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�ņ�ĵįy)��$Y[ĠƬ�<äó��Þß��Ƹ%*îņ�ĝƎ�9$�8��*5�(ǃ´

�<äó�8ǎ¨£+ÂŝÂġ%�ŊĦðŔ}�ņ<äóǎ¨£&�83*�Ď3Â��ņ�9$�

8�tĈ�ǇǅŔ}�ņ<äóǎ¨£&��ǃ´�)"�$+��96<�ê�8]mhsR(ĵÅ*

@Crâá�pH�Ĳá�ǐ�ÆǅƍƜ*ķá�ƄǅƺƼ(')*Â��6�eUn>o&�$�ê�8

*�¸Ǆ%
8�ãŖŠÌ%+Ņ�-*É�ð�÷��9��"ǐá)VJ@r�9�Ƅǅð`qTE�Ʒ

´�<ņ�$�Ņ��%č)Ĭƣ³Ź(Y[V\@M<´Œŏŏ)ƽŎ��XmTFVn\nsKMUg

(DDS)V\@M)ć��Ĉĩƕ<ø Ƨ1�&<Œù�ŖŠ<ƈ!$�8��*y%ºä�=<Ðƙ&��tƴ

*KMUg)"�$+�ĉ)ſàƒǏ)/%Ʈ=%�8 1� 
� ÂŝÂġ(Djn>KMUg�
8y%�Ďƨţŷ6*Fosa%ƽŎ��Ƅǅðǐ�Æ*ǇǅŔ}�ņ)

58ƀÜŬŴ©<�ņ��tęŽĠƬ*Y[yšǃ´� PICsome�
8�ĒŞ%+�PICsome *kZsE(

ľí<Û0)�ê��Ņ��)��$Y[n>ERs&�$Õƽ�8�&)ó¤��*%ū��8� 
 

2. Polyion Complex Polymersome (PICsome)  

� PICsome&+�Fig. 1)Ř�5�)�Ņ�Ƴ´ð)�98dnBSprFnHso(PEG)&dn>f
[ƶŇĖ*²ÐǅƄ<ď�8ƄǅðOFhrW�6(8Ƅǅðǐ�Æ*ǇǅŔ}�ņ)58ƀÜŬŴ

©<�ņ��tęŽĠƬ*Y[yšǃ´�%
8�ďĤĵÅ<��ņ��MWTEǐ�ÆĦĵį*¬

ũı´%ƔƊ%�8ĸ%Ņ�±,Ņ�ƿƭĽƜ)����Ķ��ƟǉĪ�Ń�¥Ļ('<ƔƊ*Êĩ

&�8ĉÇ*ŊĦðŔ}�ņ½Djn>(ndPsg�dnesPsg)&ĥ.$Ã�(�ĸ<ď�$�

8��9/%)�ƔƊč)ņ�8dnesĵį*ķá<À8�&%Îċ)I@N�ê�³Ź%
8

(100-400 nm)��ĦŔ-*Ħĵðǐ�Æ*Ñ��³Ź%
7 PICŽŇĖ*ĽƜƪƱðŹ<ď�8�Ħĵ
ð*ų´¡<¥ PICŽy)>fXŮ´<äó�8(PICŽ<ěģ�8)�&%�ŅŃĕ�v%3ÉÊ)

Fig.1 ƵŪ<Ñ��� Polyion Complex Vesicle (ƵŪÑ� PICsome)*äóğï¹ . 
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I@N&ĠƬ<Űø³Ź%
8�&<Ƌ��$�8 2��6)Ņ��%ǐ�Ƈyëńð<Ř��ľ)

150�200 nm+��9*ž·)3�Ý�(��ƟMUoMð<Ŏþ�8	�&3Ƌ��$�8�/�I

@N)5!$+ EPR §Ě)58ŻŌ-ǃş3ŗƓ�98('��ªņēĆ	&�$ďņ(³Źð<�
�ø"�&�Ċ6�&(!$�8 3� 

� t"*îņ�&�$�PICsome *�ĦÖ)�ſà)��$Ÿž*Ƭå¡&�$ß��ņ�9$�8

nQ^MW(ƶ©ƹìŦÆ)<Ñ����Ƥöx%eAM*Ãż�=(C26)< MRI%�å�8�&)ó¤
�$�8(ĂÒŲªÈŖŠô ǆđ�Ņ�»ǋ�Ņ&*�µŖŠ) 4� 

