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研究成果の概要（和文）：

細胞の中ではその機能を支える分子が活発に動き回り，相互作用をしながらそれぞれの機能を
支え，さらに細胞の高次機能を発現している。タンパク質の凝集体構造もある条件下では脱凝
集を行うなど，細胞質内にある多くの分散しているタンパク質と交換していることが分かって
きた。これまで細胞膜中でのタンパク質の動態を高感度に検出する全反射型蛍光相関分光法を
開発してきた。これらの方法をさらに発展し同時多点測定可能なシステムの構築を行い，細胞
膜や細胞内でのタンパク質の凝集や局在の変化をリアルタイムで検出する方法を開発すること
でタンパク質社会の解明を目的とした。

研究成果の概要（英文）：
The functional molecules move around in the cell and interact with other molecules, and
then support higher function of the cell. Moreover, even aggregate prone protein acts as
aggregate and disaggregate under specific condition, so that each element of these
aggregate protein is exchanged with free its molecules in solution. FCS (fluorescence
correlation spectroscopy) detects the fluorescence fluctuations, the diffusion coefficient,
molecular concentration and molecular interactions of molecules. We developed a
multipoint FCS system which was based on an objective-type total internal reflection-FCS
(TIR-FCS) in order to analysis molecular interaction in living cell and system of protein
community.
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能に関係していることが分かってきた。また
最近の研究の進展により，凝集体といっても
その構造やサイズは様々であり，こうした構
造やサイズを明らかにしなければ，シャペロ
ン機能や品質管理のメカニズムと生物学的
意義の解明は達成されないことが明らかに
なりつつある。たとえばアミロイドやプリオ
ンでは，形成のバーストを引き起こすシーズ
の実体は何か，有害な凝集体（細胞にとって
真に毒性のあるものや神経変性をひきおこ
すもの）とは何か，を考える上で，凝集体の
最小サイズが実は重要であることがわかっ
てきた。また，タンパク質の膜透過や膜への
組み込みにおいても，複数のトランスロケー
タ間の動的相互作用の把握が重要であるこ
とがわかってきた。このような凝集体や複合
体の形成をいち早く検出するためには、元と
なる分子の挙動を細胞内で高感度に検出す
るシステムの構築が急務であった。

２．研究の目的
蛍光相関分光法（Fluorescence Correlation
Spectroscopy）や蛍光相互相関分光法（Fluo
rescence Cross Correlation Spectroscopy）
は動きの速い分子に適し、１分子レベルまで
も検出が可能である。複合体形成を検出する
目的に対しても、FRET や FRAP などでは困
難な巨大複合体中の相互作用を短時間に検
出できる。そこで、目的分子の拡散時間を F
CS で測定することにより、細胞中の複合体
の大きさを容易に測定でき、そのため蛋白質
複合体が集まってできる凝集体の大きさの
変化を超早期に検出する。さらにこれまでの
相関分光法を用いた細胞質における分子間
相互作用の解析に加えて、新たに構築した全
反射光学系 FCS,FCCS をもちいて生体膜に
おけるタンパク質の凝集反応の解析を行う。

