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環境応答型蛍光性コレステロールの脂質膜および細胞内発光特性 

（群馬大院・工*，群馬大生調研**，群馬大学***）○吉原 利忠*，荒井 健太郎*，林 良

介*，追川 竜介*，穂坂 正博**，竹内 利行***，飛田 成史* 

 

【序】コレステロールは生体中に存在する代表的な中性脂質であり，細胞膜の構成成分，胆

汁酸やビタミン D などの前駆体として重要な物質である。また，コレステロールは脂質ラフ

トの形成に大きく関与していることが指摘されており，脂質膜中や細胞内に分布するコレス

テロールの動態を明らかにすることが重要視されている。近年，生体関連化合物を発光物質

で標識し，それらの発光から調べたい化合物の分布や動態を可視化する蛍光イメージング技

術の開発が進められており，コレステロールに対しても適用されている。特に，ニトロベン

ゾフラザン（NBD）類を蛍光団に有する 22NBDCho（図 1）

は可視光領域に吸収，蛍光を示すため，細胞観察時におい

て細胞への光ダメージを低減させたり，共焦点レーザー顕

微鏡を用いて蛍光イメージングできるなどの利点を有す

る。また，NBD は蛍光特性が周辺の環境に応答して変化す

るため，蛍光特性から細胞内において 22NBDCho が分布し

ている周辺の微環境を明らかにすることもできる。しかし

ながら，近年の研究から 22NBDCho は細胞内において主に

ミトコンドリアに分布し，コレステロールの動態を反映し

ていないことが指摘されている[1]。 
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図１ 蛍光性コレステロールの構造式

 本研究では，コレステロールの特性を保持した蛍光性コ

レステロールの開発を目指して，コレステロールと NBD を

異なる位置で結合させた 24NBDCho（図 1）および NBD のニ

トロ基をジメチルアミノスルホアミド基に変えた

24DBDCho（図 1）を新規に合成し，それらの発光特性を溶

液中，リン脂質膜中および生細胞中で検討した。 

 

【結果・考察】24NBDCho および 24DBDCho の蛍光極大波長は，ジエチルエーテル中で 518nm，

533nm，アセトニトリル中で 536nm，561nm であり，溶媒の極性の増加に伴い長波長シフトを

示す。また，プロトン性溶媒であるメタノール中では 542nm，579nm に観測され，水素結合に

よってさらに長波長シフトを示す。図２(a)に DMPC 膜存在下，35℃における 24NBDCho の蛍光

スペクトルを，(b)に DMPC 膜濃度に対する 24NBDCho の蛍光積分強度のプロットを示す。膜濃

度が増加するにつれて蛍光強度も増加しており，24NBDCho が膜中に取り込まれることがわか

る。蛍光極大波長は 547nm であり蛍光団周辺の微環境はメタノール中に近く，蛍光団は膜の

親水性領域に位置している。図２(b)のプロットを，式(1)を用いて解析し，得られた分配係

数(KP)および DMPC 膜 1mM に対する分配率()を表１に示す。 
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図２ (a)24NBDChoの35℃におけるDMPC
膜濃度に対する蛍光スペクトル
(b)DMPC膜濃度に対する蛍光積分
強度のプロット
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ここで IWは[DMPC] = 0 M のときの蛍光強度，IDMPCは

すべてのプローブ分子が膜中に存在するときの蛍光

強度，DMPCは DMPC のモル体積である。24NBDCho およ

び24DBDChoは 35℃において90%以上の分配率を示し，

効率的に膜に取り込まれることがわかる。また，15℃

では分配率が少し減少している。これは，35℃にお

いて流動性の高い液晶状態の DMPC 膜が 15℃では流

動性の低いゲル状態に相転移するためと考えられる。 
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 一般に生体膜はコレステロールを含有しているた

め，DMPC-コレステロール複合膜中における 24NBDCho

および 24DBDCho の蛍光特性の検討を 35℃，15℃で

行った。24NBDCho は 35℃，15℃において，コレステ

ロールのモル分率(Cho)に対して蛍光極大波長はほ

ぼ一定の値を示した。一方，24DBDCho は 35℃ではほ

ぼ一定であるが，15℃ではChoが 0～0.2 での蛍光極

大波長と比較して，0.2 以上では大きく短波長シフ

トを示した。これは蛍光団周辺の極性が減少したこ

とを示しており，得られた蛍光極大波長から考える

と蛍光団周辺の誘電率は 4 から 6 程度であることが

わかる。 

プローブ分子 温度 / ℃ Kp 

24NBDCho

24NBDCho

35        1.6 x 104 91
15        1.1 x 104 87
35        1.8 x 104 92
15        0.7 x 104 82

表１ DMPC膜に対する分配係数，分配率

 開発した蛍光性コレステロー

ルの生細胞内での分布の検討を

行った。図３にマウス由来マク

ロファージ細胞（Raw264.7 細胞）

の培養液に，22NBDCho，24NBDCho，

24DBDCho を最終濃度 10M にな

るように添加し，2 時間培養し

た後の蛍光顕微画像を示す。

22NBDCho と比較して開発した 24NBDCho，24DBDCho では細胞内局在が異なることがわかる。

また，24NBDCho，24DBDCho では細胞内においてコレステロールエステルが集まる脂質滴が蛍

光イメージングされている。これは 24NBDCho，24DBDCho の 3 位の OH 基が生体内でエステル

化されていることを示しており，これらが既存の 22NBDCho よりもコレステロールに近い特性

を持つことが明らかとなった。 

22NBDCho                24NBDCho                24DBDCho

図３ Raw264.7細胞の培養液に蛍光性コレステロールを添加し
2時間後に得られた蛍光顕微画像

[1] S. Mukherjee, X. Zha, I. Tabas, and F. R. Maxfield, Biophys. J., 75, 1915 (1998). 



