
１． は じ め に

様々な生物種のゲノムプロジェクトや各種オーミックス

（omics）と呼ばれる網羅的な研究の発展により，細胞内の

生体分子機能が様々な面から理解されつつある．これまで

生化学的解析から常時結合していると思われていた分子同

士でさえ，生体内ではダイナミックに離合集散を繰り返

し，数種類のタンパク質が関係しながら様々な大きさの会

合体または凝集体・複合体を形成し，それが細胞や生体の

機能や運命にまで関係するタンパク質社会と言う概念で示

されることが分かってきた．しかしこれらの研究の多くは

試験管内の実験に基づいた結論であり，実際の細胞内でそ

のような凝集体や複合体がいつどのように形成されるかに

関してはあまり明らかにされていない．このような凝集体

や複合体の形成をいち早く検出し分子の挙動や相互作用を

細胞内で高感度に検出するシステムが重要である．

細胞内のタンパク質や分子の動態を知るための方法とし

ては，FRAP（fluorescence recovery after photobleaching）や

FRET（fluorescence resonance energy transfer）がよく知ら

れている．FRAPや FRETは，緑色蛍光タンパク質（green

fluorescent protein, GFP）などの蛍光性タンパク質が発見・

開発され，また蛍光顕微鏡などのイメージング機器の発展

とともに盛んに使われるようになっている．これらの方法

は比較的簡便で高感度である一方，FRAPでは動きの速い

分子の拡散速度を測定できない．FRETでは二つの蛍光色

素が一定の角度配置と特定の距離以内でなければ検出が困

難であり，タンパク質間相互作用を検出するためには特定

の分子設計とそれを構築するための経験と技術が必要であ

る．従って多くの FRETプローブは分子内 FRETを利用し

た特定のイオンや小分子を検出するためのセンサープロー

ブとして利用されていることが多い．

本総説では筆者らの研究室で行った蛍光相関分光法

（fluorescence correlation spectroscopy）と蛍光相互相関分光

法（fluorescence cross correlation spectroscopy）を用いた生

体分子の相互作用解析の研究と，次世代光イメージング法

へ向けての展開について紹介したい．

蛍光タンパク質の発見は様々な生命現象の解明に貢献

し，そのため下村，Chalfie，Tsienら３氏がノーベル賞を

受賞したのはいまだ記憶に新しい．何を検出するのか

（ターゲットとプローブ）とどのように検出するのか（方

法や装置）というのは車の両輪である．ノーベル賞の受賞

の理由の説明の中にも，光検出法の発展が GFPの利用を

一段と推し進めたと記述されている１）．そのまた逆も真で

ある．すなわち，GFPの発見により，光学的検出法の新
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たな研究分野が広がり，その一つが FCSや FCCSと言え

