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【目的】これまでリソソームの pH のレシオイメージングは、pH 変化によって吸

収波長の変化を示す緑色蛍光色素フルオレセインをデキストランに標識したプロ

ーブ(Proc Natl Acad Sci USA 1978, 75, 3327)が用いられてきたが、フルオレセイン

は酸性条件下で蛍光が減少することや光褪色に弱いという問題点があった。近年、

当研究室で開発したレシオ型 pHプローブである SiRpH5は光褪色に強く長時間の

レシオイメージングが可能であると共に、励起・蛍光波長が長いことから、GFP

などの緑色蛍光タンパク質との共染色が可能であった。一方、レシオ値変化が pKa

＝6.1であり、初期エンドソーム(pH=～6.3)やリサイクルエンドソーム(pH=～6.5)

の pH測定に適しているが、後期エンドソーム(pH=～5.5)やリソソーム(pH=～5.0)

の測定には適した pKaではなかった。そこで今回、更に低い pKaを有した蛍光プロ

ーブの開発を行った。 

【方法・結果】SiRpH5 の分子構造上にあるベンジル

部位の 2位、3位、4位にスルホ基を導入した化合物

をそれぞれ合成、光学特性を精査することで、スルホ

基の pKaに対する効果を調べた。また、計算化学によ

り精査することで、2位スルホ基がプロトン化したア

ミノ基と静電的に相互作用することで、pKaの低下へ

の影響が小さくなっていることが分かった。そこで 3 位及び 5 位にスルホ基を導

入することで、pKa＝5.5となる新たな蛍光プローブ SiRpH6の開発に成功した。更

に本プローブを用いて生細胞イメージングを行った結果、SiRpH5と比較して、よ

り酸性領域の pHを示すエンドソーム分布を観察することに成功した。 


