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研究成果の概要（和文）：蛍光偏光顕微観測の為の新規プローブであるPOLArISプローブ（蛍光分子と非標識分
子の立体的相互関係を固く維持した状態で両者を結合させる方法）について、使用する人工抗体様小分子種の拡
張と多色化に成功した。アクチンを標的とするプローブについては、蛍光双極子モーメントの方向、アクチン線
維との結合状態について詳細が判明している。また、このプローブを利用してヒトデ卵母細胞の発生過程におけ
るアクチン動態を蛍光偏光顕微鏡により観察し、従来知られていなかった大域的なアクチン構造の発見に成功し
た。各種蛍光偏光顕微鏡の最適化、プローブ側の改良、偏光蛍光相関分光装置の計測基礎条件の決定を並行して
継続している。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in expanding the variety of artificial antibody-like 
molecule in the POLArIS probe, a novel probe for fluorescence polarized microspectroscopies. 
Regarding a probe targeting actin, both the direction of fluorescent dipole moment and the binding 
state to actin fibers were determined. Using this probe, we observed actin dynamics during starfish 
oocyte/embryo development and succeeded in discovering previously unknown dynamics of global actin 
structure. Currently, optimizations of both various spectroscopies and probes are underway.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 蛍光偏光　細胞骨格
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研究成果の学術的意義や社会的意義
人工抗体様小分子種の拡張と多色化により、新規開発に成功した標識法POLArIS法は更にその汎用性が向上し、
生命科学領域における蛍光偏光を利用した計測の可能性を大きく拡張した。また、アクチンをはじめとする細胞
骨格分子を標的としたイメージングの成果から明らかなように、様々な学術的意義を高い知見の蓄積が期待でき
る。また高感度蛍光相関分光法への展開も予想され、細胞生物学、生物物理学、発生生物学の他、基礎から応用
まで生命科学の広い領域で成果が見込まれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子にコードされた蛍光標識としての蛍光タンパク質の実用化以来、蛍光イメージングは
基礎生物医学研究の基盤技術としてゆるぎない進歩を遂げている。しかし近年頻用されるよう
になった超解像顕微鏡法をはじめ、従来の蛍光顕微測光法はいずれも蛍光標識分子の「輝点」と
しての位置情報を精密に計測する手法であり、被標識分子の構造変化を直接観察することは困
難であった。光は横波としての性質をもち、その振動面を偏光面とよぶ。蛍光にも偏光面があり
多くの場合その偏光面は蛍光分子を電気双極子とみなした場合の双極子方向と一致する。蛍光
標識分子の発光双極子の方向を介して被標識分子の動態を観測する蛍光偏光顕微測光法が実現
すれば、高い時間分解能で従来の蛍光顕微鏡技術では見過ごされてきた分子の配向や回転運動
に関する情報を同時に取得できる。この情報から、既存の超解像技術や構造生物学的手法では不
可能な、生体分子の構造変化や超分子構造動態、分子間の相関関係を動的に計測する新たな微細
構造解析が可能となる 
 これまで蛍光偏光計測に適した一般的な蛍光標識技術がなかった為、蛍光偏光顕微測光法は普
及していなかった。研究代表者のグループは 2016 年末、この問題を根本的に解決する新規蛍光
偏光プローブ法 POLArIS (Probe for Orientation and Localization of Arbitrary 
Intracellular Structures) 法開発に成功した。このプローブは 2つの可変ループドメインを
介して被標識分子と安定に結合する人工抗体様小分子を利用する。我々の最初の成功例はアク
チンを被標識分子とするプローブであるが、可変ドメインはファージディスプレイを用いたス
クリーニングにより任意の個別のタンパク質に特異的に結合するよう適応させることができる。。
この人工抗体様小分子を剛直なポリペプチドリンカーを介して蛍光タンパク質等と結合させ、
蛍光偏光プローブとすることで、原理的に任意の生体分子に対し蛍光偏光計測に適した標識が
可能になることが期待された。 
 
２．研究の目的 
研究計画の目的は、この独自の新規プローブ法と海外共同研究先の蛍光偏光方向を 3 次元で
観測する光学顕微鏡技術（Proc. Natl. Acad. Sci. USA:113, E6352-61, 2016）を融合し、蛍光
偏光を用いた蛍光イメージング法を、生命科学におけるナノメートルスケールの微細構造・ミリ
秒単位の分子間相互作用の解析の為に応用可能な独自のイメージング技術として確立し、未知
の生命現象を発見、解析することであった。具体的な技術達成目標として（１）POLArIS 法の汎
用化の為の技術的基盤の確立、（２）POLArIS 法により標識された生体分子の蛍光偏光顕微鏡観
察、（３）蛍光偏光を利用した新規蛍光相関分光関連手法の開発、が挙げられ、研究期間終了時
には生命科学領域における蛍光偏光顕微鏡観察の普及、汎用化の前提となる光学システム設定
と環境整備を終え、初期応用例を提示することを目標とした。研究代表者グループの新規プロー
ブ技術、シカゴ大グループの蛍光偏光顕微鏡技術を中心とした国内外の研究機関の協力により、
国際共同研究基盤強化と若手研究者育成・国際交流を目指した。 
 
