
１． は じ め に

ゲノム配列が短時間で解読できる時代になり，現在はそ

れらの遺伝子配列情報を基礎としたプロテオーム解析に研

究の中心がシフトしてきている．すなわち生命現象を主に

担うタンパク質がいつ，どこで，どのような相互作用をし

て機能しているかを解析することが求められている．本稿

では，蛍光イメージング技術の一つであり，生きた細胞あ

るいは水溶液中における生命現象の定量解析のための基盤

技術として近年発展している蛍光相関分光法（fluorescence

correlation spectroscopy：FCS）と蛍光相互相関分光法（fluo-

rescence cross-correlation spectroscopy：FCCS）の利用法に

ついて紹介するとともに，読者が自身の研究へ適用しよう

とする際のハードルが少しでも下がるよう，実際的な利用

例や注意点を交えながら述べたい．さらに，FCCSから得

られる情報と FCSから得られる情報それぞれを組み合わ

せることで詳細な分子状態を解析した例も紹介したい．

２． FCCSで何がわかるか

（１） 原理

FCS，FCCSの基礎に関しては本誌に掲載されたレ

ビュー１）や詳細を解説した文献２～５）が発表されているのでそ

ちらに譲り，本稿では基本的なコンセプトと得られる情報

の簡単な説明にとどめたい．

FCSは，共焦点光学系で作り出された微小な測定領域

（０．１フェムトリットル程度）を観察し，一つ一つの蛍光

分子がブラウン運動で測定領域を出入りすることによって

引き起こされる蛍光強度の揺らぎを観測する．測定領域内

に蛍光分子が多数存在する場合には１分子の出入りが全体

の強度に及ぼす影響は小さくなり，蛍光強度の揺らぎ幅は

小さくなる．また，蛍光分子のサイズが大きく拡散が遅い

場合にはブラウン運動による蛍光分子の出入りがゆっくり

行われることになり，揺らぎの時間変化が緩やかになる．

つまり，揺らぎの中には「分子の数」と「分子の拡散速度」

に関する情報が含まれる．得られた揺らぎのシグナルから

自己相関関数による解析で上記のような「動的な」情報を

引き出すことができる．加えて，FCS測定では一般的な

蛍光測定と同様，平均蛍光強度の情報も得られる．これは

揺らぎに依存しない「静的な」情報である．

FCCSは，２種類の蛍光分子の揺らぎを同時に測定し，

各々の揺らぎの「同時性」を解析する方法である（図１A）．

観測される揺らぎの同時性は２種類の蛍光分子が時間的・

空間的に一緒に存在すること，すなわち，分子間の相互作

用を直接表す．FCCSは２種の蛍光分子の揺らぎの同時性

を相互相関関数で解析するが，各色の自己相関から FCS

で得られる情報も同時に取得可能である（図１B）．FCCS，

FCSから得られる情報を総合的に判断することで，相互

作用の有無だけでなく，相互作用している分子の数や状

態，例えば蛍光分子何個が相互作用に関与しているか，複

合体の大きさはどれくらいかという情報まで詳細に解析す

ることができる．

（２） パラメータの意味は

自己相関の減衰時間から蛍光分子が測定領域を通過する

のにかかる平均的な時間（拡散時間）がわかり，そこから

分子の拡散定数（D）が求められる．この値から分子のサ

イズや形状，あるいは粘性などの微環境を知ることができ

る．自己相関の振幅の高さからは測定領域内に平均的に存

在する分子の数が算出可能である．予め測定領域の体積を

測っておくことで測定サンプルの濃度を求めることができ

る．さらに分子の数と平均蛍光強度から１分子あたりの蛍

光強度（counts per molecule：CPM）を算出することがで

きる．CPMの値からは蛍光分子のホモオリゴマーや凝集

体の形成状態を知ることができる．

相互相関の振幅は２色の蛍光分子が結合している度合い

を直接表す．実際の現場では，自己相関の振幅に対する相
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互相関の振幅の比，RCA（relative cross-correlation ampli-

