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研究成果の概要（和文）：部分的に変性したタンパク質を光捕捉することにより、アミロイド集合体を時空間的
に制御して作製することに成功した。顕微蛍光分光を用いてその形成過程を調べることにより、タンパク質の集
合とアミロイド線維化の二段階で集合体形成が進むことを明らかにした。前半に形成する集合体の構造は、一本
の繊維状の構造体が丸まっていることを見出した。アミロイド形成に至る前の中間体のようなタンパク質が集合
した場合も、アミロイドのような線維状の構造をとりうることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We successfully demonstrated spatially- and temporally- controlled formation
 of an amyloid assembly by optical trapping of partially unfolded proteins in solution. The 
fluorescence analysis during the trapping process revealed that the formation of an amyloid assembly
 proceeds in two steps; aggregation of proteins and their amyloid fibrillation. It was found that 
the assembly formed in the first step consists of the entangled single fibrillar structure. Thus, it
 was implied that intermediate proteins prior to amyloid nucleation can form the fibrillar structure
 like amyloid during their assembling process.

研究分野：光物理化学

キーワード： 光ピンセット　光圧　アミロイド　タンパク質　顕微分光　顕微イメージング　レーザー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アミロイドは、様々な疾患と関係している不溶性のタンパク質凝集体である。確率的に起こるアミロイド核形成
を溶液中で時空間制御することは難しく、溶液全体のアンサンブル測定を通してその形成過程が調べられてき
た。本研究で示した新しいアミロイド集合体形成手法は、一集合体レベルでの解析を可能にし、アミロイド線維
形成メカニズムの解明に大きく貢献できると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 集光レーザーの光圧を利用した光マニピュレーションは、非接触かつ非破壊的に溶液中の微
小物体を操作する手法として様々な分野で革新的な役割を果たしてきた。化学研究においては、
ナノ粒子や半導体量子ドット、ミセルなどが光捕捉対象として用いられてきた。光捕捉現象は
分子系においても報告され、高分子やタンパク質、アミノ酸などの光捕捉による分子集合体の
時空間形成が実証されてきた。さらに、光圧による局所濃縮現象を結晶核形成や結晶成長に応
用する研究が展開されてきた。特に、タンパク質の結晶化・結晶成長制御は非常に重要な研究
テーマであり、それらを目指したタンパク質の光捕捉研究が複数のグループにより進められて
きた。このような背景のもと、研究代表者は、結晶と並ぶ重要なタンパク質集合体であるアミ
ロイドに注目した。正常なタンパク質が三次元的に配列した集合体が結晶であるのに対し、変
性したタンパク質が一次元的に配列した集合体がアミロイドであり、様々な疾患と関係してい
る。ドメインスワッピングにより形成したシトクロム cダイマーを光捕捉すると、アミロイド
が形成することを見出した（Angew. Chem. Int. Ed., Vol.56, 2017, pp.6739-6743）。しかし
ながら、その形成ダイナミクスはよくわからないままであった。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景のもと、異なるタンパク質の光捕捉においても同様のアミロイド集合体形成が起
こることを実証し、さらにその形成ダイナミクスをイメージングや分光などの顕微蛍光分析を
用いて明らかにすることを目的とし、下記の研究を計画した。 
 
