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研究の概要 
生細胞を測定対象とした一分子感度を有し多点で同時に蛍光相関分光測定が可能なシステムの 

構築を行い、生体機能解析に利用する。多点測定に必要な励起光源は空間光変調素子を利用す 

ることにより、自由に作成できることが実証された。構築したシステムを用いて細胞において 

も空間的に自由に多点蛍光相関測定が可能であることが実証された。 
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１．研究開始当初の背景 
蛍光相関分光法(fluorescence correlation 

spectroscopy、FCS)はフェムトリットル(１
０－１５L)程度の極微小な観察領域における分
子の動きに由来する蛍光強度のゆらぎから、
分子の大きさや形、ならびに分子数を解析し、
それに基づいたダイナミックな分子間相互
作用を単一分子レベルで解析可能な手法で
ある。しかし、FCS 測定を生細胞へ応用す
る場合の基本的な問題点として、細胞内の特
定の１点でしか測定出来ないことが挙げら
れた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究は、細胞機能を普遍的且つ一

分子レベルで解析するために 3 次元多点同
時測定 FCS の構築を行い、細胞内の任意の
場所における分子複合体の形成・タンパク質
相互作用解析が可能なシステムの構築を目
指している。 
 
３．研究の方法 
本研究では、多点同時蛍光相関装置(MP-

FCS)の試作と、それを利用した生細胞内での
分子間相互作用の解析を目指している。構築
する MP-FCS 装置の主たる光学系として空
間光変調素子によるホログラム回折を利用
したレーザー光源の分岐、および検出系とし
ての共焦点光学系の構築を行う。さらに検出
装置の高度化を平行して行い、2 色の蛍光色
素を利用する FCCS (fluorescence cross-

correlation spectroscopy)の構築を合わせて
推進し、相互作用の検出効率を上げることを
目指している。 
また、研究対象とする細胞内分子間相互作

用はこれまで申請者らが研究を進めてきた
核内転写因子の一つであるグルココルチコ
イドレセプターなどの細胞質-核間移行タン
パク質を主とするが、これに縛られることな
く広く細胞内における機能性分子の相互作
用検出を対象とする。 
 
４．これまでの成果 
装置の構築 
励起光側に位相ホログラムのフーリエ変

換強度パターンを作成しそこにレーザー光
を照射することで 7 点の光スポットが形成さ
れるようにした。検出器部分に 7 本の光ファ
イバーと光電子増倍管を設置し、7 点のスポ
ットによって励起された蛍光は、マルチコア
ファイバの端面へ結像され、ピンホールの役
割を果たすそれぞれのコア開口を通って、光
電子増倍管アレイの各チャンネルで検出さ
れる。その蛍光強度の揺らぎを自己相関関数
によって評価し、動態を決定する。多点FCS
システムを検証するため、濃度 10-7 M の
Rhodamine 6Gを用いて測定を行った。その
結果全てのチャンネルにおいて等価な自己
相関関数が得られたことにより、多点FCSシ
ステムの動作を実証した。 
位相ホログラムの作成においては、まず各

一本のファイバーに蛍光を導入するパター
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ンを作成し、各々のホログラフィックパター
ンを乗算する手法を用い、さらに詳細にシミ
ュレーション演算を繰り返すことで達成し
た。 
さらに溶液中の蛍光色素、緑色蛍光タンパ

ク質(GFP)並びに蛍光標識 DNA(500bp)の拡
散時間の測定を行い、分子量または分子の長
さに応じて、相関関数がシフトすることを確
認し、十分な感度を有することを実証した。 

 
生細胞多点 FCS 測定 

次にモデル系として生細胞内における
GFP の拡散速度の測定に成功し、構築した多
点同時蛍光相関分光装置(MP-FCS)が生細胞
測定に応用可能であることを実証した。細胞
質ならびに核を区別し(図 A)、生細胞 GFP 測
定においてはガラスと細胞の接着面から 0.5
ミクロンおきに蛍光強度変化が検出できる
ことを確認し同時 7 点測定が可能であること
を実証した(図 B)。その時の細胞質での拡散
速度はこれまで報告された値よりやや大き
いものの形状ファクターは 5 程度であること
から十分な精度と感度を有していることが
分かった。さらに核内において核質と核小体
を区別して FCS 測定を行ったところ、核質
より核小体での GFP の拡散が遅いことがか
確かめられた (図 C)。このことは構築した
MP-FCS の各点が共焦点光学系を有してお
り、且つ、xy 面のみならず、ｚ軸方向にも十
分な空間分解能を有することを実証し、
MP-FCS 装置の実証実験として成功したこ
とを示した。 

次に核内受容体の一つであるグルココル
チコイドレセプターについて、リガンド刺激
後における細胞質から核内への移動速度の
解析を行った。MP-FCS のうち、1 点を核外、
すなわち細胞質、また他の点を核内に配置す
るようにして、核膜を境にして GFP または
GFP-GR の輸送解析を行った。細胞質、細胞
核内部での GR の数、拡散係数の時間変化と、
GR の核内輸送速度を 10 秒程度の測定から
同時に解析することが可能であることを確
認した。さらに、多点同時に FCS 計測を行
うことで、リガンドを添加しながら、細胞質
と細胞核内部における生体分子の動態を解
析可能になっただけでなく、2 点間のシグナ

ルの相互相関解析を行い、空間相互相関関数
を得ることも可能であった。 
 
５．今後の計画 
これまで利用してきた光電子増倍管(PMT)

もマルチチャンネル化を行って、7 チャンネ
ル装置の構築を行なった。同じ手法で PMT
を増設し、それに応じて光ファイバーを増設
することも原理的には可能であるが、CMOS
等の利用を検討し、安定性、簡便性などの比
較を行う。 
本研究において新規に構築した装置から

のデータを利用して、MP-FCS による全測定
点のシグナル間の関連性を明らかにする。こ
れにより、すべての点間の相互作用マップが
作成できる。 
種々の GR 変異体を利用し比較することな

どにより輸送機能・生理活性の解明に繋げる。 
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