る．

２． FCS 小 史

自然科学の様々な分野で過去に発表された論文の中か

ら，画期的な発見を Nature誌が選んで公表したものに Na-

ture Milestones誌がある．その一つに顕微鏡（microsope）

の発展に関係した Nature Milestones Light Microsocpyが発

表されている．その中の２１のMilestoneを眺めると顕微鏡

の発展はプローブと装置の発展が幾重にも織り成されてい

るのが分かる．

FCSの確立は１０番目のMilestoneとされ，１９７２年の発

明である２）．実際，１９７２，１９７４年に FCSに関係する最も重

要な理論的な四つの論文が出版された３～６）．それから，し

ばらく全反射顕微鏡との組み合わせや界面での測定などで

微小な領域を確保しながらの研究が繰り返されてきたが，

まだ溶液系での測定が中心であった７，８）．しかし，共焦点光

学系の確立と共に，高感度・低バックグラウンドの測定が

可能となり９），秒単位の短時間測定ができるようになって

生細胞応用への道を開いた．そして次に大きな発展に寄与

したのは，遺伝子操作を利用するだけで生体内に蛍光プ

ローブを導入できるようになった GFPの発見と利用の確

立である．

本邦でも，すでに１９８５年に FCSの原理とそれを利用し

た生体高分子研究への応用と，当時の測定上の限界につい

て報告がある１０）．その中で FCSにより得られる生物学的意

義について述べられており，さらに蛍光相互相関分光法へ

の言及があることは注目に値する．しかし，標準蛍光色素

であるローダミン６Gの測定だけでも２時間以上が必要

だったことからも分かるように，早い時期からその原理や

性能について注目を集めていたにもかかわらず実用的な方

法ではなかった．

FCSが実用化されるには直進性のいい光であるレー

ザー光源の簡便な利用，その光を波長領域の回折限界まで

絞り込むことが可能な光技術と高性能の対物レンズ，微弱

光測定による単一光子検出法と，その光子数を計測してリ

アルタイムに加減乗除できる高速パーソナルコンピュー

ターが通常の生化学の研究室で利用可能となるなど，様々

な基盤技術の発展を待たなければならなかった１１）．

３． 蛍光相関分光法

FCSの概略を簡単に述べると，レーザー光を利用した

共焦点光学系を利用しフェムトリットル（１０－１５L）程度の

極微小な観察領域を構築し，その中を出入りする蛍光分子

の蛍光強度を測定する手法である．つまり，通常のレー

ザー共焦点蛍光顕微鏡による一点（スポット）測定に他な

らない．溶液や細胞内の分子は周りに制限するものがなけ

れば，ブラウン運動というランダムな動きをし，その動き

は分子の大きさに依存した速度を持つ．FCS測定ではこ

のランダムな運動をしている蛍光分子が測定領域を出入り

することに起因する蛍光強度の増減を検出する（図１，原

理の紹介については文献１２，１３）を参照）．その蛍光強度の増減

を相関関数により表現することで，測定領域を通過する拡

散時間といった「分子の動き」やその領域における「分子

数」といった情報を得ることができる．

３―１ FCSの解析

１． 装置

蛍光相関分光装置の基本構成は共焦点レーザー光学系が

用いられ，同様の光学系で構築されている共焦点走査型

レーザー蛍光顕微鏡（laser scanning microscopy；LSM）と

構造がほぼ同じである（図１A）．レーザーからの励起光は

対物レンズを通してカバーグラス上の試料に達し，そこで

光の回折限界まで一点に絞り込まれ測定領域を形成する．

蛍光分子はその測定領域内において励起され蛍光を発する

（図１B）．発せられた蛍光は同じ対物レンズで集光されピ

ンホールを通り高感度検出器（アバランシェフォトダイ

オード又は光電子増倍管：PMT）にて検出される．蛍光

相関分光装置では，検出された信号からデジタル（または

ソフトウェア）相関器により自己相関関数（後述）が計算

される．LSMと異なる点は二次元画像を得るためレー

ザー光を走査するガルバノスキャナ装置が必要ない点であ

る．

２． 単一分子検出

光を回折限界まで絞り込み，かつピンホールにより上下

方向からの光を遮断された測定領域は近似的に微小な円柱

状と仮定することができる（図１C）．その直径は励起光の

持つ波長と同程度の約４００nm，軸長は１µm程度であり，

その体積はフェムトリットル（１０－１５L）程度以下になる．１

M（mol／L）に含まれる分子の数（アボガドロ数≒６×１０２３）

からすると蛍光分子の濃度が０．１µM（１０－７M）の場合，

FCSの測定領域内にはわずか６０個程度の分子が存在する

ことになる．このような微小に絞り込まれた測定領域と上

述した高感度検出器を組み合わせることにより，単一分子

レベルの蛍光を検出することが可能となる．では，どのよ

うなシグナルを検出するのであろうか．

３． 分子の運動と蛍光強度のゆらぎの関係

溶液中や細胞内の分子は周りに制限するものがなけれ

ば，ブラウン運動というランダムな拡散運動をしている．

従って測定領域にはこのブラウン運動により，絶えず出入

りする蛍光分子が存在し（図１C），その動きは検出器を通

して蛍光強度の値として観測される．このとき，蛍光強度
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は一定ではなく，蛍光分子のランダムな出入りにより同じ

くランダムに増減を繰り返す，すなわち「揺らぎ」として

観測される．

分子が小さく，速いブラウン運動をしているときは測定

領域を通過する時間が短いため，蛍光強度の増減の変化が

急になり速い揺らぎの変化となる（図２A）．逆に分子が大

きく，遅いブラウン運動をしているときは測定領域の通過

に要する時間が長いため，蛍光強度の増減が緩やかになる

（図２C）．つまり，揺らぎの緩急の中には「分子の大きさ」

（分子量，形）に関する情報が含まれていることが分かる．

一方，分子の数が少ないとき，例えば平均１個程度の分

子が測定領域を出入りするときは，測定領域内に分子が存

在するときと，存在しないときで０から１００％の間で蛍光

強度の増減が観測される（図２B）．逆に分子の数が多く常

に多数の分子が存在すると，たとえば平均１００個の分子が

測定領域を出入りするときは，１０個の分子が一挙に出入

りをしてもわずか１０％の蛍光強度の増減しか観測されな

い（図２D）．蛍光強度のランダムな増減の大きさ，つまり，

揺らぎの大きさの中には「分子の数」に関する情報が含ま

れている．FCS測定とはこのように「分子の大きさ」と

「分子の数」という基本的な物理量を揺らぎから得る方法

である．

４． FCSの解析方法

微小な観察領域中を出入りする蛍光分子の「揺らぎ」は，

自己相関関数によって解析を行うことで分子の数（N）や，

測定領域内にとどまっている時間（または通過する時間）

を示す相関時間（τ）が得られる．
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自己相関関数 G（τ）は式（２）で表され，ここでは最大
３成分までフィッティングを行って値を得ることを示して

