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研究成果の概要（和文）：本研究ではアミロイドベータをはじめとするアミロイド形成蛋白質のアミロイド形成
が脂質二重層膜との相互作用によっていかに促進するかを定量的に解析するため，新たな分光手法の開発と応用
を目的としている．本研究期間において，我々は2つの新規分光手法の開発を行った．１つは蛍光寿命の異なる
複数の分子種の同時拡散計測を可能にする光退色後蛍光寿命回復法（FLRAP）であり，もう一つはパルス交替励
起蛍光分光法に基づいて，膜吸着分子が膜結合した際の脂質膜中脂質の動態変化を解析する手法である．これら
2つの手法の開発に成功し，生体分子の物性研究への応用を行った．

研究成果の概要（英文）：In this project, we sought to develop new spectroscopic tools to 
quantitatively elucidate the amyloid formation enhanced by the presence of lipid bilayer. We then 
develop two fluorescence-based techniques during this project. One is called Fluorescence Lifetime 
Recovery After Photobleaching (FLRAP) which enables us to simultaneously analyze the molecular 
diffusion of multiple species having their intrinsic lifetime. Another one is the technique that 
analyzes the dynamical change of lipids during the period when the peripheral molecules attach on 
the lipid bilayer.

研究分野：生物物理

キーワード： 蛍光相関分光法　光退色後蛍光回復法　脂質二重層膜
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究期間で開発を行った2つの手法はアミロイド研究において重要とされる蛋白質―脂質間相互作用を定量的
に解析する手法を提供するのみならず，膜融合過程など様々な生命現象の定量的解析において有用なツールにな
ると期待される．その点において，本研究機関における成果は十分な学術的意義を有するものであると考える．

※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 

蛋白質は生理学的条件下において適切な高次構造，ならびに複合体形成をすることで，DNA

複製やATP合成といった生物にとって必要不可欠な機能を発現している．その一方で，蛋白

質同士の強い相互作用は，時にアミロイドと呼ばれる凝集体形成を引き起こし，それにより

アルツハイマー病やパーキンソン病といった重篤な疾病がもたらされることが報告されて

いる．この様な背景から，蛋白質のアミロイド形成機構，ならびにアミロイドによる疾病発

症機構の解明に向けた研究が現在まで精力的に行われている.これらの過去の膨大な研究に

より，脂質二重層膜との相互作用による蛋白質のアミロイド形成促進が明らかになってき

ている.しかし，脂質二重層膜の組成とアミロイド形成促進の関係性に関する定性的な理解

が進んでいる一方で,その分子機構についてはいまだわかっていない．この“どのような脂質

‐蛋白質間相互作用によりアミロイド形成が促進するのか？”という問いについては適切な

実験手法の欠如からいまだ未知の部分が多く，長年の課題となっている． 

 

２．研究の目的 

本研究では，アミロイド形成蛋白質をはじめとする種々の分子が脂質二重層膜と相互作用

する際に誘起される脂質の物性変化，またそのような脂質物性変化が膜結合分子の物性変

化にどのような影響を及ぼすかについて，定量的な解析を可能とする新規分光計測法の開

発と応用を目的とした． 

 

