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亜鉛イ オ ン を検出する蛍光プロ ー ブの 開発

平野　智也

　亜鉛 イ オ ン （Zn2
＋

）を ターゲ ッ トに した 蛍光 プ ロ ーブ

の 開発 は 1990 年代半ばか ら盛 ん に な り，現在 で は か な り

数 の プロ ーブが 報告さ れ る に 至 っ て い る．本稿で は．こ

うした 亜鉛蛍 光 プ ロ ーブの 開 発 研究 に つ い て，筆者 らが

行 っ て きた研究 を含め て紹介 した い ，

生体内の 亜鉛 イ オ ン

　ま ず生体内 で の 亜鉛イ オ ン の機能 に 関 して 概説 す る．

生体内 に お け る 亜鉛 イ オ ン の機能に 関す る 研究 の 歴史は

古 く，真核 細 胞 の 牛 育 に必 須 で あ る こ と が 発 見 さ れ た の

は 1860 年代で あ る．そ の 後，1940 年 に初 め て 亜 鉛 イオ

ン を含有す る酵素と して carb （）riic．　anhydrase が 報告 さ れ

て 以 来，さ ま ざ ま な 酵 素 に 含 ま れ て い る こ と が 報告 さ

れ，現在ま で に そ の数は 300 以 上 に も及 ぶ 1〕．また数干

もの 亜鉛 イ オ ン を含む転写制御因子 の存在も報告 さ れ て

お り 2〕，亜鉛 イ オ ン の 不 足 は 多 くの タ ン パ ク 質 の 発現 に

影響を ケ・え，成育障害や 味覚障害 などの 疾患を引 き起 こ

す こ とが 知 られ て い た．

　 さ て，これ ま で に 述 べ た ケー
ス で は，亜 鉛イ オ ン は タ

ン パ ク質に強 く結合 し た 状態 で 機能 し て い る が，タ ン パ

ク質に 弱 く結合，も し くは 遊離 の 状態 で 存在す る 亜鉛 イ

オ ン （labile，　 chelatablc と も表現 さ れ る ） が 脳 膵臓な

ど の 器官に 多く存在す る こ とが，Tilnlll
’
s 法

s｝な どの 組織

染色に よ り 明 らか に さ れ て きた，また ，海馬 の CA3 領域

な どの 神経終末 に は，高濃度 の 亜 鉛イ オ ン を含む 小胞 が

あ る こ と，こ う した 亜 鉛 イオ ン が脱分極な どの 刺激 に よ

り細胞外へ 放出 さ れ る こ と も報告 さ れ た d，Jr）．さらに，培

養細 胞 を川 い た 実験 で 亜 鉛 イオ ン が グ ル タ ミ ン 酸受容体

の機能を コ ン トロ ール す る こ とや，て んかんや脳虚血な

ど の 脳神経系の疾患へ の 関与 も示唆 され，その 生理 的な

作用 が 徐 々 に 注 目を 集 め て い っ た．そ して ，こ れ ら の 研

究を 行 うた め に，亜 鉛イオ ン の 動態 をリア ル タイム に と

ら え た い と い う要求 と，1980 年代後半か ら の カ ル シ ウム

イ オ ン を 検 出す る 蛍 光 ブ ロ ーブ の 華 々 し い 成功 を受 け

て，亜鉛イ オ ン をターゲッ トに した蛍光プ ロ ー
ブの 開発

研究 は 始 ま っ た．

キノ リン 骨格を持 つ 蛍光プ ロ
ーブ

筆者が 知 る 限 りに お い て，最初 に報告された亜鉛蛍光
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図 1．キノ リ ン 骨 格 を持 つ 亜 鉛蛍 光プ ロ
ーブの 構造