 

3. ƵŪaqXmTFōĩ  (EPT) 

� �*5�) PICsome< DDSDjn>&�$ņ�8�&%�ŻŌ*@hsLrF�³Ź%
8�&<

Ċ6�)����ţŷ6+ PICsome*kZsE(ľí<Û0)Ŭ0´;�8�&%�ĉÇ*Djn>

%+w³Ź%
!�ć��Ĉĩƕ)¾#�� DDS<Ġť%�(��ĝƎ�������y%���Ħ
Ŕ-*Ħĵðǐ�Æ*Ñ��³Ź��PICŽŇĖ*ĽƜƪƱðŹ<ď�8��EPR§Ě)58ŻŌ-ǃ

şð�&�!�ľí<Ƣ/�ºä�=)��$ƅ¡<�"�8�Ņ��Y[n>ERs-*îņÕ

ƽ<Ŷ����ŏ)+�ƵŪ<Ñ��� PICsome<ŻŌ)ǃş���* )�ƵŪ²î )+ƅŃ
Ĭð<ď�(�aqXmTF<öx�8�&%�ŻŌ)��$*0ƅŃĬð<ď�8ƅ¡-&Àý�

Ĩō<ƈ�&�!�ƵŪaqXmTFōĩ (EPT)-&Õƽ%�8*%+(��&Ŷ�(Fig. 2)�DDS

õƉ<�ņ�� EPT+��Ţªō&�$*ǈćŏĨōĩ&�$Đç�9$�8��ĒĖŉĽ&�$Ɠ
Ɨ�98ÁĖ*ĨōņƵŪ<Ģŏƴ�)ư,��"§ŁƂ�ƵŪ²î<ƞ��&��tƭ*KMUg

<ĴƠ�é8Y[n>ERs�ƽŎ�9$�(�*�łĿ%
!��DDS<�ņ�$§Ěŏ) EPT<

Ʋó�8)+��ƵŪ<Y[Djn>�)ÄĬ�8�&(�Ñ�%���Ģŏƴ�)ŏŗ)ưĀ��

�aqXmTFöxè+§Ł5�ƵŪ&²î<�8�²î¿��ħ2698�ĉÇõƉ*Â�+ĽƜ

ƪƱð�Đç%���In vivoY[n>ERs&�$*îņ+Ǆ���tƭ*KMUg<«�)ĴƠ�

é8Djn>�ƽŎ�9$�(�*�łĿ%
8�PICsome+ŻŌǃşð<Ř�*0%(��ĽƜ*
ŽƪƱð)�9$�8�&�6�ƵŪ&aqXmTF*²î¿	&�$ĎƳ%
8&Ŷ698� 

� ��% β-Galactosidase (β-Gal)<Ñ��� PICsome<ƔƊ�(β-Gal@PICsome)�aqXmTF*iVo

&�$ƵŪ²î�Ņ��č*0)Ɔ�<Ņ�8¾Ɯ(HMDER-βGAL)5<ņ�$ŻŌ�)��8ƵŪ²

î<ƌÏ�8�&%HrOaW*ËƐ<ƒ0�� 

 

Fig. 2 ƵŪÑ� PICsome)58ƵŪaqXmTFōĩ*ğï¹  
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4. �-GalÑ� PICsome)58ƵŪaqXmTFōĩ�  

� /� β-Gal@PICsome *ƔƊ±,ƒǏŤpbo)��8ĤŹƑ�<ƈ!��¨ŏ�Ą{(DLS)ĳÊ5

7œæ� 100 nm%¬�Ą(ŦÆ(PDI: 0.056)%
7�ƪƱ½ǅÆǌìƻ(TEM)ƌÏ57bKEoĿ*Ġ
Ƭ<ď�$�8�&<ŗƓ��(Fig. 3)�/�Ɔ�mbo©�� β-Gal<Ñ��� PICsome<ƔƊ��

Ɔ�Ŕƿ��ĩ(FCS)ĳÊ57�PICsome1�
�7Ũ 2�* β-Gal<Ñ��$�8�&<Ċ6�)��� 

 
 

 

� PICsome �) β-Gal �Ñ��9$�8�&�Ċ6�)(!�*%�ů�$ƫáƕŏƍĘ
(Michaelis-MenteniVo)<ƈ(!�&�:�β-Gal@PICsome%+Km=82.9 mM, Vmax=110.0 nM/s%
7�

β-Gal*0(Km=43.3 mM, Vmax=105.3 nM/s)&Ã��À;6(��<Ř����*ŮĚ+�β-Gal *ƵŪĬ

ð<Űø��// PICsome �)Ñ�³Ź%
8|<Ř¶�8ŮĚ%
8�/�GoĮƪEqeWFm
_?s (GPC)ĳÊ)57 β-Gal@PICsome*ƵŪ²î*čƾÀ©<Ʃơ��&�:�HMDER-βGAL�

PICsome *Ž<ƪƱ�$ƵŪ&²î���6)Ņ��Ɔ�ĽƜ(HMDER)�nnsM�98|�ŗƓ�

9�� 
 uƏ*5�)�ƒǏŤpbo%HMDER-βGAL�PICŽ<ƪƱ��PICsome*�ĦŔ)Ñ��9�β-Gal

&²î��ŅóĽ%
8 HMDER�nnsM�98�&�Ċ6�)(!�*%�ů�$ In vivo)��

8 β-Gal@PICsome*ĤŹƑ�<ƒ0��β-Gal¬��β-Gal@PICsome (PICsome<Ɔ�ĢƗ)<eAM*
Ãż�=%
8C26<ŐvŜĜ��÷�=eAM)ÔǇźöx(i.v.öx)��96čƾè)HMDER-βGAL

<µġ) i.v.öx� In vivo�Ĺĸǌìƻ (IVRT-CLSM)<ņ�$ŻŌ�%*ú¨<n>oR@gƌÏ�

� (Fig. 4)�β-Gal¬�<öx��eAMŵ)��$+ŻŌŬŴ�)��$ƵŪ²î�ŗƓ�9(�!
��tĈ�β-Gal@PICsome<öx��eAMŵ)��$+�/� EPR§Ě)5!$ŻŌ-ǃş��

β-Gal@PICsomeŇĖ*Ɔ�(Ɲƃ)�ŗƓ�9�HMDER-βGALöxè�6čƾŭƱ)�!$ŻŌŬŴ�

)��$*0 HMDERŇĖ*Ɔ� (űƃ)�ƌÏ�9��/��96+�In vivo@hsLrFKMUg

(IVIS)4ŻŌ*ŬŴ�ļƌÏ�63µġ*ŮĚ�é69���96*ŮĚ+Ņ��(ľ)ĒŖŠ)��

$+ŻŌŬŴ�))��$�ƵŪ<Ñ��� PICsome�Y[n>ERs&�$ĤŹ�$�8�&<āø

�8ŮĚ%
8� 
 

 

 

Fig. 3 β-Gal@PICsome*ĽðƑ� . (a) ¨ŏ�Ą{ĳÊ . (b) ƪƱ½ǅÆǌìƻ� . 
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5. �;7)  

� ĒŞ%+ƵŪÑ� PICsome�ºä�=(Ãż�=))��$aqXmTF<Ĭð©��EMn<�"
�8�&�!�n>ERs&�$*ĤŹ<ū�����tƭ*ĤŹ+ƵŪ*ŝǍ<À8��%�ď

ÍĽƜ<��ƍ�ǁ¯�8�ĤŹ3ƛx�8�&�³Ź%
8�ł¼+��*Y[n>ERsKMU

g<ņ�$��=*0(6�ŝ�*ǄĨðŋñĨō-&Õƽ<ƒ0$�8� 
 
Ɩƥ  

� ĒŖŠ+ė~ÃÈÃÈǀÚÈŧŖŠś�ªÈŧŖŠśļ×ŖŠÌ)��$�Ď�ŢŖŠƽŎāÿa

qFmg (FIRST)��5,ǈćŏ@[bsKlr¢�aqFmg (COI STREAM)*ŖŠ&�$ƈ(;
9/���ļ×t�ăû�ØĔǌß�ăû (zÙÃÈ))�ùÓǊ���&<�*¿<��7�$®�
êřň�u�/��/��ĒŖŠ<Ưƈ�8)Ʀ7�ƚƷ(Ɔ�aqs`<�ü�Ǌ��ė~ÃÈÃ

ÈǀªÈŧŖŠśĭƸīĺăû�ŚƘŕÆ¦ă)İ�òƖƁ�/�� 
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[1] H. Cabral, K. Kataoka K, Progress of drug-loaded polymeric micelles into clinical studies. J. Control. 

