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生細胞における酸性小胞のpH測定が可能な蛍光寿命イメージングプローブの開発
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【目的】リソソームに代表される細胞内酸性小胞のpHは､小胞内部に含まれる酵

素の活性や蛋白質の機能に大きく影響することが知られており､がん ･炎症性疾

患 ･免疫疾患 ･感染症の病因解明や治療法開発の上で非常に重要とされている｡

しかしながら未だ､その値を正確に測定可能な手法は確立されていないというの

が現状である｡当研究グループではこれまでに､蛍光強度観察によりpH変化を測

定可能なpH感受性蛍光色素4-RhPMを開発した｡今回新たに､この4-RhPM及びそ

の誘導体が､pH変化に伴い適切な蛍光寿命変化を示すことを見出し､これを用い

て生細胞における酸性小胞のpHを蛍光寿命イメージング法で正確に決定する手法

を検討した｡

【方法】まず 4-RhPM及びその誘導体について各pHにおける蛍光寿命を 1'IIVl'tro

で評価した｡次に､4-RhPMを抗体 (Erbitux:Cetuximab製剤)にラベル化して､

その標的タンパク質であるHerl(EGFR受容体)が過剰発現している細胞 (A431)

に取り込ませ､エンドサイ トーシスに伴い生じる小胞の酸性化を蛍光寿命イメー

ジング法により測定した｡

【結果および考察】4-RhPM及びその誘導体の 1'17Vl'tl･0における蛍光寿命測定の結

果､ピペラジンの 〝置換基の電子求引性に従い蛍光寿命の pKaが変化し､これが

細胞内酸性小胞のpH(pH5-6.5)の測定に好適であることが明らかとなった｡ま

た､4-RhPMをラベル化した ErbituxをA431細胞に適用した結果､エンドサイ ト

ーシスに伴うpH低下を 1'17Vl'tz･0と同様に蛍光寿命変化として検知できることが

確認された｡これらの結果から､4-RhPM及びその誘導体を用いることで､ターゲ

ット環境のpHを蛍光寿命測定により正確に決定することが可能になったといえる｡


