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研究成果の概要：本研究では出芽酵母細胞の液胞とミトコンドリア代謝活性の相関についての

新たな知見を得た。ある培養条件下で出芽酵母生細胞の液胞中にダンシングボディと呼ばれる

ブラウン運動する顆粒が出現、消失する事が分かった。ダンシングボディとミトコンドリア代

謝活性の相関を調べるために、ダンシングボディ出現・消失時におけるミトコンドリアの時空

間分解ラマン測定を行った。その結果、ダンシングボディとミトコンドリア代謝活性に強い相

関がある事が明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
細胞の動的構造と機能を知る上で生細胞の
in vivo研究は不可欠である。破壊を伴う生化
学の手法ではこのような研究を行う事がで
きないため、様々な顕微鏡観察が用いられて
きた。近年、分子レベルの情報を得る事がで
きる手法として蛍光顕微鏡観察が主に行わ
れている。この手法は染色対象となる標的分
子が既知であることを前提としているため、
現象の探索的研究には適さない。つまり、生
細胞内の各オルガネラは実際に分子レベル
でどのような組成であるか、また、その構造
変化や動的挙動はどうなっているかの情報
を得ることがほとんどできないという問題

点があった。その解決方策となったものが、
非破壊で分子レベルでの情報を得ることが
できる分光学手法と顕微鏡を組み合わせた、
顕微分光法であった。様々な顕微分光がある
が、その中で 1990 年ごろから実用化された
共焦点顕微ラマン分光は、以下の利点から生
細胞の研究に適している。その利点として、
前処理が簡易である事、分子の振動情報が得
られる事、水の影響をほとんど受けない事、
非破壊測定である事、共焦点であるために面
内、面外方向に高い空間分解能を持つ事があ
げられる。そのため、顕微ラマン分光は、生
細胞の測定に対してとても有用な非破壊ツ
ールとして扱われてきた。共焦点顕微ラマン
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分光法は生細胞の in vivo測定に適しており、
現在までに、原核細胞と真核細胞（出芽酵母
細胞、分裂酵母細胞、ヒト細胞）における顕
微ラマン分光研究がされている。構造化学的
解釈を含む結果は多いが、生化学的に新たな
知見を得た結果は少ない。その理由として、
大きく三つの理由があげられる。一つ目は、
測定により得られる生細胞のラマンスペク
トルは前例がほとんど無いためにその解釈
が難しい事である。次に、生体試料の準備と
同時に、装置光学系の調整と改良を行う事が
必要である事があげられる。最後に、物理化
学と生化学の両方の観点から見た戦略を立
てる事の困難さである。顕微ラマン分光法は
まだ生化学の分野に浸透していないことか
ら、物理化学研究者の装置開発研究が非常に
多い。生細胞の顕微ラマン分光研究は、国外、
国内を合わせても 10から 20報程度しか報告
されていないが、ほとんどが装置開発研究で
ある。国内においては、まだほとんど行われ
ていない開拓的研究である。そのため、現在
ではどのような生細胞を選択し、どの生物現
象を追跡するかなどの生化学的観点におけ
る研究戦略がより必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究の大きな目的は、生命活動を分子レベ
ルで解明する事である。本研究は、時空間分
解ラマン分光による出芽酵母生細胞の研究
である。出芽酵母生細胞の液胞は、加水分解
酵素を多く含むオルガネラである。近年液胞
の研究が進められ、液胞には様々な機能があ
る事がわかってきた。しかし、液胞の組成、
機能の分子レベルでの解明は全くされてい
ない。また、出芽酵母細胞にはダンシングボ
ディと呼ばれる顆粒が時折出現する事が広
く認識されている。醸造の分野においては、
ダンシングボディが出現した酵母を用いる
と製酒に深みが出ることが経験上知られて
おり、実際に製酒産業にてダンシングボディ
出現した出芽酵母が用いられている。しかし、
ダンシングボディは単離ができないために
組成と機能が全くわかっておらず、研究手法
がほとんど無い事から分子レベルでの研究
は全くされていないのが現状である。申請者
は、生細胞内での液胞、及びダンシングボデ
ィの組成を初めて解明し、その出現消失過程
と、それに伴う細胞死課程を初めて追跡する
事を目的とした。ダンシングボディの出現、
消失過程を明らかにし、ミトコンドリアの代
謝活性を分子レベルで解明する事を具体的
な研究目的とした。学際的研究を目指し、単
一分野だけでは達成が難しい分野横断的研
究成果を得、有機的複合分野を開拓し、学問
領域を越えた幅広く多角的視点で物を見る事によ
り、新たな生化学的手法の確立と、新たな観点の分
子レベルでの生細胞研究結果を得る事が目的であ