蛍光タンパク質の蛍光寿命を用いた細胞内 pHの  
その場検出  

 
(北大電子研 1・北大院先端生命 2) ○中林 孝和 1・大下 周吾 1・澄川 亮哉 1・

孫 凡 2・金城 政孝 2・太田 信廣 1 
 
【序】 顕微鏡を用いた生細胞の蛍光観察において、蛍光強度ではなく、蛍光寿命を画像化する

ことにより、細胞内のイオン濃度および各種刺激に対する細胞内の環境変化の高感度検出を行っ

ている1-5)。本講演では，蛍光タンパク質の蛍光寿命を用いた細胞内pH計測について報告する。
我々は、以前に変異型緑色蛍光タンパク質(EGFP)の蛍光寿命イメージングを用いた単一細胞内
pH計測を提案している6)。この手法は、EGFP内
に存在する発色団がピコ秒の蛍光寿命を持つ中

性種とナノ秒の蛍光寿命を持つアニオン種との

酸塩基平衡状態にあることを利用しており(Fig. 
1a)、アニオン種と中性種の両方を励起し、両方
の蛍光が観測される蛍光波長を選ぶと，細胞内

pHの変化による中性種とアニオン種の平衡状態
の変化を蛍光寿命の変化として観測することが

できる。しかし、EGFPのみではなく多くの蛍光タ
ンパク質においても、発色団が酸塩基平衡状態

にあることが報告されており、蛍光タンパク質の蛍光寿命を用いた細胞内pH測定は、多くの蛍光タ
ンパク質に対して適用可能な一般的な手法となり得ることができる。そこで本研究では、変異型黄

色蛍光タンパク質(EYFP)の蛍光寿命のpH依存性について、HeLa細胞内および緩衝溶液中にお
いて検討した7)。EYFPの発色団もEGFPと同様に酸塩基平衡を示すことが知られている(Fig. 1b)。
また酸解離定数(pKa)が7付近にあることから、pHが7付近で蛍光寿命の大きな変化が起きること
が予想され、多くの生理現象に対して適用できることが期待される。 
【実験】 蛍光寿命イメージングシステムは，フェムト秒レーザーと共焦点顕微鏡を用い，画像の

各点において時間ゲート法によって蛍光寿命画像を得る構成とした 1-5)。EYFPをHeLa細胞に発現
させ、様々な pHに調整した緩衝溶液内で培養させて蛍光寿命画像の測定を行った。イオノフォアを
用いて細胞内外の pHを等しくさせ、細胞外の pHを測定することによって細胞内の pHの値を得て
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Fig. 1  The neutral and anionic forms of the 
chromophore of EGFP (a) and EYFP (b).   

(a) 

(b) 

Neutral Anion 

Fig. 2.  Fluorescence intensity and corresponding fluorescence lifetime images of HeLa cells expressing 
EYFP.  Intracellular pH is shown on the top of each image.  Ionophore was added to equalize intracellular 
and extracellular pH.  Excitation and monitoring wavelengths were 440 and 515–560 nm, respectively. 



いる 8)。緩衝溶液中における EYFPの蛍光減衰曲線の測定は、時間相関光子計数法を用いている。
EYFPが発現した大腸菌を大量培養し、超音波を用
いて大腸菌を破壊した後、Ni カラムにより EYFP を
単離精製した。各 pH に調製した緩衝溶液に EYFP
を導入し、蛍光減衰曲線を測定した。 
【結果】 Fig. 1にHeLa細胞内におけるEYFPの
蛍光寿命画像の細胞内 pH 依存性を示す。蛍光寿
命は疑似カラーにて示してある。440 nm を励起波

長として用い、中性種とアニオン種の両方を励起し

ている。細胞内 pH が小さくなるにつれて蛍光寿命
の値が短くなっており、EYFP の蛍光寿命を用いて
細胞内 pH をその場で検出できることがわかる。し
かし Fig. 2に示すように、蛍光寿命の細胞内 pH依
存性は pHが 6以下で単調に変化する挙動を示し、
酸塩基平衡に基づく pHが 7付近での大きな変化は
観測されなかった。 
 Fig. 3 に様々な励起波長を用いて測定した緩衝
溶液中での蛍光寿命の pH 依存性を示す。蛍光減
衰曲線は Fig. 4 に例を示すように、多成分の減衰
定数からなり、その加重平均を蛍光寿命として用い

ている。中性種を主に励起する 400 nm励起では、
pH7 付近で蛍光寿命が大きく変化しており、発色団
の酸塩基平衡を用いて実測値を再現することがで

きた。一方、アニオン種を主に励起する 470 nm 励
起およびアニオン種と中性種の両方を励起する

440 nm励起では、pHが 5.5–6.5付近で蛍光寿命
の変化を示しており、発色団の酸塩基平衡のみで

は説明できないことがわかる。さらに、約 130 psの
寿命を持つ成分を新たに加えなければ蛍光減衰曲

線を再現することができず、このサブナノ秒の寿命

成分が蛍光寿命の pH 変化に対して大きな影響を
与えていることがわかる。細胞内の蛍光寿命の pH
依存性(Figs. 1, 2)についても、サブナノ秒の寿命成
分が大きな影響を与えていると考えられる。現在、

このサブナノ秒成分の同定を検討している。また、

EYFPの発色団の pKa値が塩素イオン濃度に依存
することを用いて、EYFP の蛍光寿命を用いた塩素
イオン濃度の検出を現在行っている。 
1) 中林・太田, 日本レーザー医学会誌  30 (2010) 441.  
2) 中林・太田, 分析化学  58 (2009) 473.  3) N. Ohta and T. Nakabayashi, Molecular Nanodynamics 
(Wiley-VCH) (2009) 607.  4) 中林・太田, ナノイメージング  (エヌ・ティー・エス) (2008) 245.  5) 中林・
太田, ぶんせき  (2007) 597.  6) T. Nakabayashi et al., Photochem. Photobiol. Sci. 7 (2008) 668.  7) N. Ohta 
et al., Proc. of SPIE 7576 (2010) 7576G (invited).  8) J. A. Thomas et al., Biochemistry 18 (1979) 2210.   

Fig. 2.  Plots of the fluorescence lifetime of 
EYFP in HeLa cells against intracellular pH.  
Excitation and fluorescence wavelengths were 
440 nm and 515–560 nm, respectively. 
 

Fig. 3.  Plots of the fluorescence lifetime of 
EYFP in buffer solution against pH.  
Excitation wavelengths were 400 nm (green), 
440 nm (red), and 470 nm (blue), respectively.  
Fluorescence wavelength was 535 nm. 
 

