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Abstract
To detect the subcellular localization of labile zinc ions, we applied Bpy�NH２, a novel zinc 

responsive fluorescent probe that contains a unique pyridine-pyridone structure.　Because of a 
compact size and physicochemical characteristics of Bpy�NH２, it passes through a cellular membrane 
and reach to any intracellular compartments where labile zinc ions are concentrated.　In HeLa 
cells, Bpy�NH２ localized to the late endosomes and lysosomes as Fluo�Zin３ AM, a known fluores- 
cent zinc probe, did.　In the presence of pyrithione, a zinc ionophore, the fluorescent signal of Fluo�
Zin３ AM still retained in the late endosomes and lysosomes, suggesting that this probe only can detect 
zinc ions localized to the acidic compartments.　Intriguingly, in the presence of pyrithione, Bpy�
NH２ detected the distribution of labile zinc ions to both the cytoplasm and nucleus.　We propose 
that Bpy�NH２ may have an unbiased subcellular localization property and thus, it can detect bona 
fide intracellular localization of zinc ions.
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要　約
Fluo�Zin３ AM を代表とする従来の亜鉛蛍光プローブは、プローブ自身が持つ細胞内局在特性により、

特定の細胞内コンパートメントの亜鉛を検出することができた。しかしながら、異なるコンパートメン

ト間の亜鉛濃度やその動態の解析には適していない。

細胞内の遊離亜鉛の局在・動態を正確に検出する目的で新規の亜鉛イオン応答性ピリジン―ピリドン

型蛍光プローブ“Bpy�NH２”を用いた。親油性分子である Bpy�NH２ は他の亜鉛蛍光プローブと比較し

て低分子量であり、容易に細胞膜を透過して細胞内遊離亜鉛を検出できる。HeLa 細胞を用いた解析に

より、Bpy�NH２ は Fluo�Zin３ AM と同様に後期エンドソーム・リソソーム顆粒内の遊離亜鉛を検出で

きることが明らかとなった。亜鉛イオノフォアであるピリチオン存在下では培地中の亜鉛が細胞内に流



はじめに�

　蛍光性を示す化合物は、天然界に多く存在し

ている。下村脩博士のノーベル賞受賞で有名に

なった オ ワ ン ク ラ ゲ の Green Fluorescent 

Protein（GFP）だけではない。例えば、ホタ

ルなどの昆虫やホタルイカなどの魚介類の蛍光

を発するメカニズムも明らかになっている。ま

た多くのキノコも蛍光性の物質を作っており、

光を吸収した後、美しい蛍光を発する。これら

の発光に関わる分子は、オワンクラゲがタンパ

ク質である GFP を用いているのとは違い、多

くが低分子量の有機化合物である。一方、有機

化学者は１９世紀から蛍光性の有機化合物を人工

的に作ることに成功していた。以来、蛍光化合

物は多くの分野で使用されてきた。特に化学、

生物学、材料科学の世界である。具体的には、

染料、塗料、色素、顔料などの工業材料、診断

用試薬、研究用の試薬等である。

　GFP および改良され緑色以外の色を示す蛍光

タンパク質は、今日では生命科学研究に欠かせ