本領域内におけるタンパク質研究は多岐に

わたる。蛍光標識と FCS を利用することでそ

れらに共通な手法で分子間相互作用を評価す

る方法を確立することができ、新たな研究課

題を発展させることが期待できる。タンパク

質の凝集体や動的複合体のサイズを細胞内で

直接モニタする技術の開発が，この分野の研

究のブレークスルーとなることは間違いない。

さらに，これまでほとんど手がついていない

膜タンパク質のアセンブリーや品質管理にお

いても，凝集形成や複合体相互作用の追跡技

術の開発が突破口として必要である。こうし

たこの分野の要請に応えるのが，顕微技術と

組み合わせた FCS，FCCS である。これらの

技術は，本領域内の計画研究の多くの研究計

画に応用可能であり，多くの研究との有機的

結合・展開が期待されている。

３．研究の方法

（１）、全反射型蛍光相関装置の高感度化
本研究計画の代表申請者（金城）はこれまで
FCSを用いた in vitro 並びに生体高分子相互
作用の研究の関して多くの実績をもつ。特に
FCS を用いた研究においては、自作の装置の
開発を行い、また国内外の光学機器メーカー
との共同研究を積極的に進め、多くの FCS
開発研究に関与してきた。また全反射型蛍光
相関分光装置（Total Internal Reflection
Fluorescence Correlation Spectroscopy、
TIR-FCS）の試作と生体膜結合性蛋白質の動
態の検出を行ってきた。この装置をより安定
な細胞測定用の装置とするためにオートフ
ォーカス内蔵の顕微鏡システムへ移植し、安
定な測定を可能とさせる。また、これまで一
点測定だったのを 7 本光ファイバーと 7 本の
光電子増倍管を組み合わせることで多点化
を目指した。
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２）、共焦点型蛍光相関顕微鏡による安定
定の重点化
れまで主力の装置である、ConfoCor2（ツ
イス製）は通常の培養細胞測定に関しては
れまで多くの実績があり、本研究領域でも
同研究に提供して行く予定である。細胞測
に必要なLSM機能とFCS測定が可能であ
が、人力による、細胞探査と測定を行うた
に多大な労力が必要である。そこで、この
力削減のために、これまでわれわれの研究
で蓄積した経験をもとに、マクロを組み、
ぐにだれでも簡便に使えるような装置と
る。

３）、分布関数を用いた解析
申請者の共同研究を通してこれまで細胞
PolyQ の凝集体形成に及ぼす CCT の影響
Nature Cell Bio 2006）、や、酵母プリオン
測定（Genes Cells 2006）から細胞内にお
る凝集タンパク質はさまざまな大きさを
していることがわかってきた。しかしなが
、その解析モデルとしてはせいぜい 3 成分
デルを用いていたに過ぎない。細胞内の凝
体は一分子レベルのミクロな大きさから
微鏡で観察可能なマクロな大きさまで連
的に分布しているものと考えるのが自然
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である。その解析のためにはよりリアルにか
つそのような自然な状態を反映する必要が
ある。そのために分布関数を用いた解析方法
を応用する。

（４）酵母内におけるタンパク質相互作用の
解析。
酵母におけるプリオンタンパク質である

Sup35 と Hsp104 の相互作用解析を行い
Hsp104 の ATPase 活性を阻害するグアニジ
ン塩酸塩（GdnHCl）を細胞抽出液に添加し
相互作用に対するその濃度依存性を詳細に
調べた。特に、ATP 濃度を変化と，相互作用
の消失の関係に注目し、凝集体形成と
ATPase 活性の間の関係を明らかにする。

４．研究成果
（１）蛍光相関分光測定の高度化
これまで一点測定であった装置を拡張して、
7 本光電子増倍管を各々7 本の光ファイバー
に結合させ、測定点を 7 点に増やし、同時 7
点測定を可能とした。膜結合性 GFP(GFP-F)
を作成し、COS7 細胞に発現させて、細胞膜
ならびに細胞質ないに発現した GFP-F の拡
散速度を測定したところ、細胞質内の早い拡
散と細胞膜に結合した GFP-F の遅い拡散を
明瞭に区別し、かつ、分子数が異なるコンパ
ートメントの存在を明らかにした。装置全体
として完成したことを示した。

（２）測定装置の自動化並びに安定化
測定装置はこれまで通常の顕微鏡ステージ
にセットされていたために、温度変化などが
あると、焦点位置が変化する。

例えば、アルミの膨張率は２３ｘ１０－６／℃
である。そのため、顕微鏡音鏡筒を 160cm と
すると温度が 1 度変化すると約 3.7μm の変
化となり、細胞の厚さを 10μとしても大きな
変化となる。従って、温度変化を防ぐだけで
なく、焦点位置の能動的な制御を行った。方
法は赤外光を利用する、オートフォーカスを
組み込み、ステージの上下に応じて、焦点位
置も変化するようにした。
その結果は図 2に示すように大腸菌一匹でも
FCS 測定が可能となり大幅な改善となった。