Fig. 4.  Fluorescence decays of EYFP in buffer 
solution at pH of 5.0 (red), 6.5 (green), and 8.0 
(blue) at the excitation wavelength of 440 nm.  
Fluorescence wavelength was 535 nm. 
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藍藻アカリオクロリス淡路株における励起エネルギー移動の 

励起波長依存性 
 

（神戸大院・理 1，神戸大・内海域 2，神戸大・分子フォト 3） 
○多田愛 1，村上明男 2，横野牧生 3，福谷通孝 1，富永圭介 1,3，秋本誠志 1,3 

 

 

【序】 光合成の初期の過程では、チラコイド膜の表面や内部に存在するアンテナ色素複合

体によって吸収された光エネルギーが、色素間での励起エネルギー移動を経て反応中心まで

伝達される。反応中心ではクロロフィル二量体が関与する電荷分離反応によって光エネルギ

ーが電気エネルギーに変換される。太陽光のエネルギーを広い波長範囲で効率良く集めるた

め、光合成生物は多様なアンテナ色素を獲得している。藍藻においては、主にクロロフィル、

カロテノイド、フィコビリンの 3タイプの色素が用いられている。 
 クロロフィル a は全ての酸素発生型光合成生物で主要色素として含まれているが、本研究
で用いた藍藻アカリオクロリス淡路株 1は、含

有クロロフィルのうち 95%以上がクロロフィ
ル dという特異的な藍藻で、光化学系 I、IIの
両方にクロロフィル dが結合している。クロロ
フィル d はクロロフィル a に比べ吸収帯が 20 
nm 程度長波長側にシフトしている。そのため
アカリオクロリス淡路株は可視光に加え近赤

外光を効率的に利用した特異な酸素発生型光

合成を行うことができる。クロロフィル dで構
成される光合成系の光合成初期過程における

エネルギー移動過程を解明することは、光合成

の研究において重要な課題である。 
 アカリオクロリス淡路株にはクロロフィル

の他にα-カロテンとフィコビリンが含まれて
おり、α-カロテンを励起した場合は光化学系 I
から、フィコビリンを励起した場合は光化学系

II からの蛍光が優位に観測される 2。本研究で

はα-カロテンとフィコビリンを選択的に励起
することによって、光化学系 Iと光化学系 IIに
おける励起エネルギー移動過程を検討した。 
 
【実験】 時間分解蛍光スペクトルは時間相関単一光子計数法で測定した。サンプルは藍藻

アカリオクロリス淡路株の生細胞を用い、77 Kで測定した。また励起光源にはチタンサファ
イアレーザーの第二高調波（400 nm）でポンプされる非同軸光パラメトリック増幅器を用い、
α-カロテン励起時には 520 nmに、フィコビリン励起時には 605 nmに波長を調節した。 
 
【結果と考察】 図 1 に時間分解蛍光スペクトルを示す。各時間領域において、蛍光強度の

 
図 1 光合成色素の構造． 
上：クロロフィル d  中：α-カロテン 
下 : フィコシアノビリン（フィコシアニン構成色素の一種） 



極大値で規格化した。フィコビリンを励起

した場合では、時間初期に 680 nmより短波
長側の領域でフィコビリンからの蛍光が観

測される。その減衰にともなって、749 nm
で光化学系 IIのクロロフィル dからの蛍光
成分が増加しており、フィコビリンからク

ロロフィル d へのエネルギー移動が起こっ
ていると考えられる。その時定数は、蛍光

寿命の値から 40 ps 以内であると考えられ
る（表 1）。時間後期ではクロロフィル dか
らの蛍光のピーク波長は 746 nm から 750 
nm にレッドシフトしており、750 nm に蛍
光を発するクロロフィル d がエネルギート
ラップとなっていることが分かる。 
 α-カロテンを励起した場合では、時間初
期に 750 nm付近と 775 nm付近に 2つの蛍
光ピークが見られる。時間初期では、775 nm
付近のピークは 750 nm 付近のピークとほ
ぼ同等の強度であるが、時間後期になると

750 nm 付近のピークが優勢となった。775 
nm 付近のピークはα-カロテン励起時に顕
著に観測されたため、光化学系 I からの蛍
光であると判断出来る。775 nmは、報告さ
れている酸素発生型光合成生物のクロロフ

ィル蛍光の中で最も長波長である。また、

フィコビリン励起時とは異なり、750 nm付
近にピークを持つスペクトルは、5 ns以降
では 756 nmにピーク、748 nmに肩を持つ
幅広いスペクトルとなった。これらの結果

は、光化学系 I のアンテナ複合体が光化学
系 IIとは異なり様々なエネルギー状態を持
つクロロフィル d で構成されていることを
示している。 
 
【参考文献】 
[1] A. Murakami, H. Miyashita, M. Iseki, K. 
Adachi, and M. Mimuro, Science, 303, 1633 
(2004).  
[2] S. Akimoto, A. Murakami, M. Yokono, K. 
Koyama, T. Tsuchiya, H. Miyashita, I. 
Yamazaki, and M. Mimuro, J Photochem 
Photobiol A: Chem, 178, 122 (2006). 
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図 2 77 Kにおける時間分解蛍光スペクトル． 
実線：520 nm励起（α-カロテン）  
破線：605 nm励起（フィコビリン） 

表 1 77 Kにおける 605 nm励起での蛍光寿命解析の結果． 

Wavelength! Pigments! Lifetime! Amplitude!

640 nm! PC 17 ps 1.00 

650 nm PC 14 ps 1.00!

660 nm PC, APC 14 ps 1.00!

680 nm APC, Chl a 33 ps 0.87!

260 ps 0.04!

1.3 ns 0.05!

4.6 ns 0.04!

740 nm! Chl d! 34 ps - 0.86!

130 ps 0.77!

710 ps 0.15!

2.6 ns 0.08!

