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研究成果の概要（和文）：液-液相分離現象に基づく膜を持たないオルガネラやタンパク質凝縮体などが認知症
や神経変性疾患の伝達要因と考えられている。その検出に蛍光標識抗体を用いると，対応する表面抗原を有する
粒子は高感度に検出可能であるが，それ以外は検出されない。一方，散乱測定からは，粒子全体のプロファイル
が分かるが，特定の機能を有する粒子の判断がつかない
申請代表者は蛍光測定法の中でも蛍光相関分光法（Fluorescence Correlation Spectroscopy，FCS）は光散乱測
定と同じく，粒子や分子の拡散運動に由来するダイナミックな性質を反映する手法であることに注目し，散乱と
蛍光測定の融合の可能性を研究した。

研究成果の概要（英文）：Membrane-free organelles (membraneless organelles ) and protein condensates 
based on liquid-liquid phase separation phenomena have been considered as transmitters of dementia 
and neurodegenerative diseases. When fluorescence-labelled antibodies are used for their detection, 
particles with the corresponding surface antigens can be detected with high sensitivity, but others 
remain undetected and invisible. Scattering, on the other hand, gives a profile of the whole 
particle, but does not allow determination of particles with specific functions
The Principal Investigator focused on the fact that Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS), 
like light scattering, is a method that reflects the dynamic properties derived from the diffusive 
motion of particles and molecules, and investigated the possibility of combining scattering and 
fluorescence measurements. The possibility of combining scattering and fluorescence measurements was
 studied.

研究分野： 生物物理

キーワード： 蛍光測定　　光散乱測定　　相互相関関数　　微粒子　　蛍光微粒子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体由来の微粒子やタンパク質凝集体の測定方法には大きく蛍光測定と散乱測定がある。蛍光測定は特異性が高
いが微弱光測定であり，試料や測定に繊細な調整が必要である。一方，散乱測定は特異性は低いものの，散乱光
シグナルは蛍光比較して強く検出はやや容易であり，多くの粒子の情報を得ることが可能である。この二つの同
時測定を融合することで，特異的なシグナルと網羅的な情報を得ることで，新規の生体微粒子解析法の開発を目
指した。両方測定可能な励起光を見つけることは困難であったが，同じ装置の光路で測定が可能であることは示
すことができた。今後，試料の調整条件などを検討することで，同時測定が達成されると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
細胞内の新規構造体として，液-液相分離現象に基づく膜を持たないオルガネラやタンパク質凝
縮体が認知され，機能的役割を担っていることが明らかになりつつある。一方，細胞外に放出さ
れる細胞外微粒子にはナノからマイクロメートルサイズに至る様々なものが存在し，その中に
は新規の細胞間情報伝達機能を有するエクソソームや，認知症や神経変性疾患の伝達要因と考
えられている凝集タンパク質など，その構造やサイズも多岐に渡る。それら細胞内外の微粒子状
構造は形成過程や生理的な意義等についてはその多くが未解明であるが，通常のタンパク質よ
りは大きく，細胞内小器官よりは小さい。その多岐に渡るサイズに注目して，申請者等はそのよ
うな構造を『細胞由来微粒子』と呼んだ。細胞由来微粒子の検出には蛍光測定法に基礎を置く特
異的検出法と光散乱法に基礎を置く網羅的検出法が現在でも知られている。 
蛍光標識抗体を用いると，対応する表面抗原を有する粒子は高感度に検出可能であるが，それ以
外は検出されず，見えないことになる。一方，散乱からは，粒子全体のプロファイルが分かるが，
特定の機能を有する粒子の判断がつかない。しかしながら，簡便性や研究初期に散乱測定を主体
とした散乱検出器（ナノサイトなど）の市販機器が現在でも多く使われているが，散乱測定の弱
点として 100nm 以下の粒子の検出効率は低下することが知られている。 
申請代表者は蛍光測定法の中でも蛍光相関分光法（Fluorescence Correlation Spectroscopy，
FCS）は光散乱測定と同じく，粒子や分子の拡散運動に由来するダイナミックな性質を反映する
手法であることに注目し，散乱と蛍光測定の融合の可能性に着想した。 
申請者等は蛍光と散乱光を組み合わせることで，放出される細胞外微粒子の総量から細胞活性
を評価し，そこに含まれる特異的微粒子量の割合から，特異的機能の割合を同時に評価可能とな
ることに着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
これまで申請者等は光ファイバー型蛍光相関分光装置（Optical-fiber Based FCS, OB-FCS）の
開発研究（Yamamoto & Kinjo. Opt. Express 2019）を通して 2 色蛍光相互相関分光装置（F 
Cross CS）の小型化を達成した。作成した装置は，不等分割ファイバーが励起ダイクロイック
ミラーの替りとなり，毎回の測定毎に必要とされた光軸・ピンホール調整等の微調整やキャリブ
レーションは一切不要となり，小型で長期安定な蛍光測定装置として利用でき，広い拡張性を有
する。その拡張性一つに検出側の蛍光分光ダイクロイックミラーをハーフミラーに交換するこ
とで蛍光と散乱光の同時測定の可能性に注目した。本申請では特に細胞由来微粒子の中でもガ
ン診断の指標等として注目されているエクソソームの検出・同定法の確立を通してその実証を
目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１），光ファイバー型蛍光相関分光装置（FCS）の試作と改良（北大・金城） 
申請代表者らはこれまでに蛍光顕微鏡と対物レンズを利用した FCCS を開発し，蛍光色素，蛍光
粒子やエクソソームの大きさと濃度が定量可能であることを示した。今回，まず安定測定に必要
となるため，不等光分割型 FCCS 装置の構築を行った。 
 