プ ロ ー
ブは TSQ6 ）で あ ろ う （図 1）．　TSQ は，ス ル フ ォ ン

ア ミ ドが脱プ ロ トン 化 して，亜鉛イオ ン と 1 ：1 も し くは

1 ： 2 錯体 を形成す る こ とに よ り，励起波長 S67 　nm ，蛍

光波長 495 　nu ）の 蛍 光強度が 増大する．ま た，カ ル シ ウ

ム イ オ ン な ど，他 の 金属イオ ン で は蛍光強度 の 増大 は起

こ ら ず，亜 鉛 イ オ ン を 選択的に検出す る こ と可能で あ る．

TSQ はもともと組織中の遊離の 亜鉛 イ オ ン を 蛍光染色

す る ため に 用 い られて きた が，脂溶性 の 高い 構造で あ る

ため 水 に 溶 けに く く，ま た 細胞膜に集積し て し まう こ と

も報告され，牛細胞系に 川 い る こ とは 難 しか っ た ．そ こ

で 開発された の が，TSQ に カ ル ボ キ シ ル 基 を導入 し て 水

溶 性 を 高 め 生細胞 系 に 適用 で き る よ う に 改 良 し た

Zinquin，　 TFL −Zllで ある．　 Zalewski ら に よ り開発 され た

Zilコ（luinは，ア ポ トーシ ス 時に お け る細胞内亜鉛 イ オ ン

濃度 の 上昇な ど，生細胞 に お け る亜 鉛イオ ン の 動的挙動

を蛍光顕微鏡下 で 観察す る こ とに 成功し た η．

　しか し，こ うした キ ノ リン 骨格を べ 一
ス と した 蛍光プ

ロ ーブは 励起波長が 紫外光領域 に あ る た め に，励起光 に

よ る細胞障害や，細胞内に存在す る核酸，ピ リジ ン ヌ ク

レ オ シ ド （NADH ，　 NADPH ）な どの 内因性 の 蛍光物質

の影響を受け や す い と い う 問題点 もあ っ た．

蛍光プ ロ
ー

ブ開発 の 隆盛

　Zinquin を用 い た 生細胞 で の 亜 鉛 イオ ン イメージ ン グ

の成功 と，そ の 問題点を ふ ま え，新た な 蛍光プ ロ ーブの

開発研究が筆者 ら の グループな ど に よ り盛ん に 行 わ れ て

い っ た．亜鉛蛍 光プ ロ ーブをデザ イン す る に あた り，ま

ず参考に さ れ た の が カ ル シ ウム イオ ン 蛍光プ ロ
ーブで あ

る．ア ロ ーブの 基 本骨格は，カ ル シ ウ ム イ オ ン に選択的
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図 2．カ ル シ ウ ム イオ ン 蛍光プ ロ
ーブ の 例
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図 3．環状 ポ リ ア ミン 骨格 を用 い た亜 鉛蛍光 ブロ
ーブ．環状 ポ リ

ア ミン の N 原子 が 亜 鉛 に 配位 す る が，dansylaIllidocthy，lcyclenは
そ れ ら に 加 えて 脱プ ロ トン 化 した ス ル フ ォ ン ア ミ ドも配 位す る ．

に 配位す る キ レ ーター
と蛍光団が結合 した構造 で あ り，

キ レ ータ ーと して は BAPTA が 用 い られ て い た．図 2に 構

造 を 示 す よ うに，BAP 丁A 構造 の 中の
一

つ の ベ ン ゼ ン 環 を

蛍光団 に 組 み 込んだ Flu〔〕
−3，　 Fura −2などが開発 されてい

た．

　 同 様 の コ ン セ プ トに よ り，亜鉛 イオン を検出す る蛍光

プ ロ
ー

ブ を開発す る ために まず，亜鉛 イオン に 対するキ

レーターの 選択 が 行 わ れた．一
般 に ，窒素原子 に よ る 配

位 r一は，亜鉛 イオ ン や遷移金 属 イオ ン に 対 して コ ン プ

レ ッ ク ス を形成 しやす く，ナ 1・リウ ム イオ ン ，カル シ ウ

ム イ オ ン な ど の
“hard ”