３．研究の方法 

本研究期間で開発を行った計測手法は 2つである．1つは分子拡散計測として広く用いられ

ている光退色後蛍光回復法（FRAP）に蛍光寿命の情報を付与した手法である光退色後蛍光

寿命回復法（FLRAP），もう 1つは分子間相互作用の定量的解析に用いられているパルス交

替励起蛍光法（PIE）を応用し，膜結合分子が膜吸着時に生じる脂質分子のダイナミクス解

析のための顕微分光法である．これらについて，以下でその方法論，装置について記述する． 

（１） 光退色後蛍光寿命回復法（FLRAP） 

光退色後蛍光回復法（FRAP）はモデル細胞膜ならびに生細胞中の分子拡散を計測する手法

として長らく用いられており，細胞生物学の分野では確立した計測手法となっている．計測

では蛍光プローブを含むサンプルの一部に強いレーザー光を短時間照射し，照射領域の蛍

光分子を退色させる．分子が並進拡散可能な場合，退色領域からの退色分子の流出，ならび

に退色領域外からの蛍光分子の流入により退色領域の蛍光回復が観測される．この回復速

度から分子拡散の情報を得る手法が FRAP である．この手法は単一分子種の拡散を簡便に

定量解析可能な点で優れている一方，複数の分子種を含む場合得られる蛍光回復曲線は全

分子種の平均的な描像のみを与えるため，このような系での計測，解析は困難となる．この

点に対して，FLRAP では蛍光強度の回復のみならず，蛍光寿命の回復を解析することで個々

の分子種の拡散係数を定量的に解析可能とする． 

コンセプトは以下のとおりである．サンプル内に蛍光寿命の異なる 2 つの分子種が存在す

ると仮定する．この時，サンプルから得られる蛍光減衰カーブは各分子種固有の蛍光寿命か

らあらわされる蛍光減衰カーブの線形結合であらわすことができる．もし両分子種の拡散

係数が同一であれば，光退色後退色領域から得られる蛍光減衰カーブは退色前と同一の減

衰特性を有しているが，両拡散係数が異なる場合，退色直後においては拡散係数の大きな分



子が優先的に退色領域に流入してくることから，得られる蛍光減衰カーブには拡散係数の

大きな分子種由来の蛍光減衰カーブが大きく寄与し，アンサンブルの蛍光減衰カーブは退

色前とは異なる減衰特性を示す．この蛍光減衰カーブの退色後から変化を検出，解析するこ

とで分子種固有の拡散係数を分子種特異的に調べることが可能となる． 

図 1には今回構築した FLRAP 装置の概略図を示す．本装置では励起光源として２つのレー

ザーを用い，1つは光退色用，もう一つは蛍光回復モニター用として使用した．本解析では

蛍光減衰カーブの計測を行うことから，蛍光回復モニター用のレーザーにはピコ秒半導体

レーザーを用いた．両レーザーはビームスプリッターを用いて同一光路としたのち，対物レ

ンズに同軸入射した．なお，光退色用のレーザーの光路には集光レンズを導入し，対物レン

ズの後方で一度焦点を結んだ後対物レ

ンズに入射することで，サンプル上の

約 20 μmの領域を退色するように設計

した．一方で蛍光回復モニター用のレ

ーザーは平行光として対物レンズに入

射することで，退色領域中央の約 1 μm

の領域からの蛍光回復信号を検出可能

な設計にした．このモニター用レーザ

ーが形成する焦点領域からの蛍光信号

は各種カラーフィルターを通したの

ち，単一光子検出器で検出した．これ

により目的とする蛍光強度，ならびに

蛍光寿命の回復同時計測が可能となった． 

（２）パルス交替励起(PIE)蛍光分光法に基づく膜結合分子結合時の脂質分子の拡散計測 

PIEでは異なる 2つの波長のパルス光を用い，それらを交互にサンプルに入射し，それぞれ

のパルス光で励起された分子由来の蛍光を定量的に解析する手法である．本研究ではこの

PIE装置を応用することで，一方のパルス光（パルス 1）で膜結合分子をモニター，もう一

方のパルス光（パルス 2）で脂質分子の動態をモニターする．これにより，焦点領域に膜結

合分子が入ってきた際にパルス１由来の蛍光信号が強く検出されるため，この時のパルス 2

由来の信号のみを取り出すことで，膜結合分子と相互作用している領域の脂質分子の信号

を選択的に抽出，解析することが可能となる． 

構築した装置の概略図を図 2に示す．

光源には白色パルスレーザーを使用

し，目的の 2波長をバンドパスフィル

ターで切り出し，使用した．波長の異

なる 2つのパルス光のうち，片方はシ

ングルモードファイバー内を通すこ

とで光学遅延を与えた．これにより，

白色パルスレーザーの発振間隔の半

分の時間で異なる波長のパルス光が

交互にサンプルに入射する機構を整

えた．これらのパルス光は同軸光路と

したのち対物レンズに入射した．両パ

図 1：構築した FLRAP装置の概略図 

図 2：構築した PIE装置の概略図 



ルス光により励起された分子由来の蛍光信号は波長ごとに異なる単一光子検出器で検出し

たのち，単一光子係数（TCSPC）ボードで解析を行った． 

 

