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研究成果の概要（和文）：タンパク質溶液の気液界面にレーザーを集光照射すると、集光点近傍に過渡的かつ局
所的な高濃度ドメインを形成できる。この時空間的に制御された光濃縮を利用し、細胞内液液相分離（LLPS）を
人工的に誘起する新規ツールの開発を目指した基礎研究を行った。ニワトリ卵白リゾチーム（HEWL）をモデルタ
ンパク質とし、光濃縮によってHEWLのLLPS誘起が可能か検証した結果、LLPS微小液滴の形成を確認する事に成功
した。細胞内分子クラウディング環境を模倣するため、HEWLとウシ血清アルブミンの混合溶液を光濃縮すると、
単一タンパク質溶液と比較して効率的に光濃縮誘起LLPS微小液滴が形成する事が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated laser-induced liquid-liquid phase separation (LLPS) of a 
protein by focusing a laser at the air-solution interface. When a laser is focused on the 
air-solution interface of a protein solution, a transient and local highly concentrated domain can 
be formed near the focus point. We conducted basic research to develop a new tool to artificially 
induce intracellular LLPS by utilizing spatiotemporally controlled optical condensation. Using Hen 
egg white lysozyme (HEWL) as a model protein, we verified that LLPS could be induced in HEWL 
solution by optical condensation and succeeded in forming LLPS microdroplets. It has also been shown
 that when a mixed solution of HEWL and bovine serum albumin underwent optical condensation to mimic
 the intracellular molecular crowding environment, the optical condensation-induced LLPS 
microdroplet was formed more efficiently than a single protein solution.

研究分野： 物理化学

キーワード： 光捕捉　光濃縮　液液相分離

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内液液相分離(LLPS)によって形成される非膜オルガネラが様々な生体現象に関わっていることが示され大き
な注目を集めている。一方で、LLPSを高い時空間分解能で確実に捉える人工LLPSツールが求められている。本研
究で得られた成果は、光濃縮を高時空分解能を有する人工LLPSツールとして利用可能である事を示し、光濃縮誘
起LLPSを通した生化学反応制御さらには細胞操作を可能とする新規光技術へ発展する事が期待できる。観測され
た光濃縮誘起LLPSは、光濃縮下に特異的なLLPSである事が示唆されており、光濃縮下での生体分子間相互作用の
制御に繋がる新しい知見として、今後の研究発展が大いに期待できる。

※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 
我々の体を構成している細胞内では、多種多様な細胞小器官（オルガネラ）が細胞機能の一端

を担っているが、はっきりとした区切り（膜）を持たない非膜オルガネラが、遺伝子発現の制御
やシグナル伝達などの細胞内制御機構、更にはアルツハイマー病などの神経変異疾患やコロナ
ウイルスの増殖経路に至るまで、様々な生体現象に関わっていること示されてきた。この非膜オ
ルガネラが、核酸やタンパク質などの生体分子を構成因子とする、細胞内液液相分離（Liquid-
Liquid Phase separation、LLPS）によって形成される事が明らかとなり、生物分野で大きな注
目を集めている。細胞内 LLPS を人工的に誘起することで、細胞内 LLPS が起こるメカニズム
や、細胞の持つ複雑かつ高度な機能発現への影響を理解し、さらには細胞の機能制御に繋がる事
が期待される。しかしながら、従来の細胞にストレスを与えることで生化学的に LLPS を誘起
する細胞任せの方法では、細胞内 LLPS の時空間特性を詳細に解明することは難しく、遠隔的
かつ物理化学的に「狙った時間」（高時間分解能）に「狙った場所」（高空間分解能）に LLPS を
起こす人工 LLPS ツールが求められている。 
一方、光捕捉は、物体に光を集光照射することで、非接触・遠隔的に対象を 3 次元操作する物

質操作技術として、材料科学だけでなく生物分野でも非常に活発に研究が進められて来た。しか
しながら、光捕捉においては、アミノ酸やタンパク質といったサブナノから数ナノメーター程度
の小さな生体分子には働く捕捉力が弱く、集光点に安定的に生体分子を捕捉することが困難で
あると考えられてきた。しかし、研究代表者らのこれまでの研究で、リゾチームの重水溶液につ
いて、気液界面に光照射を行うと、リゾチーム分子は集光点で安定的に捕捉されないが、集光点
付近にリゾチームの高濃度ドメインが形成される事が見いだされていた [P.-W. Yi, S. Toyouchi* 
et al. J. Phys. Chem. C, 125, 18988 (2021)]。この光捕捉を利用した生体分子の「光濃縮」技術
を、高い時空間分解能を有する新規人工 LLPS ツールへと発展させる本計画の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究代表者自身が主導して来た光捕捉による生体分子の光濃縮技術を駆使し、細

胞内 LLPS を「狙った位置」かつ「狙った時間」に誘起する新しい人工 LLPS ツールの開拓を
目指した基礎的研究を行った。LLPS 現象を、分子集合体から非膜オルガネラへと発展する階層
構造から理解し、階層間のつながりやその時間スケールを明らかにする。さらには本研究で得ら
れた知見を基軸とし、光濃縮誘起 LLPS を通した生化学反応制御および細胞操作を可能とする
新しい光技術へ発展させる。 
 