いる．N は観察領域内に存在する分子の総数，s はストラ

クチャーパラメータと呼ばれ観察視野の形状を決める値で

あり，観察領域の長軸（２z）と短軸の半径（w）の比（z／

w）で表される（図１C）．この式では光化学反応である三

重項遷移などの速い時間領域については省いている．実際

の測定においては色素の性質によっても異なり，レーザー

強度との関係などを考慮する必要があり，それについての

詳細な報告がある１４，１５）．

FCSで得られる相関関数の変化は図２Fにモデルで示す

ような時間間隔に対して減衰する曲線となる．横軸は時間

の単位であり，縦軸は分子が観察領域で検出された時から

の存在確率となる．曲線はある時検出された分子の存在確

率が時間とともに減衰することを示し，２分の１に減少し

た時を相関時間（τ）といい観察領域における滞在時間ま
たは，通過時間を表す．たとえば分子が小さくなると動き

が早くなる（拡散速度が大きく）ために観察領域を通過に

要する時間は短くなる．但し，その必要な時間は観察領域

の大きさ，つまり装置に依存する数値になるため絶対的で

はないが，分子の大きさと比例関係になるため頻繁に使わ

れる．図２Aから Cのように分子が大きくなると，図２F

の曲線１から曲線４へと変化する（右にシフトする）．大

きな分子は拡散速度が小さいために観察領域から出ていく

のに時間がかかり，存在確率は緩やかに減少することを示

している．曲線５の相関関数は大きな分子と小さな分子が

半分ずつ混ざった状態を示し，曲線１と曲線４の足し合わ

せとなる．一方，FCSで得られた相関関数の y軸切片の

大きさは相関関数の振幅（amplitude）と呼ばれる．測定領

域に含まれる平均分子数が少ないほどゆらぎは大きくなる

ために（図２B）相関関数の振幅は大きくなる（図２F曲線

１から曲線２への変化）．図２の B→A→Dのように測定領

域内の平均分子数が増えると揺らぎの変化は小さくなり，

図２Fの曲線２→１→３へと相関関数は小さくなる方向へ変

化する．

FCSが他の蛍光測定法や蛍光イメージング法と際立つ

点は，蛍光標識分子の動的な性質と静的な性質の両方同時

に得られる点である．この点を簡単に整理してみたのが

図３である．揺らぎの測定から得られる情報は先にも述べ

たように，分子の動きの速さを示す『拡散定数（拡散速度）』

であり，また，揺らぎの幅から得られる『分子数』の二つ

である．また通常の蛍光測定と同じように常に蛍光強度を

モニターしているために，観測された蛍光強度を分子数で

割ると，『一分子当たりの蛍光強度（count per molecule,

CPM）』というパラメーターが計算上得られる．このよう

に直接的には，拡散速度，分子数，蛍光強度の三つのパラ

メーターが得られ，間接的にさらにもう一つ，CPMが得

られる．これら四つのパラメーターは測定条件や測定色素

に関係して複雑に変化する．特に CPMは動的な性質と静

的な性質に関係するために，測定装置・実験材料・条件な

ど測定系全体の評価指標となる１６）．

式（２）に示されるモデルでは単純拡散を組み合わせた

（加算した）形になっている．これは２種類の分子が存在

している場合のほか，結合した分子と結合していない分子

の割合などを記述するのに有効である．しかし一方では単

純拡散では表現できないような蛍光分子の微環境やミクロ

な環境の影響を受ける異常拡散（anomalous diffusion）と

呼ばれる場合や，生化学反応の生成物が複数存在する場合

などにはそれに応じたモデルがあり，また流速などを組み

込んだモデル式がある１７）．
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図４ タンデム型 GFPオリゴマーサイズと拡散時間の関係
A GFPモノマーから GFP五量体までの相関関数．
B 相関関数から得られた拡散時間と GFPオリゴマーの大きさの関係（黒丸）．実線は GFP
オリゴマーの分子量から計算された棒状分子の場合のシミュレーション．破線は球状分枝
とした時のシミュレーション．

図３ FCS測定から得られる蛍光分子の情報とその関係
蛍光相関分光法で得られる特徴的な動的な情報と通常の蛍光測定で
得られる静的な情報に分けている．動的な部分からは拡散定数（拡
散速度）と分子数が分かる．また測定で得られる平均的な蛍光強度
を分子数で割り付けると，一分子当たりの蛍光強度（CPM）が分
かる．

図１ 蛍光相互相関分光装置
（A）蛍光相互相関分光（fluorescence cross correlation spectroscopy）装置の全体の模式図を示す．蛍光相関（FCS）測定ではここに表
示している一組のレーザー光源と検出器を利用する．励起光源のレーザー，光を絞るための対物レンズ，検出器並びに相関器で構成
されている．
BF：バリアフィルター（蛍光フィルター），DM：ダイクロイックミラー，NA：開口数
（B）試料測定部の模式図．レーザー光は対物レンズカバーグラス上の溶液や細胞の中の一点に絞られる．
（C）検出領域の拡大模式図．検出領域はここでは半径 w，軸長２z で定義される円柱状の領域として示した．蛍光分子（○）はブラ
ウン運動により動き回り領域の中を自由に出入りし，この円柱の中で励起され蛍光を発する．

図２ 共焦点領域を出入りする蛍光分子と蛍光強度の揺らぎ，自己相関関数の関係
（A）小さな分子の場合．観察視野の蛍光強度は速やかに上昇し減少する．
（B）観察領域における分子の数が少ない場合．分子の出入りが離散的になり，大きな揺らぎ幅となる．
（C）大きな分子の場合．観察視野の蛍光強度は緩やかに上昇し減少する．
（D）観察領域に含まれる分子数が多い場合．蛍光強度の変化は平均化され揺らぎは小さくなる．
（E）観察視野に大きな分子と小さな分子が存在すると，蛍光強度の揺らぎは大きな揺らぎと小さな揺らぎの足しあわせとなる．
（F）自己相関関数の変化と分子数，分子の動きの関係
１，４，分子の大きさが大きくなると，水平の矢印のように相関関数値は１から４へ減衰が遅くなるよう変化する．
２，検出領域に含まれる平均分子数が少ないと揺らぎは大きくなるため自己相関関数の振幅（y軸切片）も大きい．
３，分子数が増えると揺らぎは小さくなるために振幅も小さくなる．従って分子数の増加方向は２から１，３の変化として示される．
５，大きな分子と小さな分子が５０％ずつ混ざった状態を示す．
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図５

図６
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図５ EGFP-GRの野生型，および変異体を発現した HeLa細胞の共焦点蛍光画像と蛍光相関関数
A，D，G：EGFP-GR野生型，B，E，H：DNA結合能を持たない変異体，C，F，I：二量体を形成しない変異体．上段（A，B，C）は
Dex添加前，中段（D，E，F）は１µM Dex添加６０分後の蛍光画像を示す．
下段（G，H，I）は Dex添加前後での FCS測定による蛍光相関関数．

図６ 蛍光相互相関分光法の概念図
A，D ２種類の蛍光分子の動き． B，E 観察される蛍光強度変化． C，F 蛍光強度シグナルから求められる蛍光自己相関関数
（赤，青）と相互相関関数（黒）．
２種類の蛍光色素になんらかの相互作用があると（A），赤と青の同時シグナル変化が検出され（B），赤色蛍光，青色蛍光の自己相関
関数と，二つの掛け合わせである相互相関関数が求められる（C）．２種類の蛍光色素に相互作用がないと（D），赤と青のシグナルに
同時性はなく（E），そのために低い相互相関関数となる（F）．