３．研究の方法 
 （１）蛍光イメージング・分光が可能な光捕捉装置の構築 
波長 1064 nm の連続発振レーザーを倒立顕微鏡に導入し、光捕捉装置を構築した。λ/2波長
板と偏光ビームスプリッターを光路に組み込み、近赤外レーザーの強度を調整できるようにし
た。さらに波長 405 nm の紫外レーザーを近赤外レーザーと同軸で顕微鏡に導入した。レンズを
用いて対物レンズの前に紫外レーザーのみを集光することにより、サンプルの広視野照明を実
現した。蛍光スペクトルを測定するために、顕微鏡のサイドポートに光ファイバーを設置し、
分光器と接続した。蛍光色素がドープされた直径 100 nm のポリスチレンナノ粒子の光捕捉実験
を行い、捕捉されたナノ粒子の蛍光イメージ、蛍光スペクトルを取得することにより、装置の
光捕捉性能と顕微計測の性能を確認した。 
 （２）酸性条件下でのニワトリ卵白リゾチームの光捕捉と蛍光分析 
ニワトリ卵白リゾチーム（HEWL）をサンプルとして用いた。HEWL のアミロイド形成条件は、
次の論文（The effect of concentration, temperature and stirring on hen egg white lysozyme 
amyloid formation, Soft Mater, Vol.9, 2013, pp.9692-9701）に報告されている。HEWL を酸
性条件で加熱すると、アミロイドが形成する。報告された条件を基に、サンプル（HEWL; 30 mg/mL, 
NaCl; 0.3 mol/L, ThT; 20 μM, solvent; 0.1 % HCl）を調製した。変性を促進するために
NaCl を加えた。ThT は、アミロイドセンサーとして知られている色素である。アミロイドが形
成していない状態では、蛍光を示さない。一方、アミロイ
ドが形成すると、蛍光を発するようになる。このサンプル
を 55℃で加熱するとことにより、自発的なアミロイド形成
過程を調べた。サンプル溶液を加熱すると、ThT に特徴的な
490 nm にピークを持つ発光バンドが現れた。蛍光強度の変
化には閾値が観測され、加熱 5 分後から蛍光強度の増加が
始まった（図 1）。この結果は、加熱 5分までは、アミロイ
ドの核形成が起こらないことを示している。この結果を基
に、55℃で 2 分間加熱したサンプル溶液を光捕捉実験に用
いた。 
 
４．研究成果 
 55℃で2分間加熱したサンプル溶液の液中に波長1064 nmのレーザーを集光することにより、
リゾチームを光捕捉した。集光点にお
いて、タンパク質集合体を形成するこ
とに成功した。光捕捉中の集光点近傍
の顕微透過像を図 2a に示す。照射数
分後から円状のパターンが観察され、
時間と共に円状パターンのコントラ
ストが強くなった。さらにレーザーを
照射すると、10～15 分後からパターン
の形状が変形し、集光点の外側に集合
体が成長する様子が見られた。集合体
形成中に測定されたThTからの蛍光ス
ペクトルと強度の時間変化を図 2b,2c
に示す。照射 12 分後までは ThT の蛍

図１．サンプル加熱時の ThT 蛍光
強度の時間変化 

図２．(a)光捕捉中の集光点近傍の顕微透過像 (b, c)光捕捉中
の ThT の蛍光スペクトルと強度の時間変化 



光強度は緩やかに増加し、その後急激に増加した。この蛍光強度変化は透過像の変化と一致し
ている。蛍光強度の急激な増加は、アミロイド形成を意味している。このように、部分的に変
性した HEWL においても、光捕捉を用いることによりアミロイド集合体を時空間的に制御して作
製することに成功した。 
 蛍光イメージング・分光測定により、集合体形成が二段階で進むことが明らかとなった。一
段階目の集合体形成に注目し、光捕捉実験を行った。光捕捉中の集光点近傍の顕微透過像を図
3a に示す。顕微透過像の集光点に丸いパターンが現れ、パターンの形状を保ったまま、コント
ラストが照射時間と共に強くなった。この透過像の変化は、集光点においてタンパク質集合体
が形成し時間と共に成長することを示している。
対物レンズと顕微鏡ステージを操作することによ
り、ガラス基板上に集合体を付着させてその構造
を観察したところ（図 3b）、集合体は幅 1 μm 以
下、長さ 6～7 μm の一本のヒモ状構造体が丸まっ
て形成していることが明らかとなった（図 3c）。
光捕捉の時間を短くするとヒモ状構造体の長さは
短くなり、透過像観察から予想される結果とよく
一致した。一方、この集合体形成過程では、ThT
の増加は観測されない。すなわち、このヒモ状集
合体はアミロイド線維ではない。アミロイド形成
に至る前の中間体のようなタンパク質が集合した
場合も、アミロイドのような線維状の構造をとり
うることが明らかになった。このように、光捕捉
を用いることにより時空間的にアミロイド集合体
を形成できることを実証し、一集合体レベルでの
アミロイド形成過程の解析の可能性を示した。 
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