な金属 イ オ ン とは コ ン プ レ ッ ク

ス を形成 しに くい ．その た め，ア ミン をべ 一ス に した キ

レ ーターを用 い れば．生体内 に 豊富 に 存在す る こ れらの

金属 イ オ ン に 対 して 選択性 を獲得 で き る と考 え，環状ボ

リ ア ミン を用 い た 蛍光 プ ロ ーブ として，筆者 らに よ る

ACF 類 8）や，　 dansylalnldoethylcyclcn　
9｝な どが開発 され

た （図 3）．

　ACF 類 は 極大励起波長が 490　nm 付近 と，キ ノ リン 骨

格を持 っ 蛍光プ ロ ーブ よ り長波長 で あ り，励起波長 に よ

る 問 題点 を ク リ ア して い た．しか し環状ポ リ ア ミン は 生

理的条件下 で プ ロ トネ ーシ ョ ン しやす く，プ ロ トン 化 に
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図 4．ピ リジ ン を配位 子 と して 用い た 亜鉛蛍光 ブ ロ ーブ．ビ リジ

ン 環上 の N 原子 とア ミ ン の N 原 r・が亜鉛 イオ ン に 配 位す る ．ZP

類 は フ ェ ノ ール 性水酸基 も配位 に 関 与する ．
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図 5，BAPTA の部分構造 を配位構造 と して 用 い た 襾鉛 蛍光プ ロ
ー

ブ．カ ル ボ ン 酸の 0 原 r−，ア ミン の N 原子が 亜鉛 イオ ン に配位 す

る．

よ る亜鉛 イオ ン との コ ン プ レ ッ ク ス 形成速度 の 遅 さなど

の 新たな問題点が浮上 した．

　 そ こ で 次 に 開発 さ れ た の が．生理的条件下 で プ ロ トン

化 しに くい，ピ リジ ン な どか ら成 る キ レ
ー

タ
ー

構造 を用

い た蛍光プ ロ
ー

ブ で ある．筆者 らの グ ル
ー

プ に よ っ て 開

発 された ZnAF 類 10）や，　 Ncwport 　Green 類 lll，　 ZP 類 12｝，

が こ の グル
ープ に 属す る （図 4），こ れらの プ ロ ー

ブは，

環状ポ リア ミン を用 い た蛍光 プロ
ーブの 問題点 をクリア

し て お り，細胞 内外 の 巾鉛イ オ ン の 動 的挙動 の 変化 を，

蛍光顕微鏡下 で 観察す る こ とを可能 とした
1：3）．さらに，

キ レ
ーター

構造 の
一

部を修飾す る こ と に よ っ て，亜鉛 イ

オ ン と の 結合 の 強 さ や，解離速度 を変化 さ せ た 化合物 も

報告され て い る
14・15）．

　 こ の 他 に も，本来 カ ル シ ウ ム イオ ン に 対 す る キ レ
ー

ターで あ る BAP
「
亅
’
A の 部分構造を用 い た蛍光ブ ロ

ーブ も

報告 され て い る
ll・1ti） 〔図 5）．こ れ らの プ ロ ー

ブはカル シ

ウム イオン な どに 対する選択性がやや悪 い が，カル ボン

酸 を多 く持 つ こ と に よ る 水溶性 の 上昇な どの 利点 もあ

る．

レ シ オ測定が可能な亜 鉛蛍光プ ロ
ーブ

　さて，図 1〜5に 構造を示 した化合物は，亜鉛 イオ ン が

配位す る こ とに よ っ て蛍光強度が変化する．こ うした強

度変化の み を測定す る 方法 は，プ ロ ーブの 局在や励起 光

強度などの 要因 の 影響 を受 けやす く，正確な濃度 を見積
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図 6．レ シ オ 測 定 が 可 能な 亜 鉛 蛍光 プ ロ
ー

