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340 nm以下の Caged解除光
Fluoresceinの場合、490 nm付近の Caged観察用励起光

細胞内目的部位に ATP を局部添加したい

I はじめに

　Caged 化合物は生理活性物質や蛍光物質などの、その本来

の性質をブロックした化合物であり、近紫外光照射により、瞬

時に元の活性な物質に転換することができる化合物の総称で

ある。ある物質の生体における作用機序を調べるには、その物

質を系中で測定することも必要であるが、同時に、系中にその

物質を入れて追従する変化を観察することも重要である。とこ

ろが、生体反応の多くは速度が速く、また複雑に関連した反応

カスケードであることが多いため、外からその物質を加えた場

合、系中を拡散する過程が律速となってその後の反応が明確に

捉えられなくなってしまう恐れがある。そのため、いかに素早

く目的物質を添加するかについて様々な方法が開発されてき

たが、必ずしも満足できるものではなかった。そこで光をトリ

ガーに用いる手法が報告されてきている。

　光は考えられる限り最も速い媒体であり、また細く絞り込

むこともできる。そこで、もし光で物質を制御できれば、そ

れは時間分解能、空間分解能共に優れた手法であるといえる。

Caged 化合物はそのために開発された試薬で、多くの研究

分野に新しい手法を展開できるものと期待される。これまで

Caged 化合物は、その使用法や装置についての情報が少なく、

一部の研究者だけが使える特殊な方法という印象があった。し

かし Caged 化合物を用いた研究は特殊なものではなく、装置

さえあればだれでも再現良く使用できる手法である。

II Caged ATP の特性

　Caged ATP(Code: CC01) は ATP のγ位リン酸をニトロベ

ンジル型化合物で保護した化合物で、ATP 活性を持たない。

このニトロベンジル基は 310 ～ 360 nm の近紫外光で瞬時に

解除でき、ATP を系内に素早く放出できる。アクトミオシン

ATPase をはじめ各種 ATPase は反応が速いため、外から ATP
を加えた場合には ATP 分子の系内への拡散が律速となってし

まい、解析が困難になる場合が多い。これに対し Caged ATP
は活性がないため、系中にあらかじめ均一に投与しておくこと

ができる。この状態で光照射すれば、瞬時にかつ同時に ATP
が出現することになり、拡散を除外できるため ATPase の作用

メカニズムの研究に大きな力を発揮する。また、時間分解Ｘ線

回折法などを用いた分野の研究にも使用できると予想される。

　光分解速度は、22℃で約 100 s-1
である。表 1 に各種 Caged 

ATP の ATP 放出速度及び量子収率を示す。

III 試薬の細胞内への導入

　Caged ATP は水溶性が高く、細胞膜透過性が低い。骨格筋

では、グリセロール、サポニンなどで処理したスキンドファイ

バーを用いることにより、インキュベートで筋繊維内に均一に

分布させることができる。その他、パッチピペットの内液に入

れたり、マイクロインジェクション、浸透ショック法などが用

いられる。

IV 顕微鏡の構造とアクティベート法(照射光の種類)
　Caged ATP は通常生細胞において用いられ、顕微鏡観察下

アクティベートされる。そのためには特異的部位に解除光を照

射しなければならない。以前は通常の蛍光顕微鏡を用い、レン

ズ系や光ファイバーなどを自作し実験に用いていたが、最近に

なって、顕微鏡各社から Caged 化合物実験用のオプションが

市販されている。これらの装置の概略を図 1 に示す。

　通常の蛍光顕微鏡における蛍光観察用励起光の側面からダ

イクロイックミラーを通して解除光を導入し、対物レンズを通

して目的箇所へ照射する。(340 nm の解除光を光学系に通すた

め、紫外光の透過率の良いレンズを用いてある。)
　市販されているものはほとんど落射型の蛍光顕微鏡を改良し

たもので (A) の様に通常の蛍光観察用励起光の光路にダイクロ

イックミラーを通して、横から解除光を照射する形式をとって

いる。この方法では、解除光の絞り込みも対物レンズを併用し

て利用できるため、目的の照射部位を限定しやすい利点がある。

　その他、(B) の様に外部から、光ファイバー、レンズを用い

て解除光を照射する方法は、自作し易くダイクロイックミラー

によるエネルギーの減衰の心配も無いが、照射部位を限定しに

くく、また光ファイバーを用いた場合は、かなりのエネルギー

の減衰がある。

　落射蛍光装置を用いる場合、底面から解除光を照射するた

め、ディッシュの底面も紫外光透過の良いものを用いる必要が

ある。そのため図 2 の様なディッシュが用いられる。

表 1 ATP の放出速度定数 k 及び量子収率 Qp(20℃ )

k s-1

pH7 pH8 pH10 Qp
Caged ATP 84 9 1.5 0.63
Caged ATP dimethoxy 18 1.3 0.14 0.07

図 1 落射蛍光装置への解除光の導入
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カバーガラス 培養皿

穴

シリコン壁

　Caged 化合物のアクティベートには紫外光の照射が必

要となるが、Caged nucleotide、Caged calcium、Caged 
neurotransmitter については、短時間でアクティベートする必