Release. 2014, 190, 465-476. 
[2] Y. Anraku, A. Kishimura, M. Oba, Y. Yamasaki, K. Kataoka, J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 1631. 
[3] Y. Anraku, A. Kishimura, A. Kobayashi, M. Oba, Y. Yamasaki, K. Kataoka, Chem. Comm. 2011, 47, 6054. 
[4] D. Kokuryo, Y. Anraku, A. Kishimura, S. Tanaka, M. R. Kano, J. Kershaw, N. Nishiyama, T. Saga, I. Aoki, 

K. Kataoka, J. Control. Release. 2013, 169, 220. 
[5] M. Kamiya, D. Asanuma, E. Kuranaga, A. Takeishi, M. Sakabe, T. Nagano, Urano, Y. J. Am. Chem. Soc. 

2011, 133, 12960. 

Fig. 4 IVRT-CLSM)58ŻŌ�%* β-Gal@PICsome& HMDER-βGAL)ŇĖ�8ƵŪ²î*
n>oR@gƌÏ . Ɲ: β-Gal@PICsome. ű: HMDER 

6



 

ドメインスワップしたミオグロビン二量体のデザインと性質 

奈良先端科学技術大学院大学 物質創成科学研究科 長尾聡 

 

1. はじめに 
超分子はその制御された立体構造に基づいて新しい機能をもたらし、多くの研究者を魅了してきた。

超分子化学の発展は目覚ましく、分子の合成と金属配位を利用して、高度な機能をもつ巨大超分子が

次々とつくられている。一方で、私たちの身体に目を向けると、生体内は二重らせん構造の DNA や
脂質二重膜など、天然の超分子の宝庫であることに気づく。ポリペプチドからなるタンパク質にも、

超分子を形成して機能するものがある。近年、タンパク質が超分子を形成するメカニズムに着目して、

タンパク質をデザインし、人工的にタンパク質超分子をつくる試みがなされている。Prof. Yeatesのグ
ループは天然状態で 3 量体を形成する bromoperoxidase のサブユニットと 2 量体を形成する M1 virus 
matrix protein のサブユニットをヘリックスリンカーで連結することによって、ケージ状のタンパク質
超分子の作製に成功している 1a。Prof. Tezcanのグループは cytochrome (cyt) cb562の分子表面に導入した

ヒスチジンと金属の配位結合を利用してタンパク質を配列し、プレート状やチューブ状のタンパク質

超分子をつくり出した 1b。Prof. Hayashiのグループはmyoglobin (Mb) などのヘム再構成を利用してワ
イヤー状のタンパク質超分子をつくり出している 1c。 
私達はタンパク質超分子をつくる別のアプローチの仕方として、同一のタンパク質が分子間で構造

領域を交換するドメインスワッピング現象に着目し、これまでに cyt c やMbなど様々な単量体のヘム
タンパク質から形成したドメインスワップ多量体の構造を明らかにしてきた（Figure 1）。Cyt cでは C
末端領域を交換してポリマー状や環状の多量体を形成し 2a、一方、Mbでは単量体で活性部位を構成し
ている Eおよび Fへリックスと EFループが 1本の長い αへリックスに変化した 2量体を形成した 2b。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure1  ウマ cyt c（上）とウマMb（下）のドメインスワッピングによる多量体形成の模式図。
構造領域が分子間で置き換わった多量体構造をとっている。 
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Mbの全体および活性部位をみると、単量体の構造と 2量体の部分構造は非常に似ており、2量体では
ヘムの近位ヒスチジン(His93)と遠位ヒスチジン(His64)はそれぞれ異なるプロトマーに属していること
が分かる(Figure 2)。私達は、ドメインスワッピングを利用したタンパク質超分子構築のさらなる発展
を目指しており、本研究では、ドメインスワッピングにより形成した Mb 2量体の一酸化炭素（CO）
結合特性を調べ、Mbを分子デザインして異なる 2つのヘム配位構造を有するMbヘテロ 2量体を作製
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.  ミオグロビンのドメインスワップ 2量体の一酸化炭素結合挙動 

