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特集「顕微鏡で測る」 
 

蛍光相関分光法と FRET を用いた細胞内タンパク質品質管理機構の解析 
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* E-mail: akita@sci.hokudai.ac.jp 

要旨 

 細胞が恒常性を維持するために、タンパク質は合成と分解、輸送などの点で調節を受けている。このようにして保たれ

た細胞恒常性を「タンパク質恒常性」という。タンパク質恒常性の破たんは神経変性疾患などの病因となると考えられて

いる。筆者らは、蛍光相関分光法、FRET 法、光活性化型蛍光タンパク質などを用いることで、神経変性疾患の一つであ

る筋萎縮性側索硬化症 (ALS)の原因因子である SOD1 タンパク質凝集体形成と除去の機構を明らかにした。さらに、こ

れらの蛍光イメージング法で得られた結果と、古典的な生化学解析の結果を比較または統合的に解釈することで、より詳

細な機構の解明を行った結果についてまとめて紹介する。 

 

細胞内タンパク質の誕生と死―タンパク質の品質管理― 

 細胞が恒常性を維持するためには、数々の分子がそれぞ

れの機能を維持することが重要である。タンパク質はこの

ような細胞恒常性を維持するために重要な生体分子であ

る。それでは、生命の基本単位である細胞の恒常性を維持

するために、タンパク質にどのようなことが求められるの

であろうか。それは、「量」と「質」であると解釈するこ

とが出来る。タンパク質の「量」と「質」を維持するため

にはどのようにすればよいか。それは工場における製品生

産を思い浮かべるとわかりやすい。工場で生産される製品

は、需要に応じた供給量と品質を維持する必要がある。こ

のような維持機構は「工場製品の品質管理」と言われる。

細胞内におけるタンパク質の生産過程では、遺伝子からの

転写、リボソームにおける翻訳、そしてポリペプチドを正

しく折り畳み機能的なタンパク質へとまとめあげるフォ

ールディング過程が必要である [1]。そしてミスフォール

ディングしてしまったタンパク質（不良品）は分解して壊

す必要がある。これらの過程をまとめて、細胞内における

「タンパク質の品質管理機構」と呼ばれている [2]。この

ような品質管理機構と共に細胞内外への輸送環境など生

命プロセスが維持されている状態を「タンパク質恒常性

（Protein homeostasis/Proteostasis）」という[3, 4]。  

 

細胞内タンパク質凝集体の細胞毒性 

 細胞内では翻訳されたポリペプチド鎖を機能的なタン

パク質へとフォールディングする際に介在するのは「分子

シャペロン」である。この分子シャペロンはタンパク質恒

常性を維持するために重要な一つ目の砦である [1]。次に、

細胞内のタンパク質分解システムには、主要な二つの経路

が知られている。ひとつはユビキチン－プロテアソーム経

路、もうひとつはオートファジー－リソソーム経路である

[5, 6]。前者のユビキチン－プロテアソーム経路は、不要

になったタンパク質に多量体化ユビキチンタンパク質で

標識をする。この標識を「ポリユビキチン化」という。ポ

リユビキチン化されたタンパク質は、プロテアソームに送

られ、タンパク質はポリペプチドの状態へと解きほぐされ

ながら、針の穴に糸を通すようにプロテアソームの中へ送

り込まれアミノ酸へと分解される。後者のオートファジー

－リソソーム経路は、タンパク質のみならずオルガネラな図 1. 細胞内タンパク質の品質管理機構 
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ども含めて不要となった対象を脂質の二重膜で隔離し、リ

