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電子科学研究（1998），巻（6）

蛍光相関分光法による細胞内物質輸送測定法の開発

超分子分光研究分野 金城政孝

自律調節研究分野 内貴 猛

蛍光相関分光法は単一分子レベルの蛍光分子の検出法として，物理化学や生化学，生物物理

学の分野で注目されている．この手法はきわめて小さな領域を観察できることから，細胞内の

物質の移動や輸送，さらには輸送蛋白との相互作用を細胞内の場所を特定しながら解析できる

可能性がある．細胞内で蛍光性蛋白質を発現させた培養細胞を用いて蛍光分子数や拡散速度の

変化を検出できるか試みた．in vitroの条件とは異なり拡散速度が細胞内で一様でなく，プロ
ーブとした蛍光性蛋白質の周りの環境が複雑であることを示唆した．一方，分子数の変化から

外からの刺激に対して蛋白質が細胞質から核へ輸送されることが示唆されたが，個々の細胞に

より多彩な変化を示した．

はじめに

蛍光相関分光法（Fluorescence Correlation
Spectroscopy，以下 FCS）は溶液中の蛍光分子
のブラウン運動を利用して分子の数と分子の大き

さ，または形といった物理量を測定する方法であ

る．FCSの基本的概念や理論は20年以上も前に
すでに報告されているものの［1–4］，実用的に広く

利用できる方法ではなかった．しかしここ数年発

展してきた高感度光学検出系やレーザー技術など

の光技術と，また，パーソナルコンピューターを

利用したデジタル解析装置などの発展により FCS
は生体高分子の簡便な極微量高感度分析法・検出

法として利用されるようになってきた［5–7］．FCS
の基本的な特徴は顕微鏡視野下の極微少領域にお

ける平均数個の蛍光分子のブラウン運動に由来す

る蛍光発光の「ゆらぎ」を通して，いわゆる均一

溶液に含まれる蛍光分子の濃度や分子間相互作用

を，物理的な分離過程を経ずに，しかもほぼ実時

間でモニターできることである．そのため単一分

子検出法の一つとして数えられている［8］．

我々はこれまで in vitroにおける分子検出手法
として FCSを利用してきたが［9–13］，FCSが溶液
中の自由な分子運動を検出していることに特に注

目し，生きたままの細胞内における物質輸送や分

子間相互作用の解析としても利用できないか検討

した．

実験方法

蛍光相関分光法

使用した蛍光相関分光装置のダイヤグラムを図

1aに示す．基本的な構成はレーザー光励起の共
焦点蛍光顕微鏡を試料測定部とし，そこでの蛍光

発光を検出器でとらえた後，デジタル相関器でデ

ータの記録と解析を行うようになっている．試料

測定部を模式的に図 2bに示した．励起光である
レーザー光は試料溶液のほんの一点に集中され，

かつ共焦点光学系の特性からその一点からの蛍光

発光を検出系でとらえることになる．実際の溶液

中の測定領域は理想的な点ではなく図 1cに示す
ような円柱状の領域となり，その大きさは直径が

約 400 nm，軸長が約 2 mm，容積としてフェム
トリットル（10－15 L）の領域になる．この大き
さが FCSが対象としている領域であり容積とな
る．さて，1 M濃度で 1 Lの溶液には約 6×1023

個の分子が存在しているが，フェムトリットル領

域には 6×108個の分子が存在し，実際の実験で

もよく使われる 10 nM（10－8 M）程度の濃度に
なるとその領域には平均 5, 6個の分子が存在す
ることになる．ここで FCSの測定領域は溶液中
であり，各蛍光分子はブラウン運動を行ってい

る．一定の測定領域における分子の数は常に一定

ではなくある値を中心に変動し「数ゆらぎ」が起
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図 1 （a）蛍光相関分光装置の全体の模式図．アルゴンレーザーからの励起光は干渉フィルター（IF），ダイクロイ
ックミラー（DM）と対物レンズを介してカバーグラス上の試料溶液に導かれる．蛍光発光はロングパスフィルター
（F）を通り，共焦点上のピンホールで焦点面以外のバックグラウンド光を取り除きアバランシェフォトダイオード
検出計（APD）へと導かれる．（b）試料測定部の模式図．（c）測定領域の拡大模式図．測定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なる．

