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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、cAMP、カルシウムイオン、イノシトールリン脂質などのセカンドメッセン
ジャーを介した細胞内シグナル伝達において、細胞内pH がどのような役割を担っているかを解明することを目的とし
、蛍光イメージングを中心とした技術を用いて、１細胞レベルでの細胞内pHとセカンドメッセンジャーの同時計測を行
った。研究の過程において、高感度でのpH計測が可能な新規FRET型pH感受性蛍光タンパク質を開発することができた。
本プローブ等を用いた実験により、細胞性粘菌の１細胞期や集合期における自発的cAMP振動に対応して、プロトンなど
細胞内イオン濃度の周期的変化が計測された。

研究成果の概要（英文）：Intracellular pH plays important roles in the signal transduction via second 
messengers such as cAMP, calcium ion and phosphatidylinositol. However it remains unknown how 
intracellular pH change works in the cellular signal transduction. To investigate the role of 
intracellular pH, we constructed Dictyostelium discoideum strain expressing pH-sensitive fluorescent 
protein and observed cytoplasmic pH changes and second messengers simultaneously by fluorescence 
microscopy. And we developed new FRET based pH-sensitive fluorescent protein, which works as a highly 
sensitive pH probe. We could observe periodical changes of intracellular ion concentrations following 
spontaneous cAMP oscillations.

研究分野： 生物物理
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１．研究開始当初の背景 
	 細胞性粘菌 Dictyostelium discoideum は
土壌中に生息する真核微生物で、通常はアメ
ーバ状の単細胞生物として分裂増殖してい
るが、飢餓状態に陥ると、cAMPを分泌する
ことによって細胞が集合して多細胞体を形
成する。このことから細胞性粘菌は、分化や
走化性研究のモデル生物として扱われてお
り、国内外の研究グループによって、その細
胞内シグナル伝達機構について生化学的、生
物物理学的手法によって活発に研究がなさ
れている。細胞性粘菌の単細胞は、cAMPを
感受するとそれに応答して細胞内 pHが上昇
し、細胞の運動速度が上昇する。逆に細胞内
pH が低下すると、運動速度も低下すること
が知られている（van	 Duijn	 and	 Inouye,	 PNAS.	 
1991）。細胞内 pHの制御に大きく寄与してい
るとされる Na+/H+交換輸送体 NHE1が細胞
前方に局在していることから、細胞内で pH
勾配を形成し、細胞極性が形成されていると
考えられる。これらのことから、細胞性粘菌
の走化性には、細胞内 pH変化が重要な要因
として働いていると考えられる。また、細胞
が集合する際に cAMP を感受すると、Ca2+

の細胞内への流入が引き起こされ、それが細
胞から細胞へと伝わるときに Ca2+濃度の変
化が周期的な波形振動として伝わることが
Ca2+蛍光プローブを用いて可視化されてお
り、この Ca2+流入に伴ってプロトン(H+)の排
出が起こっているとされているが、それぞれ
のイオン濃度変化を実際に 1細胞レベルで可
視化することは行われていない。 
	 以上のように、細胞内 pH変化およびセカ
ンドメッセンジャーは細胞内のシグナル伝
達に非常に重要であることが示唆されるが、
pH 変化とセカンドメッセンジャーがどのよ
うにして協調的に働いているのか、詳細なシ
グナル伝達の分子機構は未解明である。 
 
２．研究の目的 
	 細胞内 pHは細胞のシグナル伝達にとって、
重要な要因の一つとして働いている。しかし
ながら、実際にはシグナル伝達における細胞
内 pHの詳細な役割は明らかではない。その
理由の一つが、細胞内でシグナルとして働く
cAMP、Ca2+、イノシトールリン脂質などの
セカンドメッセンジャーと細胞内 pHの関係
が明らかでないためである。本研究課題では、
細胞内 pHと cAMP、イノシトールリン脂質
などのシグナル伝達物質を同時計測するこ
とにより、細胞内 pHの細胞内シグナル伝達
における役割を明らかにすることを目的と
して、研究計画を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1)	 pH 感受性蛍光蛋白質を用いた高感
度細胞内 pH イメージング	 
	 過去の細胞性粘菌研究における細胞内 pH
計測には、pH 感受性蛍光色素が主に用いられ
ている。しかし、色素を導入する作業を省き、

より非侵襲な状態での細胞内 pH を測定する
ためには、pH 感受性蛍光蛋白質の利用が最適
である。緑色蛍光蛋白質フルオリンは pH 感
受性が高く、レシオメトリック蛍光 pH プロ
ーブとしての利用が可能である（Miesenböck	 
et	 al.,	 Nature.	 1998）。細胞性粘菌の細胞
質 pH が 6.5〜7.5 程度であることに対し、フ
ルオリンは pH5.5〜8.5 において高い pH 感受
性を示すため、細胞内 pH の計測に最適であ
る。細胞性粘菌の遺伝子操作手法はすでに確
立されているため、容易に発現系を作成でき
る。本研究では、顕微鏡下での厳密な検量線
を作成し、細胞内 pH 変化を定量的に経時計
測可能にする。また、より高感度な pH 感受
性蛍光タンパク質プローブを開発すること
により、高時空間分解能 pH 計測を目指す。	 
	 
