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緑色蛍光タ ン パ ク質（GFP ）を用い た

細胞内pH 環境の 可視化
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　真核細胞 の オル ガネラや小胞は独自の pH 環境を維持

し て お り，そ の 局 所的な pH 環境が小 器官 の 機能 に とっ

て しばしば重要 で ある．分泌タ ン パ ク質 の 翻訳後修飾や

ホ ル モ ン 前駆体の プ ロ セ シ ン グは ， pH 依存的に起こ る．

ま た リ ソ ソーム 内で の 消化 に は，酸陸pH が 必 要 で ある．

こ の ようなオ ル ガネラ の 機能 に 重要な局所的pH 環境，お

よび そ の 変化を捉 え よ うとす る試 みは； こ れ ま で pH 感

受性の 蛍光プ ロ ーブなどを用 い て行われ て きた．しか し，

プ ロ
ーブ を細胞 へ 取り込ませ るた め の 処理 が 必要 で あ っ

た り， 特定 の オル ガネラへ 局在させ る こ とが困難である

な どの 問題点が あっ た．近年，タン パ ク質の 細胞内局在

や細胞内輸送の研究に多く利用され て い る緑色蛍光タ ン

パ ク質 （GFP ），
1＞お よびそ の 変異体を利 用 して，細胞が生

きた状態 の ま ま で細胞 内小器官の 局所的 pH や細胞活動

に伴 うpH 変動を可視化，定量する試みが始ま っ て い る・

　細胞内 pH 測定 に GFP を用 い る利点 は ，蛍光プ m 一ブ

を用 い る従来 の 方法と比較して，GFP は蛍光発生の た め

の 基質や補欠因子 を必要と しない ，すなわち，外来性遺

伝子 として 発現 させ るだけで 蛍光 プ n 一ブ と して 利用 で

き，観察の ために特別な処理を しなくて よい 点が挙げら

れる，また，gyTP　LP伝子を適当な局在性シ グナル に融合す

る こ とに よ り，特定部位における局所的な pH 変化 を捉

える こ とが可能で ある．

　野生型 GFP は，395　nm と475　nn ｝
の 2 つ の 励起波長

ピーク を持つ ．こ れ は，発光 に 関与す る chromophore を

形成 して い るTyr66がプ ロ トン 化された状態と脱プ ロ ト

ン 化 され た 状態 に それ ぞ れ対応 して い る．2）野 生 型 GFP

で は，pH 　5．5−10の 範囲 に お い て 励起波長 ス ペ ク トル は

あま り変化しな い ．しか し
，

chromophore 周辺 の ア ミ ノ

酸残 基1こ変異 を持 つ
一

部の GFP 変異体で は，生理 的条件

に近 い pH 範囲内で ，
395　nm で 励起 させ た時の 蛍光強度

の 増加 と475nln 励起で の 蛍光強度の 低下が 対応 して 変

化す る．つ ま り，395nm と475　nm で励起させた時の 蛍

光強度比 を調べ る こ とで ，pH を計測する こ とが可能で

ある．

　Llopisらs）は，　EGFP やEYFP など の 変異体は 上記 の よ

うな pH 応答性を持つ こ とに注目して ， こ れ らにオル ガ

ネラ局在性シ グナル を連結する こ とによ り， ミトコ ン ド

リア や ゴ ル ジ 体 の 局所 的 pH の 計測 に成功 して い る．

　 Micsenbockら4）は，すで に 明 らか とな っ て い る GFP 結

晶構造 を基に，
「ryr66の プ ロ トン 化に関連す る こ とが予

想 され る ア ミ ノ酸残基 に 注 目 し て変異導入 を行い ， 独 自

に pH 応答性 GFP （pHluorin）を開発した．彼らは pHiu一

orin を用 い て，神経伝達 に伴 うシ ナプ ス 小胞分泌 の 可視化

を試みた．まず，pHluorinを シ ナプ トブ レ ビ ン を介して

シ ナプ ス 小胞膜内部に 局在 させ る．pHluorinを 410nm

で 励起 したときρ蛍光強度 と470　nm で 励起 した とき の

蛍光強度 の 比 の 値 （R4101470 ＞は酸性 pH に お い て 小 さ く

な る．シ ナ プ ス 小胞 内 は酸性 （pH 　5．6付 近）で あ る た め

R410 ／470比は小 さい が
， 刺激 を与 え て 脱分極 を起 こ す と

こ の 値は増加す る ，こ れ は，シ ナ プ ス 部位で神経伝達物

質の 開 口放出が起こ り，小胞内環境が細胞外環境と均一

化 し た こ と に よ りpH が上昇 した こ とを意味する．続 い

て kiss　＆　run モ デル 5＞によるシ ナプ ス 小胞 の シ ナプ ス 前

膜か らの 解離，v −ATPase に よ る小胞内へ の プ ロ トン 輸送

に よ り ， R410f470比 は 再び減少す る こ とが観察 された．

　
一方細菌は ， 真核生物 の ようなオル ガネラ構造を持た

な い ．しか し，
’
pH は最も重要な細胞内環境因子 の ひ と

つ で あり，pH 環境の変勤に よ っ て分子間相互作用やタ

ンパ ク質活性が受ける影響は小 さくな い と思われる，細

菌 の 菌体内 pH 環境調節に は，　Na ＋IH ’
　antiporter やH ＋−

ArPase などの トラ ン ス ポ
ー

タ
ー

が主な役割 を果た して

い る、Kosono ら6）は，枯草菌の Na ＋fH＋ antiporter （Sha）
の 機能 が 胞子形成開始期に限定 して 必要 で ある こ と を報

告し て い る，栄養増殖期か ら分化状態へ の 移行に は遺伝

子 発現変化を伴 うが，そ の ために多 く  分子 が複雑 な

ネ ッ トワ
ーク を形成 して 作用 して い る こ とは容易に想像

で きる，したが っ て 上記に述べ た細胞相移行期にお い て

は，菌体内 の pH も し く は Na ＋ レ ベ ル の 調節が より厳密

に必要 とされ る の かも しれな い ．

　細菌細胞 の コ ン パ ー トメ ン トの 中の pH は 果 た して均
一

なの で あろ うか ？ また，菌体 内 pH の ホ メ オ ス タ シ ス

は動 的に変動して い ない だ ろ うか ？．pH 応答性 GFP 変異

体を用 い れぼ，こ の よ うな問い に 明確に答える こ とが で

きるの で はないだろうか ．今後の 研究の 伸展が期待 され

る，
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