ソソームと融合させて分解するシステムである。これらの

タンパク質分解経路が正しく働かなくなると、ミスフォー

ルドしたタンパク質が増加する。増加したミスフォールド

タンパク質が効率よく除去されない場合は凝集する [6]。

この凝集状態には数～十量体程度の「オリゴマー」から、

数 μm 程度という光学顕微鏡で容易に観察できるほどの

大きさに至り、「封入体」と呼ばれるものもある。こうい

った凝集体は、他の正しくフォールディングしたタンパク

質に結合してその機能を失わせることで、細胞にとって毒

となりうることが示唆されている [7, 8]。このようなタン

パク質凝集体が原因であると考えられている病気として、

神経変性疾患、白内障、アミロイドーシスなどが知られて

いる。神経変性疾患では、細胞内外にタンパク質が集積し

た「封入体」が病理学的によく高頻度で観察されることが

多く、さらに、「封入体」には、ユビキチン化されたタン

パク質が豊富に含まれることから、細胞内タンパク質分解

系の破たんによるミスフォールドタンパク質の増加が「封

入体」形成の重要な契機となっていると考えられている 

[7, 9]。目の水晶体でクリスタリンタンパク質が変性し凝

集すると白く濁り光を通しにくくなるため、これが白内障

の原因となることが知られている [10]。また、細胞外の

タンパク質が構造変化を起こし、βシート構造に富んだ不

溶性のアミロイドという繊維状構造を形成すると、アミロ

イドが体内の臓器などに沈着し、機能不全を引き起こすと、

アミロイドーシスと呼ばれる [11]。どの病気においても

タンパク質のフォールディング状態が変化することが共

通項である。また、凝集したタンパク質の分子量はさまざ

まな大きさを持っているが、なかでも数量体～数十量体程

度の可溶性オリゴマーが強い細胞毒性を獲得すると考え

られている。 

 

凝集体の大きさを測る―蛍光相関分光法― 

 それでは、タンパク質凝集体の大きさを測るためにはど

のようにすれば良いであろうか？ 古典的には、ゲル濾過

法やショ糖密度勾配超遠心分画などの生化学的手法が使

われていた。ただし、これらの実験系は準備から検出まで

に長い時間を要する。そこで、著者らは、蛍光相関分光法 

(Fluorescence correlation spectroscopy; FCS)を利用すること

にした [12-14]。蛍光相関分光法は共焦点レーザー顕微鏡

でつくりだした微小な検出領域に蛍光分子が出入りする

ことにより生ずる蛍光ゆらぎを測定し、その自己相関関数

を計算することで、蛍光分子の大きさと、検出領域内の平

均分子数を解析する手法である。測定された蛍光強度の平

均値を、検出領域内の平均分子数で割ると、単一粒子あた

りの平均蛍光強度 (Counts per molecule; CPM) が求められ

る。この CPM 値の増大は凝集体解析において重要な情報

をもたらしてくれる。細胞抽出液などの場合、蛍光分子で

標識されたタンパク質が、自己会合して凝集体を形成して

いるのか、あるいは内在性のタンパク質と結合して分子量

が大きく計測されているのかという問題点が出てくる。

CPM 値はこの問題に対し、自己会合している分子種が存

在することの直接的な証拠となる。著者らの研究では、神

経変性疾患のひとつである筋萎縮性側索硬化症 (ALS)の

原因因子である ALS 関連変異型 SOD1 タンパク質に黄色

蛍光タンパク質 (YFP)を融合し、機械的に破砕した細胞抽

出液の可溶性画分で凝集形成解析を行った [15]。この結

果、プロテアソーム活性の阻害時、拡散係数より 1 MDa

と推定される SOD1 分子種が出現した。さらに、CPM 値

の増加が見られた。一方、野生型 SOD1-YFP では変化は

見られなかった。次に、同様に調整した細胞抽出液に対し、

抗 YFP 抗体による免疫沈降を行った後、抗ユビキチン抗

体でウェスタンブロットを行ったところ、プロテアソーム

活性低下に伴い、ALS 変異型 SOD1-YFP はポリユビキチ

ン化された分子種が増えていることを確認した。これらの

結果は、可溶性画分中に SOD1-YFP の凝集オリゴマーと、

ユビキチン化された SOD1-YFP が混在していることを示

唆している。 

蛍光相関分光法は、分子量が一サンプルあたりの解析に

必要なサンプル量が数十マイクロリットルですみ、さらに、

測定時間が数分程度であることから、多くのサンプル数を

解析する上できわめて有用なツールであると考えられる。 

 蛍光相関分光法のもう一つ重要な利点は、生細胞内での

測定が可能なところである。上述の ALS 関連変異型

SOD1-YFP を発現する生細胞のプロテアソーム活性を阻

害し、蛍光相関分光法測定を行ったところ、有意な拡散係

数の低下とCPM値の上昇が計測された [15]。このことは、

生細胞内においても変異型 SOD1-YFP の凝集オリゴマー

が形成されていることを示唆している。ただし、生細胞内

においては、さまざまな生理的相互作用が存在することは
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予想できる。そのため、測定された拡散係数の解釈は慎重

