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研究成果の概要（和文）：新規に開発した 2 光子励起顕微鏡システムを用い多点で同時に蛍光

相関分光法(FCS)を適用することにより神経細胞樹状突起の細胞質中を高速に移動するタンパ

ク質分子の動態を捉えることを目的とした。GFP 発現プラスミドあるいは GFP 融合 CamKII

タンパク質発現プラスミドをマウス由来初代培養神経細胞に発現させ細胞質の複数点から蛍光

強度変化の記録を 10kHz 以上の時間解像度で取得し FCS 解析することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：This research project aimed to measure dynamics of protein 

molecules rapidly moving in cytosole of neuronal dendrites at multiple points 

simultaneously by means of a newly developed two-photon microscope.  I succeeded in 

recording at multiple points at more than 10 kHz time of resolution from cytosol of primary 

cultured neurons derived from mouse, in which GFP or GFP-fused CamKII protein was 

expressed, and in analyzing by FCS. 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010 年度 900,000 0 900,000 

2011 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

2012 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度    

  年度    

総 計 2,900,000 600,000 3,500,000 

 
 

研究分野：総合領域 

科研費の分科・細目：脳神経科学 

キーワード：分子・細胞神経科学 

 
１．研究開始当初の背景 

 シナプス機能を主役のひとつである伝達
物質受容体のシナプス局在のメカニズムは、
膜タンパク質としての膜中での拡散速度と
いう切り口から大きく理解が進んだ。受容体
タンパク質を蛍光標識して一分子レベルの
動態解析によりシナプス内・外での拡散速度
の計測という定量的検討によりシナプス可

塑性を支える分子基盤の一端が明らかにな
ってきている。膜タンパク質の動態解析には
0.1-1 Hz 程度の時間解像度があればよく、
CCD カメラによる画像解析によりこの分野
の研究は進んだ。これに対し細胞質内の浮遊
タンパク質は拡散速度の桁違いの大きさの
ため直接的な動態の計測は困難だった。シナ
プス機能を司る浮遊タンパク質としては
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CamKIIや小分子Gタンパク質系が注目され
ている。近年これらの活性を捉える FRET プ
ローブが開発され、これらタンパク質の拡散
とともに活性の空間動態が報告されたが、多
くの機能タンパク質の動態が未知のままで
ある。細胞内シグナル伝達経路は主にタンパ
ク質同士の結合強度という生化学的指標で
議論されてきたが、細胞内局所での動的に変
動するタンパク質の濃度、拡散速度や重合状
態を理解できなければ正しく細胞内で起こ
っている現象を捉えたことにならない。蛍光
相 関 分 光 法 （ Fluorescence Correlation 

Spectroscopy; FCS）は溶液中での一分子の
振る舞いを計測する手法で、これを細胞内に
適用することにより細胞質内の遊離タンパ
ク質の挙動を追跡できる。しかし従来の FCS

装置は細胞内の一点からしか記録できず、細
胞内の様々な部位における機能タンパク質
の動態解析を行うには制約があった。特に神
経細胞は細胞内の機能局在性が高く、同時多
点からの FCS 解析は非常に多くの情報をも
たらすことが期待される。 

 

２．研究の目的 

 本研究では新規に開発した二光子励起顕
微鏡システムを用いカルモジュリン、
CamKII 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク質
(calbindin 等)などシナプス機能に重要な機
能分子のスパイン内外での動態を検出する。
また、シナプス膜タンパク質の細胞内ドメイ
ンを切断することにより核まで到達するシ
グナル伝達系が提唱されているが、これら分
子の動態を実際に検出することは困難であ
った。これら ErbB4 や amyloid precursor 

protein (APP)に代表される、シナプスから核
へ情報伝達するシグナル分子の実態を FCS

により捉えることを目的とした。私の開発し
たランダムアクセス型２光子励起顕微鏡シ
ステムは 10kHz を超える時間分解能を持ち、
細胞内を飛び交う遊離型タンパク質の動態
を細胞内の多点から計測することが可能と
なる。 

 

３．研究の方法 

 マウスより初代培養海馬神経細胞を調製
し蛍光タンパク質融合タンパク質発現プラ
スミドをリポフェクション法により発現さ
せた。 
 ランダムスキャン方式の２光子励起顕微
鏡システムを整備した。本方式は通常の２光
子励起顕微鏡で使われるガルバノミラーに
よる XY 両軸のスキャンではなく、直交する
２つの AOD デバイスによる XY スキャンを採
用することによって、従来型では不可能であ
ったランダムスキャンが可能で、これにより
非常に高速な（数 10 kHz 以上）観測が可能
となる。従来型で高速にスキャンするために

はラインスキャンモードを用いる必要があ
り、これにより数 k Hz の時間分解能が出せ
るが、2次元的な広がりが犠牲になる。AOD
によるスキャン方式では２次元空間上の複
数の点から測定できるので、多数のスパイン
および樹状突起中の情報を収集できる。また
ランダムスキャン方式により、必要最小限の
スポットにのみ励起光を照射するので、従来
型の XY スキャンあるいはラインスキャンの
場合に大きな問題であった細胞のダメージ
が大きく軽減される。また、記録部は光電子
増倍管を光子計数モードで動作させるので
熱ノイズをキャンセルすることができ、低ノ
イズで記録を可能とした。ランダムスキャン
型二光子励起顕微鏡の特性を生かして蛍光
相関分光法（FCS）を装備することにより樹
状突起内を高速に移動する遊離型タンパク
質の動態の計測を可能とした。 
 AOD デバイスの制御や光子計数器からの読
み取りなどハードウェアの制御、計測のため
にソフトウェアを構築した。 

 
 
４．研究成果 
 対物レンズ直下に蛍光色素溶液を置き、
FCS の同時多点計測が何点まで可能か試み
た。その結果、尐なくとも 10 点までは
Rhodamine 6G の拡散の計測を同時に測定
できることを確認した。 

 蛍光色素の濃度が高すぎると正確な FCS

計測が不可能になる。細胞内に蛍光タンパク
質および蛍光タンパク質融合タンパク質を
発現させてその拡散を計測する場合には発
現量の制御が鍵となる。通常の発現ベクター
を用いると FCS 計測に用いるには発現量が
高すぎるので、発現ベクターのプロモータ領
域の短縮変異を導入し、発現効率を落とした
発現ベクターを何種類か作成した。その結果、
FCS 計測が可能な発現量の範囲に収まるベ
クターを得ることができた。この改変ベクタ
ーを最適な発現時間で用いることにより細
胞質での FCS 計測が可能となった。 

 初代培養神経細胞を用いて樹状突起およ
びスパイン内のタンパク質の FCS 計測を行
った。GFP 発現プラスミドあるいは GFP 融
合 CamKII タンパク質発現プラスミドをマ

スパイン内外でのランダムスキャン 



 

 

ウス由来初代培養神経細胞に発現させ細胞

質の複数点から蛍光強度変化を 10kHz 以上
の時解像度で取得することに成功した。自己
相関関数よりタンパク質の細胞局所での拡
散係数が異なることを見いだした。 
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