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研究成果の概要（和文）：蛍光偏光を利用した顕微観察技術は、生体分子の1分子レベルの詳細な解析を可能と
する夢の技術であるが、そのための標識が極めて困難で普及の障害となっていた。私たちはこのための新規手法
の開発に成功し、特にアクチンを標的とするプローブを選んで、その細胞生物学的有用性を検討した。ヒトデの
卵母細胞におけるアクチンの動態について同プローブによる解析を実施し、生化学的、薬理学的解析と、新たに
考案した画像処理により、従来全く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
した。

研究成果の概要（英文）：Monitoring molecular orientation is the key approach to study the spatial 
organization of molecular alignments within supramolecular complexes in living cells. Fluorescence 
polarization microscopy is a promising solution, but it is challenging to label target proteins with
 fluorescent probes. We have developed a genetically encoded probe for fluorescence polarization 
microscopy. Observation of living starfish embryos expressing our probe that specifically binds to 
actin revealed a novel 3D structure that had been escaping from previous observations.

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
開発に成功した新規標識法は汎用性が高く、この技術を利用することによって今後、蛍光偏光を利用した生命科
学領域における計測や観測の試行の増加が見込まれる。また、この新規手法により、私たちのグループの場合の
応用例のような、高い基礎学術的意義を有する知見が蓄積すれば、細胞生物学、生物物理学、発生生物学をはじ
め、基礎生命科学から蛍光計測を利用する応用生命科学まで、広範囲の応用成果が見込まれ、その社会的意義は
大きいと予想される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 
  蛍光偏光を利用した顕微観察技術は、生体分子の 1分子レベルの詳細な解析を可能とする夢
の技術である。かつて可視光の偏光顕微鏡の出現によって細胞分裂における分裂紡錘の動態観
察が初めて可能になったのと同様、蛍光偏光顕微鏡によれば様々な細胞骨格動態の詳細な 1分
子観察が可能となる筈である。しかしながら蛍光偏光顕微鏡の細胞生物学的応用は、世界的に
極少数の成功例を除いてなかなか広まっていない。その最大の理由は、対象とする生体分子の
機能を阻害せずに、蛍光分子によって「固く」（蛍光分子と被標識分子との相互の立体的位置関
係が固定された状態で）標識すること（＝constrained tagging と呼ばれる）が極めて困難な
為であった。  
  私たちのグループは、チュブリン-微小管系やアクチン系と比較して著しく解明の遅れている
中間径フィラメント系の動態制御機構について、蛍光偏光観察を利用して研究を進めてきた。
これまでの蛍光偏光顕微観察の成功例に倣い（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 111:2146-51, 2014）、
各被標識分子中の適当なαへリックス領域に GFP の N 末に存在するへリックス構造を連続
させた融合蛋白質を作成、試行錯誤を繰り返して constrained tagging を行ってきた。この分
野における先駆的成功例として知られる septin の場合(Nature 443：466-9, 2006)のように、
被標識分子の C 末に都合良くαへリックス領域が存在すればこの種の constrained tagging 
は容易であるが、一般にその様な幸運は稀である。私たちの場合も厳密な意味で被標識分子の
生理的な重合能を保ったまま標識に成功したのは極少数であり、研究遂行に苦慮してきた。  
  蛍光偏光顕微技術の用途は、上述の細胞骨格動態観察例に代表される細胞生物学的バイオセ
ンサー開発に留まらない。有望な応用例は蛍光相関分光法（FCS）である。FCS は局所にお
ける蛍光標識分子由来の蛍光信号の時系列データを自己相関関数により解析し、測定領域にお
ける蛍光標識分子の数と蛍光標識分子の動きやすさ（並進拡散）を評価する手法である。従来
の FCS の問題点は、並進拡散の変化が分子状態の変化に必ずしも敏感ではない為、バックグ
ラウンドから有意な信号を検出しづらいことであった。蛍光偏光計測によればこの困難を乗り
越える可能性が考えらえた。回転拡散は並進拡散より様々な分子状態の変化に鋭敏であり、分
子量の多寡や分子の形状に大きく左右されないからである。 
 
２． 研究の目的 

 
 上述の背景の下、蛍光偏光顕微観察応用、普及の鍵となる新規 constrained tagging 法を開
発し、この手法を蛍光偏光バイオセンサー構築による細胞骨格動態機構解明と新規偏光 FCS
の二つのテーマについて応用し、有用性を検証することを目的とした。  
 具体的には蛍光偏光顕微観察の為の新規 constrained tagging 法を開発し、細胞内バイオセ
ンサーとしての用途を検討することと、同技術の偏光 FCS への応用を目指すこととした。よ
り具体的には、新規 constrained tagging 法の候補として三種の手法につき比較検討し、なる
べく容易かつ汎用性の高い方法論の確立を目指すこと、及びこの方法論の確立を前提として、
回転拡散の評価可能な偏光 FCS 用高速計測系と解析プログラムの確立を目指して研究を実施
した。 
 