要があるため、エネルギーの高い光源を用いる必要がある。通

常用いられている光源を以下に示す。

(1) キセノンフラッシュランプ

　得られるエネルギーが高く、300 ～ 400 nm を通すバンドパ

スフィルターを用い、1 msec 照射で 10 mm2
に集光して、100

～ 200 mJ のエネルギーが得られる。これは 2 mmol/l Caged 
ATP から 1 mmol/l ATP を放出させるのに相当するエネルギー

である。キセノンフラッシュランプは安価で、既存の装置にも

組み込みやすい。

(2) 水銀アークランプ

　366 nm に最も強い輝線を持ち、シャッターおよびバンドパ

スフィルターを用いて数百 msec の照射で Caged 基解除に十

分なエネルギーを与えることができるが、非常に速い過程の解

析には向かない。

(3) レーザー

　第二高調波ルビーレーザーが一般的である。波長は 347 nm
で300 mJまでのエネルギーを得ることができる。Nd-YAGレー

ザー (355 nm) も使用できる。色素レーザーは得られるエネル

ギーが 100 mJ までとルビーレーザーに比べて弱いが、波長が

320 nm と短く、347 nm 域のモル吸光係数に比べ Caged 基の

吸収が 2 倍あるため、集光をすれば使用できる。

V 使用方法

(1) 使用組織

 Rabbit psoas muscle fiber

(2) 試薬及びバッファー

・Caged ATP ※ 1 (Code: CC01)
・シリコンオイル

・Skinning solution
ATP  2.5 mmol/l
塩化マグネシウム 2.5 mmol/l
GEDTA(EGTA) (Code: G002)  5 mmol/l
Imidazole  10 mmol/l
プロピオン酸カリウム 170 mmol/l
Phenylmethylsulfonyl fluoride  0.1 mmol/l
KOH または塩酸で pH7.1 にする

・Storage solution
ATP  2.5 mmol/l
塩化マグネシウム 2.5 mmol/l
GEDTA(EGTA) 5 mmol/l
Imidazole  10 mmol/l
プロピオン酸カリウム 170 mmol/l
アジ化ナトリウム 5 mmol/l
グリセロール 50 %

　KOH または塩酸で pH7.0 にする

・Relaxing solution
Mg ATP 5.0 mmol/l
塩化マグネシウム 7.4 mmol/l
GEDTA(EGTA)  30 mmol/l
K ＋

＋ Na ＋  141 mmol/l
TES(Code.GB18)  100 mmol/l
Creatine phosphate  11 mmol/l
グルタチオン還元型 10 mmol/l

・Rigoring solution
塩化マグネシウム 3.2 mmol/l
GEDTA(EGTA) 53 mmol/l
K ＋

＋ Na ＋  140 mmol/l
TES  100 mmol/l
グルタチオン還元型 10 mmol/l

※ Caged ATP は水溶性であり、バッファーにそのまま溶解して用い

る事ができる。貯蔵には冷凍遮光保存が必要である。そのように保

存したものであっても、1 年以上経ったものは使用しない方が良い。

(3) 方法

スキンドファイバーの製作法
※ 2

1) ウサギの psoas muscle fiber の束を 5 ～ 10℃においてシリ

コンオイル中で取り出す。

2) 筋繊維の束を Skinning solution に浸け、0℃で 2 時間緩やか

に攪拌する。

3) さらに新しい Skinning solution と置換し、密封ビンに入れ

4℃で 24 時間攪拌する。

4) ファイバーを取りだし、Storage solution に浸し、ゆっくり

-22℃まで冷却し、3 カ月間保存する。

※ 数種類の方法があるが、どの方法も同じ様な結果をあたえる。サポ

ニンあるいはジキトニン等も膜透過性細胞の調製に用いられるが、

各々インキュベーション時間の違いにより、形質膜に形成される孔

のサイズも変わってくるため、使用細胞に適した方法を用いる。

負荷法

( 導入用バッファーの作製をはじめ導入操作は Caged 化合物に

光を当てないように暗室、またはイエローランプ中で行う。)
1) 顕微鏡下、Relaxing solution 中に筋繊維を浸し、繊維を弛緩

させる。

2) 筋繊維に両端に微小クリップをつけ、その張力をモニターする。

 又は繊維を予め蛍光標識しておいて、その動きを観察でき

るようにする。

3) バッファーを Relaxing solution から Rigoring solution に置

換し繊維を緊張させる。

4) 繊維の緊張が安定したら、10 mmol/l Caged ATP、過剰の

Mg を含んだ Rigoring solution に置換して 2 分間、繊維中

に Caged ATP を拡散させる。

5) 目的の場所に解除光を照射し、張力をモニターする。

(4) Caged ATP 使用時の注意事項

1) カルシウム濃度等を蛍光測定したい場合は、同時に Fluo 3
等を導入しておく。この際、観察用励起光が Caged ATP を

解除してしまわないよう注意する。450 nm 以上で励起でき

るカルシウムプローブが望ましい。

2) Caged ATP は Caged 化合物の中でも歴史が古く多くの報告

がある。しかしながら、使用細胞、使用機器にあったプロ

トコールを確立するまで試薬の濃度、インキュベーション

時間あるいは解除光照射の時間等、検討する必要がある。

一度プロトコールを確立してしまうとその後は、再現性良

く実験できる。

図 2 倒立型蛍光顕微鏡に用いる培養皿の例
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