probes by using compounds newly synthesized. The microscopy setup 
was arranged to fit these probes. The probes were evaluated in HeLa cells under stimulus. However, in the 
second FY, we found that the fluorescence intensity was insufficient to obtain sufficient signal-to-noise 
ratio. Thus, we moved on to the next probe based on the knowledge gained in this study. We also 
incorporated the ability of targeting into the probe.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 

Ca2+シグナルは、生命活動の階層を通して普

遍的に働く情報伝達機構である。1980 年代に

Tsien らが開発した Quin2 に端を発した低分

子の Ca2+蛍光プローブや、宮脇・永井らが開

発した Cameleon に始まる純タンパク質性の

Ca2+蛍光プローブの発展と共に、Ca2+の分布・

挙動に関する研究は大きく進歩してきた。 

 

 

 

２．研究の目的 

生命活動の基本的な情報伝達機構であるCa2+

シグナルを、高い時間分解能と空間分解能で

記述できる測定技術を開発する。既存のCa2+

蛍光プローブとは異なり、ナノ粒子化する。

試験管内だけでなく生きた細胞内でも評価し

合成へフィードバックすることを繰り返し、

完成度を高める開発方針をとる。 

 

 

 

３．研究の方法 

まずプロトタイプのデンドリマーを合

成し、既存の顕微鏡系によるプレ評価を

行った。最後の反応で外表面を Ca2+蛍光

プローブで修飾し、デンドリマーの蛍光

ナノ粒子型 Ca2+プローブを新規に合成

した。以下の評価合成のサイクルを加

速して研究を進めた。 

プローブ評価を行う細胞として、取

り扱いが簡便な培養細胞の HeLa 細胞

（ヒト子宮頸がん由来）を用いて、細胞

毒性、細胞への取り込まれ方（一様に分

散するか、細胞内小器官に局在するとし

たらどこか）、蛍光強度、Ca2+応答性を

評価した。例えば細胞の核膜は~45kDt

までの物質は自由に透過でき、色素分子

は細胞質も核も拡散する。粒径が大きく

なるにつれ、核が暗く抜けて細胞質だけ

が染まることが予想された。 

以上の過程は新規材料の細胞内評価

であると同時に、HeLa 細胞の細胞質、

及び核内の Ca2+動態を高い時間・空間分

解能で測定できることをデモンストレ

ーションする目的もある。そこで細胞内

で Ca2+貯蔵を担う ER に着目し、高空間分解能

でのみ測定できる部位特異的な Ca2+放出・取

り込みの詳細を明らかにすることを目指し

た。シグナル分子であるヒスタミンにより

HeLa 細胞は Ca2+振動を示すが、これをモデル

系として微細なダイナミクスを解析するこ

とを試みた。 

さらに任意の細胞内物質を標的にできる

機構の組み込みを行った。最終的には、蛍光

ナノ粒子プローブ群の構築を指向し、Ca2+以

外のパラメータを検出するプローブの設計

を行った。 

また Ca2+応答の計測対象となるモデル細

胞として、ガン化した HeLa だけでなく、正

常細胞での検討も進めた。その過程で、正常

二倍体細胞として細胞周期研究や加齢研究

にも使用される、ヒト胎児肺由来の線維芽細

胞 WI-38 にて試験を行った。 

 

 

 

４．研究成果 

Ca2+蛍光プローブは、本合成で最もステップ

数の多い化合物となるが、本研究開始後にこ

れの合成を終えた。そこでまず、プロトタイ

プの蛍光プローブにより既存の顕微鏡系を

用いたプレ評価を行った。HeLa 細胞をモデル

細胞として、細胞内での評価も行った。蛍光

強度、バックグラウンド、シグナル・ノイズ

比、細胞毒性、細胞内での分散性、細胞内で

の局在能の付加、といった基本情報を得て、

これをプローブ合成へフィードバックした。

これら予備的実験による基礎データを元に、

一つのプローブの設計指針に到達した。そこ



で、次のプローブ合成を行い、これについて

の評価を進めた。顕微鏡系はプローブに合わ

せ、最適となるよう変更した。生きた HeLa

細胞内にプローブを導入し、プロトタイプと

同様に、シグナル・ノイズ比、細胞毒性、細

胞内での分散性、細胞内での局在能の付加と

いった基本性能を確認した。これらとあわせ、

HeLa細胞を刺激した際に生じる細胞内Ca2+濃

度変化がどのように計測されるかについて、

顕微鏡下での評価を試みた。 

 しかし Ca2+蛍光プローブの蛍光強度が低く、

広くパラメータをふった条件検討を行うの

にあわせ、顕微鏡系の再検討も行ったが、十

分なシグナル・ノイズ比を得られないことが

次年度の初期に明らかとなった。そこで、こ

こまでに得られていた知見を活用すること

で、別のパラメータを計測できるプローブの

開発へと移行した。またこれと並行して、プ

ローブを細胞内小器官へ選択的に集積させ

る仕組みを導入した。これらについては成功

した。 

 

図．ヒト由来正常線維芽細胞 WI-38 で見出された、熱パル

スに応答するCa2+バースト。上、Ca2+蛍光指示薬に対応する

蛍光像。白線で囲まれた領域に細胞が一つある。下、蛍光

像の時間変化を数値化したグラフ。黄色の帯部で熱パルス

を与えた。 

 

 一方、ヒト由来の正常線維芽細胞 WI-38 の

試験を進めるなかで、細胞に局所加熱法を利

用した熱パルスを与えると、細胞が熱パルス

に応答して、細胞内 Ca2+が急激に上昇したの

ち、ゆるやかに減衰する現象が見出された

（図）。この現象について詳細な解析を進め、

応答の温度条件を明らかにした。さらに応答

を引き起こす候補タンパク質の阻害剤を用

いることで、細胞応答に寄与する分子を求め、

応答の分子メカニズムを説明することに成

功した。本成果を、本研究の研究代表者を

Co-corresponding Author として BIOPHYSICS

誌に発表した。 
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