ない道具である。これら蛍光タンパク質の最大

の利点は、ある特定タンパク質の末端に蛍光タ

ンパク質を同時に発現させ、その位置情報や生

理学的な条件変化における特定タンパク質の役

割等を推測できる点にある１）。しかし、蛍光タ

ンパク質自体が大きな分子量を持つことから、

標識されたタンパク質本来の状態を示している

のか、という疑問もある。この問題を回避する

ために、低分子量の蛍光性有機分子の利用も、

生物学研究の有効な手段となっている。つまり、

生体成分、細胞、さらには動物個体の可視化を

目的とする蛍光プローブである。

　低分子量の蛍光プローブは、利用方法の多様

さ、簡便さ、検出感度の高さ、および蛍光によ

る発光色の多さなどの利点を持つ。蛍光発色に

より、状態の変化、物質、細胞の器官さらには

病変などを可視化できる。具体的な検出対象は、

タンパク質、金属イオン、pH、酵素活性、一酸化

窒素、活性酸素、膜電位等が報告されている２）�９）。

　蛍光プローブは、標的分子と特異的に相互作

用して蛍光強度や蛍光波長の変化を起こすこと

で、目的とする検出対象を測定することになる。

つまり蛍光プローブは、認識部位と蛍光団母核

の２つの部位から成り立っている１０），１１）（図１）。

現在までに多くの蛍光発色色素が開発されてい

る。しかし、そのうち生物学実験に利用されて

いるものは、フルオレセイン、ローダミン、ク

マリン、シアニン、ピレン等の基本骨格をもつ

化合物に限られている。これらを母核とした蛍

光プローブも、発色団と認識部位をもつ化合物

である。

　筆者らは、新規蛍光団母核としてピリジン―

ピリドン骨格を開発した。さらにこれを母核と

してもつ亜鉛プローブの開発に成功した１２），１３）

（図２）。この新規亜鉛プローブは、他の亜鉛応

答性蛍光プローブ類と大きく異なり、亜鉛認識

部を蛍光発色団であるピリジン�ピリドン骨格

に一体化して組み込んでいる。したがって、従

来の亜鉛プローブに比べ、より低分子量のプロー

ブ開発に成功した。この新規プローブ分子は、

低分子であることから、細胞透過性が高いこと

が期待でき、他の亜鉛応答性プローブとは、異

なる性質が期待できる。

　低分子量のプローブが、もし細胞の中で均一

の濃度で存在していれば、標的とする分子（例

えば、亜鉛イオン）の存在濃度に比例し、蛍光
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入してくるが、Fluo�Zin３ AM は自身が持つ酸性コンパートメントへ集積する性質のため、流入してき

た細胞質亜鉛を検出することができなかった。一方、Bpy�NH２ はピリチオン存在下で細胞質および核

内の亜鉛を検出できることが明らかとなった。Bpy�NH２ を用いることで細胞内の真の亜鉛動態を解析

することが可能になることが期待される。

キーワード
遊離亜鉛、ピリジン�ピリドン誘導体、細胞内局在、亜鉛応答性蛍光プローブ



を発するはずである。しかし、有機分子は、そ

の極性や pKa などの物性により、細胞中で偏っ

て存在する。したがって、蛍光プローブが細胞

のどの部分に存在しやすいのか、あらかじめ明

らかにすることは、重要なことである。なぜな

ら、他の蛍光プローブとの違いを明白にし、実

験目的別のプローブ使い分けにも必要な情報だ

からだ。

　この論文では、ピリジン�ピリドン骨格をも

つ亜鉛応答性蛍光プローブ分子 Bpy�NH２（図３）

の細胞内局在特性を明らかにしたので報告す

る。 

はじめに�

　微量必須金属である亜鉛（Zn２＋）は、転写因

子をはじめとする多数の亜鉛結合タンパク質の

高次構造形成・機能発現において重要である１４）。

細胞内の亜鉛濃度は、細胞外からの亜鉛取込み

に働く輸送体 ZIP ファミリータンパク質と、排

出に働く輸送体 ZnT ファミリータンパク質に

より調節されている１５）。細胞内に流入した亜鉛

はカルシウム（Ca２＋）同様にセカンドメッセン

ジャーとして機能していることも明らかとなっ

ている１６）。細胞内において大部分の亜鉛は亜鉛

結合タンパク質に結合した状態で存在し、遊離

亜鉛の濃度は極めて低い（数 nM ?）と考えら

れている。しかしながら、報告されている細胞
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図１．従来型亜鉛応答性蛍光プローブの構造
蛍光発色部位と亜鉛認識部位が別々に存在するため分子構造が比較的大きい。