った。 
 
３．研究の方法 
本研究では、二年間でダンシングボディ出
現・消失過程の解明とダンシングボディ出現
後の復元過程の解明、また、これら過程にお
けるミトコンドリアの代謝活性の変化追跡
を主に行う予定である。この主な研究に付随
して、ダンシングボディ中のポリリン酸塩結
晶と外部から投与した金属イオンの相互関
係を時空間分解ラマン測定による分子レベ
ル追跡研究を行っていく。オートファジーと
金属イオン投与の相関についても分子レベ
ルで追跡していく予定である。 
(1) これまでダンシングボディ出現測定をス
ライドガラスとカバーガラスに挟む事によ
り行ってきたが、ガラスボトムディッシュで
観測しダンシングボディ出現した後に新鮮
な培地を加えるとダンシングボディが消失
し元の酵母細胞に復元する事がわかった。ダ
ンシングボディとミトコンドリアの代謝活
性の相関を調べるために、ダンシングボディ
出現後の細胞に新鮮な培地を加え時空間分
解ラマン測定を行う。生体内の構造変化を速
く時間分解観察するために、ラマン顕微分光
装置と酵母株の改良を行う。ラマン顕微分光
装置の改良は申請者が行い、励起光の顕微鏡
への導入や最適な光学系を模索しながら行
う。酵母株の改良は、ダンシングボディ出現
と醸造技術を経験的に行ってきたサントリ
ー株式会社と共同研究し、株と培地を提供し
てもらう事により工夫する。サントリー株式
会社は通常（2倍体）より大きい 4倍体を用
いて麦汁培地で醸造を行っている。4 倍体は
代謝活性が強くラマン測定に適している事
を申請者が発見している。ダンシングボディ
が出現しやすい麦汁培地とラマン測定の容
易な 4倍体酵母実用株を提供してもらう事に
より、より効果的に研究を進める事が可能で
あると期待される。 
(2) 出芽酵母は金属イオンが外部から投与さ
れた時に、液胞に金属イオンを隔離するとい
う解毒作用がある事が知られているが、帰属
イオンがどのように液胞内に隔離されるの
かは未知の部分が多い。ポリリン酸にキレー
トされているのではないかという推測がさ
れているので、酵母細胞に様々な金属イオン
を投与し、液胞内の構造変化を追跡する。金
属イオン投与における研究では、共同研究者
である東京都臨床医学研究所客員研究員・東
京大学名誉教授、東江昭夫先生と頻繁に議論
を行いながら進めていく。酵母細胞の基本的
な培養は申請者が行うが、酵母細胞長期保管
はこれら共同研究者により行われ、随時提供
していただく事により、効率よく研究を行っ
ていく。 
 



 

 

４．研究成果 
(1) ダンシングボディと、ミトコンドリア代
謝活性の強い相関を明らかにする事ができ
た。本研究において、ある培養条件下で出芽
酵母生細胞の液胞中にダンシングボディと
呼ばれるブラウン運動する顆粒が出現、消失
する事がわかった。そして、ガラスボトムデ
ィッシュで観測しダンシングボディ出現し
た後に新鮮な培地を加えるとダンシングボ
ディが消失し元の酵母細胞に復元する事が
わかった。当初の計画通り、ダンシングボデ
ィとミトコンドリアの代謝活性の相関を調
べるために、ダンシングボディ出現後の細胞
に新鮮な培地を加え時空間分解ラマン測定
を行った。そこから生体内のミトコンドリア
代謝活性変化を観測することに成功した。時
空間分解ラマン分光測定により、ダンシング
ボディ出現・消失に伴い、ミトコンドリア代
謝活性が消失・復元した。これにより、ダン
シングボディが出現すると、ミトコンドリア
代謝活性が失われるが、ある分岐点より手前
でダンシングボディが消失すると、ミトコン
ドリア代謝活性は復活する事が明らかにな
った。図 1にこの結果を示す。ミトコンドリ
ア代謝活性を強く反映している 1602 cm-1 
バンド（生命のラマン分光指標）がダンシン
グボディ出現後には弱くなり、ダンシングボ
ディ消失後にまた強くなっていく様子が分
かる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. ダンシングボディ出現・消失における
ミトコンドリア代謝活性の変化 
 