４．研究成果 

（１）FLRAPによる複数分子種の同時拡散計測 

開発を行った計測法の理論検証実験のため，本計

測法を DNAと脂質の同時拡散計測に適用した．

サンプルについて，カバーガラス上に脂質二重層

膜を作成し，その後上部のバルク溶液相に DNA

を添加した．それぞれ脂質二重層膜には蛍光脂

質，DNA には末端に蛍光色素を付与した．これ

らの蛍光プローブの蛍光寿命は大きく違うため，

各成分の蛍光減衰カーブは容易に識別可能であ

る．また，溶液中 DNAの拡散は脂質二重層膜中

の脂質よりも十分遅いことから，本手法の検証が

可能となる． 

図 3には，光退色前，光退色直後，ならびに退色

後十分な時間が経過したのちに得られたアンサ

ンブル蛍光減衰カーブを示している．図より退色

直後の蛍光減衰カーブがその他の蛍光減衰カー

ブよりも早く減衰していることがわかる．これ

は，蛍光寿命の短い種，つまり図にあるように

DNA が脂質よりも早く退色領域において蛍光回

復を起こしていることを意味する結果である．こ

の点について定量的に調べるため，各時間におけ

る蛍光減衰カーブを DNA，脂質の蛍光減衰カー

ブでフィッティングし，各分子種の寄与から蛍光

強度を見積もり退色後の時間に対してプロット

した．比較として，各分子種のみで計測した結果

を合わせて示しているが，図 4より FLRAP により各分子種の蛍光回復曲線がきちんと抽出

できていることが確認された．このことは本装置での複数分子種の同時拡散計測が問題な

く行えることを示すものとなった． 

次に本手法を脂質二重層膜を形成する 2 つの単層膜中脂質の拡散計測に適用した．脂質二

重層膜は脂質単層膜が疎水基を向かい合わせにして形成しているが，各単層膜中の脂質物

性を個々に抽出するのは困難である．本研究に先駆けて，我々は蛍光寿命の相関解析により

単層膜選択的な拡散計測を達成している．ここでは FLRAPにより単層膜選択的な拡散計測

をおこない，蛍光寿命相関解析の結果との比較より本手法の有用性をさらに検証した．サン

プルには先ほど同様ガラス基板上に形成した脂質二重層膜を使用した．蛍光脂質を含む脂

質二重層膜を作成後，上部のバルク溶液相に蛍光消光剤としてヨウ化カリウムを添加した．

ヨウ化物イオンは蛍光消光剤として古くから用いられているが，電解質は脂質膜不透過な

ため，バルク溶液側に親水基を向けている単層膜中蛍光脂質のみが消光作用を受ける．これ

により，各単層膜中脂質の拡散を蛍光寿命の違いにより解析可能となる．図 5 に結果を示

図 3：光退色前，ならびに退色後の
蛍光減衰カーブ．T = 0 sは退色光
照射時間を表す． 

図 4：FLRAP解析で得た各分子種
の蛍光回復曲線．破線は通常の
FRAP計測で得た個々の分子の回
復曲線を表す． 



す．図より，ガラス

側単層膜中脂質の

拡散がバルク溶液

側と比較して著し

く遅いことがわか

る．過去の我々の研

究においても同様

の結果が得られて

いることから，

FLRAP においても

単層膜選択的な拡散計測が可能であることを示すことができた． 

（２）PIE による膜間相互作用時のモデル細胞膜

中脂質のダイナミクス解析 

構築したPIE装置を用いて膜間相互作用の定量的

な解析を行うため，モデル細胞膜としてガラス基

板に形成した脂質二重層膜である支持脂質二重

層膜(SLB)，モデル小胞として球状脂質二重層膜

であるリポソームを用いた．それぞれの脂質二重

層膜には波長の異なる蛍光脂質を少量含め，PIE

装置で使用している波長の異なる各パルス光で

個別に励起，検出ができるようにした．また，

SLB，リポソームには少量のビオチン化脂質を含

め，ストレプトアビジンを介してモデル膜間を結

合した．我々の先行研究より，このモデル系にお

いて SLB 吸着リポソームの SLB 上での拡散は

極めて遅く，定点観察ではリポソームが焦点領

域内を通過する様子を観測できなかったため，

測定ではサンプルステージを 5 秒ごとに移動さ

せることでリポソーム結合領域を探索した． 

図 6には得られたデータの一例を示す．図より，

35 秒前後の計測時間において，リポソーム由来

の蛍光信号が強く検出されていることがわか

る．このことは，この時間においてリポソームが

SLB に吸着した領域に焦点があたっていること

を意味している．そこで，このようにリポソーム

由来の信号が強く検出された時間領域における

SLB 由来の信号のみを取り出し，蛍光相関分光法による SLB脂質の拡散解析を行った． 

図 7 にはリポソーム結合時の SLB 由来蛍光データのみから解析した自己相関関数を示して

いる．比較としてリポソーム非結合時の結果も併せて示しているが，この結果よりリポソー

ム結合の有無にかかわらず，SLB 中脂質の拡散に違いはなかった．今後は S/N 比の改善を

行うとともに，測定条件（リポソームサイズ，ビオチン濃度等）を検討することで脂質拡散

に違いが出るかを調べていく予定にしている． 

図 6：PIEによる測定結果 

図 7：リポソーム結合時（赤）ならび
に非結合時（青）における SLB中脂
質の自己相関カーブ．自己相関カーブ
の減衰時間が分子の拡散速度を反映す
る． 

図 5：(a) 光退色前，ならびに退色後の蛍光減衰カーブ．(b) 
各単層膜中脂質の蛍光回復曲線． 
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