(2)	 細胞内 pH とセカンドメッセンジャー
の蛍光顕微鏡を用いた計測	 
	 細胞内 pH 変化とセカンドメッセンジャー
を同時計測するための細胞株を構築する。イ
ノシトールリン脂質については、PIP3 に結合
する PH ドメインに蛍光蛋白質を融合したも
のをプローブとして用いる。	 
	 また、cAMP の刺激を加えたときに細胞内
pH がどこから変化し、どのように変化が伝搬
するかを可視化する。より詳細な解析を行う
ために、cAMP 受容体 cAR1 にフルオリン蛋白
質を融合させた cAR1-pHluorin 発現細胞株を
用いて、cAMP と細胞内 pH の関係をより高空
間分解能にて計測する。さらに、細胞内 pH
勾配の形成に寄与すると考えられている遺
伝子を欠損した細胞株に pH プローブタンパ
ク質を発現させ、上記と同様の pH 応答を計
測することにより、細胞内 pH 制御機構の詳
細を解明する。	 
	 蛍光イメージングを中心とした実験によ
って得られた結果をもとに、細胞内 pH 変化
を含むシグナル伝達機構のモデルを構築し、
細胞内シグナル伝達における細胞内 pH とセ
カンドメッセンジャーの協調的な関係を明
らかにすることを目指す。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 pH 感受性蛍光タンパク質フルオリン
を用いた細胞内 pH 測定	 
	 細胞内 pH 測定を顕微鏡下で行うために、
pH 感受性蛍光タンパク質フルオリンを細胞
質中に発現する細胞株を作製した。これによ
り、細胞性粘菌の細胞内 pH を１細胞レベル
で定量的にタイムラプス計測することが可
能となった（図１）。この計測系を用いて、
イノシトールリン脂質が自発的な局在を示
す条件や、cAMP の刺激を加えた際などの pH
変化の計測を行ったが、顕著な pH 変化が見
られる条件は見つからなかった。可能性とし
ては、pH 変化の計測を行う条件検討が不十分
であるか、もしくは pH プローブが十分な感
度をもっていないことが考えられる。	 
	 



	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
(2)高感度 pH 感受性蛍光タンパク質プロ
ーブの開発	 
	 pH 計測の精度を向上させることを目的と
して、より高感度での pH 計測が可能な pH プ
ローブの開発に取り組んだ。１細胞内の細胞	 
内 pH の定量計測は、pH 感受性蛍光タンパク
質を用いたレシオメトリックイメージング
法によって可能である。これまでに、緑色蛍
光タンパク質フルオリン、赤色蛍光タンパク
質 Keima-Red などが２波長励起１波長蛍光型
の pH プローブとして広く利用されている。
しかし、この特性のプローブは２波長励起を
行うために励起光の切り替えを行うことで
時間ズレがどうしても生じてしまうため、細
胞動態などとの高速度での同時計測が困難
である。そこで、高時間分解能での定量計測
のためには、検出器を２つにすることで完全
に同時計測が可能な１波長励起２波長蛍光
法による計測が有用である。そこで、細胞動
態と細胞内 pH の高時空間分解能計測のため
に、１波長励起２波長蛍光型の蛍光タンパク
質 pH プローブの開発を行った。これによっ
て作成された新規 FRET 型 pH 感受性蛍光タン
パク質は、pH5〜9 の間において、pH 変化を
目視でも確認できるほどの蛍光輝度変化を
示す pH プローブとなった。今回開発したプ
ローブは、様々な生物試料でのタイムラプス
pH 計測に有用なプローブとして応用が期待
できる。	 
	 
(3)セカンドメッセンジャーと細胞内 pH
の同時計測	 
	 pH 感受性蛍光タンパク質と、PIP3 が結合
する PH ドメインを蛍光蛋白質でラベルした
融合タンパク質を共発現する細胞株を作製
し、細胞内 pH とイノシトールリン脂質の同
時計測を行った。こちらの実験では、PIP3 の
局在に相関した細胞質 pH の変化はやはり観
察されなかった。一方、開発したプローブを
用いた実験により、細胞性粘菌の１細胞期や
集合期における自発的 cAMP 振動に対応した
細胞内 pH の周期的変動らしき変化が計測さ

れた。しかし、非常に微弱な変動であるため、
cAMP 振動にともなう運動変化が蛍光強度等
に影響している可能性もあり、明確な結果と
は言えない。以上のように、pH 計測の視点か
らだけでは明確な結果を得ることが難しい
と判断し、膜電位の計測系の確立を検討した。
細胞性粘菌の静止膜電位の大部分は、プロト
ンの濃度勾配によって形成されているもの
と考えられている（van	 Duijn	 and	 Vogelzang,	 
1989）。このため、膜電位の計測により間接
的にプロトンの移動、つまり pH 変化を計測
できるのではと考えた。膜電位感受性色素を
用いた実験の結果、cAMP 振動にともなって、
膜電位が周期的に脱分極する様子が明確に
観察された。この結果は、cAMP の細胞内シグ
ナル伝達にともなって、プロトンを中心とし
たイオンの移動が起こっていることを示唆
する結果である。しかしながら、この変化が
プロトンの移動だけに寄与するものなのか、
他のイオンの移動が大きく寄与しているの
かが明らかにできていない。今後はプロトン
だけではなく、他のイオン濃度変化との関わ
りも明らかにすることによって、シグナル伝
達における細胞内 pH 変化の役割を明らかに
していく必要がある。	 
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