に行わなければならない。著者らのグループが行った別の

研究では、もやもや病リスク因子であり、ATPases 

Associated with diverse cellular Activities (AAA+)ファミリー

に属するMysterin/RNF213タンパク質の生細胞内における

オリゴマー化を蛍光相関分光法で解析した [16]。ここで

は、生細胞内で測定された拡散係数を元に、Stokes-Einstein

関係式による球状分子として仮定したときの分子量を算

出した。その結果、AAA+ファミリータンパク質の性質か

らは六量体を形成すると考えられていた Mysterin が、細

胞質で拡散する成分のうち約半分が単量体として存在す

ることが明らかとなった。CPM 値は単量体 GFP と比較し

て増加しなかったことも、この単量体説を支持する結果と

なった。 

 

凝集体と相互作用するタンパク質を調べる―蛍光相互相

関分光法― 

 蛍光相関分光法の有用性は前項で概説したが、一つ大き

な欠点が存在する。それは、相互作用する異種の相手が不

明な点である。この問題点を解決するための方法として、

蛍 光 相 互 相 関 分 光 法  (Fluorescence cross-correlation 

spectroscopy; FCCS)がある [17]。相互作用相手を異なる色

の蛍光色素でラベルし、二色蛍光シグナル間の同時性を検

出することで、相互作用の強弱を調べることができる。 

 著者らのグループは、細胞間でタンパク質の形質が遺伝

する酵母プリオンと分子シャペロンとの相互作用につい

て、FCCS 法を用いて検出することに成功した [18]。FCCS

法も蛍光相関分光法同様、数十マイクロリットル程度の溶

液量で済み、短時間で測定が可能なことから、免疫沈降－

ウェスタンブロット法などの結合実験と比較して簡便に

解析ができると思われる。 

 また、筆者の属する研究室では、FCCS 法を用いること

で、生細胞内における解離定数 (Kd)を求める系を確立し

た [19]。FCCS 法では、蛍光相関分光法同様に、各蛍光分

子の平均分子数と、相互作用している分子の割合が求めら

れる。よって、濃度に変換することで解離定数の算出が可

能である。 

 ただし、FCCS 法は相互作用相手が既知でなければ適応

が困難な手法である。相互作用相手を見つけ出すためには、

免疫沈降－マススペクトロスコピー (IP-MS)法などのよ

うなプロテオーム解析の技術と組み合わせることが肝要

であると考えられる。著者らは一つの検討として、ALS

関連 TDP43 タンパク質に着目した。この TDP43 タンパク

質 が 切 断 さ れ て 生 じ る カ ル ボ キ シ ル 末 端 断 片 

(TDP43CTF) は、全長よりもより凝集しやすい。そこで、

この TDP43CTF に結合するタンパク質を、IP-MS 法によ

り調べたところ、分子シャペロンである Hsp70 が同定さ

れた。そこで、GFP-TDP43CTF と Hsp70-RFP を共発現し

た細胞抽出液を FCCS 法で解析したところ、相互作用が検

出された（未発表データ）。この結果は、分子間相互作用

解析に FCCS 法が利用できることを示している。 

従来型共焦点顕微鏡の光学系を元にした FCCS 法の典

型的な問題点としては、10 μM 以上の高濃度域における解

析が難しいことが挙げられる。より高濃度での測定を可能

にするためには、検出領域の体積を減らすことが一つの解

決法である。そのために、超解像蛍光顕微鏡技術の一つで

ある STED (Stimulated emission depletion) 顕微鏡と、

FCS/FCCS との組み合わせが検討されている [20]。また、

今回紹介したものは二色 FCCS 法であり、二種類の分子間

相互作用のみを解析する手法であったが、四色 FCCS 法も

図３．ドナー･アクセプター間の立体配座が FRET に及ぼす影

響の模式図 

図２. 蛍光相関分光法で得られる測定値の解釈 
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報告されている [21]。これは、六通りの分子間相互作用

