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研究成果の概要（和文）：　本研究ではブラウン運動するタンパク質分子のランダムな並進移動と回転の速さを
解析する計測装置（偏光蛍光相関分光装置、Pol-FCS装置）を開発しました。この装置を用いることで、生きた
細胞の中で細胞を生かしたまま分子のブラウン運動を計測し、分子の凝集の程度を推定できることを実証まし
た。さらに、同じ計測手法によって分子の向きがどれだけ揃っているか（配向性）や、溶液や細胞の中がどの程
度分子で混み合っているのか（高分子混雑）を評価することも可能であることを発見し、Pol-FCSは研究開始当
初想定した以上に有効な計測手法であることが分かりました。

研究成果の概要（英文）：In this work, we developed a polarization-dependent fluorescence correlation
 spectroscopy (Pol-FCS), which analyzes translational and rotational diffusion of molecules such as 
proteins. Size measurement of molecular aggregation using Pol-FCS inside living cells was 
successfully demonstrated. In addition, we found the Pol-FCS can also estimate orientation of 
molecules (ordered/disordered) and degree of macromolecular crowding. Thus, the Pol-FCS was a more 
powerful tool than we expected. In future, we expect the Pol-FCS will be widely used in biology such
 as the researches about aggregation prone proteins.

研究分野： 生物物理学、光学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、タンパク質分子のランダムな並進移動と回転の速さを解析する計測装置（偏光蛍光相関分光装
置、Pol-FCS装置）を用いることで、分子の凝集の程度や凝集している分子の方向の乱雑さを生きた細胞の中で
そのまま測定できることを世界で初めて実証しました。アルツハイマー症のようにタンパク質の凝集が関連して
いると考えられている様々な疾患において、Pol-FCSは疾患の機序や治療法の研究の大きな手助けになります。
また近年では、タンパク質をバイオ医薬品として用いられるようになっており、その凝集状態を評価可能な
Pol-FCSはより安定なバイオ医薬品の開発や品質管理に大きく寄与できると期待できます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 細胞内に存在しているタンパク質等の生体分子は、しばしば凝集体や封入体といった巨大
な構造を形成する。この構造体は細胞にとって必ずしも毒性を持っているとは言い切れないが、
死に至る重篤な神経変性疾患等でも神経細胞中に巨大な構造体が確認されている。この構造体
の形成過程で、構成タンパク質が一旦オリゴマーを形成し、オリゴマー同士で凝集するとされ
るが、その過程を直接観察し、裏付ける実験は未だなされていない①。何故なら、凝集体形成
の極初期過程におけるオリゴマーは過渡的にしか存在せず、すぐに凝集を始めてしまうと考え
られるためであり、この様な一家的な現象の動態の有効な解析法が待ち望まれている。 
 
(2) 申請者は、このような凝集体形成過程を、蛍光偏光相関分光(Pol-FCS)装置によって解析可
能であると着想した。Pol-FCS は、その原理自体は 1975 年に提案されていたが、解析すべき
時間が数ナノ秒オーダーの非常に速い現象であるため、これが明確に実証されたのは 2006 年
であった②。しかし研究開始当初までのところ、Pol-FCS は半導体ナノロッドや巨大有機蛍光
色素の様な人工的な試料の計測にとどまり、生体試料への応用はなされていなかった。Pol-FCS
による生細胞内回転拡散計測に成功すれば世界初の成果であり、また凝集体形成過程の初めて
の直接観察となることが期待された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、構築済みの Pol-FCS 装置の時間分解能を向上させ、凝集性タンパク質の凝集体
形成過程の回転拡散係数計測による定量解析を実証することを目的とした。装置の高速化の後、
まずは生成したタンパク質が溶液中で凝集する様子や繊維が成長する様子を Pol-FCS によっ
て解析可能であることを実証し、最終的に生細胞内での計測の実証を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 蛍光偏光相関分光（Pol-FCS）装置の改良 
 研究開始当初の Pol-FCS 装置で用いていたハードウェア相関器（ALV-5000）の時間分解能は
12.5 ns であるのに対し、生体分子の凝集初期過程を解析するためには数ナノ秒から数十ナノ
秒のオーダーの減少を解析する必要があると予想されるため、より高速な相関器を導入する。
また、当時の光学系では、計測する偏光条件を変更する際に偏光板やビームスプリッタの挿抜
を行うため、その都度光学系の微調整を行う必要があり、実験効率が非常に悪いという問題が
あった。蛍光を分岐している部分を一部ファイバ光学系に置き換えることで光学系の安定化を
図ることとした。また、使用している偏光子を消光比の高いものに変更し、偏光のクロストー
クを最小限に抑える。 
 
(2) 溶液試料による Pol-FCS 計測の実証実験 
 装置の改良後、まず溶液試料による Pol-FCS の実証をおこなう。まず、現行の Pol-FCS で計
測が実証できている量子ロッドが問題無く計測できるか確認する。その後、現行の Pol-FCS で
は時間分解能が不足しているために回転拡散が計測できなかったと考えられる有機蛍光色素溶
液を用いた計測を実証する。また、申請者の所属する研究室では、FCS 測定の標準となるタン
デムリピート EGFP（単量体～5量体）を作成している。これを用いた Pol-FCS 測定により、蛍
光標識した凝集性タンパク質のオリゴマー化が定量解析可能であることを実証する。 
 