Mbは 8本の αへリックス（A−Hへリックス）と Eおよび Fへリックスの間の疎水空間にヘムをも
ち、ヘムには酸素の他に COなどが結合可能である。CO結合型Mb（MbCO）は酸素結合型Mbよりも
安定であるため、これまでに様々な分光法による測定が行われてきた。Mbにエタノールを加えて凍結
乾燥した後、得られた粉末を緩衝液に再溶解し、ゲルろ過クロマトグラフィーにより酸化型（met 型）
2量体を精製した。CO雰囲気下でジチオナイトを加えて Mbを還元し、MbCOを得た。MbCOの単量
体と 2 量体は似た吸収スペクトルを示し、MbCO の CO 伸縮振動は、単量体および 2量体の両方にお
いて 1932と 1944 cm-1に観測された。共鳴ラマン分光法により観測されたデオキシMbの鉄–ヒスチジ
ン伸縮振動（νFe–His）とMbCOの鉄–CO伸縮振動（νFe–C）の振動数はそれぞれ単量体と 2量体で変化し
なかった（νFe–His、220 cm-1；νFe–C、507 cm-1） 。これらの結果より、デオキシMb の鉄–ヒスチジン結
合強度およびMbCOの鉄–CO結合強度は 2量化により変化しないことが判明した。時間分解共鳴ラマ
ン散乱測定により、CO光解離後のヘム活性部位の構造変化のダイナミクスは単量体と 2量体で変化が
ないことが分かった（単量体、(5.2 ± 1.8) x 106 s-1；2量体(6.2 ± 1.1) x 106 s-1（室温））。これらの結果よ

り、ヘム配位構造、ヘム鉄に結合している CO 周りのタンパク質構造、タンパク質緩和挙動は単量体
と 2量体で同じであることが分かった。活性部位構造は単量体と 2量体で似ていたが、Mb 2量体の CO
結合速度定数（(1.01 ± 0.03) x 106 M-1 s-1 (20°C)）は単量体の CO結合速度定数（(0.52 ± 0.02) x 106 M-1 s-1 
(20°C)）の約 2倍大きかった。2量体の CO結合速度定数が単量体よりも大きかったのは、2量化によ
り Xe3 空洞（一酸化炭素が結合するサイトの一つ）と溶媒間のチャンネルが拡大したためと解釈した
（Figure 3）。以上の結果より、Mbの単量体と 2量体で活性部位構造が似ていても、タンパク質構造の
変化により COの結合特性が異なることが判明した 3。 

Figure2  ウマ Mbの単量体（左）と 2 量体（右）の立体構造。上は全体、下は活性部位の構造。単
量体を灰色、2量体のプロトマーをそれぞれ桃色とシアン色で示した。 
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3. ドメインスワッピングによる異なった 2つのヘム配位構造を有するMbヘテロ 2量体の構築 
生体内には一分子中に複数のヘムをもったマルチヘムタンパク質も存在する。これらのヘムは異な

る環境下にあり、分子内の電子伝達などの機能と関わっているものがある。さて、ドメインスワッピ

ングにより形成するタンパク質超分子において、異なるヘム環境をつくるためにはヘテロな多量体を

作る必要がある。ドメインスワッピングにより 2 量化した Mbで新たに形成した 2 本の長い α ヘリッ
クス（単量体における Eおよび Fヘリックスと EFループから構成）間には、K78–E85および K79–D141
の塩橋が 2つずつ計 4つある（Figure 4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、私達はこれらの塩橋を形成しているアミノ酸を組み換えてヘテロ 2 量体をつくることを考え
た。まず、78番目と 79番目のリシンをそれぞれグルタミン酸とアスパラギン酸に置換した変異体（ED 
Mb）と 85番目のグルタミン酸と 141番目のアスパラギン酸をそれぞれリシンに置換した変異体（KK 
Mb）を作製した。ED Mbと KK Mbにそれぞれエタノールを加えて凍結乾燥した後、緩衝液へと再溶
解させると、ED Mbではホモ 2量体が約 8%形成していたものの 45℃で 30分間加熱するとすべて単量
体に解離し、KK Mbでは全く多量体を形成しなかった。一方、ED Mbと KK Mbを 1:1で混合した場
合では同様の操作により2量体が約18%形成し、45℃で30分間加熱後も2量体が約12%存在していた。
この結果より、ED Mbと KK Mbから成るヘテロ 2量体が形成したことが示唆された。次に、2量体の