を同一時空間的に測定することが可能であることから、今

後の生物学応用が期待される。 

 

凝集体の構造を調べる―FRET 法― 

 これまで述べてきた蛍光相関分光またはその発展系で

ある蛍光相互相関分光法は、分子の動きと数に着目するた

めの方法であったが、凝集体を知るためには、凝集体に含

まれる分子構造を解析する必要がある。このような構造に

対してアプローチするための手法として、蛍光共鳴エネル

ギー移動  (Förster/Fluorescence resonance energy transfer; 

FRET) 法がある。FRET は、おおよそ 10 nm 以内に近接し、

エネルギーが移動しやすい相対的配座にある二つの蛍光

分子間で起こる物理現象である。理論的には、蛍光分子間

距離の近接は FRET を起こす必要条件にしか過ぎないこ

とを理解しておかねばならないであろう。FRET を細胞な

どでイメージング計測するための手法については、文献

22 と文献 23 に詳しいが、ここでは最も重要な点のみを書

き記しておきたい。それは、「FRET 効率」と「FRET イン

デックス」の違いである。前者の「FRET 効率」とは、励

起状態にあるドナー分子のうち、アクセプター分子にエネ

ルギーを受け渡す分子の割合を示し、アクセプターを褪色

させたときのドナー蛍光強度変化（アクセプターフォトブ

リーチング法）や、ドナーの蛍光寿命測定から求められる。

後者の「FRET インデックス」は、ドナー･アクセプター

の蛍光強度比を算出することで、FRET シグナルを強調す

る方法であり、計測装置によって値は変化する。分子間

FRET を利用する場合、より定量的である「FRET 効率」

を計測するのが良いと思われる。そこで筆者らは、プロテ

アソーム活性阻害時、ALS 関連変異をもつ SOD1 タンパ

ク質が形成する凝集体内部における分子間立体配座につ

いて解析するために、シアン色蛍光タンパク質で単一成分

の蛍光寿命を示す mTFP1 を融合した変異型 SOD1 

(SOD1-G85R-mTFP1)と 173 番目の残基で円順列変異を施

した mVenus を融合した SOD1-G85R-cp173mVenus を共発

現させた細胞に対し蛍光寿命イメージング法により解析

を行った [15]。その結果、まず、プロテアソーム活性を

阻害しないとき、FRET は観察されなかった。次に、プロ

テアソーム活性阻害を開始してから 8 時間後、封入体構造

が見られない細胞質において、 FRET 効率は平均 24%と

計測された。蛍光相関分光法を用いた解析結果から、分子

量 1 MDa 程度のオリゴマーはこのときすでに形成してい

たので、この FRET は、SOD1 タンパク質のオリゴマー化

による構造変化を捉えているものと思われる。続いて、プ

ロテアソーム活性阻害を 16 時間行うと、中心体近傍にア

グリソーム様の封入体構造が出現した。このアグリソーム

様封入体構造中における FRET 効率は平均 38%であった。

以上のことは、プロテアソーム活性阻害時、まず細胞質で

形成されたオリゴマーが、次に中心体近傍のアグリソーム

様封入体へと運ばれて、分子間の立体配座がより FRET が

起こりやすいものに変化していることが示唆された。さら

に興味深いことに、アクセプターを cp173mVenus から、

通常型のmVenusへ置換したSOD1-G85R-mVenusへ変更す

ると、アグリソーム様封入体における FRET 効率は平均

10%へと大きく減少した。円順列変異は蛍光タンパク質発

色団の向きを変化させることから、アグリソーム様封入体

に含まれる変異型 SOD1 は、ランダムな立体配座で分子間

が会合して凝集しているのではなく、規則的な形で会合し

ていることが示唆された。このように、アクセプターの向

きを変更して FRET 測定を行い、比較することで、凝集タ

ンパク質の立体配座に関する情報を抽出することができ

る。 

 