PC : フィコシアニン APC : アロフィコシアニン 
Chl : クロロフィル 
PCと APCはフィコビリンを構成する色素タンパク質 



1B15 

1064 nm 励起ラマン分光によるシアノバクテリア菌体内光合成色素の 

in vivo 状態解析 

 (東大院理*, 愛媛大・無細胞センター**, NCTU 分子科学研究所***)  

○安藤正浩*, 杉浦美羽**, 林秀則**, 濵口宏夫*,*** 
 

【序】 顕微ラマン分光法は、前処理を必要とせず、非浸襲で分子レベルの解析を行うことができ

る等の利点を持ち、生体試料の in vivo 解析に応用が進んでいる。試料からの自家蛍光による妨害

や、励起光照射による損傷などの問題を軽減するため、生体試料の測定には近赤外励起が有効で

ある場合が多い。これまで我々は、1064 nm 励起マルチチャンネル顕微ラマン分光装置を開発し、

生体試料の空間分解測定に応用してきた。本発表では、酸素発生型光合成を行う真正細菌であり、

葉緑体の起源としても知られているシアノバクテリアの in vivo ラマン測定に応用した結果を報

告する。シアノバクテリアは、多種類の光合成色素を含むため、その強い自家蛍光によりこれま

で単一菌体内の in vivo ラマン分光測定は困難であった。1064 nm の長波長の励起光を用いること

で、自家蛍光の妨害を受けることなく、明瞭なスペクトルを得ることができるようになり、さら

に光合成色素の菌体内分布情報を得ることが可能となった。 
 
【実験】 1064 nm 励起マルチチャンネル顕微ラマン分光装置では、検出器の選定が問題となる。本研

究では、指紋領域となる波長域 (1-1.4μm) で十分な感度を持つ、近赤外イメージインテンシファイア（受

光素子 InP/InGaAsP; 浜松ホトニクス）を検出器として用いることで、生細胞などの試料においても十分な

S/N のスペクトルが得ることができた。励起光には、Q スイッチ Nd:YAG レーザーからの基本波(1064 nm, 
10 kHz, 30 ns)を用い、x100 / NA1.3 の対物レンズを用いて試料に集光した。ラマン散乱光は同対物レン

ズにより後方散乱光を集めた後、分光器に導入、上述の検出器で検出した。本装置は、共焦点光学配置

により、面内 0.7 μm, 奥行き 3.1 μm の空間分解能を有している。また、波数分解能は 10 cm-1 であ

る。 
試料には、光合成研究に広く用いられている好熱性シアノバクテリア、Thermosynechococcus 

elongatus を用いた。室温条件下で、スライドガラスとカバーガラスに挟むことで菌体を固定し、

測定に用いた。励起光を 1 mW 以上照射するとフォトブリーチ等の影響が見られた。測定の際は

これを避けるためサンプル位置で 0.5 mW の強度とした。マッピング測定においては、0.3μm 間

隔で試料を移動させ、各点 10 秒の露光時間で測定した。続く各バンド強度による画像構成におい

ては、特異値分解によりノイズ成分を除去することで各スペクトルの S/N を向上させた後、各ラ

マンバンドをローレンツ関数でフィッティングすることで面積強度を算出し、マッピング画像を

得た。 
 
【結果と考察】 シアノバクテリアは、~800 nm の近赤外励起であっても、光合成色素からの強い自家

蛍光によりラマン散乱測定は困難であった。今回、1064 nm というより長波長の励起光を用いる

ことで、蛍光の妨害を避け、大きく S/N を向上した測定が可能となった。図１a に得られたラマ



ンスペクトルを示す。また、T. elongatus の
持つ光合成色素である、カロテノイド、ク

ロロフィル a、フィコビリン、各々の代表

的な 1064 nm励起ラマンスペクトルを図 1b
に示す。これらスペクトルの比較により、

シアノバクテリアの測定で得られた殆ど

全てのバンドは、光合成色素の何れかに帰

属されることが分かる。すなわち、カロテ

ノイド(1008, 1157, 1523 cm-1)、クロロフィ

ル a (1225, 1325 cm-1)、フィコビリン(1279, 
1369, 1586, 1635 cm-1)である。これらの色素

は可視領域に電子吸収を持つことから、前

期共鳴ラマン効果によって選択的に観測

されたものと考えられる。 
続いて、単一菌体のマッピング測定をし

た結果を図 2a に示す。全長約 5 μm の菌体

内部において、各光合成色素の分布情報が

明瞭に可視化されている。同

一色素に帰属したバンドは

どれも類似した強度分布を

示しており、これは上述の帰

属を裏付ける結果である。ま

た、各色素同士の分布を比較

すると、カロテノイドの分布

が他の２種と大きく異なっ

ていることが分かる。これに

合わせ、C=C 伸縮振動に当た

る~1523 cm-1バンドのピーク

位置をプロットした結果と

比較すると(図 2b)、カロテノ

イド濃度の高いところで低

波数側にシフトしているこ

とが分かる。このバンドは、

カロテノイドの会合により

低波数シフトすることが知

られており、それを示唆する

ものではないかと考えられる。 
以上のように、1064 nm 近赤外光を用いることで、これまで困難であった光合成試料の空間分

解ラマン分光測定が可能となった。カロテノイドは強光阻害の防止剤としての機能が知られてお

り、今回得られた知見はその機構解明につながるものと期待される。 
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図 1.  T. elongatus (a) および光合成色素 (b) の

1064 nm 励起ラマンスペクトル 
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図2. T. elongatusの各バンド強度

によるマッピングイメージ (a), 

およびカロテノイド C=C str. 

ピーク位置プロット(b). 
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Inorganic phosphate dynamics and starvation induced necrosis in yeast cells by 
Raman Microspectroscopy 
 
Yasuaki Naito1, Venkatesh Kaliaperumal1, and Hiro-o Hamaguchi1, 2* 

1Department of Chemistry, School of Science, The University of Tokyo, Hongo 7-3-1 

Bunkyo-ku Tokyo,113-0033, Japan and  2Institute of Molecular Science and 

Department of Applied Chemistry, National Chiao Tung University, 1001 Ta Hsueh 

Road, Hsinchu 300, Taiwan 

 

Inorganic phosphates (Pi) are indispensible for life as many biological processes 

involve formation or breaking down of phosphate ester bonds.  Pi exist in different 

forms inside cells depending on the pH of the cellular compartment, transport proteins 

and enzymatic activities. For instance, the vacuolar compartment usually has an acidic 

pH and harbours dihydrogen phosphate (H2PO4
- ), whereas the mitochondria have an 

alkaline pH and possess monohydrogen phosphate (HPO4
2-). Raman 

microspectroscopy is able to detect these two forms of phosphates in living yeast cell 

vacuole and mitochondria respectively. In addition, the vacuole is also found to 

contain polyphosphates (polyP) which has its characteristic Raman bands1. In this 

study we report dynamical changes in the intracellular Pi concentration during 

starvation induced stress and cell death in a single yeast cell. To our knowledge, we 

are the first to report the feasibility of detecting subcellular Pi changes in single cells. 

