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１．研究計画の概要
細胞の中では構造体を支える分子が活発に
動き回り，相互作用をしながらこれらの構造
を支え，細胞の機能を発現している。タンパ
ク質の凝集体構造もある条件下では脱凝集
を行うなど，細胞質内にある多くの分散して
いるタンパク質と交換していることが分か
ってきた。その過程を調べるためには凝集体
の構造やサイズを明らかにしなければ，タン
パク質の凝集体と深い関係があるシャペロ
ン機能や品質管理のメカニズムと生物学的
意義の解明は達成されないと考える。本研究
は，このような凝集体や複合体の形成をいち
早く検出するために元となる分子の挙動を
細胞内で高感度に検出するシステムの構築
を行う。これまで申請者は細胞膜中でのタン
パク質の動態を高感度に検出する全反射型
蛍光相関分光法を開発してきた。これらの方
法をさらに発展し同時多点測定可能なシス
テムの構築を行い，細胞膜や細胞内でのタン
パク質の凝集や局在の変化をリアルタイム
で検出する方法を開発する。
２．研究の進捗状況
（１）生細胞内におけるタンパク質凝集検出
システムの構築：
生細胞内における通常の光学顕微鏡で観察
可能な大きな凝集体だけではなく，細胞毒性
の実態であると考えられる光の波長より小
さな 100nm 以下のミクロな凝集体の検出な
らびに解析方法を蛍光相関法により確立す
ることを目指した。そのため多成分解析法を
中心に研究を行った。この方法を用いてモデ
ル系として DNA 分解反応と溶液系での凝集
体タンパク質の評価可能であることを実証
した。

また、生きた細胞膜内でタンパク質の動態を
リアルタイムで捉えるためのシステムとし
て全反射型蛍光相関分光装置があったが，本
研究において，さらに 7 点同時測定可能な装
置（多点全反射型蛍光相関分光装置）として
構築した。実際に細胞膜結合性タンパク質の
拡散速度と分子数分布を一分子レベルで可
能であることを証明した。
（２）プリオンタンパク質複合体数評価法の
確立：
牛海綿脳症（BSE）を引き起こす，プリオン
タンパク質（PrP）等の凝集初期におけるミ
クロな凝集体が生体機能を阻害する可能性
が注目されている。われわれは希薄な SDS
濃度条件下におけるモデル実験系を確立し
て，凝集初期，例えば，3 量体から 10 量体程
度までの凝集過程を詳細に検出・定量する方
法として，一分子あたりの蛍光強度と，立体
構造を認識する抗体を用いて，評価した。そ
の結果，3 量体を細小ユニットとして，6 量
体，9 量体が形成されることがわかった。ま
た，そのときにプリオンタンパク質の C 末な
らびに N 末領域とも立体構造変化があるこ
とが分かった。これらの結果からプリオンタ
ンパク質の新規の凝集体モデルを提唱した。

３．現在までの達成度
②おおむね順調に進展している。
タンパク質凝集体検出に関して拡散速度と
一分子あたりの蛍光強度を比較することで
可能であることを示した。また細胞内測定に
おいても装置の高感度化を行い，一細胞測定
も可能としているなど，おおむね順調に進展
している。
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４．今後の研究の推進方策
これまでの研究に引き続き、細胞内タンパク
質凝集体形成過程の解析のために蛍光相関
（FCS）・蛍光相互相関分光法（FCCS）の測定
手法の展開を行う。さらに生きた細胞の中で
の凝集体形成を蛍光強度の変化や散乱に影
響を受けずに解析する方法のひとつとして
蛍光寿命測定法を組み込み，凝集体形成やタ
ンパク質複合体の生細胞内における新たな
定量的評価法の確立を目指し，タンパク質社
会の研究に貢献する。また細胞内測定に関し
ては研究領域の各研究者と密接に連携して、
対象となる細胞やタンパク質の選定を行う。
特に，これまで申請者の研究室で進めてきた
シャペロン系タンパク質の相互作用解析と
して新たに出芽酵母の Hsp104 を対象とする。
Hsp104 は Sup35 タンパク質の凝集・脱凝集
を司る因子として知られているが，実際の酵
母細胞内での挙動は明らかではない。そこで，
蛍光相互相関法を用いて種々の条件化での
Sup35・Hsp104 タンパク質の相互作用条件を
明らかにする。凝集体会合状態を評価するた
めに分布関数を用いた解析方法を検討する。
一部のパラメーターを自動化・省略するなど
して簡便に利用できる手法の確立を目指す。
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