図７ 生細胞における蛍光標識１００bpDNAの FCCS解析
A，B，C DNA導入後１０分後．D，E，F 導入４５分後．
A，D 細胞にローダミングリーン（RG）と Cy５で標識した１００bpDNAを導入した蛍光顕微
鏡画像．
B，E 蛍光相関関数．C，F RGの蛍光に注目して相関解析を行い，様々な長さの DNA鎖
長が予想されたので，ここでは拡散時間の分布で解析した．
導入１０分後では蛍光は細胞質に観察されたが（A），４５分後では核内にも検出された（D）．１０
分後では黒曲線で示される相互相関関数値は高いが（B），４５分後では低くなる（E）．切断
されない分子の割合を示す RCA（relative cross amplitude）も０．５２から０．０２へと低下した．
RCAは FCCS曲線の y軸切片値を赤色蛍光または青色蛍光の一つの FCS曲線の y軸切片値
で割った値であり，結合している分子の割合を示す指標となる．拡散時間分布から完全な長
さの DNAの高い割合（C）から４５分後にはモノマーの割合が高く且つ鎖長の長いままの DNA
が検出された．Fの結果から標識蛍光色素が遊離した分子であることから末端の蛍光色素が
切断された分子であることが推定された．

１１０９２０１０年 １２月〕



４． 拡散時間と分子量変化

４―１ DNA鎖長と拡散時間

タンパク質や核酸の分子量を見積もることは生化学にお

ける重要な分析手段である．例えば棒状分子である DNA

の分子量の変化は DNA鎖長に直接比例するので１８，１９），目

的とする DNAを識別・同定・分画・精製する時に通常よ

く利用されている．また見かけの分子量の変化はリガンド

の結合や解離を示し相互作用の目安となる．DNA-DNAハ

イブリダイゼーションの場合，プローブ一本鎖 DNAの視

点からすると標的配列を含む長鎖一本鎖との結合は見かけ

の分子量の増加として見なされる．従って，FCSを用い

て蛍光標識一本鎖 DNAをハイブリダイゼーションのプ

ローブとして利用し時間変化を追うなどや２０，２１），PCR産物

定量の応用などに利用されている２２，２３）．さらに DNA鎖を

ランダムに蛍光標識を行い，制限酵素での切断産物の蛍光

強度と鎖長の対応から RFLPs（restriction fragment length

polymorphisims）への応用も可能である２４，２５）．

４―２ タンパク質の大きさと拡散時間

球状分子の例として蛍光修飾をしたタンパク質の測定例

を示す．細胞内のタンパク質の折れたたみを助けるタンパ

ク質群は分子シャペロンと呼ばれている．そのなかでも大

腸菌シャペロニン（GroEL）は構造のよく分かっているシャ

ペロンである．その構造は６０kDaサブユニット１４個が結

合した８４０kDaで直径１４nm軸長１５nmのほぼ球状と仮定

できる構造を持っている．GroEL並びに GroELの基質と

して知られるラクトアルブミンとペプシン，アポシトクロ

ム c のそれぞれにテトラメチルローダミンで蛍光修飾を

行い，その拡散時間と分子量の関係を FCSを用いて調べ

ると，分子量の増加と相関関数の変化が良い一致を示し

た．従って，相関時間の変化から GroELと各基質との結

合定数を結合・非結合分子などを物理的に分けることな

く，求めることができる２６，２７）．また，図４に示すように球

状タンパク質が直鎖状に結合した，GFPタンデム型の場

合は溶液中ならびに細胞内でも大まかには棒状分子と同じ

拡散速度になることが示されている２８）．このように，FCS

の測定から得られる拡散速度とタンパク質の分子量の間に

は定量的な関係が得られるので，タンパク質相互作用の解

析に応用可能であることが示された．

５． FCSによる細胞内相互作用の測定

５―１ 核内転写因子 グルココルチコイドレセプター

グルココルチコイドレセプター（GR）はリガンドであ

るステロイドホルモンと結合することで，細胞質から核内

へと移行し，特定の DNA配列と結合し様々な遺伝子の転

写を調節している核内転写因子の一つである．GRは古く

から多くの生化学的な研究が行われ構造やその機能はよく

研究されてきている．しかし，一方では医薬品としてのス

テロイド剤の副作用などの問題で知られるように実際の生

体や細胞内での動態は不明なことがまだ多く，その活性を

安全にコントロールできるまでには理解できていない．私

たちはリガンド刺激による GRの細胞核内の拡散速度の変

化を定量化し，機能の解明を目指した．まず GFPの結合

した野生型 GFP-GR（WT）を構築し，LSMで観察すると

リガンド刺激で細胞質から核へ移行した（図５AD）． 一方，

DNAに結合しない変異体（C４２１G）と二量化しない変異

体（A４５８T）も野生型（WT）と同じくリガンド刺激によ

り，細胞質から核へ移行することが観察された（図５BE，

CF）．すなわち蛍光顕微鏡画像からはいずれの変異体も

WTと同じような機能を有している結果となった．次に細

胞質内と核内を区別して FCSによる測定を行った．細胞

質内ではリガンド添加前後で相関曲線に大きな変化は生じ

なかったものの，核内ではWT，A４５８Tと C４２１Gがそれ

ぞれ特徴的な変化を見せた．WTはリガンド添加後，時間

とともに相関曲線が右にシフトしていく様子が観察された

（図５G）．すなわちリガンド添加後の核内では，単純な

GFP-GRの拡散運動と，動きの遅くなった GFP-GRの動き

の重ね合わせとして観測されたと考えられる．一方，

C４２１Gはリガンド刺激前後で変化が見られず（図５H），

A４５８TはWTほどではないが相関曲線は右へシフトした

（図５I）．特に遅い動きに注目し解析を繰り返し行ったと

ころ，WTの GFP-GRはリガンド添加によって拡散定数に

して数倍も遅くなっていることが明らかになった２９）．DNA

に結合しない変異体である C４２１Gはリガンド刺激により

核内での拡散速度が変化しないことから，細胞質から核へ

移行するものの，核内では特徴的な相互作用はしていない

と考えられる．一方，二量化しない変異体である A４５８T

はWTほどではないが拡散速度が低下したことからWT

や C４２１Gと同じくリガンド刺激により細胞質から核へ移

行して，さらに他の転写因子と何らかの相互作用をしてい

ることが推察される．このことは阻害剤である RU４８６添

加実験からも確認され，遺伝子発現にいたる二量体形成や

複合体形成の安定性との関連を示唆した２９）．GRをはじめ

とする核内の様々なタンパク質のダイナミックな性質につ

いては遅い動きに注目した FRAPとの比較を行った報告が

ある３０）．最近，ショウジョウバエ唾液腺細胞内におけるホ

メオティック選択遺伝子の一つである Scr（sex combs re-

duced）ペプチドと DNAとの間の解離定数（Kd）を FCS

を用いて求め，細胞内における Scrペプチドと DNA相互

作用の様式を推定した興味深い報告３１）が出た．また，後述

する FCCSを用いてエストロゲン受容体（ER）のサブタ

イプと転写共役因子（TIR２）とのヘテロダイマーの解離

定数が細胞核内で求められている３２）．
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５―２ タンパク質凝集