 

Based on Raman microspectroscopic images we have divided the yeast starvation 

response into three phases (Fig.1). In the early phase of starvation there occurs a 

decrease in the vacuolar polyP concentration (b-1 to b-2). One of the functions of 

polyP is to provide energy in the form of ATP during nutrient deprived conditions. 

The hydrolysis of polyP to form ATP  leads to a decrease in the aqueous polyP 

Raman band at 1150 cm-1 during the initial phase of nutrient starvation.  

 

In the intermediate phase of starvation there is a complete decline in the 

mitochondrial activity inferred from the Raman band at 1602 cm-1(a-3). This is 

associated with the appearance of a crystalline polyP granule inside the vacuole with 

its characteristic peak at 1160 cm-1(b-3). Divalent cations like calcium and 

magnesium lead to formation of insoluble polyPs.  Under normal growth conditions 
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long chain aqueous PolyPs are known to sequester divalent cations in soluble form. 

We presume that the hydrolysis of polyP during the early phase of starvation leads to 

an increase in the free divalent cation and phosphate concentrations in the cytoplasm 

which affects the mitochondria. Complete loss of mitochondrial integrity is likely to 

further increase the cytoplasmic cation and phosphate concentrations. Excess of 

divalent cations and low levels of polyP tend to produce the insoluble form of polyP 

inside the vacuole during this phase.   

 

In the late phase response to starvation there is loss of cellular structure leading to cell 

death (b-4 to b-6, c-4 to c-6). Excess of divalent cations are likely to damage the 

membranes causing this effect.  Thus, by Raman microspectroscopic mapping we 

could observe dynamical changes in the Pi concentrations at subcellular level and 

explain the sequence of molecular events occurring during necrotic cell death induced 

by starvation.  

 
1.  Naito, Y., Toh-e, A. & Hamaguchi, H. In vivo time-resolved Raman imaging of a 
spontaneous death process of a single budding yeast cell. Journal of Raman 
Spectroscopy 36, 837-839 (2005). 

 
Fig.1 
 Raman mapping of characteristic Raman peaks during starvation and corresponding 
optical images 
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多焦点共焦点ラマン分光顕微鏡の開発 

(東大院・理*、NCTU**) ○奥野将成*、濵口宏夫*, ** 

 

【序】顕微ラマン分光法は、非染色・非侵襲で生体試料の分子情報を取得することのできる手法

として、昨今大きな注目を集めている。顕微ラマン分光法は上記以外にも多くの利点を持ってい

るが、信号強度が微弱であるために、ラマン分光イメージの取得に多大の時間を要し、生体の動

的挙動の研究に活用されにくいのが現状である。通常の顕微ラマン分光法では、ラマン分光イメ

ージの取得時間を短くするために試料への照射レーザー光を強くすると、生体試料への光・熱ダ

メージが顕著になってしまう。そこで我々は、単位面積当たりの照射レーザー光強度を低く抑え

たまま、試料に多点でのレーザー照射を行うことで、試料から一挙に複数のラマンスペクトルを

得ることができる、多焦点共焦点ラマン分光顕微鏡を開発し、ラマン分光イメージングの高速化

を目指した。 

 

【実験装置】図１に我々が開発した、多焦点共焦点ラマン分光顕微鏡の装置図を示す。レーザー

光をマイクロレンズ・アレイによって多焦点化し、それぞれのレーザー・ビームをピンホール・

アレイへと集光し、通過させた。ピンホール・アレイを通過した後、それぞれのレーザー・ビー

ムは平行光として対物レンズの瞳に集光された。これらのビーム束を対物レンズにより試料へと

集光することによって、試料へのレーザー光の多焦点照射を実現した。本実験では適切な光学素

子を用いることにより、試料下で焦点の間隔を 2 m、焦点の数を 64 点(8 x 8)とし、また、それ

ぞれの焦点を回折限界近傍まで集光することができた。発生したラマン散乱光は、入射レーザー

と同じ対物レンズで集光され、ピンホール・アレイを通過させた。このとき、それぞれの焦点に

ついて、共焦点効果によって、光軸方向の分解能を得、焦点以外からの信号・背景光を排除する

ことができる。ラマン散乱光は、ピンホール・アレイを通過した後、エッジ・フィルタを通過し、

レイリー散乱光の除去後、ファイバ・バンドルへと集光された。このファイバ・バンドルは、顕

微鏡側の一端が 8 x 8 の正方形状に、分光器側の一端が 1x 64 のライン形状となっており、分光器

スリットに直接取り付けた。

このようなファイバ・バンド

ルを用いることで、3 次元情

報(2 次元位置情報＋スペク

トル情報)を 2 次元情報（1 次

元位置情報＋スペクトル情

報）へと変換し、CCD カメ

ラでの検出を可能にした。分

光器へと導かれたラマン散

乱光は、分散され、CCD カ

メラで検出された。このよう
図 1 多焦点共焦点ラマン分光顕微鏡の装置図。 



に、マイクロレンズ・アレイ、ピンホール・アレイ、及びファイバ・バンドルを用いることによ

って、高い空間分解能を持って、広い領域のラマンスペクトルを一度に測定することができる装

置を開発した。空間分解能は実測で面内:<350 nm、光軸方向:<1.2 m であった。 

 