図２．新規亜鉛応答性蛍光プローブの構造
　ピリジン�ピリドン型亜鉛応答性蛍光プローブは、光発色部位と
亜鉛認識部位が一体化しているため、より低分子化された。



内の遊離亜鉛濃度はその測定方法により大きく

異なるため（数１０  M�１ pM）、その実態は明ら

かとなっていない１７）。さらに、各細胞内小器官

における遊離亜鉛濃度についても十分な解析が

なされていない。

　細胞内亜鉛濃度の測定は亜鉛応答性蛍光プ

ローブ分子を用いた解析が主たる方法となって

いる１８），１９）。これまで開発された亜鉛応答性プロー

ブ分子の一つである Fluo�Zin３ AM は細胞内の

酸性コンパートメントに集積することから、エ

ンドソーム・リソソーム内腔や神経細胞におけ

る分泌顆粒内腔の亜鉛検出に良く用いられてい

る。しかしながら、細胞質や他の細胞内小器官

（オルガネラ）の遊離亜鉛を検出する有用な亜

鉛応答性蛍光プローブ分子の報告は少ない。そ

こで我々は新規に開発したピリジン�ピリドン

骨格をもつ亜鉛応答性蛍光プローブ分子 Bpy�

NH２ がどの細胞内小器官に局在する亜鉛を検出

可能かについて、HeLa 細胞を用いて解析を試

みた。

材料と方法

亜鉛応答性蛍光プローブ

　４-（methylsulfanyl）-５-phenyl-２,２’-bipyridin-

６-amine（Bpy�NH２）は、参考文献に従い合成

した１２），１３）。Fluo�Zin３ AM は、ライフテクノロ

ジーから購入した。

細胞培養

　HeLa 細胞は独立行政法人医薬基盤研究所細

胞バンクより購入した。DMEM（Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium）培地はライフテクノ

ロジーから購入した。

蛍光顕微鏡観察

　ガラスカバースリップ上に一晩培養後した 

HeLa 細胞を各種薬物で処理後、４
　

 ％ parafor- 

maldehyde で３０分固定後、０.０５％ saponin を含

む１％ BSA/Tris�HCl buffer（pH ７.０）溶液で

５分間可溶化を行い、抗ヒト Lamp１ 抗体（マ

ウスモノクローナル抗体、国立がんセンター、

古田耕博士より分与）および Cy３ 標識抗マウス

抗体（ヤギ抗体、Mollecular Probe 社より購入）

を用いて免疫染色を行った。蛍光顕微鏡観察は

オリンパス社 Fluoview  FV１０i を用いて行った。

実 験 結 果

Bpy�NH２ を用いた HeLa 細胞内遊離亜鉛の

検出

　HeLa 細胞を DMSO（Control）、Bpy�NH２

（１００  M）、Bpy�NH２（１００  M）＋ Pyrithione

（１００  M）を含む培地でそれぞれ３０分培養、細

胞を固定後、共焦点レーザー顕微鏡による観察

を行った。Bpy�NH２ 単独で細胞内の遊離亜鉛

が検出されたが、亜鉛イオノフォアである 

Pyrithione を共存させるとその蛍光シグナルは
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図３．４-（methylsulfanyl）-５-phenyl-２,２’-bipyridin-６-amine（Bpy�NH２）の構造、Zn２＋ へ
の結合定数（Kd）と Zn２＋ 存在下／非存在下における量子収率比 （φZn（Ⅱ）／φfree）

　（Bpy�NH２）の構造式と亜鉛イオンに対する応答性指標を示した。



増強した（図４）。このことは Pyrithione 共存

により培地中の遊離亜鉛が細胞内へと流入した

ことを示唆している。

　さらに Bpy�NH２ の細胞内局在を詳細に観察

すると、Bpy�NH２ 単独では細胞内の顆粒状コ

ンパートメントに局在していることが明らかと

なった（図５�）。抗ヒト Lamp１ 抗体による免

疫染色の結果、このコンパートメントの少なく

とも一部は後期エンドソーム・リソソームであ

ることが明らかとなった。しかしながら、

Pyrithione 共存では細胞質に加えて、核内に蛍

光シグナルの集積が認められた（図５�）。

　次に Bpy�NH２と Fluo�Zin３ AM により検出

される亜鉛の局在を同時に比較するため、HeLa 

細胞を Bpy�NH２ （１００  M）＋Pyrithione （１００ 

 M）＋Fluo�Zin３ AM （１００  M）を含む培地で

３０分培養、細胞を固定後、抗ヒト Lamp１ 抗体

による免疫染色、共焦点レーザー顕微鏡による

観察を行った（図６）。その結果、Bpy�NH２ で

は細胞質および核内の遊離亜鉛が検出されたの

に対して、Fluo�Zin３ AM では後期エンドソー

ム・リソソーム内の遊離亜鉛が検出された。

考　　　察

　 Bpy�NH２ はその分子量や化学的特性から細

胞膜を速やかに透過し、細胞内の遊離亜鉛濃度

に依存した局在を示すと考えられる。定常状態

の細胞内において Bpy�NH２ が Fluo�Zin３ AM 同

様、後期エンドソーム・リソソーム内に検出さ

れたことから、遊離亜鉛は後期エンドソーム・

リソソーム内に多いことが示唆された。一方、

Bpy�NH２ による染色は、Lamp１ ポジティブの

顆粒以外にも認められた。この事は後期エンド

ソーム・リソソーム以外の細胞内コンパートメ

ントにも亜鉛が存在する事を示唆している。顆

粒の形態から初期エンドソームの可能性が考え

られる。今後詳細な解析を行う予定である。興

味深いことに Pyrithione 存在下では、Fluo�Zin３ 

AM の局在に大きな変化は認められなかった。

このことから、Fluo�Zin３ AM は後期エンドソー

ム・リソソーム内に集積する遊離亜鉛の検出に

は有用であるものの、細胞質や他の細胞内小器

官の遊離亜鉛の検出には適さないことが明らか

となった。一方、Pyrithione 存在下で Bpy�NH２ 

が細胞質および核内に検出されたことは、培地
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図４．Bpy�NH２ は細胞内遊離亜鉛と結合して蛍光
を発する。

