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論文審査の結果の要旨 

本博士論文は、細胞内の Mg2+濃度変化に応じて蛍光強度が変化する小分子蛍光プローブについて述べている。細胞

内・オルガネラ内の Mg2+濃度は、Mg2+チャネルやトランスポーターによっては厳密に制御されている。これらのチャネ

ルの機能不全による Mg2+恒常性の欠落は、様々な疾患を引き起こすことが知られている。そのため、細胞内やオルガネ

ラ内の Mg2+動態を長時間にわたり調べることは生物学的にも医学的にも極めて重要である。しかし、既存 Mg2+プローブ

には、特定のオルガネラに局在できないこと、プローブが細胞外に漏出するため長時間イメージングできないこと、

Mg2+選択性が低く Ca2+に強く配位してしまうこと、500 nm 以下の比較的短波長励起を必要とするため自家蛍光や光毒性

の影響があることの 4つの問題がある。そのため、これまで詳細な Mg2+動態を調べることができなかった。そこで、本

論文はこれらの課題を克服するための新たな Mg2+プローブの開発に取り組んでいる。本論文は、第 1章、第 2章、第 3

章、第 4章、結論および展望から構成されており、以下に本論文の成果を要約する。 

第 1章では、特定のオルガネラへの局在化と長時間イメージングが可能な Mg2+プローブの開発について述べている。

タグタンパク質である HaloTag に特異的に結合可能なリガンドを Mg2+プローブに連結させたプローブ“MGH”を開発す

ることで、細胞内において HaloTag を発現させた場所に Mg2+プローブを局在化させることが可能になった。さらに、

HaloTag との複合化によりプローブの細胞外漏出も抑制され、24時間以上の長時間にわたり Mg2+動態をイメージング可

能であった。この利点を活かし、観察に長時間を要するアポトーシス時の Mg2+動態のイメージングを行った。その結果、

細胞がアポトーシスを起こし、細胞縮小した後に細胞内の Mg2+濃度が増大し、これは細胞内に多量に存在する Mg-ATP

から Mg2+が解離したためであることを初めて明らかにした。 

第 2章では、Mg2+選択的な蛍光プローブの開発について述べている。既存の Mg2+プローブには APTRA という配位子が

広く用いられている。APTRA は細胞内の遊離の Mg2+濃度変化を検出するのに適した親和性を有しているが、Ca2+により

強く配位するため、Ca2+濃度上昇が起きる生命現象や Ca2+が豊富に存在するオルガネラでの Mg2+動態を可視化すること

ができなかった。そこで新たな Mg2+選択的な配位子を設計するために、Mg2+と Ca2+の錯体構造の違いに着目し、適切な

位置に配位原子を固定した小さく rigid な配位子を設計することで Mg2+選択的なプローブ“MGQ-2”の開発に成功して

いる。本プローブは、Mg2+との錯形成で蛍光強度が大きく変化し、細胞内において Ca2+濃度変化に応答せずに Mg2+濃度

変化を検出可能であった。 

第 3 章では、特定のオルガネラへの局在化能、長時間イメージング能、高い Mg2+選択性の 3 つの特性を兼ね備えた

Mg2+プローブの開発について述べている。第 1章で確立した HaloTag を用いた局在化・長時間イメージング技術と第 2

章で開発した Mg2+選択性プローブを融合させることで、特定のオルガネラでの Mg2+動態を選択的に長時間イメージング

可能な Mg2+プローブ“MGQ-2-Halo”を開発した。これにより、これまで高濃度の Ca2+の存在のために可視化できなかっ
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たオルガネラにおける Mg2+動態を詳細に解析することが可能になった。 

第 4章では、第 2章で開発した Mg2+選択性配位子に赤色蛍光を有するロドール骨格の色素を組み込んだ赤色消光型の

Mg2+選択性プローブの開発について述べている。Mg2+選択的な赤色蛍光プローブ“MGQR”を開発し、開発した消光型赤

色プローブと発蛍光型緑色 Mg2+プローブを併用することで、可視光励起での Mg2+のレシオイメージングに応用してい

る。本検出系は、UV 励起が必要な既存のレシオ型プローブよりも低い光毒性で高感度に Mg2+濃度変化を検出でき、細

胞内における濃度変動の小さい Mg2+の検出に非常に有用であることを示した。 

以上のように、本論文は従来の Mg2+プローブの課題を克服し、特定のオルガネラへの局在化、長時間イメージング、

選択的な Mg2+の検出、赤色領域の長波長蛍光検出が可能なプローブの開発に成功している。これにより、これまで優れ

た蛍光プローブの不足のため調べることができなかった細胞内やオルガネラ内の Mg2+動態を詳細に解析することが可

能となり、Mg2+プローブの開発研究を大きく躍進させるたといえる。 

よって本論文は博士論文として価値あるものと認める。 