細胞内における異常なタンパク質凝集の蓄積や超分子重

合体はプリオン病，アルツハイマー病，パーキンソン病を

はじめとする神経変性疾患の原因の一つと考えられ，新し

いタンパク質科学の分野としても注目されている３３）．これ

らの中でもポリグルタミンタンパク質の凝集によって神経

細胞死が引き起こされるポリグルタミン病の一つにハンチ

ントン舞踏病がある．これらのタンパク質凝集過程の試験

管内，ならびにもっと直接的に細胞内での分子機構を明ら

かにすることは神経変性疾患の治療や予防の戦略を考える

上で重要である．細胞を穏やかに破砕・抽出することで，

ポリグルタミンの凝集過程３４）やヒトシャペロンタンパク質

CCTが，凝集体が大きくなることを阻止するとともに，

細胞毒性を低減していることが FCS測定から示された３５）．

またモデル系ではあるが FCSを用いることで通常のイ

メージングなどの方法では検出できないようなミクロな凝

集体の形成過程をモニターすることも可能である．BSE

（bovine spongiform encephalopathy）の原因タンパク質とし

て知られるプリオンタンパク質はある条件下で凝集体を形

成するが，非変性条件で保持されている低濃度の recPrP

（recombinant prion protein，nMオーダー）を出発材料とし

て PrPオリゴマーの形成機構を解析した例は殆どない．

我々は非変性条件で保持された低濃度の recPrPに，低濃

度の SDSを添加することにより recPrPのオリゴマー化を

誘導し，そのオリゴマー形成過程を FCSにより解析した．

さらに蛍光標識モノクローナル抗体と FCCS（後述）を利

用することによってオリゴマー化に先立って PrP分子の N

末端領域部分に構造変化が，続いてオリゴマー化に伴って

C末端領域部分に構造変化が生じることを明らかにし

た３６）．

神経細胞における凝集体タンパク質の量や細胞内分布を

リアルタイムでモニターする手法の確立は多くの神経変性

疾患の原因の究明に重要となろう．そのためには細胞を破

砕しない生細胞中での凝集過程の直接解析や単一細胞解析

などの手法が重要となる．出芽酵母による測定であるが分

裂時におけるプリオン伝播に関して単一細胞観察による解

析の報告がある３７，３８）．また FCSは溶液や培養細胞だけでな

く，例えばメダカ胚の始原生殖細胞における Nuageと呼

ばれる凝集体構造に含まれるタンパク質と細胞質に存在す

るタンパク質がダイナミックに交換反応をしていることを

明らかにするなどをはじめ３９），個体レベルへの応用４０，４１）も

始まっている．

FCSは，溶液における生体分子の動きを解析する方法

であり，動きの変化から相互作用を求めることができる．

均一系の溶液での測定の方法を活かし，細胞内における生

体分子のその場での複合体形成の解析などに利用されてき

た．しかし，拡散速度は一般に分子を球と仮定した場合，

その半径に依存する．従って分子の容量としての大きさが

１０００倍変化しても，実際に計測される拡散速度は１０倍程

度しか変化せず，同じ大きさの分子同士が結合した（つま

り分子量が２倍になる）程度では，相関関数の変化はわず

かである．つまり，同じ大きさの２分子間の相互作用を検

出する目的で FCS測定を行っても，FCSはそれほど敏感

な測定方法とは言えない．次にこのような FCSの弱点を

克服する手法の一つとして蛍光相互相関分光法を紹介す

る．

６． 蛍光相互相関分光法（FCCS）

蛍光相互相関分光法（fluorescence cross correlation spec-

troscopy: FCCS）は生細胞における分子間相互作用検出に

重点をおいた測定方法である．基本的には FCSが１種類

の蛍光色素の揺らぎから「分子の動き」と「分子数」を求

めることができるのに対して，FCCSは２種類の蛍光色素

の蛍光強度変化の同時測定から，各々の分子に関する動き

と数の情報に加え，２種類の分子の「時間的・空間的同時

性」すなわち相互作用を直接求める方法である４２）．次に，

この「同時性」の解析から，２種類の分子の間の相互作用

を検出する方法の原理と解析法について説明する．

６―１ 原理

FCCSの厳密な原理と詳細な装置の説明に関しては，他

の文献を参考にしていただき４３～４５），ここでは，直感的な原

理の説明を試みる．２種類の蛍光色素を用意し，蛍光発光

のうち，短い波長（青，シアン，緑など）を青色蛍光とし，

より長い波長（オレンジや赤，近赤外など）を赤色蛍光と

称し，それぞれ別々の標的分子に結合させる．青色と赤色

に蛍光標識された分子同士が結合したり同一の複合体に含

まれていたりする場合，分子間の距離や形態に関係なく２

種類の蛍光色素は先に述べた FCSと同様の観察領域に同

時に出入りし（図６A），青色蛍光と赤色蛍光の強度変化は

同時に検出される（図６B）．もう少し詳細に述べると，ま

ず，それぞれの蛍光分子の動きに由来する蛍光強度の揺ら

ぎのシグナルが検出され，それぞれの蛍光自己相関関数が

得られることになる．同時に，二つの蛍光の揺らぎのシグ

ナルを重ね合わせると，相互作用している二つの分子が同

時に観察視野を出入りする場合には，大部分のシグナルが

同時に変化して検出される可能性が高い．この同時性の確

率の高さを表したのが蛍光相互相関関数であり，同時性が

大きいと相互相関は大きくなる（図６C）．反対に，２種類

の蛍光標識した分子同士が相互作用しないときは，それぞ

れの蛍光色素が観察領域に入るために（図６D）蛍光強度

変化が得られ（図６E），蛍光自己相関関数は得られるが二

つのシグナルが同時に検出される可能性は低く，従って，

相互相関関数は小さくなる（図６F）．
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１． FCCS装置