３． 研究の方法 

 
 まず最初に、蛍光偏光顕微観察の為の新規 constrained tagging 法として三種の標識技術、
即ち改変直接αへリックス法、protein ligation 反応を利用した circularization 法、被標識分
子に強く結合する人工小分子を介する抗体様小分子法を開発する。改変直接αへリックス法は
従来の constrained taggingの成功例に倣い、被標識分子の有するαへリックス構造と GFPお
よびその変異体のヘリックス構造を連続させて結合させる方法である。GFPの変異体に工夫を
加えることにより、従来法よりも自由度の高い標識法とすることを目指した。Protein ligation
反応を利用した circularization法では、同反応により被標識分子と蛍光分子を二か所で結合さ
せ、細胞内で constrained tagging を実現する可能性を検討する。抗体様小分子法では、足場
として被標識分子に固く結合する人工小分子に、あらかじめ GFPを constrained taggingする
ことで、間接的に蛍光偏光観察の為の標識を実現する方法で、各種抗体様小分子について検討
を進めることを方針とする。 
 以上の方法論の確立を前提として、その中で最も有望なプローブ候補につき、これを細胞骨
格分子の細胞内動態を計測するバイオセンサーとして応用することを目指した。当初の応用例
としては、初代培養神経細胞や通常の培養細胞における細胞骨格動態の検証を目指すこととし
た。更に並行して同プローブの偏光 FCS へ応用可能性を検討することを目的に、装置構築と
解析プログラム作成を企図した。 
 
４． 研究成果 
 

 蛍光偏光顕微観察の前提となる新規 constrained tagging 法の開発に成功した。 
 まず、Fアクチンに結合するカルポニンホモロジードメインに、GFP の循環置換体を利用して



constrained tagging を行う改変αへリックス法により、実際に F アクチンの蛍光偏光顕微観
測が可能なことが明らかとなった。所見についてはMicroscopy. 68, 359–68, 2019にて報告
し、同論文は Editor’s Choice論文に選定され、オープンアクセス化されるなど一定の評価
を受けた。 
 以上の所見から、足場分子を介して間接的に constrained taggingを行うことが可能な
ことが明らかとなったので、この成功をもとに、抗体様小分子を介して間接的に constrained 
tagging を行う抗体様小分子法の開発を目指した。その結果得られた新規プローブが、以下に
述べるように予想外の発展を見せ、汎用性も期待できることがわかったので、当初の予定を変
更し、同手法の多色化、応用範囲を拡大する各種改変等を実施し、手法としての確立を実施し、
概ね開発に成功した。 
 具体例として、アクチンを標的とする抗体様小分子を利用し、全反射照明下でアクチン動態
を検証したところ、蛍光ファロイジンと同等の蛍光偏光観測が可能であることが明らかとなっ
た。更に同プローブの結晶化により、タンパク質の構造面からも、確かに constrained tagging
が実現されていることを確かめた。抗体様小分子法は、一般的なファージディスプレイ法によ
り、任意の生体分子を標的とするプローブが取得可能で、汎用性の高い、遺伝子にコードされ
たプローブを生成可能という優れた特徴を有する。更に、いったん足場としての抗体様小分子
と蛍光分子の間の結合を constrained tagging となるように構成できれば、任意の標的分子に
ついて条件を細かく振ることなく、蛍光偏光観察に適した条件で蛍光標識可能となる。以上の
成功所見と開発経過をもとに、抗体様小分子法の標識法としての有用性と、他の手法に対する
優位性が明らかとなったため、改変αへリックス法、circularization 法については、以降の
開発は中止した。 
 細胞骨格分子の細胞内動態計測については、手法の初期応用例の対象につき、複数の標的分
子について上述の培養神経細胞や通常の培養細胞等で様々な検討を進めた。当初の応用目的の
主眼は中間径フィラメントタンパク質であったが、上述の検討の結果から、特にアクチンを標
的とする抗体様小分子法によるプローブを選んで、解析を進めることとした。遺伝子にコード
されている特徴を生かし、培養細胞を使用した実験に留まらず、発生生物学領域への応用を目
指したところ、様々な成果を得ることができた。 
 具体的には、上述の結晶化によるプローブ構造の確認に加え、凍結電顕による実験により、
アクチンを標的とするプローブのアクチン線維との結合状態についての構造情報の取得にも成
功した（共同研究）。続いて、細胞生物学、発生生物学への応用例として、ヒトデの卵母細胞に
おけるアクチンの動態について新規プローブによる解析を実施した。既知のアクチン構造動態
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も成功した。以上の蓄積デ
ータをとりまとめ、一部は解剖学会全国学術集会にて発表した。また所見をまとめた論文は現
在投稿中である。 
 偏光 FCS については、光学系構築と解析プログラムの調整をほぼ終了し、実際の計測検討を
行うと共に、新たに別途共同研究による高速計測実験を開始している。 
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