(3) Pol-FCS による生細胞内回転拡散計測の実証実験 
生細胞に既知の大きさのタンパク質を蛍光タンパク質として発現させ、Pol-FCS 計測を行う。

計測結果がタンパク質の大きさと形状から予想される回転拡散の理論値とどの程度一致するの
か、あるいは一致しないのかを検証する。生細胞内では細胞骨格やその他の構造が拡散の障壁
となるため、生体分子は厳密には自由拡散ではなく、異常拡散しているという考え方がある。
この場合、回転拡散についてはどのような影響があるか、動的な解析を行った例は無い。本実
験により、新たな知見が得られる可能性がある。 
生細胞内での生体分子の回転拡散計測が成功しない場合、細胞内に量子ロッドを導入し、量

子ロッドの生細胞内計測を実施する。量子ロッドはエンドサイトーシスによって細胞内に取り
込ませるか、マイクロインジェクションによって直接細胞内に注入する（マイクロインジェク
ション装置は申請者の所属研究室に既設）。蛍光タンパク質ではなく量子ロッドだったとしても、
生細胞内の pol-FCS 計測が成功した時点で世界初の成果である。 
 
(4) Pol-FCS による凝集体形成初期過程解析の実証実験 
本申請研究の最終目標はタンパク質凝集体が密接に関与する疾患（筋委縮性側索硬化症
（ALS）やアルツハイマー症）における凝集体形成の初期・中期過程の定量解析を実証す
ることで、医療診断や治療研究に貢献することである。したがって、生細胞内回転拡散計
測が実証できた後は、実際に凝集性タンパク質が凝集する初期過程の解析が可能であるこ
とを実証する。 

 
 



４．研究成果 
(1) 蛍光偏光相関分光（Pol-FCS）装置の改良 
 それまで用いていたハードウェア相関器 ALV-5000/FAST（ALV GmbH, Germany）を Flex02-01D
（Correlator.com, USA）に変更し、時間分解能を従来の 12.5 ナノ秒から 1.56 ナノ秒に向上さ
せた。また、蛍光フィルタの最適化と消光比の高い偏光子の導入によって検出感度を向上させ
ることに成功した。蛍光をファイバ光学系によって 2分岐させ光学系を簡略化することも試み
たが、測定信号に不要なノイズ成分が現れたため、この案は不採用とした。このことは測定分
解能や精度に影響を与える物では無いため、問題はない。 
 
(2) 溶液試料による Pol-FCS 計測の実証 
従来の装置で測定可能であった量子ロ

ッドに加え、生物学実験で頻繁に用いられ
る緑色蛍光タンパク質（GFP）の回転拡散
計測が可能であることを実証した。また、
タンデムリピート GFP（単量体～５量体）
の溶液計測に成功し、徐々に大きくなる凝
集体形成初期過程の解析が可能であるこ
とを実証できた（図 1）。また、測定結果と
シミュレーションの比較検討により、
Pol-FCS 測定によって単純に凝集体サイズ
の成長だけではなく凝集体を構成する分
子の配向性を解析可能である可能性を示
した。 
 

(3) Pol-FCS による生細胞内回転拡散計測
の実証実験 
 生細胞内での蛍光タンパク質の Pol-FCS 計測は世界で初めて実現した物であった。また、並
進拡散係数と回転拡散係数の比較から、細胞内構造や高分子クラウディングの影響を検証でき
る可能性を示した。現在のところ、高分子クラウディングの影響を定量評価することが困難で
あることから、当該分野における今後の応用展開が期待される。(2)および(3)の成果をまとめ
て、論文誌において発表した③。 
 
(4) Pol-FCS による凝集体形成初期過程解析の実証実験 
蛍光タンパク質で標識した凝集性タンパク

質の測定を細胞内で行う系の確立と実証を
行った。試料として黄色蛍光タンパク質
（Venus）で標識した TDP43 タンパク質をマ
ウス神経芽細胞腫細胞に発現させる系を確
立した。また、TDP43 の生細胞中における凝
集過程を解析するためには細胞を生かした
まま継時的に Pol-FCS 計測するため、可能な
限り短時間かつ弱い励起光で測定を行うた
めの条件決定を行った。 
 確立した測定条件において、生細胞中の
TDP43 タンパク質の Pol-FCS 測定を行った。
しかし、生細胞中の凝集体形成は個体差が非
常に大きく、比較検討を行うことが困難であ
った。このことから、次に凝集体形成時の形
状変化を模擬するため、Venus を 2 分子含み
カルシウムイオンに応答して変形する蛍光
タンパク質を 12 種類作成し、このタンパク
質を生成した溶液に対して Pol-FCS 計測を行った。カルシウムイオン添加によってコンパクト
な形状をとることで、回転拡散の緩和時間が短くなり、Pol-FCS 計測における回転拡散成分の
振幅が変化することが明らかになった。さらにこの振幅は 2つの Venus 分子の配向性によって
変化し、凝集性タンパク質の凝集初期過程において、その大きさに加えて配向性をも定量評価
する可能性を示すことができた。タンパク質の凝集体・封入体形成はアルツハイマー等の発症
と関わりがあるとしられており、凝集過程を定量評価可能とするこの研究は、これらの病気の
メカニズム解明に大きく寄与できると考えられる。 
 
＜引用文献＞ 
① BB. Holmes, et al., PNAS 111 (2014) p.E4376. 
② JM. Tsay, S. Doose, and S. Weiss, J. Am. Chem. Soc. 128 (2006) p.1639. 
③ M. Oura, et al., Sci. Rep. 6 (2016) 31091. 

 
図 1. タンデムリピート GFP の 

Pol-FCS 測定結果 

 
図 2. 2 つの Venus の配向変化による回転拡

散成分振幅の変化 
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