（３）分布関数による解析
生細胞の細胞質に蛍光標識 DNA を直接導入
し、細胞質内での外来 DNA の拡散の様子を
観察したところ、導入直後では導入したDNA
が分解されずにインタクトな状態であるの
に対し、導入 45 分後に同一の細胞を測定す
ると、インタクトな DNA 由来のシグナルは
ほとんど観察されなかった。それらの結果か
ら、導入された DNA は 45 分程度の短い時間
で切断を受けていることが明らかになった
（図４ A, B）。さらに、導入した DNA およ
び分解産物の拡散の速さを細胞内で検出し、
得られた拡散時間の分布を解析することで
分解のメカニズムについて研究した（図４ C,
D）。水溶液中における分解モデルと細胞内で
観察された分解を併せて考察した結果、細胞
質内での外来 DNA 分解は主に 5’-3’エキソヌ
クレアーゼによるものであると結論付けら
れた。それと同時に、生細胞内で外来 DNA
を直接観察することで分解の時空間的な情
報を得ることにも成功した。図４.では生細胞
内における蛍光相関測定を示す。

細胞質内において外来 DNA が分解される様
子を観察（A, B）し、分解産物の拡散速度の
分布を解析することで分解メカニズムを明
らかにした。B では A に比較して拡散時間が
早くなっていることが分解を受けているこ
とを示す。また C では A の拡散時間が 1 ピ
ークの分布を持つものが D では時間と共に 2
ピークになり、分解過程がエキソヌクレアー
ゼである可能性が高いことを示している。こ
れらは別に行ったモデル実験で確認された。
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さらに同じ手法をアルツハイマー病の原因
の一つと考えられる神経細胞死の原因物質
と考えられる amylospheroid(ASPD)の凝集
過程の解析にも応用した。ASPD の蛍光標識
サイトをペプチドの N 末または内部に設定
して、凝集体形成を阻害しないことなどを確
認した後、回転撹拌による凝集体形成を FCS
並びに FCCS を用いて確認した。得られた相
関関数を用いて解析を行い、実際に Aβ凝集
体の形成過程を解析し、我々が患者脳内から
見出した 10-15 nm の球状凝集体アミロスフ
ェロイド（ASPDs）が、他の凝集体とは異な
り３量体から形成が開始されることを示した
（JBC2011）。さらに今回の手法を用いて
ASPDs は分子量が約 128kDa（〜32 量体）
であることを示すことに成功した。ASPDs
は他の凝集体とは異なる立体構造を取ること
が NMR の解析などからわかりつつあるが、
その背景としてそもそも形成経路も異なるこ
とが本研究より明らかになり、今後の創薬ス
クリー二ングへの応用可能性を示すことがで
きた。

（４）酵母内におけるタンパク質相互作用の
解析。
ATP 濃度を変化させると，相互作用が消失す
ることが分かり、凝集体形成と ATPase 活性
の間に密接な関係があることが分かった。
このような凝集体会合状態を評価するため
に分布関数を用いた解析方法の研究を進め、
蛍光強度の重み付け条件を組み込むことで、
凝集体の大きさの評価が可能であることが
分かった。この手法はまず溶液系における
Sup35-タンパク質凝集過程の解析に応用し
た。
多点 FCS 装置の改良もさらに進めている。
これまで全反射光学系を利用したためにガ
ラス面に限定されていた測定点を 3次元まで
拡張するために，位相変調光学系を導入して，
測定系の構築を行う。この手法により，ガラ
ス面から 0.5μｍステップで，焦点位置を上
昇させ，ガラス面から遠ざけても測定可能で
あることを実証する。酵母の中の凝集体タン
パク質評価を対象とした測定も試みて，蛍光
相関分光法全体の実証を行なっている。

結論
これまでの蛍光相関分光測定では生細胞内
の一点のみの測定であったが、測定装置の安
定化や、多点化をすすめることで、細胞内の
複数個所の測定が可能となった。また、解析
モデルとしてもこれまでせいぜい 3成分だけ
の解析であったが、多成分分布解析が生体分
子の複合体解析や凝集体解析には有効であ
ることが分かった。今後は、これらの多点測
定が膜などの細胞表面のみの解析にしか利
用できない点を克服する努力が重要である。
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