３．研究の方法 
 以下に列挙する方法により研究を進めた。 
（１） POLArIS 法の汎用化の為の技術的基盤の確立  
①人工抗体様小分子と蛍光タンパク質発光双極子の位置関係の検証 
結晶化等により POLArIS 法アクチンプローブの構造情報を決定し、in vitro におけるアクチン
との結合関係を利用して蛍光偏光軸を定量的に検証する。 
②POLArIS 法の多色化、蛍光スイッチング化 
各種蛍光タンパク質等を利用し、3色同時観察が可能な条件を実現する。並行して光照射により
蛍光偏光を発する光活性型プローブ等を開発する。 
③POLArIS 法のターゲット分子スクリーニング 
限定コドンによりアミノ酸配列にバイアスがかからない形で DNA ライブラリーを合成、ファー
ジミドライブラリーを構築し、ファージディスプレイによるターゲット分子（各種細胞骨格タン
パク質他）のスクリーニングを行う。 
（２）POLArIS 法により標識された生体分子の蛍光偏光顕微鏡観察  
項目（１）の成果を元に各種の蛍光偏光顕微鏡観察を行う。POLArIS 法により標識された生体分
子の多次元蛍光偏光顕微鏡観察として、(i)細胞分裂や受精時のアクチン系細胞骨格動態追跡〔哺
乳類培養細胞株、分裂酵母、ヒトデ精子・卵（母）細胞等を利用〕、（ii）神経系におけるアクチ
ン系細胞骨格動態追跡等。 
（３） 蛍光偏光を利用した新規蛍光相関分光関連手法の開発 
蛍光相関分光法は、レーザー光を回折限界まで絞り込み、照射領域に出入りする蛍光分子をフォ
トンカウンティングによってマイクロ秒オーダーの時間分解能で検出し、その時系列変化を自
己相関関数で解析することにより蛍光標識された分子の多寡（濃度）と動きやすさ（並進拡散定
数）を推定する汎用性の高い手法である。分子間相互作用による並進拡散の変化が観測できれば、



分子間相互作用の動態を液相で検出することが可能である。我々の新規標識法を利用すれば、並
進ではなく分子の回転拡散の変化を追跡することが可能であり、並進拡散を検出する従来の蛍
光相関分光法より遥かに高感度で汎用性の高い分子間相互作用解析装置となる。蛍光偏光揺ら
ぎの時系列変化を計測し、POLArIS 法により標識された複数のタンパク質に対し蛍光偏光相関同
時観察と相互作用解析を目指した。 
 
４．研究成果 
 
（１）POLArIS プローブの汎用化を目的として、①人工抗体様小分子種の拡張と②多色化実験を
行い、開発に成功した。開発に成功した人工抗体様小分子法による新規プローブの多色化、応用
範囲を拡大する改変等に関する所見を、査読付き英文速報誌（BBRC 565:50-56,2021）に発表し、
大きな反響を得ている。研究の競合の関係から速報誌への発表となったが、投稿後改訂なしに即
座に掲載受理され、SNS 上でも有力研究者や有力誌編集者からの反響がみられた。また、人工抗
体様小分子としてアクチンを標的とするアフィマーを使用した POLArIS プローブについて、①
タンパク質結晶構造解析により詳細な配向双極子の配置検証等を行った（PNAS 118：e2019071118, 
2021）。このプローブについては、クライオ電顕による分析から、アクチン線維との結合状態に
ついての構造情報をもとに結合に関与するプローブの配列についても検討が終了し、他のアク
チン結合プローブとの比較所見とまとめて現在論文発表を準備中である。また②色変換型プロ
ーブの作成にも成功し、これを利用したイメージングの実験を継続している。③POLArIS 法のタ
ーゲット分子スクリーニングについては、途中より方針を変更し、専門の研究室との協業関係を
構築、協力を仰ぐ形とした。 
（２）POLArIS 法により標識された生体分子の蛍光偏光顕微鏡観察として、ヒトデの卵母細胞の
発生過程におけるアクチンの動態について POLArIS プローブを利用して解析した。既知のアク
チン動態の追跡に加え、生化学的、薬理学的解析と、新たに考案した画像処理法により、従来全
く存在の知られていなかった広域的なアクチン関連構造の動態を発見することに成功し、これ
をフレア構造と命名した（PNAS 118：e2019071118, 2021）。この成果の反響は大きく、大学から
プレスリリースとなったほか、海外を含む各種メディアでその内容が紹介された。培養神経細胞
等その他の実証実験も継続中である。  
（３） 蛍光偏光を利用した新規蛍光相関分光関連手法の開発について、COVID-19 の影響により、
予定より遅れたが、偏光蛍光相関分光装置の構築と解析プログラムの調整を実施し、共同研究に
よる予備的な所見について学会発表を行った。計測基礎条件の決定のためのモデル分子を設計、
これを利用した実験を開始している。 
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