変異型 SOD1 を含む細胞内封入体のプロテアソーム活性

依存的ダイナミクスと細胞毒性 

 細胞内タンパク質の品質管理においてタンパク質分解

が重要な経路であることは述べてきた。では、このタンパ

ク質の分解を可視化解析するためにはどのようなアプロ

ーチが可能であろうか。先述の変異型 SOD1-G85R-YFP タ

ンパク質を、プロテアソーム活性阻害によりアグリソーム

形成させ、続いてプロテアソーム阻害剤を培地中から洗い

流した後、蛍光タイムラプスイメージングを行った [15]。

細胞内に形成されたアグリソーム様封入体は、半減期９時

間で消失した。このとき、プロテアソームで分解されるデ

グロンタグと融合した GFP-CL1 タンパク質を発現させた

細胞で、プロテアソーム活性の回復をモニターしたところ、

阻害剤の除去後すみやかにプロテアソーム活性が回復し

ていることが示された。このことは、封入体に含まれた凝

集タンパク質であっても、ときほぐされてプロテアソーム

で分解されることを示している。 
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次に、光活性化型 GFP である PAGFP を融合した

SOD1-G85R-PAGFP を使って、プロテアソーム活性阻害時

と活性回復時におけるアグリソーム様封入体と細胞質に

存在する分子集団同士の交換速度を測定した。この結果、

プロテアソーム活性回復時に交換速度が速くなっている

ことがわかった [15]。これは、プロテアソームの活性が

回復すると、アグリソーム様封入体に集積した凝集タンパ

ク質を分解するために再び細胞質へ送り出されることを

意味すると解釈される。 

さらに、封入体に含まれない、細胞質集団の

SOD1-G85R-PAGFP を活性化した後、細胞の蛍光強度を観

察するという細胞質内パルスチェイスイメージングを行

ったところ、プロテアソーム活性阻害時よりも阻害してい

ない時のほうが蛍光強度は速く減衰することがわかった。

上述のパルスチェイスイメージング法を用いることで、局

在依存的なタンパク質分解速度を生細胞内で定量化する

ことが可能になる。 

さらに、先項で述べた FRET 計測を、プロテアソーム活

性回復時に行った。結果は、プロテアソーム活性回復 10

時間後の時点でアグリソーム様封入体における FRET 効

率が平均 14%まで低下した。このことから、封入体に取り

込まれた凝集タンパク質がときほぐされるとともに、封入

体内部でもゆっくりと配座を変化させている可能性が考

えられる。これらの知見から、封入体構造が静的な構造で

はなく、細胞内のタンパク質分解活性の阻害や回復ととも

に、その性質をダイナミックに変化させることで、細胞に

おけるストレス回避やタンパク質品質管理を行っている

と予想される。このように、蛍光イメージングの手法を用

いることにより、タンパク質封入体の新たな特徴が明らか

になってきている。  

 さらに驚くべきことに、変異型 SOD1 を発現する細胞は、

プロテアソーム活性阻害時より活性回復時のときに細胞

死が増えることが明らかになった [15]。このことは、プ

ロテアソーム活性回復時に生じる凝集性オリゴマーが細

胞にとってより強い毒性を持つのかもしれない。また、プ

ロテアソーム活性の変動が繰り返されると、細胞毒性がよ

り増加し、ALS を発症しやすくなるのかもしれない。 

 

 以上で述べてきたように、細胞内タンパク質恒常性を維

持するメカニズムを明らかにする上で、蛍光イメージング、

なかでも、蛍光相関分光法と FRET の手法は有用であり、

さまざまな機構の解明に利用できるものであると思われ

る。なかでも、神経変性疾患は細胞内タンパク質恒常性の

破たんにより引き起こされると考えられているが、タンパ

ク質のどのような構造変化や多量体化形成が具体的に細

胞毒性を獲得するのかについて、未解明な部分が多い。生

細胞内におけるタンパク質の状態を明らかにするために、

蛍光イメージングの手法は直接的かつ有用なアプローチ

であると考えられる。今後、新たな蛍光プローブの開発や

計測手法の確立により、病気の原因となる分子基盤を明ら

かにしていきたい。 
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