きている．さらにこの数ゆらぎに起因して，測定

される蛍光の強度に「強度ゆらぎが」発生するこ

とになる．この蛍光強度のゆらぎを解析すること

で拡散速度に関する情報と分子の数に関する情報

を得ることができる．このようなランダムなゆら

ぎの強度や早さの程度を評価するために，ある時

間 tにおける蛍光強度を I（t）とし，その自己相
関関数は，

G（t）＝
〈I（ t）I（ t＋t）〉
〈I（ t）〉2 （1）

で示される．

図 1で示される円柱形の領域における平均分
子数（N）と分子のその領域における平均通過
時間（t）（平均滞在時間）との関係は下のよう
に示されることがわかっている［9］．

G（t）＝1＋
1
N（ 1

1＋4Dt/w2
xy）（ 1

1＋4Dt/wz
2）

1/2

（2）
ここで Dは並進拡散定数，wxy, wzは観測視野の

半径と軸長をそれぞれ示す。

ここで注目してもらいたいことは t＝0の時，
式（2）は G（0）＝（1/N）＋1となり，y軸切片の値
の逆数がその領域に存在する分子数を直接示すこ

とである．

また分子を球とすると，その半径 rと拡散常数
Dの関係はアインシュタイン・ストークスの式
で次のように関係づけられる．

D＝
kBT
6phr

（3）

kB, T, hはそれぞれボルツマン定数，絶対温度，
及び溶媒の粘性である。

観測される蛍光発光のゆらぎを与えるものはこ

こで注目しているブラウン運動（並進拡散）の他

にも，回転拡散や化学平衡によるゆらぎが考えら

れるが時間領域が異なる場合が多いのでここでは

深く議論はしない．
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測定

グルココルチコイド受容体はステロイドホルモ

ンを受容するとホモダイマーを形成し，核内の特

定領域に結合して遺伝子発現の調節をする事が知

られている。グルココルチコイド受容体と蛍光蛋

白質（Green Fluorescence Protein, GFP）の融
合蛋白質（GRGFP）遺伝子を細胞内で発現させ
た繊維芽細胞を用いて，細胞外から自由拡散によ

りグルココルチコイドの一つであるデキサメサゾ

ン（DEX）を加えて刺激を行なった。その時の
観測領域における分子数変化，分子の拡散速度，

並びに分子あたりの蛍光強度を FCSにより測定
した．

結果

細胞内で発現した GFP融合蛋白質量は各細胞
あたり均一ではなく，顕微鏡下の観察では発現量

にかなりのばらつきがあるのが観察された．そこ

でまず FCSの測定に最適と思われる蛍光強度の
細胞を選び出し，細胞内の GFP蛋白質の蛍光相
関関数の測定を行った．細胞内で発現した

GRGFPと in vitroで測定した GFPの蛍光相関
関数を図 2に示した．in vitroにおける GFPの
拡散時間は 0.115 msecと見積もることができた
が，一方細胞内の GRGFPの拡散時間はそれよ
りもさらに長く 1 msecまで遅くなった．

図 2 （⁄）細胞中の GRGFP．（«）緩衝液中（25 mM
Tris HCl pH 7.8, 1 mM DTT, 1 mM EDTA）の GFP
（0.01 mg/ml）．相関関数は規格化してある．

次に細胞内に発現した GRGFPに対して DEX
による刺激を行った．DEXは拡散により溶液中
から細胞膜を介して細胞質内へ取り込まれるの

で，DEX刺激後 FCSの測定を時間を追って連
続測定を行った．連続測定した DEX刺激後の拡
散時間の変化，分子数の変化，分子あたりの蛍光

強度の変化の結果を図 3に示す．拡散時間は刺
激後も特に変化は見られなかったが（図 3a），分
子数の変化は時間とともに減少するのが観察され

た（図 3b）．また，観測領域で測定される蛍光強
度を分子数で割り付けた，いわゆる分子あたりの

蛍光強度の値は時間とともに増加し，刺激前と比

較して約 2倍まで上昇したのが観察された（図
3c）．
各細胞の GRGFPの発現量が異なることが観
察され，従って細胞中に含まれる GRGFPの数
も異なることが当然予想される．次に発現量の異