この研究成果を、論文１報発表、学会発表２
回発表、図書１冊を共著で執筆し、公表した。 
本結果は、出芽酵母生細胞のダンシングボデ
ィとミトコンドリア代謝活性を結びつけた
初めての結果であり、生化学の分野において
非常に意味のある結果である。また、ラマン
顕微分光法という物理化学の分野の手法が、
生化学において意味のある現象を明らかに
した数少ない例あり、物理化学の分野におい
ても非常に意義のある結果となった。2007
年 9 月 25 日に本研究結果の一部を中国の厦
門 で 行 わ れ た 第 35 回 Colloquim 

Spectroscopicum Internationaleにおいてポスタ
ー発表した。物理化学と生化学の橋渡しとし
ての分野横断的研究を国際的に広める良い
機会となった。また、本手法を物理化学者だ
けでなく、生化学者にも用いてもらうため、
2007 年に羊土社から発行された「生命科学
のための機器分析実験ハンドブック 実験
医学別冊」の 74-79頁の第２章５節「ラマン
顕微分光法 ~生細胞を分子レベルで観る
~」を共著で執筆した。総説「日本化学会 生
体機能関連化学部会 ニュースレター」を共
著で発表した。 
 
(2) 出芽酵母細胞に、金属イオンを加えると
液胞に金属イオンを隔離する事が知られて
いる。その際に、液胞内に金属イオンとポリ
リン酸が結合しているのではないかと推測
されている。本研究では、出芽酵母細胞に金
属イオンを加える事により、金属イオンと結
合したポリリン酸のラマンバンドがどのよ
うに変化するか測定した。結果としては、ポ
リリン酸のラマンバンドは金属イオン投与
前後で変化しなかった。しかし、金属イオン
投与時において、細胞内ミトコンドリア脂質
膜の cis-trans異性化反応の誘起が観測され
た。ミトコンドリア脂質膜の cis-trans異性
化反応が実時間で観測されたのは初めてで
あり、生化学的に非常に意味のある結果であ
る。また、過酸化水素水溶液を細胞に投与し、
酸化ストレスにより細胞内でどのように構
造変化が起きるのかを時空間分解ラマン追
跡により行った。その結果、酸化ストレス投
与時おいても、細胞内ミトコンドリア脂質膜
の cis-trans異性化反応が誘起される事が明
らかになった。以上の結果は、物理化学と生
化学の両方の視点からの学際的研究により
達成されたものである。これらの結果は、
2008年 9月 26日に福岡で行われた分子科学
討論会 2008と、2008年 11月 26日にニュー
ジーランドのクイーンズタウンで行われた
第二回バイオイメージング学会で発表され
た。以下に、酸化ストレスによる細胞内ミト
コンドリア脂質膜の cis-trans異性化反応の
時空間分解ラマンスペクトル結果を示す。時
間は過酸化水素水溶液を酵母に加えてから
の時間である。cis構造を示す、1655 cm-1 バ
ンドと 1266 cm-1 バンドが減少し、trans構
造を示す、1666 cm-1 バンドと 1301 cm-1 バ
ンドが増加している。この結果から、酸化ス
トレスにより、ミトコンドリア脂質膜の
cis-trans異性化反応が起きていることが分
かる。 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 過酸化水素水溶液投与時におけるミト
コンドリア脂質膜の変化 
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