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 Hydroxyphenyl  Fluorescein�¢ HPF�£   /
 Aminophenyl Fluorescein�¢ APF�£
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! ヒドロキシルラジカル（・OH）、パーオキシナイトライト（ONOO-）のような強い活性を持つ活性酸素種を他の活性酸
素種（O 、H2O2、1O2、NO等）から区別して検出できます。
! HRPの添加により、過酸化水素（H2O2）の定量が可能です。
! HPF、APFの併用により次亜塩素酸イオンを特異的に検出できます。
! 光励起による自動酸化がほとんどないため、既存の活性酸素検出試薬に比べて取扱いが容易で、信頼性の高いデータを得
ることが可能です。
! 生細胞蛍光イメージングが可能です。
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HPF, APFは中性水溶液中でほとんど蛍光を持ちませんが、これらのプローブが強い活性を持つ活性酸素種と反応すると、
強蛍光性化合物であるフルオレセイン（励起波長490 nm、蛍光波長515 nm）が生成し、蛍光強度の増大が観測されます。
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本品は1 mgがN,N-dimethylformamide（DMF）0.47 mL中に溶解されています。濃度は5 mMです。使用時にリン酸バッ
ファー（0.1 M，PH 7.4）等で500～5000倍（10～１ µM）程度に希釈してご使用ください。
試料に調製液を添加し、一定時間反応させた後、
励起波長490 nm、測定波長515 nmで蛍光を測定します。
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1）Setsukinai, K., Urano, Y., Kakinuma, K., Majima, H.J., Nagano T. J. Biol. Chem. 278, 3170-3175（2003）.
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" 蛍光プローブ試薬（最終濃度10 µM、コソルベントとして0.1 % DMFを添加）のリン酸バッファー（0.1 M、PH 7.4）溶液
に以下の活性酸素種生成系を加えた。
" HPF、APF、DCFHの蛍光強度はそれぞれ励起波長490、490、500 nm、測定波長515、515、520 nmで測定した。

a 過塩素酸鉄（II）100 µM　H2O2 1 mMを加えた。
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 ：危険物第四類第二石油類
（製造：積水メディカル（株）)
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 ：危険物第四類第二石油類
（製造：積水メディカル（株）)

b ONOO-を3 µM（最終濃度）加えた。
c NaOClを3 µM（最終濃度）加えた。
d 3-（1,4-Dihydro-1,4-epidioxy-1-naphthyl）propionic acidを100 µM加えた。
e KO2を100 µM加えた。
f H2O2を100 µM加えた。
g 1-Hydroxy-2-oxo-3-(3-aminopropyl)-3-methyl-1-triazeneを100 µM加えた。
h 2,2«-Azobis（2-amidinopropane）dihydrochlorideを100 µM加えた。
i 蛍光プローブ試薬溶液に蛍光灯光を2.5時間照射した。
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" 細胞にHPFまたはDCFH-DA（10 µM）を加えて、暗所で37# 、30分間インキュベートした。
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" 共焦点蛍光顕微鏡で測定した（励起波長488 nm、蛍光検出515 nm以上）。
" 次に、細胞に488 nmのレーザーを10秒間照射し、再度測定した。



　　

DCFHと比較すると、自動酸化の程度が極めて小さいことが明らかです。
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" ブタ血液より好中球を分離した。
" 分離した好中球はKrebs-Ringer リン酸バッファー（114 mM NaCl、4.6 mM KCl、2.4 mM MgSO4、1.0 mM CaCl2、15 mM
NaH2PO4/Na2HPO4、PH 7.4）中に懸濁させ、使用するまで氷冷した。次いでディッシュに移した。
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" HPFあるいはAPF（10 µM）を加えて、室温で30分間インキュベートした。
" 4! -phorbol-12-myristate-13-acetate（PMA）（2ng/mL、0.1%DMFをコソルベントとして含む）をmediumに添加し、好中球
の刺激を行った。
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" PMA刺激前と刺激10分後に共焦点蛍光顕微鏡で測定した。
　（励起波長488 nm、測定505-550 nmフィルター使用）



" HPFを添加した好中球では、PMA刺激によって蛍光強度が変化しなかっ
たのに対し、APFの場合は著しく増大しました。
" これは好中球のMPO（myeloperoxidase）により、PMA刺激後に生成し
た-OClを他のROSから区別して、選択的に可視化できることを示していま
す。
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" 蛍光プローブ試薬（最終濃度　10 µM、コソルベントとして0.1% DMFを添加）の0.2 µM HRP含有リン酸バッファー
（0.1M、PH 7.4）溶液にH2O2を1 µM加えた。
" HPFおよびAPFの蛍光強度は励起波長490 nm、測定波長515 nmで測定した。
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" H2O2を最高濃度１ µMまで加えた。
" HPFおよびAPFの蛍光強度は励起波長490 nm、測定波長515 nmで測定した。



" H2O2添加直後に蛍光強度は増大し、かつH2O2濃度と蛍光強度の間に直線関係が認められました。