FCCS装置は，２種類の蛍光を同時に励起ならびに検出

するので，FCS装置に加えて，基本的にさらにもう一組

の蛍光励起用光源としてのレーザーと検出器の追加が必要

である．レーザーで励起され，発光した二色の蛍光はレー

ザー光と蛍光をメインダイクロイックミラーで分離透過し

た後，次の２番目のダイクロイックミラーで二つの蛍光が

分離され，バリアフィルター（蛍光フィルター）を透過，

又は反射され，各々の検出器に導かれる（図１）．FCCSで

は，２種類の蛍光を同時に励起するため，二色の蛍光をい

かに効率良く，かつお互いの蛍光のクロストーク（シグナ

ルの混線，注１）なく分けるかということが重要になる．

検出器の性能（単一光子測定なのか，アナログ式なのか）

を含め，フィルターの性能や設定，ピンホールの大きさや

数，位置の調整の有無など市販の装置はそれぞれ工夫され

ているので，使用者はその特性や特徴を十分理解して使う

必要がある．

２． 蛍光相互相関関数

FCSで用いる自己相関関数は１種類の蛍光色素からの，

従って一つの検出器からのシグナルの蛍光強度を解析して

いた．それに加えてさらに，FCCSでは種類の異なる蛍光

色素からのシグナルの解析を行い，シグナルの変化の同時

性を求める．それは観測時間 t における青色蛍光と赤色蛍

光の相関関数 Gg（τ），Gr（τ）と，FCSの式（１）を拡張し

た式（３）となる．

Ggr（τ）＝〈Ig（t）Ir（t＋τ）〉
〈Ig（t）〉〈Ir（t）〉

（３）

ここで，Ig（t），Ir（t）は，観測時間 t における青または

赤色の蛍光強度を示す．Ggr（τ）は２色の蛍光色素を含む
分子（相互作用をしている分子複合体）の相関関数である．

式（１）の分母は平均の蛍光強度（〈I（t）〉）の２乗である

が，式（３）の相互相関関数の分母は，青色蛍光と赤色蛍

光の平均強度を掛け合わせた値となっていることが分か

る．

FCCSでは，前述の式（１）を用いて計算した青色蛍光

と赤色蛍光の自己相関関数と，式（３）で計算された青色

蛍光と赤色蛍光との相互相関関数の合計三つの相関関数曲

線が得られる（図６C，F）．分子間相互作用が１００％で，

装置が理想的であると仮定すると，これら三つの曲線はす

べて一致するはずである．しかし，波長の異なる２種類の

レーザー光を回折限界まで絞って，極微小の観察領域を作

ろうとした場合に，その二つの領域をサブミクロンオー

ダーで三次元的に一致させることは大変難しい．何故な

ら，波長の異なる光は溶液やガラス，また特に細胞中など

の媒質中で屈折率が違うために，たとえ波長補正をしてい

ると言われている対物レンズの場合でも観察領域を正確に

重なり合わせて観察するのは困難なのである．従って，分

子間相互作用が１００％だったとしても，小さい相互相関し

か得られないこともありうる．それらのひずみやクロス

トークを防ぐために高速に光源である二つのレーザーを切

り替えるなど装置や手法の開発が進められている４６～４８）．

細胞内での FCCS測定で内在性のタンパク質が存在する

場合は，蛍光タンパク質同士の相互作用の確率が低下する

ので，さらに相互相関関数の強度が低下する．それを防ぐ

には内在性のタンパク質を全部蛍光性タンパク質に置き換

えることが必要となる．例えば，植物ホルモンであるオー

キシン信号伝達因子（AUX／IAA-ARF）の GFPまたは RFP

融合タンパク質を動物細胞である HeLa細胞に発現させ，

内在性タンパク質の影響をまったく受けないよう巧妙に実

験系を構築し，タンパク質間相互作用の強度を比較するこ

とができた４９）．これは新規の生理活性物質のスクリーニン

グに応用可能だと期待される．置き換えることが困難な場

合には，実験に当たってはポジティブコントロールとネガ

ティブコントロールを取ることが求められる．ポジティブ

コントロールには，二つの蛍光色素が一つの分子に存在す

るもの（例えば，GFP-RFPタンデム二量体）を利用し，

ネガティブコントロールには，相互作用しない二つの蛍光

分子（例えば，GFPと RFPのそれぞれ単量体）の同時発

現系を用いることが行われている５０，５１）．また，蛍光プロー

ブの組み合わせを工夫することで，励起に用いるレーザー

を一つだけ利用し，励起波長による屈折率の違いを防ぐ方

法もある．ローダミン色素を用いる場合や５２），EGFR（epi-

dermal growth factor receptor）と ErbB２の二量体形成を GFP

と mRFPを用いて解析した報告５３），CFP（シアン蛍光タン

パク質）と Keimaタンパク質を用いて CaM（calmodulin）-

CaMK１（calmodulin dependent kinase１）の相互作用を細胞

内で検出した報告５４）などがある．また近年注目されている

幅広い励起波長を有する半導体ナノクリスタル（Qdot）と

有機蛍光色素 Alexa４８８を用いた抗原抗体反応検出を利用

してプリオンタンパク質の検出感度を５倍感度良く検出で

きたといった報告５５，５６）もなされている．

７． FCCSによる細胞内における DNA分解過程

遺伝子を細胞内へ導入することは細胞内で特定のタンパ

ク質の発現をコントロールすることに利用され，また近年

（注１）
クロストークとは，一般的には通信回線における「混線」
を意味する．ある一方の回線の信号が他の回線に漏れるこ
とで生じる．蛍光測定，特に蛍光タンパク質を用いる場合
は，蛍光スペクトルが長波長側に延びる長い「すそ」のた
め，青色蛍光の蛍光シグナル（例えば GFPの蛍光）が赤
色蛍光用の検出器で検出されることで，FCCS測定の場
合，偽陽性シグナルとなる．
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注目を集めている iPS細胞等作製の根幹を成す技術でもあ