【実験結果】図２に出芽酵母生細胞を測定した例を示す。(a)は一度の露光によって得られた、CCD

上のイメージである。一度の露光によって、48 個

のラマンスペクトルが同時に得られた。縦軸の番

号がそれぞれ試料下での各焦点に対応している(b)。 

(c)及び (d)に、(a)における、異なる二点(27)およ

び(30)から得られたラマンスペクトルを示した。こ

れら二点は全く異なったスペクトルを与えており、

試料上の異なる二点が、CCD 上で空間分解されて

複数のスペクトルが得られることが確かめられた。 

図 3 は出芽酵生母細胞を測定した結果を、ラマ

ン分光イメージとして再構成したものである。レ

ーザー照射は各焦点あたりおよそ 1 mW である。

これらのイメージは 16 x 12 m (32 x 24 ピクセ

ル)からなり、露光時間は 1 sec/ 48 ラマンスペク

トル、全体のイメージ取得時間は 20 秒である。こ

のような短い取得時間で、明瞭なラマン・イメー

ジを得ることに成功した。それぞれ(a) 1446 cm-1, 

(b) 1583 cm-1, (c) 1602 cm-1, (d) 1655 cm-1のラマ

ン分光イメージであり、各ラマンバンドはそれぞ

れ CH 変角振動、シトクロム c のポル

フィリン環の C=C 伸縮振動、”生命の

ラマン分光指標”1、amideI and/or 

C=C 伸縮振動である。48 個のスペク

トルを 1 秒で得ることは、1 スペクト

ルを 20 ミリ秒で得ることに相当する。

通常のラマン分光顕微鏡ではこのよう

な短時間で生細胞のラマンスペクトル

を取得するのは非常に困難である。こ

のように、多焦点共焦点ラマン分光顕

微鏡の開発により、従来の単焦点のラマン

分光顕微鏡と比較して、数 10 倍のイメー

ジング速度を実現した。 

 

1 Y-S. Huang, T. Karashima, M. Yamamotoand H. Hamaguchi, Biochemistry 44, 10009-10019 (2005). 

図 2 本装置によって、出芽酵母細胞を測定した結

果。 (a) 一度の CCD の露光で得た、CCD のイメ

ージ。(b) 試料下での焦点と(a)の縦軸との対応。

(c) ,(d) (a)の 2 点におけるラマンスペクトル。 

図 3 本装置で得た、出芽酵母細胞のラマン・イメージ。

(a) 1446 cm-1, (b) 1583 cm-1, (c) 1602 cm-1, (d) 1655cm-1.

スケールバーは 4 m。 
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内部で増幅した DNA を含むベシクルの分裂におけるカスケードダイナミクス 

(東大院・総合)  ○栗原顕輔、 鈴木健太郎、 豊田太郎、 菅原正                                         

【序】【序】【序】【序】 

ホスト/ゲストの化学に起因する超分子化学

は、細胞を模倣したダイナミクスを発現する

最小細胞を人工的に構築させるほどに発展

してきた。両親媒性分子が水中で形成する

中空状の分子集合体ベシクルにより構築さ

れる最小細胞は、細胞モデルや細胞の起

源を解明する上で重要な役割を果たすであ

ろうと、ソフトマター物理や化学の観点から

期待されている。我々は化学的なアプロー

チに基づき非生物的な分子を用いることで、

細胞とほぼ同じサイズを持つ自己生産する

ジャイアントベシクル(GV)を構築してきた

[1,2] (図 1)。ベシクルを構成する膜分子(V)としては、親水部にカチオン性の 4 級アンモニウム塩、疎水部末

端にアルデヒド基、疎水部にアルキル基を持つ二本鎖型両親媒性分子を用意する。ベシクルに含まれる触

媒分子(C)としては、一本の長鎖アルキル基をもつイミダゾール塩酸塩を用いる。膜分子前駆体(V
*
)は、水

溶性の必要があるため双頭極性型とし、極性を持つ電解質分子をイミン結合で連結させる。この膜分子前

駆体を、GV 分散液に添加すると、ベシクルに含まれる酸触媒の作用によりイミン結合が加水分解をうけ、生

じた膜分子(V)がベシクルに取り込まれると肥大し、電解質(E)により表面が不安定化しほぼ、等割に近い分

裂を起こすことを実験的に確認している[3，4]。 

本研究では、自己生産する GV に封入した DNA に対してポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を行うことで、ベシ

クル内部で DNA が増幅することに成功した。さらに、このベシクル系に対して、ベシクルを構成する膜分子

の前駆体分子を外部より添加すると、増幅した DNA を含むベシクルが急速的にかつ連続的に自己生産す

ることを示した。 

 

【結果・考察】【結果・考察】【結果・考察】【結果・考察】 

１）１）１）１）PCR 可能な耐熱・耐高イオン強度ベシクル系の構築可能な耐熱・耐高イオン強度ベシクル系の構築可能な耐熱・耐高イオン強度ベシクル系の構築可能な耐熱・耐高イオン強度ベシクル系の構築 

本研究で用いる自己生産するベシクル系は、PCR に必要な高温、高イオン強度条件に耐えるように、リン

脂質である POPC と POPG を、POPC ： POPG ： V : C = 6 : 2 : 2 : 1 の割合で調合した混合脂質を用いて

調製した。アニオン性リン脂質 POPG は、POPC と同様にベシクル膜を強固にすると共に、カチオン性膜分

子を電気的に中和し、DNA と脂質の複合体を形成するのを防ぐ目的で混合した。実際、POPG が含まれる

ベシクル系は、PCR と同程度の水温（95℃）、高イオン強度（150 mM 食塩水相当）条件でも安定に存在す

ることを確認した。 

 

図 1. 内部で DNA が増幅し、自己生産するベシクル系の模式図 



２）２）２）２）PCR によるベシクル内によるベシクル内によるベシクル内によるベシクル内 D�A の増幅の増幅の増幅の増幅 

図 2 に示す蛍光顕微鏡観察像より、PCR 処理前のベシクルでは、2 本鎖 DNA を検出する SYBR Green 

I (SG)に基づく蛍光は観測されないが、鋳型 DNA を内包したベシクルに対して PCR を行うと、増幅した

二本鎖 DNA と SG の複合体が発する蛍光を検出することができた。またフローサイトメトリー計測により、系

全体の約 20%で PCR が進行したことが分かった。 

３）増幅した３）増幅した３）増幅した３）増幅した D�A を持つジャイアントベシクルの自己生産ダイナミクスを持つジャイアントベシクルの自己生産ダイナミクスを持つジャイアントベシクルの自己生産ダイナミクスを持つジャイアントベシクルの自己生産ダイナミクス 

