HRARAILH S pH

PerOX|somesoo >ecretory O T\N
granule

5.5 :
Mitochondria Recyclmg Early
TN\ endosome endosome
‘ . : 6.5
_ Trans-golgi \/
N\ network O

l

Late
. endosome
- o . . Lysosome
Endoplasmic
, 47
reticulum 7.2

Cytosol
72

Trans

Golgi _
network |Medial

Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2010, 11, 50-61.

FNHRTODpHEE LEERE L DEARPBEINATVLS
Ex. UV Y —LRNpHEZ &V VY — LIE

J. Biol. Chem., 2006, 281, 7294-7301.



LS ABpHENXT O—D

OFF/ONXY
AE 1 i e s
ALHEZSA HHBEDOKZTIH
T |pHEH Tk < 8T 3
Cell FNHFFA : HBED SpHOEE ZEH
LA
pHZO—7 k%
£ I — _
@’”’” 7A = (gmgmEokx s
o — e e I
Cel A L RAEDHUNBETSH

Lo FED SpHEEZE D AIHE



¥FpHZ O—2 DA%

SiRpH  coo

XY 7T 10
SihnClc

—

RUNKE =D
iR R

Absorption spectra [} L —¥—§E

—pH3.0

—pH4.0
pH5.0

pH6.0
pH7.0
——pHT7.4

pH3.0 0.9
pH 10.0  0.21

—pH8.0
—pH9.0

o =~ N W o 00 O
T T T T T

A5 6 7 8 9 10 M
pH

FIRENMERERIEL. EXEFINEN LR U

Ratio(Em643, Ex561/Ex633)

—pH11.0




PK. DRIRXBDCRpHI’ O—I DRAF

~~

1.2

1
0.8 F
0.6 |
04t

0.2 ¢

ERZFOUTI/EOEBREICKY,
pK, |3 REE AT gE

058
R = \Q\/ - /@\/ Me
* %

SO; 038
CRpH1 (pK, = 6.3) CRpH2 (pK, = 5.5) CRpH3 (pK, = 6.7)

pK,=6.3, 5.5, 6.7 ® CRpHTO—JZHFE Uz

Normalized Ratio (Ex561/Ex633




12

Y'Y —LARpHDAITE

CRpH2-Dex

(pKa - 5_5) O._N-Dextran

Lysosome @

Cytosol
,Gndocytosis

H

Tmem192

-EGFP

Scale bar: 10 ym

VY —AIC

—~

—JZEESED T EITHRINUTE



13

Y'Y —LARApHDHAITE

Zabkan CRpH2-Dex loaded EHRRIC 31 B pH
EF-Tmem192 cells L o FE S 4.4_

-

Scale bar: 10 um E

l Fix with PFA =

l Exchange with pH buffer

o
-

Fluorescence imaging

o
81.4 30 ¢
& 1.2] 2 s |
‘: ' §20
. 18
i og I 2ul
Q s

o 06 : Z 5t
= <
w 04L | | | X0
202 II 1 1 lI 1 1

8 "4 45 5 55 6 65 7 75

4.4 pH6.1

VY — AR¥EEpH(E5.1+£0.1 &80 SN0




16

R TOHEAA—2D

2-COOH CRpH4 Halo
H

Cytosol

GFP-Halo-NLS
Nucleus

* ¥

il Scale bar: 10 um

HaloTag”® > )\ OBEHFEIR U TL\DEAD

BIE(CRIIUTE



S A RUPR MUY I XDpHEITE

2-COOH CRpH4 Halo
H

¢
pH
Mitochondria Cytosol 5'75
RERIRE lﬁ‘ =
/ ——
<R R- ﬁ
Su9-Halo 7.5 Scale bar: 10 ym

N MUY O XANEEpHIE7. 5Bl EEEH NI




18

= b2 RYU7IRREIEZDpHAITE

2-COOH CRpH4 Halo
H

Mitochondria
FRFEIRE —

EOUNIFS

N —

k 6.0 PH
Cytosol -
hOPA1 [
-Halo '

AR AR

R

15 pH($7.24+0.1 & B

Scale bar: 10 ym



B ERIC LB P> RUPpHEE

CCCP : Carbonyl cyanide 3 min 15 min
m-cholorophenyl hydrazone : ® e g

1 uM HaloTagZ7’' R —7

HIET
2 Yy IR ”E p ”é
7.6i -,_Gi
pH ZiLEL  pH
R ST =) “'E
Scale bar: 10 ym 7_9% gt A 7_9% .
700 b2 ABEDIRI D ERR TN




21

UYVY —LimixillaTDpHRIE

H
5.0pE
6.9i
[ ~30r O Control Scale bar:
n
o - 10 um
£ 40 B +PepA/E64d
Cytosol S 30 f (Bt 707 7 —CEEH)
>
_EGEP 2,1 (NPC1FEEH))
== —
+ H%ﬁ“ Q\o 0 L [ N 1
— PSRN NS S S S S IR
o o D Q6 @ o o o &
Lysosome pH

YY) — AANpHODH

HENERRENIZ



	スライド 1: 細胞内オルガネラpHを定量可能な レシオ型pH蛍光プローブの開発
	スライド 2: 細胞内オルガネラpH
	スライド 3: レシオ型pH蛍光プローブ
	スライド 4: 既存のレシオ型pH蛍光プローブ
	スライド 5: 当研究室で開発された SiRpH類
	スライド 6: 研究の目的
	スライド 7: 発表内容
	スライド 8: 発表内容
	スライド 9: 新規pHプローブの開発
	スライド 10: pKaの異なるCRpHプローブの開発
	スライド 11: 発表内容
	スライド 12: リソソーム内pHの測定
	スライド 13: リソソーム内pHの測定
	スライド 14: 生細胞での蛍光イメージング
	スライド 15: 局在性の改善
	スライド 16: 生細胞での蛍光イメージング
	スライド 17: ミトコンドリアマトリックスのpH測定
	スライド 18: ミトコンドリア膜間腔のpH測定
	スライド 19: 発表内容
	スライド 20: 脱分極剤によるミトコンドリアpH変化
	スライド 21: リソソーム病様細胞でのpH測定
	スライド 22: 総括と今後の展望