（２），次に FCCS 装置を蛍光・散乱同時測定のため，蛍光分光ダイクロイックミラーをハーフミ
ラ―に交換することで散乱測定可能とする。 
 
（３），またシングルモード光ファイバーの先端をレンズ状に加工したレンズ付きファイバーを
利用し，高感度のまま小型化とし，且つ次の動的光散乱測定(DLS, Dynamic Light Scattering)
との融合を試みる。試料溶液中における励起光の集光とその焦点領域で生じた蛍光の取り込み
システムの性能評価を行う。特にファイバー先端のレンズの形状が蛍光並びに散乱測定におけ
る集光に影響を与えるために，種々のレンズ付きファイバーや GRIN レンズ等を検討して散乱測
定の準備を行う。 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
（１） 光ファイバー型蛍光相関分光装置（FCS）の試作と改良 
 

 
まず，構築したのは図 1の不等分割光ファイバーを利用した FCCS 装置を構築し，さらにダイク
ロイックミラーまたはハーフミラーを除き，光電子増倍管１（PMT No.1）による蛍光検出とした
通常の FCS 装置である。 
この装置の基本性能である蛍光色素の拡散時間並びに分子数測定を行い，通常必要とされるピ
ンヒール調整を 1 週間以上にわたり放置したままでも，測定性能の低下などがないことを確認
した。Fluorescein の測定結果（図２）の中で，A：観察視野の大きさと,B：視野の半径の大きさ
の変化をそれぞれ示す。いずれも 1週間にわたり，ほぼ変化がないことが示され，非常に安定で
あることが分かった。 

 
また，エクソソームの粒子サイズに比例して相関関数の変化が検出されるかを検討するために，
種々のサイズの蛍光ビーズの測定を行い，粒子サイズと拡散時間の関係を調べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３に示すように，粒子サイズを 20，40,100nm と変化させるとそれに従い相関関数もシフトし
（A），拡散時間も増加し（B），きれいな比例関係を示した。 
以上のように，構築した光ファイバー型蛍光相関分光装置は比較的簡単な構造にも関わらず，安
定的にエクソソームサイズの蛍光粒子を検出することが可能であることが分かった。 

(A) (B) 

図２ 

図３ 

図 1 



（２）光ファイバー型蛍光相関分光装置による散乱光測定。 
 
図 1 のハーフミラー部分にハーフミラーを装着することにより，散乱と蛍光の同時測定を計画
したが，簡便に FCS の光路上の蛍光フィルターを取り除くことで PMT No.1 による直接検出を試
みた。これは光軸が FCS の測定により調整・保証されているめである。 
 
励起光強度を通常の蛍光測定の 10-5程度にして測定した散乱光の測定結果が図４（A）である，
また，その時の相関関数を図４（B）に示す。 

散乱光が大きく揺らいでいるのがわかる。そのため相関関数に大きな揺らぎに依存した相関時
間の長い結果となった。 
 
さらに励起光強度を 1/10 の 10-6に低下させて測定した結果を図 5に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
散乱光強度がやや安定し(図５A)，大きな揺らぎは少なくなったものの，相関関数には周期的な
揺らぎが見えてきた(図５B)。 
 
図 4 の結果からは励起光強度（レーザー光強度）が強い時には，散乱光強度に大きな揺らぎが見
えてており，おそらくは反射光等による励起光源（レーザー光）の発振が不安定化が起こったも
のと推察される。一方でさらにその 1/10 程度に低下されると(図５)，レーザー光源の不安定化
は無くなり安定化したものの，散乱光強度も低下して，周囲の迷光等の揺らぎが観察されてきた
ものと推察する。今後の改善方法としてはレーザー照射末端を APC（Angled Physical 
Contact）化することで，レーザー装置に直接レーザー光が戻ることなど工夫をすることで
可能となることが期待される。今回の研究では蛍光と散乱光強度の同時測定までは達成できな
かったものの蛍光測定装置による散乱測定の問題点と改善点が判明したものと考え，次の研究
へ繋がることを期待する。 
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