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研究成果の概要： 
本研究課題では，極短パルスレーザーによる非線形光学効果を利用して，新しい細胞内代
謝産物の取得方法と解析方法を開発するとともに，これらを用いて細胞毒性を有する細菌
由来アミロイド様凝集性タンパク質の細胞内での作用機作の解析を行った。この過程で，
フェムト秒レーザーを用いた細胞微細加工装置により細胞内に凝集するタンパク質部分を
切削・回収することに成功するとともに，非線形光学顕微鏡による無線色での細胞の観察
に成功した。 
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細胞内凝集性タンパク質 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞間あるいは，細胞内の情報伝達やこれに
関わる各種生理作用物質の研究が分子レベ
ルで論じられるようになってきた。一方，現
在これらの研究は主に，組織や個体を用いた
ミュータントのフェノタイプの観察あるい
は，関連分子のバルク調製による生化学的相
互作用の解析に基づいて行われている。しか
しながら，より正確で，直接的な知見を得る
ためには，バルクでの観測ではなく，個々の

細胞で実際に起こっている現象をオンサイ
トで観測し，そこで作用している物質の動態
を直接観測することが望ましい。これを実現
するためには，これまでにない新しい細胞の
解析手段を開発する必要があると考えられ
る。我々は以上の点から，これまでの研究で，
極短パルスレーザーを用いた細胞のマイク
ロサンプリングや，四光波混合過程を利用し
た誘導パラメトリック発光分光法の手法を
開発してきた。 
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２．研究の目的 
本研究では，細胞内で作用する物質として強
い細胞毒性を有する細菌由来アミロイド様
凝集性タンパク質（TDH）を取り上げ，申請
者が有する微量物質分析技術および，細胞内
物質可視化技術を用いて毒性発現機構の解
析を試みることを通じ，1 細胞を基盤とした
細胞解析技術の発展を意図した，ライフサー
ベイヤ研究の重要性を示すことを目的とし
て研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) フェムト秒レーザー細胞微細加工装置
を用いた細胞内凝集 TDH の取得：TDH は，別
の相互作用因子と協調することによって凝
集体の形成や毒性の発現を行っていると考
えられるが，一部ガングリオシドとの相互作
用が報告されているものの，相互作用因子に
関する知見は極めて少ない。そこでまず，凝
集体を細胞から単離し，作用因子に関する知
見を得るため，サブセルラーでのマイクロデ
ィセクションが可能なフェムト秒細胞微細
加工装置の開発を行うとともに，これを用い
て細胞内に凝集している TDHの切除と回収方
法の検討を行った。 
 
(2) 誘導パラメトリック発光顕微鏡（SPE 顕
微鏡）による観察：TDH の細胞内凝集の様子
をさらに詳しく観察するため，細胞を無線色
で生きたまま観察可能な SPE顕微鏡による観
察を試みた。 
 
(3) 人工細胞膜による凝集の観察：TDH の生
体膜への作用を解析するため，ガラス板上に
人工細胞膜を調製し，TDH を作用させた後，
顕微鏡観察することを試みた。まず，ガング
リオシド GT1b と TDH の相互作用を確認する
ため，ガラス板上にベシクル融合法によって
脂質膜を作製し，TDH を添加してその集積を
観察した。また， GT1b の濃度を変化させた
ベヒクルを調製し，これに TDH を作用させる
ことにより，膜の崩壊と，TDH,および，GT1b
の関係を探った。また，TDH が膜の透過性に
影響を与えている可能性を考え，蛍光色素を
封入したベヒクルを調製し，これに TDH を作
用させることにより蛍光色素の漏れの有無
を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) フェムト秒レーザー細胞微細加工装置
を用いた細胞内凝集 TDH の取得：近年，フェ
ムト秒レーザーなどの極短パルスレーザー
が使用できるようになり，多光子吸収による
非線形加工が行えるようになって来た。本方
法では，透過性の高い 800-1000nm の長波長
領域のパルスレーザーを用いるが，平均パワ
ーはごく小さいく，ピークパワーが非常に大

きいため，集光点付近のごく限られた範囲に
おいてのみ多光子吸収が起こりアブレーシ
ョンを生じさせることが可能である。この性
質は，生体サンプルなどに適用した場合，周
辺への熱の影響を避けつつ，深部の加工がで
きる点で好適であると考えられる。そこで，
下図のようなフェムト秒レーザー細胞微細
加工装置を用い，細胞内に凝集する TDH の切
除と回収を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１フェムト秒レーザー細胞微細加工装置 
 
