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研究成果の概要（和文）：

我々は新規に構築した多点全反射型蛍光相関分光装置を用いて細胞膜表面におけるタンパク質
分子の拡散速度の多点測定を行った。装置は 7 本の光ファイバーを利用して全反射面における
エバネッセント面からの 7点の蛍光シグナルを受け，蛍光相関測定が可能である。蛍光強度の
揺らぎは光電子増倍管で検出を行い，新規にこの研究で構築した相関器で解析した。
実際の細胞測定においては膜結合性の蛍光タンパク質（GFP-F）を発現させ，その拡散速度を
7 点同時に測定を行った。7 点各々の拡散速度はほぼ同じであったが，分子数が各点で異なり，
細胞膜表面におけるコンパートメントの存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：
We studyed simultaneous determination of diffusion coefficients at different points of a
cell membrane using a multipoint fluorescence correlation spectroscopy (FCS) system.
A system carrying seven detection areas in the evanescent field is achieved by using
seven optical fibers on the image plane in the detection port of an objective-type total
internal reflection-FCS (TIR-FCS) system. Fluctuation of fluorescence intensity was
monitored and evaluated using seven photomultiplier tubes (PMTs) and a newly
constructed multichannel correlator. We demonstrated simultaneous-multipoint FCS,
with a 3-s time resolution, to investigate the heterogeneous structures such as cell
membranes and membrane-binding molecular dynamics near glass surfaces in live
cells.
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１．研究開始当初の背景
プロテオミクスやゲノムプロジェクトの進
展により、細胞内の生体分子が網羅的に理解
されるようになってきた。実際，細胞の中で
はこれら多くの分子がダイナミックに動き
回り、離合集散しながら、細胞機能を担って
いる。これまで生化学的解析から常時結合し
ていると思われていた分子同士でさえ、生体
内ではダイナミックに離合集散を繰り返し
ていると考えられるようになってきていた。
また一方では１種類もしくは数種類の蛋白
質が集合して様々な大きさの複合体や凝集
体を形成し、それが細胞や生体の機能に関係
していることが分かってきた。例えば生殖細
胞内における蛋白質の凝集体である生殖顆
粒が生殖細胞の持つ全能性や不死性と結び
つく可能性や、アミロイドβ蛋白質やプリオ
ン蛋白質の異常蓄積が神経や脳の疾患と結
びつくなどが示されている。また、生体膜上
でもドメイン形成や、ラフトなどのリン脂質
やリン脂質―蛋白質複合体が細胞機能に直
接関与していることが分かってきた。 しか
しこれらの研究の多くは試験管内の実験に
基づいた結論であり、実際の生体でそのよう
な凝集体や複合体がいつどのように形成さ
れるかに関しては明らかにされていない。

２．研究の目的
生きた細胞内でタンパク質の凝集体や複合
体の形成をいち早く検出するためには、元と
なる分子の挙動まで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る。この目
的のために、本申請グループは、生体膜結性
分子複合体の挙動を生きている細胞の生体
膜上で動的に捉えることを試みた。また生体
膜でも測定場所での違いが大きく反映され
るために、正しい評価を行うためには多数の
点で FCS 測定を行い、画像情報として分子
の「動き」や「結合」の情報を得る必要があ
る。これらの研究を行うために、全反射光学
系を採用し、細胞膜上の多数の場所で同時に
FCS 測定を行うことができる測定システム
の開発を目指した。全反射型 FCS 測定装置
は既に我々の研究室で研究開発を行い，細胞
膜表面におけるタンパク質の拡散測定に有
効であることが分かっていた。そこでこの装
置を基本として，発展させることを目指した。

３．研究の方法
(1) 多点全反射蛍光相関装置の開発
これまで我々は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研究を行
ってきた。そこで生体膜上の多点での分子間
相互作用を検出可能とするために既設の装