PCR を 20 サイクル行って DNA を増幅させた GV に、前駆体 V
*を添加することで、ベシクルの自己生産

ダイナミクスを引き起こすことに成功した。これを微分干渉顕微鏡で観察した連続写真を図 3 に示す。増幅

した DNA を含むベシクルは、膜分子前駆体を添加してから数分間で数回の GV の分裂があったが、一方

で DNA を含んでいるものの PCR による増幅処理を行っていないベシクルでは、分裂が遅いことがわかり、

分裂の機構が異なることを示唆させた。本系では全体としてベシクル膜の電荷は中和されているが、部分的

にポリアニオン性の DNA と相互作用する膜分子のクラスターが生じ、DNA がベシクル二分子膜のうち内側

の膜に取り込まれる際に、相対的に外側の膜分子が多くなるので外膜の曲率が大きくなり変形を起こすと考

えられる。さらに蛍光顕微鏡観察では、分裂後のベシクルも蛍光が観測されたので、分裂したベシクルにも

増幅した DNA が分配されていることが明らかになった。 

４）自己生産速度の４）自己生産速度の４）自己生産速度の４）自己生産速度の PCR サイクル依存性サイクル依存性サイクル依存性サイクル依存性 

PCR のサイクル数を変えることで、内部 DNA の量が異なる GV（膜は疎水性の蛍光プローブで染色して

ある）を用意し、それぞれに膜分子前駆体を添加し、FCM 計測により分裂の速度を比較すると、10 サイクル

までは分裂速度が遅かったが、15 サイクルを超えると速くなる傾向が見えた。これは、特に光学顕微鏡で見

えるサイズ(>1 µm)のベシクルの消滅速度に明らかな PCR 回数依存性があることを意味しており、急速な自

己生産ダイナミクスを起こす DNA 量に閾値があることを示唆する。PCR の熱サイクル数を変えると 15 サイク

ル程度から分裂速度が速くなってきたことから、PCR によりベシクル内部（特に、外膜の内側）に蓄積した

DNA が、外水相に添加したカチオン性の膜分子前駆体と連携することで、カスケード的に分裂挙動を加速

させていると解釈できる。 
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図 3.    DNA を内包するベシクルの自己生産ダイナミ 

クスの微分干渉顕微鏡像 (bar=10 μm) 

図 2. PCR 前後のベシクルの微分干渉顕微鏡像  

上:明視野像 下:蛍光野像 (bar=10 μm) 



ヘテロダイン電子和周波発生分光法を用いた 

タンパク質トポロジー決定法の開発 
 

（東邦大・理 1，理研・田原分子分光 2，福井大・医 3，東邦大学複合物性研究センター4） 

○細井晴子 1・山口祥一 2・田林沙織 1・双木泰斗 1・上村康裕 1・渡邊総一郎 1,4・ 

清水啓史 3・田原太平 2 

 

【序】タンパク質の立体構造を知ることは、生体内におけるタンパク質の機能発現や制御機構を

解明する上で非常に重要である。X 線結晶構造解析法や核磁気共鳴法によって、タンパク質のほ

ぼ全原子に関して精密な構造情報が得られる。しかし、結晶化しにくい膜貫通タンパク質や分子

量が巨大となるタンパク質複合体では、精密な構造情報を得ることは通常難しい。そのような場

合、リボンモデルやトポロジー図のような“完全ではないが役に立つ”構造情報だけでも重要な

情報となる。 

われわれは二次非線形分光を利用して、完全な構造情報を得るのが困難なタンパク質に対して、

“完全ではないが役に立つ”構造情報を与える新しい方法の開発を進めている。われわれがこれ

までに開発したヘテロダイン検出電子和周波発生（HD-ESFG）分光法は、界面の分子の上下の向

きを決定できるユニークな方法である 1。この HD-ESFG を、例えば図 1 のような膜タンパク質の

セグメントごとに適用することが出来れば、膜配向性をはっきりと決定できる。 

この新しいアプローチは、次の 3 つの過程から構成される。まず、(1) タンパク質の特定のセ

グメントだけを HD-ESFG アクティブとし、(2) タンパク質の配向膜を作製して、(3) HD-ESFG 測

定によりセグメントの上下の向きを決定する。われ

われは以前、このアプローチの有効性を報告した 2

が、 (1) の過程により、決定された向きにあいまい

さが残ることが分かってきた。 

アミノ酸には HD-ESFG の観測波長範囲（350－

470nm）に吸収帯がないため、通常のタンパク質は

HD-ESFG 信号を与えない。そこで、タンパク質中

の目的のセグメントだけを HD-ESFG アクティブな

色素でラベルして色素の向きを決定し、色素の向き

をセグメントの向きとする。われわれは以前、目的

のセグメントを構成するアミノ酸の一つをシステ

インに置換し、システイン側鎖と特異的に反応する

マレイミド基を持つ色素を結合させることで、セグ

メントを HD-ESFG アクティブとした。しかし、セ
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図 2 クロスリンカー色素の構造と向き 

図 1 タンパク質のトポロジー図
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グメントと色素は一ヶ所でのみ結合しているため、色素の向きとセグメントの向きが平行になる

保証はなかった。 

そこで、確実にセグメントと色素の向きを平行にするためには、セグメントと色素を二ヶ所で

結合させればよいと考えた。本発表では、新規の色素を用いることにより色素の向きを制御し、

より精度の高いトポロジー決定が可能になったことをモデルタンパク質で実証したので報告する。 

【実験】新規のクロスリンカー色素（図 2）を設計・合成した。この色素は、ESFG アクティブで

ある p-nitroaniline 構造をもち、また、システインと結合するマレイミド基と、リシンと結合する

スクシイミジルエステル基をもつため、セグメント中のシステインとリシンの二ヶ所で共有結合

することができる。また、モデルタンパク質として、-helix 構造をとる、システインとリシンを

含む二種類の 30 アミノ酸ペプチド、EIAALECEIAALEKEIAALERHHHHHHHHH (“Up”)と、

EIAALEKEIAALECEIAALERHHHHHHHHH (“Down”) を作製した。“Up”と“Down”の違いはシステ

イン(C)とリシン(K)の位置が入れ替わっているだけである。9 個のヒスチジン (H) は、タンパク

質をガラス基板に配向させるタグとして付加した。この二種類のモデルタンパク質のそれぞれに

クロスリンカー色素を反応させた。また、ガラス基板表面にヒスチジンタグと特異的に結合する

ニッケル修飾を行った。得られた二種類のタンパク質－色素複合体をニッケル修飾ガラス基板に

配向させて試料とし、HD-ESFG 測定を行った。 

【結果】HD-ESFG 測定によって得られた“Up”