tude）という値を指標に相互作用の程度を簡便に知りえる．

FCCSで得られる情報は，生化学の手法における非変性

ポリアクリルアミド電気泳動（native-PAGE），クロマトグ

ラフィー，免疫沈降法や酵母ツーハイブリッド（yeast-two-

hybrid）法などに類似する．それらの方法と比較した FCCS

の最大の強みは，「その場で（in situ）」，「リアルタイムに」

定量測定が可能な点であろう．また，FCCSは光学測定の

一種であるため非侵襲性や特異性に優れ，溶液中をそのま

ま測定することができるのも特徴である．測定領域がサブ

フェムトリットルオーダーと非常に小さいため，ごく微量

のサンプル溶液で測定が可能であり，生きた細胞内の局所

における測定も可能である．

FCCSの相互作用解析では，結合分子間の距離は大きな

問題とならないので，分子同士が他のタンパク質等を介し

て間接的に結合している場合でも検出可能である．この特

長は一般的に行われている蛍光共鳴エネルギー移動（fluo-

rescence resonance energy transfer：FRET）による相互作用

解析に対するアドバンテージといえる．

一方で FCS，FCCSは動かない分子の解析に利用するの

は困難である．動かない（動きの遅い）分子の解析には光

退色後蛍光回復法（fluorescence recovery after photobleach-

ing：FRAP）や画像相関法 ICCS（image cross-correlation

spectroscopy）等の手法との組み合わせが有効である．

３． FCCSに必要なもの

（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

用いられる．レーザーからの励起光は対物レンズで一点に

絞り込まれ測定領域を形成する．対物レンズは４０～６３倍

程度の高倍率・高開口数（NA）のレンズが使用される．

FCCSの場合には２色の励起光と蛍光発光を利用するの

で，色収差の補正が必須である．

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

図１ 装置図と FCCSから得られる情報
（A）FCCS測定の装置概念図．
（B）ローダミングリーン（RG）と Cy５で両末端を蛍光標識した二重鎖 DNAの FCCS測定．
（C）蛍光標識プライマー混合物の FCCS測定．
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る．発せられた蛍光はピンホールを通りシングルフォトン