３．研究の方法 
先ずはこれまでの研究代表者らの研究でも用いてきた①ニワトリ卵白リゾチーム（HEWL）重水

溶液について光濃縮下での高濃度ドメインの形成過程を詳細に調べた。ここでの実験は、国立陽
明交通大学（台湾）とルーバン大学（ベルギー）の協力を得て行った。次に光濃縮技術を、細胞
内での人工LLPSを誘起するツールとして利用する事を目指して、②HEWL緩衝溶液（軽水を使用）
について、光濃縮下での高濃度ドメインの形成過程を調べた。さらに、細胞内の多種多様な生体
分子が密に混在する分子クラウディング環境を考慮して、③HEWL とウシ血清アルブミン（BSA）
の混合溶液について調べた。実験②③は、光濃縮下での LLPS 液滴形成を観測するため、光学透
過像および蛍光像測定装置（図 1）を研究代表者の所属機関に構築し、光捕捉レーザーの照射開
始からタンパク質濃度変化と LLPS 液滴の成長・消失のダイナミクスを追った。 

 
４．研究成果 
①HEWL 飽和重水溶液 
これまでの HEWL 重水溶液の気液界面における光捕捉誘起高濃度ドメイン形成の研究[P.-W. 

Yi, S. Toyouchi* et al. J. Phys. Chem. C, 125, 18988 (2021)]を発展させ、様々な光捕捉
レーザー強度や HEWL 初期濃度での光濃縮実験を行い、詳細な高濃度ドメイン形成ダイナミクス
を調べた。この結果、HEWL 溶液（200 mg/mL）において（1）光捕捉レーザー照射初期に集光点付
近での HEWL 濃度が上昇し、気液界面に薄い HEWL 分子膜が形成・拡大し、（2）光捕捉レーザー照
射が継続されると HEWL 高濃度化されたことによって増加した HEWL クラスターが、光捕捉レー
ザーによって HEWL 分子膜を押し出すよう広がる、2 段階の高濃度ドメイン形成・拡大メカニズ
ム（図 2）を明らかとし、この成果を APEX に報告した[P.-W. Yi, S. Toyouchi* et al. APEX, 
16, 025501 (2023)]。また、HEWL 溶液を光捕捉を用いて高濃度ドメインを形成すると、光照射
下ではなく、光照射停止後に HEWL 結晶が現れる事が知られている。この光捕捉誘起結晶のダイ
ナミクスとメカニズムを蛍光分光法及び蛍光画像測定によって調べ、光捕捉誘起結晶を得るた
めの最適条件を明らかにした。さらに、光照射下における HEWL 高濃度ドメインは結晶よりも液
相に近い内部構造を有しており、光照射下ではこの液相構造が結晶化を阻害している事を示唆
する結果を得て、この成果を J. Phys. Chem. C に報告した[T. Chen, S. Toyouchi, T. Sugiyama, 
J. Phys. Chem. C, 127, 23340 (2023)]。 



 
②HEWL 緩衝溶液 
 HEWL を緩衝溶液（10 mM リン酸バッファー、pH 7.0、KCl 150 mM）に溶解し、HEWL 濃度が 100 
mg/mL になるように調整した。溶液 12 Ｌをカバーガラス上に滴下し、光捕捉レーザー（Nd:YAG、
1064 nm、連続発振、100 mW）を対物レンズ（40 倍、NA 0.6）に通して試料溶液の気液界面に集
光照射した。図 3A に HEWL 濃度 100 mg/mL の溶液におけるレーザー照射前、照射中、照射後に得
られた透過像を示した。実験①の HEWL 飽和重水溶液（タンパク質濃度 375 mg/mL）における結
果と同様に、レーザー照射により集光点近傍の透過率が低下し、周辺に白いリングが観測され、
微小液滴の形成が確認された。一方、実験①では、レーザー強度 100 mW またはタンパク質濃度
100 mg/mLの溶液ではレーザー照射時間10分以上でも微小液滴は観測されなかったのに対して、
実験②では光捕捉レーザー照射開始直後から微小液滴が観測され、細胞内環境により近い条件
でより効率的に LLPS 誘起が可能である事が示された。この違いは、実験②では重水ではなく軽
水を使用しているため、近赤外レーザー照射によって約 2.3 K 程度の温度上昇がある事、または
塩（KCl 150 mM）を添加したことによるタンパク質-タンパク質間での静電相互作用の軽減に起
因すると考えている。照射時間が長くなるに伴い、微小液滴は拡大し 15 秒後には直径約 25 m
にまでに成長した。また、レーザー照射停止すると、1秒以内に白いリングは観測されなくなり、
微小液滴は消失した。一方、微小液滴が消えた後も透過率は 10 秒程度低下したままで、黒い影
が観測された。次に蛍光色素（RhB）で染色した HEWL を 1:1000 の割合で非染色 HEWL に添加し、
光濃縮下での蛍光像測定を行った（図 3B）。図 3C に幾つかのレーザー照射時間において得られ
た蛍光像から、レーザー照射点付近のラインプロファイルを求め、レーザー照射前の蛍光強度で
規格化した相対蛍光強度をプロットした。相対蛍光強度はレーザー照射開始から 25 秒程度で約
1.5 倍まで増加し、HEWL が初期濃度から 1.5 倍程度（約 150 mg/mL）まで濃縮されたことが示さ
れた。さらには、レーザー照射 15 秒後以降の断面図を見ると、レーザー照射点を中心とする約
25 m の範囲でほぼ一定なトップハット型であった。透過像測定から、微小液滴はレーザー照射
約 15 秒で約 25 m まで成長していることが分かっているため、光濃縮によって形成された微小
液滴の内部では、タンパク質濃度がほぼ一定になっていると考えられる。温度や塩濃度など熱力
学的または化学的な変化によって誘起される LLPS では液滴内部のタンパク質濃度が均一である
事が知られている。よって、気液界面での光捕捉を利用した光濃縮により、HEWL の LLPS 微小液
滴を形成する事に成功した。 
 