る．現在考えられている生体（細胞）内への遺伝子導入法

は，大まかにウイルスと人工ベクターの二つに分類され

る．ウイルスベクターは遺伝子導入効率が高いものの，免

疫原性や副作用の存在が懸念されている．また人工ベク

ターは安全性の面では優れるものの，導入した遺伝子の発

現効率が低いという問題を抱えている．人工ベクターによ

る遺伝子導入において，生体膜（一般的にはエンドソーム）

を突破した外来 DNAは細胞質から核に移行する必要があ

る．効果的な発現を実現する新規ベクター創製のためには

細胞内，特に細胞質内での DNAの動態を解明することが

重要となるが５７），現在のところ未知な部分が多い．その原

因の一つは生きた細胞内に導入された DNAを直接解析で

きる手法がなかったためである．

そこで我々は FCSおよび FCCSを利用することで，細

胞内に導入された外来 DNAの動きと分解の変化を直接観

察することを目的として測定を行った５８）．プローブは両末

端をローダミングリーンまたは Cy５で二重標識した二重

鎖 DNAである．まず，FCCSの測定からは導入した二重

標識 DNAが酵素により切断されたかどうかを知ることが

できる．実際 FCCSの相互相関曲線の速やかな消失が観察

され，導入された DNAは４５分程度の短い時間で切断を

受けていることが明らかになった（図７B，E）．また，先

にも述べたが拡散時間の変化からは DNAの鎖長の変化，

すなわち切断されて短くなる様子を追える．しかし FCS

の解析からは４５分の間では徐々に短くなる様子ではなく，

ほぼ完全な長さの DNA鎖と蛍光標識単量体ヌクレオチド

だけが検出された（図７C，F）．FCSと FCCSによる解析

の組み合わせと，そのほか DNaseI，エキソヌクレアーゼ

�，Bal３１ヌクレアーゼなどを利用したモデル系の実験か

ら，細胞内の DNAの分解は主に５′-３′エキソヌクレアーゼ

による末端からの分解が主であると推定した．この推定を

確認するために，外来 DNAの末端を処理しループ状にし

た場合や余分な配列を付与してエキソヌクレアーゼ耐性に

した場合の細胞内の発現効率を比較すると，試験した４種

の細胞（HeLa，COS７，MEF，HEK２９３）のうち３種では

有意に発現が上昇したのに対し，HEK２９３細胞では末端処

理の効果が見られなかった．HEK２３９細胞は様々なタンパ

ク質発現効率が高いことが知られている．このことは細胞

質内のエキソヌクレアーゼ活性が低いためと考えられた．

以上の結果から，培養細胞における遺伝子発現の際にエキ

ソヌクレアーゼによる分解がバリアー機能になっており，

さらに細胞種によってエキソヌクレアーゼ活性は異なると

いうことが明らかになった．このように，主に５′-３′エキ

ソヌクレアーゼが細胞内での外来 DNA分解を担っている

ことが推定された．この結果は，遺伝子導入に対する細胞

内のバリアー機能の理解や新規の人工ベクター開発のため

の有用な足がかりをもたらすものと期待される．ここで用

いられた非侵襲光学的な手法は拡散速度の変化から生細胞

内の DNA分解過程を解析したものであるが，細胞内での

タンパク質の分解などにも応用可能と期待される．

８． 新規相関分光法の展開

８―１ TIR-FCS

細胞膜における分子間相互作用は，細胞外シグナルの受

容と細胞内シグナルへの変換を担い，その解析は細胞機能

の解明に重要であり，それゆえに創薬ターゲット等の探索

において注目されている．これまで細胞膜およびその近傍

での分子間相互作用を単一分子レベルの感度で解析する

種々の技術が研究開発されてきた．我々は蛍光標識した標

的分子の細胞膜での動的な挙動を解析するために，低バッ

クグラウンド光の観察が可能な全反射蛍光顕微鏡（total in-

ternal reflection fluorescence microscope，以下 TIRFM）光学

系と，単一分子解析法である FCSとを組み合わせた全反

射蛍光相関法（total internal reflection-fluorescence correlation

spectroscopy，以下 TIR-FCS）測定システムの開発と，そ

の細胞生物学への応用を目指した５９）．FCSと全反射光学系

の組み合わせは古くから注目され７）全反射顕微鏡の発展と

ともにいくつかの報告があったが６０～６４），生細胞における生

体膜への応用はこれまでなかった．通常の FCS測定は共

焦点光学系（集光されたレーザーと検出側の結像面に設置

されたピンホール）によって作り出された微小な測定領域

（図１C，０．４µm×１µm）を利用している．しかし，これ

を高々１０nmの厚さしかない細胞膜近傍での測定に安定

的に応用することは困難であった．そのため，TIRFM光

学系と FCS装置を組み合わせて，その測定領域の光軸方

向の高さを１／２００に縮めるとともに細胞質側からのバック

グラウンドシグナルを大幅に低減させ，細胞膜およびその

近傍のみの観察が期待できる TIR-FCSを構築した．装置

の特性を蛍光色素 FITC，および GFPのガラス表面近傍に

おける分子拡散運動測定で確定した後，さらに，生体膜局

在配列を有するファルネシル化 GFP（farnesylated GFP，

以下 GFP-F）を発現する COS７細胞を用いて，生きた細胞

の細胞膜近傍での分子動態を観察した．一分子観察などと

の詳細な比較の結果，速く拡散運動する分子群と遅く動い

ている分子群を検出し，細胞膜近傍の細胞質における三次

元的拡散運動と細胞膜における側方拡散（二次元拡散）で

あることを確認した．構築した TIR-FCSシステムは，生

きた細胞の細胞膜における分子動態解析に有用であること

が示された．

８―２ 多点測定 FCS

これまで述べてきた FCSや FCCS測定はすべて，１回の

測定は一点で行ってきた．しかし細胞は均一な構造ではな
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く，核などの小器官，細胞骨格などの微細な構造体が多数

