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研究成果の概要（和文）：本研究は、回転拡散を利用した螢光相関分光法により、細胞骨格蛋白分子の重合を観
察する事を目的とする。回転拡散は、並進拡散に比べて分子量の変化に敏感なので、それを利用した螢光相関分
光法は、対象分子の変化を鋭敏に、しかも溶液の中で観察出来る。本研究費で高速の光子検出器を購入して、測
定光学系を更新することが出来た。実験中の課題から、有限時間測定での回転拡散の推定のバイアスの補正法を
作り、又、測定試料の状態変化によって生じる回転拡散の変化を検出するための種々の条件を求め、現在論文発
表の準備を進めている。

研究成果の概要（英文）：This research aims to characterize cytoskeletal proteins using 
polarization-dependent fluorescence correlation spectroscopy (Pol-FCS). Because rotational diffusion
 is more sensitive to the change in the molecular weight of the fluorophores than translational 
diffusion is, Pol-FCS that uses polarization to monitor the rotation of fluorophores can be a 
sensitive measure to study proteins in solution. I studied the correction method for estimation bias
 of rotational diffusion in finite-length data and the condition required to detect the change in 
rotational diffusion parameters caused by the interaction of fluorescence-labeled moulecules. These 
studies are now in preparation for publication. 

研究分野：細胞生物学

キーワード： 細胞骨格 　螢光相関分光

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
螢光偏光を利用して回転拡散を計測する螢光相関分光法は、従来の並進拡散のみを使った方法よりも、分子量の
変化を鋭敏に、しかも溶液の中で直接に計測する事が出来る利点がある。しかし、測定の複雑さや時間の長さの
ため、あまり広く使われていなかった。本研究の成果は、短かい測定時間の際のバイアスや精度を補正する方法
を提示することで、測定をしやすくする意義を持つ。これは、この測定法を検査などに応用する基盤になりうる
ものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
螢光相関分光法 (Fluorescence Correlation Spectroscopy, FCS)とは、溶液溶液中の螢光分子か
らの螢光強度の揺らぎを測定して、そこから螢光分子の運動状態を調べる手法である。光学顕微
鏡の焦点領域は 1 μm3 = 10-15 L程度の微小領域であるので、nM = 10-9 M 程度の濃度の螢光分
子を観測する場合、観測される分子数は数えられる程度のものになる。従って、その観測領域中
の螢光分子が運動などを起こすと、それは螢光強度の揺らぎとして観測され、そこから逆に、螢
光分子の運動のパラメーターを算出する事が出来る。この手法は、溶液中の螢光分子、螢光蛋白
の挙動を調べる有用な方法となっている。 
螢光相関分光法で主に測定されるパラメーターは、螢光分子の並進拡散係数、分子数である。ま
た、複数の螢光分子を同時に観測し、その両者の螢光強度の揺らぎの相関性から、両者の共局在
や相互作用の程度を求める螢光共相関分光法 (Fluorescence Cross-Correlation Spectroscopy, 
FCCS) も行われる。分子の並進拡散係数から、分子の大きさを推定する事が出来る。しかし、
並進拡散係数は分子量の立方根に反比例する量なので、分子の相互作用による分子量の変化に
あまり敏感ではないという問題があった。例えば、2 分子が結合して分子量が 2 倍になっても、
並進拡散係数は 2−1/3 = 0.79倍程度にしか小さくならなかった。 
 
２．研究の目的 
 
螢光分子の並進拡散係数ではなく、回転拡散係数を測定すれば、これは分子量に反比例する量な
ので、分子の相互作用による分子量の変化に敏感である。例えば、2分子が結合して分子量が 2
倍になると、並進拡散係数は半分程度に小さくなる。本研究は、回転拡散係数を利用した螢光相
関分光法により、蛋白の溶液中での相互作用の動態を観察する事を目的とする。それにより、細
胞骨格蛋白分子の重合を観察する事を目指す。 
蛋白の相互作用は、一方の蛋白を固相化し、それに結合作用する相手を液相から分離して検出す
るのが通常であるが、この螢光相関分光法では、溶液中の相互作用を液相から分離せずに観察す
る事が出来る。この事は、溶液中で重合状態が変化するような蛋白、固相化によって重合状態が
変化するような蛋白を観察するのに有利である。 
 