なる細胞での分子数の変化を測定してみた（図

4）．細胞内の GRGFPの分子数は刺激後様々に
変化し，増加するもの，減少するもの，さらに振

図 3 デキサメサゾン（DEX）を培養液に加えた後
の（a）拡散速度，（b）分子数及び，（c）分子あたり
の蛍光強度の変化．



DEN_06a_0004 1999/4/21 Wed 18:54 (100.0x100.0%)

40— —

図 4 デキサメサゾン（DEX）を培養液に加えた後の，
様々な細胞における分子数変化の例．

動のような変化をするものが見られた．

考察

FCSは基本的に光学顕微鏡を利用し，直径約
400 nmの領域を観察する事ができる．これは多
くの真核生物の細胞より小さく，従って個々の細

胞を区別して，さらに細胞内の特定の場所を測定

することが可能であることを示している．細胞を

活きたままで FCS測定を行うためには何らかの
方法で細胞内に蛍光色素を入れなくてはならな

い．我々は GRGFP融合蛋白質遺伝子を利用す
ることで，細胞に大きな負担をかけないで細胞内

に蛍光色素を導入することができた．細胞内の

GRGFPの拡散時間は約1msecであったが，これ
は in vitroでの GFP単独での拡散時間より10倍
も遅いのが観察された．GFPの分子量が約 30
kDaであり，また GRGFPの分子量が 100 kDa
であることや，式（3）を考慮すると，GRGFPが
遅くなった原因を単純に分子量の変化だけで説明

することは困難である．このことは GRGFPの
周りの環境，すなわち細胞内の粘性が通常の溶液

のよりも高いことがその原因であると考える方が

妥当であろう．また，細胞内の GRGFPの拡散
時間を式（2）を拡張した 3成分までの解析式で
求めようとしたが，さらに多くの成分が含まれ

ていることが示唆された．このことは細胞内の

GRGFPの周りの環境が単純でなく，かなり複雑
であることを示している．細胞内の物質の移動や

輸送を調べるためには，分布関数を含めたような

解析方法が今後有効と考えられる．

DEXによりグルココルチコイド受容体は 2量
体を形成することが in vitroの実験で知られてい
る．しかし測定した結果では拡散速度の変化は見

れなかった．このことは FCSで測定される拡散
時間は分子を球としたときのその半径に関係する

ことから，2倍程度の分子量の変化では測定にか
からないものと考えられる．しかし，観察視野に

おける分子数の変化は時間とともに減少し，かつ

その時，分子あたりの蛍光強度は増加した．この

ことは in vitroでの測定結果と同じく，GRが細
胞質内で 2量体を形成し，その後核の中へ運ば
れていくと言う仮説を支持するものと考えられ

る．

一方，我々は一つの培養細胞の中でも，実際は

GRGFPの発現量に多くの変位があることを観察
した．このことは細胞の中の環境がすべて一様で

なく，GRGFPの様々な濃度の違いがあると想像
できる．細胞内の発現量が異なる細胞に対して

GRGFPの分子数の変化を調べると，ほとんど統
一的な説明ができないほどに多様であった．この

ことは GRGFPが結局外来性の蛋白であり，か
つ蛍光性蛋白を含む融合蛋白質が原因であるの

か，さらに細胞の個性のような問題であるのかは

今後の課題であろう．

今回 FCSを用いて細胞内の物質の輸送や移動
を観察することが可能であることを示した．今

後，細胞の生理的状態を含めて蛋白質の動きや刺

激に対する反応と密接に関連して調べていくこと

が重要と考えられる．
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