存在し，物質の偏りが存在する．そのため，細胞内の複数

箇所の任意の点を同時に測定したいという要求が出てくる

のは当然である．これまでも，FCSによる細胞内複数箇

所同時測定はいくつか報告があった．しかし，測定箇所の

数が固定されているか６５），ガルバノミラーのスキャンを利

用すると測定箇所の数は変化可能だが測定箇所が増加する

と測定時間がかかり６６），また EM-CCDカメラを利用する

と測定箇所は十分多いものの時間分解能が低いなど６７），生

体高分子の動きをすべてカバーするには不十分であった．

ところで TIR-FCSの励起光として用いる全反射光学系

のエバネッセント場はガラス表面近傍を広く照射してい

る．また TIRFM検出部の結像面に設置した１本のファイ

バーが FCS測定領域なので，ファイバーの数を増やすこ

とで TIR-FCSでは FCSの測定点を増やすことが理論的に

は可能である．そこで我々は７本のマルチモードファイ

バーから成るバンドル光ファイバー，七つの PMT，およ

び複数の自己相関関数の同時計算が可能なマルチチャネル

相関器等をすべて新たに作成することで多点型 TIR-FCS

のシステムを構築した６８）．全反射光学系を利用しているた

めに，カバーガラス表面，すなわち生体膜の観察に限られ

るが，光ファイバーとその末端に PMTを設置するだけで

多点測定が可能になることを実証した．実際，この装置を

用いて，COS７細胞の細胞膜近傍の七つの測定点での同時

測定に成功した．得られた自己相関関数はいずれも２成分

モデルでフィットでき，測定で得られた拡散定数は生体膜

における遅い拡散と，生体膜近傍の細胞質における早い拡

散が測定された．この新たに構築した装置を用いて多点同

時測定が可能であることが実証された．時間分解能は

PMTを利用したことにより約１マイクロ秒であり，ほぼ

すべての生体高分子の拡散時間に対応できることが示され

た．COS７細胞膜での GFP-Fの測定からは生体膜中での分

布には偏りがあることが分かったが，それでも拡散速度は

ほぼ等しいことから，生体膜における分画（コンパートメ

ント）の存在６９）を示唆するものと考えている．現在，この

手法をチャンネルタンパク質や輸送タンパク質などの機能

的な膜タンパク質の構造変化と機能の関連に応用すること

を進めている．さらに多点にする利点として測定点と測定

点の間の相関（空間相関，後述）をとることで，物質の「流

れ方向」と「速度」というこれまでにない新たな情報も得

られる可能性が示唆された．細胞内の物流や情報の流れの

様子を知る手がかりが得られたのである．

８―３ 空間相関

現在の先端的顕微鏡観察の発展は光の波長の限界を超

え，細胞内の複雑な状況を光の波長以下の解像度で可視化

する，超解像顕微鏡法を可能としている７０，７１）．その場その

時でのタンパク質の存在と状態を探ることは生命機能を明

らかにする上でますます有効で重要な方法と認識されてい

る７２，７３）．多種類の蛍光タンパク質の発見や開発は，それら

の細胞内の発現量の組み合わせで多色・精緻・複雑な構造

を明らかにすること７４）だけではなく，ダイナミック細胞像

を理解することに期待が集まっている．これまでの FCS／

FCCSはシグナルの時間変化に注目して分子のダイナミッ

クな動きの情報（時間相関）を得ていた．これに対して，

空間上のシグナルの分布・配置に注目して分子同士の位置

関係（空間相関）を得て，さらにその時間変化（time lapse）

を加味することでダイナミックな生体分子の時空間変化と

機能を理解しようとする試みがなされている．すでに ICS

（image correlation spectroscopy），ICCS（image cross correla-

tion spectroscopy），RICS（raster image correlation spectros-

copy），temporal ICS, spatiotemporal ICS７５～７７）などの手法が実

用化され新たな展開が始まり，目が離せない．

９． お わ り に

本総説では筆者らが開発をしてきた蛍光相関法の基礎的

な研究について紹介した．蛍光相関法は相関分光法という

幅広い研究分野の一つであり，特に蛍光測定の高感度性を

兼ね備えた蛍光相関分光法は一分子検出感度を有し究極の

検出法の一つである．今後の展開としては，どのような光

源，つまり２光子３２）や多光子励起レーザーを利用するの

か，またどのような検出手段を用いるのかが重要になって

くる．既に表面増強ラマン７８）や超解像顕微鏡法の一つであ

る STED（stimulated emission depletion）７９）を組み合わせた

報告があり生物分野での様々な方向への広がりが期待され

る．しかし一方では FCS／FCCSから得られる結果は基本

的に「分子の大きさ」と「数」という実にシンプルな値で

ある．そのことは基本的な測定方法であることを示してい

る．つまり，研究者がどのような目的を持って，またアイ

デアを持って利用するのかが重要であることを示す．筆者

は細胞の中の生化学的現象を生きたままの状態で，三次元

的に任意の場所の，単一分子レベルでの反応，またそれに

由来する物質や情報の流れの方向，速さ・量を理解するこ

とが細胞機能を知る最も重要な要素であり，研究の目標と

考えている．
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