ブ

も る こ とが 困 難 で あ る こ と も 多 い ．こ れ に 対 して， 1且麟

イオ ン な ど の 測定刈象 の 分
’f・が 結合また は 反応す る こ と

に よ っ て 励起 ス ペ ク トル ，も し くは 蛍 光 ス ベ ク トル の 形

が 変 化 し，特定 の 二 波 長 で の 蛍 光 強度 の 比 の 変化 に よ り

濃度測定 を 行 う，レ シ オ 測定 と い ろ 方法があ る．レ シ オ

測 定 が ・∫能な 蛍光プ ロ ーブ は，先 に 挙げた 要 因を強度 の

比 を測 定 す る こ と に よ っ て あ る程度 キ ャ ン セ ル で き る た

め，よ り止 確な測定 が 可能 とな る．カ ル シ ウ ム 蛍 光プ ロ
ー

ブ に お い て も，レ シ オ測定が可能な Fura−2が最 も頻繁 に

用 い られ お り，こ う した 経緯 か ら レ シ オ 測定 が 可能な亜

鉛 イ オ ン 蛍光プ ロ
ーブ の 開発が行 われた．筆者 らの グ

ル
ープ に よ る ZnAF −R217 ）を含 め た Fura−2の 構造を基 に

した ブ ロ ーブや ll：】t　 ZNPl 　I8）や Zinbo−51P｝な どが 開発 さ

れ て い る （図 6）．

そ の他の蛍光プ ロ
ーブ

　 さ て，こ れまで 紹介 した亜鉛蛍光プ ロ
ー

ブは合成小分

fか ら成 る 構造 を と る が，こ の 他 に もペ プチ ド鎖 の 亜鉛

イ オ ン に対 す る 認識 を利川 した 蛍光 プ ロ
ーブ も報告 さ れ

て い る 201．すなわ ち，Zn −Finger や carbonic 　anhydrase

の 亜 鉛 イオ ン 含有 タ ン パ ク質 の ，亜鉛 イオ ン 結合部位 の

適切 な 位置 に 蛍光団で ラベ ル 化 し，亜 鉛 イオ ン が 配位 し

た こ と に よ る構造変化 を，蛍光団の 蛍光変化 とい うア ウ

トプ ッ トに 変換 し て 測定 を行う．

　さ ら に最近，新 た な タ イプ と して ，長寿 命の 蛍 光を持

つ ラ ン タ ノ イ ド錯体を蛍 光団 として 用 い た蛍光プ ロ
ーブ

も報告 され た 21）．
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　以 上 ，TSQ よ り始 ま り現 在 まで に 開発 され て きた さ ま