３．研究の方法 
 
並進拡散と回転拡散とを観測する上で、最も異なる点は時間領域である。通常の蛋白分子が、光
学顕微鏡の観測領域程度の距離を並進拡散するのには、マイクロ秒程度の時間がかかるが、蛋白
の向きが回転拡散するのには、ナノ秒程度の時間がかかる。よって、回転拡散の観測に必要なも
のは、高速の光子検出器である。現在、入手可能な光子検出器としては、光電子増倍管、アヴァ
ランシェフォトダイオード、ハイブリッドフォトディテクタなど複数の種類が出て来ており、そ
れぞれ、感度、ダークカウント、不応時間、アフターパルスなどの性能に差異がある。そこで、
それらを試して、相応しい機種を選んで導入し、それに合わせて測定光学系を構築する。 
又、細胞骨格蛋白分子の測定の試験を続ける中で、回転拡散を利用した螢光相関分光法の解析を
行う上で、二つの課題が見付かった。それらに対処するため、補正法などの考案も行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 測定光学系の構築 
 
高速の光子検出器の選定は、機器を所有
している研究施設で使わせて貰ったり、
機器をデモで借用したりして行った。し
かし、COVID-19 の流行による活動制限
と混乱、その後の半導体の品薄により、当
初の想定以上に時間がかかって遅れるこ
とになった。最終的に、アフターパルスが
少ない新しい高速の光子検出器として、
シリコンフォトマルティプライアの
MPPC モジュールを導入した。その検出
器の性能に合わせて、測定光学系も種々
の調整を行い、構築した (右に全体概略
図)。現在、当初の目的の細胞骨格分子の
重合の計測を行っている。 



 
(2) 有限長の測定データのバイアスの処理について 
 
測定の試験を続ける中で、出て来た課題の一つは、実際の測定時間長が有限だという制限である。
FCS の解析に於いては、測定された螢光強度の揺らぎから自己相関函数を求め、それを理論的
に求められる拡散の形と比較して、螢光分子の動態を求めるという操作を行う。理論式は理想的
に無限時間の測定データを想定したものであるが、実際の測定に於いては、限られた長さのデー
タしか得られない。近年、有限データからの並進拡散の自己相関函数の推定では系統的なバイア
スが生じることが指摘されている (Kohler 
et al. Biophys J. 122, 241–253, 2023)。更
に、回転拡散の推定の場合には、並進拡散よ
りも短かい時間領域の推定を行うため、並進
拡散とは異なるバイアスが出ることになる。
(右図は同一サンプルを測定した一例で、測
定時間が長い場合(青)は理論に沿った相関
函数になるが、測定時間を短くすると(赤) 
歪んだ曲線になる。)測定時間を延ばしにく
い要因の一つとして、溶液中に生じる螢光分
子の凝集体の問題がある。凝集体は、強い相
関を持ったノイズを出すため、それを含むデ
ータは解析から外さざるを得ず、結果的に測
定時間を切ることになってしまう。 
この測定データの長さの制限に対処するため、有限時間の測定データからの回転拡散の推定の
バイアスの出方を調べて補正法を求めた。現在、論文発表に向けて準備を進めている。 
 
(3) 測定対象の分子の形状、状態野返歌による、推定とノイズへの影響について 
 
測定の試験を続ける中で、出て来た課題のもう一つは、測定対象の分子の形状の問題である。
FCS の解析では、実測値から推定した自己相関函数を理論と比較することになるが、多くの場
合、理論としては、球形の粒子の拡散動態を想定したものが使われる。これは、通常の球形の蛋
白分子を扱う上では適当であるが、細胞骨格のように重合して長い構造を作り得る分子の場合、
実際の拡散動態との差異を生じる。 
通常の理論式で用いられる球形から大きく外れた形状の分子の拡散動態も考慮する必要がある。
回転拡散の推定の時に、並進拡散とは異なるノイズの出方を正しく評価しないと、測定対象の分
子の形状、状態の変化による回転拡散の変化を過大、或いは過少に評価してしまうおそれがある。
この問題に対処するため、球形から大きく外れた分子の拡散動態を調べ、その回転拡散の変化を
検出するための種々の条件を求め、現在論文発表に向けて準備を進めている。 
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