置に検出器（アバランシェホトダイオード，
APD）を増設し（4台）、測定箇所の複数化を
行うために，検出部分にバンドル化した光フ
ァイバーの設置と検出器の設定を行う予定
であった。しかし，測定装置の安定性と構築
の面から 1点を 6個の円で囲む構造が安定で
あるとの判断から測定点を一挙に 7点へ拡大
することを行った(図１)。
このようにシンプルな構造であるが，光ファ
イバーを用いて多点（Multi-point）全反射
FCS 計測により生体膜上での膜結合性分子の
検出が可能となると予測した。また多点から
の信号を同時に計測できる小型マルチチャ
ンネルカウンター装置を利用することで蛍
光相関測定の同時解析を実現する。

４．研究成果
(1) 装置作成

(図 1) 装置の概観

実際の装置の構成は，対物レンズ型全反射蛍
光顕微鏡を基本として，検出器として７本の
マルチモードファイバーから成るバンドル
ファイバー、７つの光電子増倍管、および複
数の自己相関関数の同時計算が可能なマル
チチャネル相関器を用いることで多点型
TIR-FCSのシステムを構築した。検出器は APD
から PMT へ変更を行った。予算的に 4台の検
出器の購入予定が 7台になったための処置で
あり，感度的には半分程度になるが，十分な
検出感度が予想されたためである。
この装置を用いて、水溶液中の蛍光色素
（FITC）の拡散運動を７点同時で測定し７つ
の自己相関関数を得る事ができた(図 2)。
測定結果は各蛍光相関関数の値はほぼ等し
く，またフィッティング式から得られた観測
領域の大きさも（容量）ほぼ等しく約 0.2 フ
ェムトリットルであった。すなわち，測定領
域は均等であり，濃度や拡散速度の測定に補
正などが必要ないことを示した。また時間分
解能は 3 マイクロ秒であった。これは蛍光色
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素が水溶液中で拡散する時間より短く，ほと
んどすべてのタンパク質に対して十分な時
間分解能があることを示した。

(図 2) 100nM FITC 溶液の蛍光相関測定

(2)膜結合性タンパク質の拡散測定
次に膜結合性タンパク質のモデル系として
生体膜局在配列を有するファルネシル化
EGFP（farnesylated EGFP、以下 EGFP-F）を
発現する細胞を用いて、生きた細胞の細胞膜
近傍での分子動態を観察した。膜結合性 GFP
の単量体タイプ EGFP-F（A206K）を発現する
COS7 細胞の細胞膜近傍の７つの測定点で同
時に得られた自己相関関数はいずれも２成
分モデルでフィットでき、得られた拡散定数
はこれまでの結果と良い一致を示した。構築
した MP-TIR-FCS 装置を用いて多点同時測定
が可能であることを証明した。
7 点測定した拡散時間を比較するとほぼ同じ

値を得た。一方で 7 点において蛍光相関関数
の強度（Amplitude）の大きさが異なり，蛍
光分子数が異なることが分かった。分子数が

異なることは蛍光強度の揺らぎからも確認
することができた(図４)。これらの結果は生
体膜上が均一な分布をしているのではなく，
ラフトや微小区間に分かれていると言うモ
デルを支持する結果と考えている。

（図 3）右 細胞膜表面における GFP-F の蛍
光相関曲線。左 COS7 細胞と測定点を示す

(図４) 7 点 FCS 測定時の蛍光強度の時間変
化

以上の結果から、構築した装置を用いて生細
胞を対象とした多点同時測定が可能である
ことがわかった。現在，MP-TIR-FCS を用いて
膜結合性たんぱく質である，ナトリウムポン
プタンパク質などの機能解析を行っている。

５，最後に

我々は全反射光学系を用いて，7 点同時蛍光
相関測定が可能であり，生体分子に応用可能
であることを実証した。
しかし全反射光学系を利用している以上，測
定はガラス界面すなわち，多くの場合，細胞
膜上に限られてしまう。細胞は核を始め細胞
質内に多くの機能を有している。現在，細胞
機能を普遍的且つ 1 分子レベルで解析する
ために細胞全体を対象として 3 次元多点同
時測定 FCS の構築が必須だと考え，新規のシ
ステムを構築することを計画し着手・研究を
進めている。
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