　HeLa 細胞を DMSO（Control）、Bpy�NH２（１００ 
 M）、Bpy�NH２（１００  M）＋Pyrithione（１００  M） 
を含む培地で３０分培養、細胞を固定後、共焦点レー
ザー顕微鏡による観察を行った。Bpy�NH２ 単独で
細胞内の遊離亜鉛が検出されたが、Pyrithione を共
存させるとその蛍光シグナルは増強した。　Bars＝
２０  m
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図５．Bpy�NH２ の細胞内局在
�　HeLa 細胞を Bpy�NH２（１００  M）を含む培地で３０分培養、細胞を固定後、抗ヒト Lamp１ 抗体による免疫

染色、共焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。Bpy�NH２ により、後期エンドソーム・リソソーム内の
遊離亜鉛が検出された。

�　HeLa 細胞を Bpy�NH２（１００  M）＋Pyrithione（１００  M）を含む培地で３０分培養後、�と同様の免疫染色
観察を行った。Pyrithione 存在下では、細胞質および核内の遊離亜鉛が検出された。　Bars＝１０  m

図６．Bpy�NH２と Fluo�Zin３ AM の細胞内局在
　HeLa 細胞を Bpy�NH２（１００  M）＋Pyrithione

（１００  M）＋Fluo�Zin３ AM（１００  M）を含む培地
で３０分培養、細胞を固定後、抗ヒト Lamp１ 抗体に
よる免疫染色、共焦点レーザー顕微鏡による観察を
行った。Bpy�NH２ により細胞質および核内の遊離
亜鉛が検出された。Fluo�Zin３ AM により後期エン
ドソーム・リソソーム内の遊離亜鉛が検出された。
Bar＝１０  m



中の遊離亜鉛あるいは Bpy�NH２・Pyrithione 

に結合した亜鉛が細胞膜を何らかの形で通過し

て、後期エンドソーム・リソソーム内より高い

濃度で細胞質および核内に集積していることを

示している。このような亜鉛の核内への集積は、

細胞が何らかの刺激により、細胞外あるいは細

胞内小器官から ZIP トランスポーターを介して

細胞質へと流入した亜鉛がセカンドメッセン

ジャーとして核内で機能することを示唆する現

象かもしれない。これまで核内での遊離亜鉛の

詳細な役割は報告されていないが、ゴルジ体か

ら細胞質への亜鉛輸送に関与する ZIP１３ノック

アウトマウス由来の細胞では、コントロール細

胞と比較して核内の亜鉛濃度が低下しているこ

とが報告されている２０）。Bpy�NH２ を用いた遊離

亜鉛の検出・解析を行うことで、どのような生

理的条件下で亜鉛の細胞質への流入が起こるの

かを今後明らかにすることが可能である。さら

に核内に集積した遊離亜鉛がどのような機能を

果たしているかを明らかにすることで、亜鉛の

新たな生理的機能が解明されることが期待され

る。

　一方、Bpy�NH２ を用いた細胞内遊離亜鉛の

検出原理についてはいくつかの不明な点が残る。

細胞内では多くの亜鉛は亜鉛結合性タンパク質

に結合した形で存在していると考えられる。Bpy

�NH２ は亜鉛結合時に蛍光強度の増大が認めら

れるが、検出された細胞内コンパートメント内

の遊離亜鉛と結合したのか、あるいは亜鉛結合

タンパク質から解離した亜鉛に結合したのかに

ついては明らかではない。また、Pyrithione 存

在下で、培地中亜鉛がどのようにして細胞内へ

移動するのか、さらに Pyrithione の有無が、Bpy

�NH２ と亜鉛の結合にどのような影響（競合阻

害？）を及ぼすかについても不明である。今後、

これらの検出原理を明らかにした上で、Bpy�

NH２ を用いた細胞内亜鉛動態の詳細な解析に取

り組む予定である。 
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