カウンティングが可能な高感度検出器（アバランシェフォ

トダイオード又は光電子増倍管）にて検出される．検出さ

れた信号から相関器もしくはソフトウェアにより自己相関

関数・相互相関関数が計算される．顕微鏡メーカー等各社

から FCS測定装置６）あるいは共焦点顕微鏡に接続可能なユ

ニット等が市販されている．

（２） 蛍光標識

FCCSは蛍光測定の一種であるため測定サンプルを蛍光

標識することが必要となる．基本的にはいずれの蛍光色

素・蛍光タンパク質も利用可能であるが，励起した際に消

光（フォトブリーチング）されにくく，光化学的性質が明

らかな色素を選んだ方が良い．また，蛍光の漏れ込み（ク

ロストーク）による偽陽性を防ぐため，２色の組み合わせ

は発光スペクトルに重なりが少ないものを選ぶことが重要

である．具体的には，有機蛍光色素では Alexa Fluor�（Life

Technologies Corporation）や ATTOシリーズ（ATTO-TEC）

が明るさや安定性，波長のラインナップの面で優れてい

る．蛍光タンパク質では，短波長では EGFP（高感度緑色

蛍光タンパク質）が利用しやすい．FCCS測定を行うとき

に EGFPと組み合わせる長波長側の蛍光タンパク質とし

て， 現時点では mCherryが一番使いやすいと思われるが，

ブリーチング耐性やタンパク質のマチュレーションの面で

注意が必要である７）．

相互作用を正しく検出するためには，未反応色素の混入

を最小限にしなければならない．有機蛍光色素を用いた標

識を行う際には未反応色素の精製除去を必ず行う．一方

で，蛍光性でない夾雑タンパク質は測定上問題にならない

ことが多いため，細胞抽出液をそのまま測定することも可

能である．逆に，細胞内や細胞抽出液で測定する場合に

は，細胞が持っている未標識の内在性目的タンパク質が競

合することがあるため，系の構築には注意と工夫が必要で

ある８）．

（３） 実際の条件設定

FCCS測定を行う場合に検討が必要な条件に，励起光強

度，測定時間がある．励起光強度は，強いとブリーチング

が問題になる他，光化学的過程（三重項遷移）の寄与が大

きくなるので CPMが低くなりすぎない範囲で可能な限り

弱く設定することが望ましい．FCS，FCCSは平均化され

た情報を解析するため，測定時間を長くすることによって

相関関数の S／N（signal to noise）比を改善することができ

る．特に，動きが遅く分子の出入りのイベント数が少ない

場合や蛍光分子数が少ない（濃度が低い）場合に数十秒か

ら数分程度に測定時間を延ばすことが多い．

FCSで解析可能な濃度範囲は，装置にもよるが pMから

μMオーダーである．原理的に高濃度になると検出される

揺らぎが小さくなるため，測定が困難になる．一方，濃度

が低く，自家蛍光やバックグラウンドノイズが無視できな

い場合に補正する手法も提案されている９）．相互作用を見

たい場合にはサンプルの濃度と Kdによって結合分子の割

合が決まるため，目的の相互作用と手持ちのシステムで検

出可能な濃度領域を検討する必要がある．また，FCCSの

測定系は２色の測定領域の位置を三次元的にそろえること

が非常に難しいため，実際に用いるシステムは理想的な状

況ではないことが多い．従って，使用するシステムの条件

を規格化するために２色の蛍光タンパク質のタンデム体の

ようなポジティブコントロールの測定を必ず行う必要があ

る１０）．

（４） データの解釈

FCSの測定は，蛍光性のサンプルさえ用意できれば比

較的迅速，簡便にデータが得られる．しかし，得られる情

報がシンプルであるがゆえに，データの解釈には慎重な考

察が不可欠である．算出される値がどのような分子状態に

由来するか帰属するためには，他の生化学的手法やイメー

ジングとの比較など総合的な判断が求められる．特に，得

られた値が目的の蛍光分子由来か，自家蛍光やブリーチン

グ等によるアーティファクトを含んでいないかを注意深く

判断しなければならない．判断基準の一つとして，用いた

蛍光標識のコントロール測定と比較して CPMが理にか

なっているかどうかを検討する必要がある．

FCCSは，分子同士が結合しているか，していないかと

いう定性的な判断が一見して理解しやすいのが強みであ

る．そこからさらに定量的な解析（たとえば Kdの算出な

ど）に進みたい場合には結合比や測定領域の重なり等の装

置条件の補正が必要になる７）．

４． 外来 DNA分解過程の FCCS解析例

カチオン性脂質等を用いた遺伝子導入において，細胞膜

（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必要である．そこで，我々

は細胞内に導入された外来 DNAの拡散，あるいは分解を

直接観察し，FCSおよび FCCSから得られる情報を組み合

わせて解析することで，分解メカニズムに迫った．

両末端を別々の蛍光色素で標識した DNAをガラスビー

ズによる導入法を使って生細胞に導入し，細胞質内での外

来 DNAの拡散の様子を観察することを試みた．導入直後

に細胞質内で FCCS測定を行うと高い相互相関の振幅が観

察され，導入直後では導入した DNAがインタクトである
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ことが示された（図２A，C）．しかし，導入４５分後に同

一の細胞を FCCS測定すると，相互相関の振幅はほとんど

観察されなかった（図２B，D）．それらの結果から，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．また，細胞内における DNAおよ

び分解産物の拡散の速さを自己相関によって解析し，得ら

れた拡散時間の分布から分解のメカニズムについて研究し

た（図２E，F）１１）．水溶液中における分解モデルと細胞内

で観察された分解を併せて考察した結果，細胞質内での外

来 DNA分解は主に５′-３′エキソヌクレアーゼによるもので

あると結論づけた．さらに，見いだされた分解作用が，導

入された外来 DNAによる遺伝子発現の効率に影響を及ぼ

すかどうかをレポーター遺伝子の発現を指標に評価した結

果，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．

５． お わ り に

FCCSは FCSと併せて，さまざまな細胞内外の分子の動

的な状態や相互作用を定量化する方法として注目され普及

してきている．本稿で紹介したように，FCS，FCCSから

得られる情報を総動員することで細胞内外における分子状

態を詳細に解析することが可能である．筆者らの将来にお

ける希望は FCCSを利用した細胞内外，溶液中の測定結果

を統合し，単一細胞内の生体分子の量やサイズ，相互作用

を定量的に理解することである．
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図２ COS７細胞の細胞質に導入した両末端蛍光標識二重鎖 DNAの FCCS測定
（A，B）導入１０分後（A），４５分後（B）のレーザー走査型共焦点顕微鏡画像．
（C，D）画像内のクロスの点における FCCS測定結果．
（E，F）得られた自己相関関数の拡散時間分布解析．
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