と“Down”の二次非線形感受率（(2)）スペクト

ルの実部と虚部を図 3 に示す。(2)スペクトル

の虚部の符号は、分子が上を向いているか下を

向いているかを表す。虚部の符号は“Up”では

正、“Down”では逆に負となっている。これは、

“Up”と“Down”ではシステインとリシンの位置

が逆になっているため、クロスリンカー色素が

逆向きに結合していることに対応している。つ

まりこの結果は、クロスリンカー色素を用いる

ことによって、色素とセグメントの向きを完全

に制御することが可能になり、より確実にセグ

メントの向きを決定できることを意味してい

る。本手法は、ただちに膜貫通タンパク質に適

用することが可能であり、他にも、タンパク質

複合体を構成するドメイン間の相対配向決定

にも有効であると考えている。 

【参考文献】[1] S. Yamaguchi and T. Tahara, J. Chem. Phys. 129 (2008) 101102. [2] 第 2 回分子科

学討論会, 3C17, 2008 年 9 月. 

図 3 二種類のモデルタンパク質

配向膜の(2)スペクトル 
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蛍光寿命相関分光法による生体高分子の構造揺らぎの観測： 

ＤＮＡヘアピン構造の形成ダイナミクス 

（理研・田原分子分光） ○石井 邦彦，田原 太平 

 

【序】我々は蛍光性プローブ分子の蛍光寿命の不均一性を通して複雑分子系の自発的な構造

揺らぎを観測するための新しい相関分光法の開発を行っている[1,2]。これまでに、蛍光寿命

の重みを付けた相関関数を利用して静的な蛍光寿命の不均一性を検出できることを報告した

（蛍光寿命相関分光法）[1]。本研究では、この方法を生体高分子の自発構造揺らぎの問題に

適用し、時間変化する蛍光寿命の不均一性＝蛍光寿命の時間揺らぎを初めてとらえることに

成功した。今後、蛍光寿命というパラメータが持つ情報を利用して生体高分子の構造揺らぎ

についてのさらなる知見を得る有力な手段となる可能性がある。 

【実験】蛍光相関関数の測定はフェムト秒パルスレーザー(Coherent Mira 900-F)と時間相関光

子計数ボード(Becker & Hickl SPC-140)を組み合わせた自作の蛍光相関分光計で行った。蛍光

寿命の重みを付けた相関関数 GＬ(∆T)は時刻 Tでの蛍光強度 I(T)と蛍光寿命 t(T)を使って 

( ) ( ) ( ) ( ) ( )
( ) ( ) 2L

TITt

TTITTtTITt
TG

∆+∆+
=∆  

と定義される。この GＬ(∆T)と通常の蛍光強度相関関数 

( ) ( ) ( )
( ) 2I
TI

TTITI
TG

∆+
=∆  

を同時測定して比較することで、並進拡散信号の寄与を除いた形で蛍光寿命の揺らぎを議論

することができる[1]。 

測定対象としては、ヘアピン構造を取る一本鎖 DNA オリゴヌクレオ

チドを使用した（図 1）。この分子は塩基対を形成しないループ部および

相補的な塩基配列からなるステム部を持ち、一般の DNA/RNA のループ

構造形成や相補的な二本鎖形成の初期過程を理解するための単純なモデ

ル化合物である。このオリゴヌクレオチドの両末端を FRET ペアとして

機能する蛍光色素で標識し、FRET ペア間の共鳴エネルギー移動効率の

変化を測定することでヘアピン構造の形成・解離をモニターすることが

できる。本研究では FRET ペアのドナー側の蛍光寿命の揺らぎを GＬ(∆T)として測定した。

FRET 標識 DNA オリゴヌクレオチドはリアルタイム PCR 用プローブとして市販されている

ものを利用した（1:6-FAM-5′-TTAACC(T)18GGTT-3′-TAMRA、北海道システムサイエンス）。 

T18
CG
CG
AT
AT
T
T5'

3'

D
A

 
図 1  1の構造。



【結果と考察】図 2 に 1の定常蛍光スペク

トルの塩濃度依存性を示す。塩濃度の上昇

に伴いヘアピン構造の解離平衡が相補鎖形

成側に移動し、ドナー蛍光強度が減少して

いる。このドナー蛍光の波長 505–540 nm の

成分を切り出し、GＬ(∆T), GI(∆T)を測定した

（図 3a, NaCl 濃度 0.5 M）。その結果、これ

ら２つの相関関数の間には明らかな差異が

見られ、蛍光寿命の不均一性の存在が示さ

れた。並進拡散信号の寄与を除くためにこ

れらの相関成分の比を取ったもの（図 3b）

を見ると、約 100 マイクロ秒の遅延時間で

比の値が~1.3 から~1.5 へと明確に遷移して

いることが分かる。これは、ヘアピン構造

の何らかの変化によりドナー‐アクセプタ

ー間距離が約 100 マイクロ秒の時定数で揺

らいでいることを示唆している。DNA ヘア

ピン構造の形成ダイナミクスは 2 状態的で

はなく中間状態が存在するという報告もあ

り[3]、蛍光寿命を利用する我々の方法では

FRET 効率を通して揺らいでいる分子の構

造についての情報も得られることから、今

回の測定結果が反応モデルの決定に利用で

きるのではないかと考えている。講演では

観測された揺らぎと遅い時間まで残る不均

一性の帰属のために調べている塩基配列依

存性の結果についても議論する。 
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図 2 1の定常蛍光スペクトルの塩濃度依存性。
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図 3 1 の蛍光相関測定結果。(a)通常の相関関数

(GI)と蛍光寿命重み付き相関関数(GL)。(b)相関関

数の比。 
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