ざま な 亜 鉛蛍光 プ ロ ーブ の 中 の い くつ か を抜粋 して 紹 介

した．こ れ ら の プ ロ ーブ の 多 くは，細胞外液 に加 え る と

細 胞 外 の 亜 鉛 イ オ ン 濃度変化 を，細胞膜透過 型 誘導体

（ZliiXF−2　DA な ど）を川 い る と，細胞内 の 亜 鉛 イオ ン 濃

度変化を検討 す る こ とが 可能 で あ る ．さ ら に ，プ ロ
ーブ

に よ っ て は 同 じ細胞 内で あ っ て も，細胞質， ミ トコ ン ド

リア，亜 鉛イ オ ン が 局在 して い る 小胞 と い っ た よ うに，

細胞内局在が 異 な る こ と も報告 され て い る．こ れ ら の プ

ロ ーブ を う ま く使 い 分け て い けば，亜 鉛イ オ ン の 詳細な

動態 を解析す る こ と も可能 で あ り，未だ 不明な点が 多 い

亜 鉛 イオ ン の 生理作用 に 関す る 研究を大 き く進展 させ る

で あ ろ う．

　本稿で 紹介 した 筆者 ら に よ る 亜 鉛 蛍光 ブ ロ
ーブ に 関す る 研 究

は，東 京 大学大 学 院薬 学 系研 究科 ・長 野哲 雄 教授 と，現 大阪 た

学大 学 院工 学系研 究 科 ・菊 地和 也教 授 の 御指 導 の 下 で 彳］って い

た 研 究 で あ り，先 牛 方 に は こ の場 を 借 りて 厚 く御 礼 申 し Lげ ま

す．

文 献

1）　da 　Silva，」．J．　R ．　F 　and 　s・Villiams，　R ．J，　P ；7
一
み‘
・
β跏’09ゼ‘

’
a・l

　　C1占酬 孟啣 Of1　Elfnne・nts ： Th．e　Inorgaηiic　C加 廨 ∫鱒 μ々 ・姥 2rt‘t

　　 ed ．；Oxlbrd 　tJniv．｝
｝
rcss ，（）xfbrd （2〔Xレb ．

2） Co 且cman ，J．E．：．4n・nu ．’檎   研06ん砌 ．，61，897 （L992）．
3） Timm ，　E ：Dtsch，　Z ．　Cesainte．　G爾 ぬ 1．，Wedり46，706 （ig58）．
4）　AssafL　S．　Y 　and 　Gh 吐mg ，　SJI ．；，NTat〜t’）”e，308，734 （1984），
5）　Howell ，　G ．　A ．　et　al．： Nature，308，736 （1984）．
6）　Frcdcrickson ，（】．　J．　 et α〜．： ，ノ，八

「
eu，r〔♪se

’i，ルfeth．〔♪ds，20，91

　　 （1987 ）．
7）　Zalcwski ，　R 　D ．　el　al．： B・i．oc・h．em ，ノ．，296，403 （1993 ），
8） Hirano ，　T 　et 　al．： ／lngeu 丿．　C／lefη，　lnt．　Ed ，，39，1052 （2000），
9）　Koikc ，工 et　al．：ノ．　Am ．　C加 ，η．50 ご尹．，118 ，12696 （1996 ）．
10） Hiruno，

「
ll　8‘認．：ノ．　Am，．　C加 7η．．S

’
oc．，122，10650 （2〔｝0｛｝）．

ll） Haugland ，　 R ．　 P ： Ha ．・nd ろooた Of　 Fh．t・ore，sctn〜t　 Pro傭 and

　　R8 照 励 PT・47賦 9‘加 4、　M ・］ecular 　Pr・bes，　lnc．　Eugene ，
　　 OR （20｛｝2）．
12）　、Valkup，G ．　K ．　L・t　a．1．：ノ．？1・nz．　Che・nz．．S

’
or〕．，122，5644 （20〔X））．

13） Hira… ，T6 副 ．：ノ．　Am ．　Che・nz．∫・ c．，124，6555 （20（）2）．
14） K ・matsu ，　K ・ttt　tl．t．：ノ、肋 ．　C／1．em ．　S・c．，127，10197 （20〔15）．
15）　Nola叫 E．　M ，et　al ．：ノ．　A

・nz．　Cheηm ．　Soc．，127，
16182 （20  t5）．

16）　Gee ，　K ．　R．　et　at．：ノ．　Am ．（］hem．∫oc．，124，776 （2（102＞．
17） Maru

ア
ama ，　s・et 　at ・：ノ・Am ・c；hem、∫・ ら 124，106：50 （2002）・

18） ChaIlg，　C ．A，　et　al．：Prθ6．　N 祕ど．・4‘α4．　Sci．し「SA，101，　l　l29

　　（2004）．
19）　Taki，　M ，　et　at．：ノ．∠4剛 、　Che7n．　Soc．，126，712 （2004＞．
20） shults，　M ．　D ．et　aL ∴／．　Am ．　chem ．∫θ c．，125 ，10591 （20 〔13）．
21）　Ilanaoka，　K ．　et　at．：．／．∠［〃ム C；hef〃．∫oσ．，126，12470 〔200・1＞．

生 物 L 学 　第84巻

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