③HEWL/BSA 混合溶液 
 次に細胞内の分子クラウディング環境を考慮して、異なるタンパク質として BSA を添加した
場合の光濃縮誘起 LLPS 過程を調べた。HEWL と BSA をそれぞれ緩衝溶液（10 mM リン酸バッファ
ー、pH 7.0、KCl 150 mM）に溶解し、タンパク質濃度が 100 mg/mL になるように調整した。実験
の直前に等量混合する事で HEWL と BSA 濃度がそれぞれ 50 mg/mL および HEWL と BSA のトータル
濃度が 100 mg/mL となる混合溶液を調整し、実験②と同様の実験条件で光濃縮を行った。図 4A
にレーザー照射前、照射中、照射後に得られた透過像を示した。実験②の HEWL 緩衝溶液におけ
る結果と同様に、レーザー照射による集光点近傍の透過率低下が観測され、周辺に白いリングを
持つ微小液滴の形成が確認された。レーザー照射時間が長くなるに伴い、微小液滴は拡大し、60
秒後には直径約 85 m にまでに成長した。また、レーザー照射停止すると、白いリングは 2～3
秒かけて縮小し、微小液滴は消失した。一方、微小液滴が消えた後も透過率は約 10 秒程度低下
したままで、黒い影が観測された。次に実験②と同様に RhB で染色した HEWL を添加し蛍光像測
定を行った（図 4B）。蛍光強度はレーザー照射開始から約 1.5 倍程度増加し、HEWL が初期濃度か
ら 1.5 倍程度（約 75 mg/mL）まで濃縮されたことが示された（図 4C）。ラインプロファイルを見
ると実験②と同様にレーザー照射点を中心とするトップハット型であったため、光濃縮によっ
てタンパク質 LLPS 微小液滴を形成する事に成功したと考えられる。また、単一のタンパク質溶
液での光濃縮実験②と比較すると、トータル濃度は同じであるにもかかわらず、複数のタンパク
質混合溶液での光濃縮では、より効率的な LLPS 誘起が可能である事が示された。 
 
以上、これらの成果は、光濃縮技術を人工 LLPS ツールとして発展させるうえで大きな前進で

あると考えている。また、実験②の光濃縮下で達成される HEWL 濃度 150 mg/mL の溶液では、光
捕捉レーザーを照射しない場合、LLPS を観測する事は出来なかった。このため、光濃縮下では
タンパク質が単に濃縮されているだけではなく、通常の熱力学的または化学的に誘起された
LLPS とは異なるタンパク質-タンパク質間またはタンパク質-溶媒間相互作用によって、光濃縮
下に特異的な LLPS が誘起されている事が示唆される。光濃縮下での生体分子間相互作用の制御
に繋がる新しい知見であり、物理化学として今後の研究発展が大いに期待できる。 



図 1. 構築した光濃縮誘起 LLPS 観測のための透過像・蛍光像測定装置。 
 
 

図 2.HEWL 溶液（200 mg/mL）の光濃縮誘起高濃度ドメイン形成の 2段階ダイナミクス・メカニズ
ムを示した模式図[P.-W. Yi, S. Toyouchi* et al. APEX, 16, 025501 (2023)]。 
 
 

図 3. HEWL 溶液(100 mg/mL)における光濃縮誘起 LLPS 微小液滴形成。透過像(A)と蛍光像（B）：
光照射前（i）、光照射中（ii, iii, iv）、光照射後（v, vi）。（C）蛍光像のラインプロファイル。 
 
 
 
 
 
 
 



 

図 4. HEWL(50 mg/mL)/BSA(50 mg/mL)混合溶液における光濃縮誘起 LLPS 微小液滴形成。透過像
(A)と蛍光像（B）：光照射前（i）、光照射中（ii, iii, iv）、光照射後（v, vi）。（C）蛍光像の
ラインプロファイル。 
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