まず，TDH を細胞内で可視化するために，
TDH-GFP融合タンパク質を発現するHeLa細胞
を作出した。作出した細胞を，レーザーミク
ロディセクション用フィルムボトムシャー
レにて培養し，培地を完全に満たしたシャー
レを上下反転させ，フィルム面を上面にして
蛍光観察により TDH 凝集体を観察し，該部位
をフェムト秒レーザー細胞微細加工装置に
て切削した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１TDH 凝集体のディセクションの様子 
 
フィルムボトムはレーザーによって切り出
され，浮力によって培地上に浮遊する。これ
をガラス製マイクロキャピラリーを装着し
たマニピュレーターにて回収することに成
功した。 
 
(2)  SPE 顕微鏡による観察： 
細胞構造の解析研究は，高性能顕微鏡の進歩
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とともに進んできたといっても過言ではな
い。特に，共焦点レーザー顕微鏡は，蛍光標
識した細胞内構造体やタンパク質の三次元
観察を可能にし，細胞構造に関する多くの知
見を与えた。一方で，本方法は，対象物を蛍
光物質による染色や蛍光タンパク質との融
合などにより標識する必要があり，標識物質
が観察対象に与える影響を無視できない。し
たがって，観察結果がアーティファクトであ
る可能性を完全に否定することは難しい。こ
のような中，我々は，照射により対象物の電
子状態を直接可視化する全く新しい非線形
光学顕微鏡，すなわち SPE顕微鏡に着目した。
本顕微法は，従来必要であった蛍光分子によ
る標識を行わず，観測分子の電子状態を元に
分子識別を可能とする。 本方法では，ポン
プ光とダンプ光という二種類の波長の異な
るレーザー光を使用する。ポンプ光として周
波数ω1 の極短光パルスを試料へ集光し，さ
らに，ダンプ光として周波数ω2 の光パルス
を集光することにより，焦光点における三次
の非線形光学効果を介して，四波混合
（four-wave mixing, FWM）光ω3が誘導放出
される(図２)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ SPE 顕微鏡の原理 
 
2ω1 の周波数が試料の電子共鳴順位に共鳴
する周波数に近くなると信号光強度が増強
されるため，ω3 が観測することにより電子
共鳴に基づくイメージングが可能となる．す
なわち，蛍光を発しない物質であっても可
視・紫外域の電子共鳴準位の映像化により，
無染色イメージングが可能となる．また，光
点を三次元走査することにより， SPE 光の三
次元分布を得ることができ，全く新しい三次
元無染色観察が可能となる。SPE 顕微鏡は，
生きた細胞あるいは細胞内小器官を用いて，
完全無染色での三次元観察を可能とする。 
本実験では，HeLa 細胞にリコンビナント TDH
処理した後の細胞の動態を SPE顕微鏡によっ
て観察したところ，生きたままその形態変化
を観察することに成功し，TDH 添加後細胞が
収縮する様子が観察された。しかしながら，
明確な TDH の細胞内凝集や，細胞内の TDH の
様態はみられなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３SPE 顕微鏡による HeLa 細胞の観察 
(Bar: 15 µm) 

 
(3) 人工細胞膜による凝集の観察：ガング
リオシド GT1b と TDH の相互作用を確認する
ため，ガラス板上にベシクル融合法によって
脂質膜を作製し，TDH を添加してその集積を
観察した。PC に GT1b の濃度を変えて混合し
た膜（モル比で 0～5%）においては，明らか
な集積は観察されなかった。しかしながら，
蛍光標識 PC，コレステロール，GT1b にて作
成した脂質膜の崩壊過程について，観察を行
ったところ，GT1b 含有比率が 20％のとき，
明らかな膜細分化活性を示した。（図４上）
しかし，含有比率が 30％以上の場合，親水頭
部の大きいガングリオシドによるミセル形
成が優先的に行われるため，ベシクルを作成
することができなかった。（図４下） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ベシクルの細分化と GT1b含有比率の関係 
 
さらに脂質膜内部に蛍光色素を封入し同様
の実験を試みた。その結果，TDH 添加により
FITC（分子量 389）では蛍光色素の漏出を確
認することができたが，カルセイン（分子量
622）では確認できなかった。これらの結果
から，１）膜の崩壊には，GT1b の脂質膜にお
ける比率が重要であること。２）脂質膜内部
に存在する物質のサイズによって漏出の有
無があることが示された。これらのことは，
従来型の孔形成性毒素のメカニズムでは説
明できず，TDH の脂質膜傷害は，これとは異
なるメカニズムを有している可能性を示唆
するものである。 
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