Figure 3  Mbの Xe3 空洞と溶媒間のチャンネル。単量体を灰色、2量体のプロトマーを桃色とシア
ン色で示した。COが結合する 4つのサイトを黄色球で示した。 

Figure 4  Mbヘテロ 2量体の分子デザイン。上段は野生型Mbのホモ 2量体、中段は変異型 ED Mb
と変異型 KK Mbのヘテロ 2量体、下段は変異型 ED Mbと変異型 VHKK Mbのヘテロ 2量体。 
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分子内に異なる 2つのヘム環境を構築するために KK Mbの 64番目のヒスチジンと 68番目のバリンを
それぞれバリンとヒスチジンに入れ替えた変異体（VHKK Mb）を作製した。これら 2つの変異をMb
に導入すると、ヘムがヒスチジン/ヒスチジン配位構造をとることが知られている。VHKK Mbのみで
はエタノールにより多量体を全く形成しなかったが、

ED Mbと VHKK Mbを 1:1で混合した場合では約 30%
の 2量体を形成した。この 2量体は 45℃で 30分間加熱
後も約24%存在していたことから、ED MbとVHKK Mb
から成るヘテロ2量体構造をとっていると推測された。
X 線結晶構造解析により、予想した通りこの 2 量体が
ED Mbと VHKK Mbから成るヘテロ構造をとっており
（Figure 5）、2 本の長い α ヘリックス間に E78–K85、
D79–K141、D141–K79 の塩橋が形成していることが明
らかとなった。また、ヘム配位構造のうち 1 つはヒス
チジン/水、もう一方はヒスチジン/ヒスチジンの配位構
造をとっていた。以上の結果より、プロトマーの接触

界面における塩橋の組合せをデザインすることにより、

ヘテロ 2量体が作製でき、異なる 2つのヘム配位構
造をもつヘテロ 2量体も作れることが示された 4。 
 
4. おわりに 
今回、私達はドメインスワッピングにより形成したMb 2量体の CO結合挙動を明らかにし、異なる

2つのヘム配位構造をもつMbヘテロ 2量体の作製に成功した。今後、タンパク質超分子の研究は超構
造をとることで如何に高次機能を発現するかにシフトしていくと予想される。本研究の成果は高次機

能を発現する分子設計の知見を与えると考えられる。 
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   共焦点顕微ラマン分光法を用いた微細藻類の生体分子イメージング 

東京農工大学大学院工学研究院 梁 越 

1．はじめに 

 微細藻類は高等植物と比較して生育速度が速く、また食物原料と競合しないため、バイオ燃料として使

用できる脂質やサプリメントとして付加価値の高いカロテノイド等の有用物質生産株として利用されてい

る。この様な生体分子の合成機構のダイナミクスを理解することは、有用物質の高生産や高品質化におい

て重要である。一般に脂質やカロテノイドの解析にはガスクロマトグラフ質量分析 (Gas Chromatograph-

Mass Spectroscopy: GC-MS) や高速液体クロマトグラフィー (High Performance Liquid 

Chromatography: HPLC) が用いられている。GC-MSや HPLCは細胞から抽出工程を経る in vitro 解析であ

り、in vivo とは異なる環境で測定せざるを得ない。実際に脂質やカロテノイドが細胞内のどこで合成さ

れ、またどの様に輸送されていくのかというダイナミクスを理解するためには、細胞を非破壊的にモニタ

にングできる解析手法が必要となる。この様な in vivo ダイナミクス解析は、有用物質の生産過程や輸

送経路の機構解明に寄与できると考えられ、生産性の向上や品質の改善に重要である。 

 本研究では、脂質・カロテノイド等の生体分子の合成過程や輸送経路の解明に向けて、生体分子の in 

vivoダイナミクス解析法の確立を目指した。具体的には、非破壊的に試料の定性・定量解析が可能な顕

微ラマン分光法を使用し、解析モデル生物としてオイル高蓄積珪藻 Fistulifera solaris JPCC DA0580 株

を用いた。顕微ラマン分光法は試料の特定領域へ励起光を照射することで、領域内の各点からラマンスペ

クトルを取得し、ラマンスペクトル内の特定のバンド強度面積に基づき分子の分布を可視化するものであ

る (Puppels et al. 1990) 。さらに顕微ラマン分光法は、分子の分布を可視化するだけでなく、ラマン

散乱光の強度に基づく標的分子の定量解析も可能である (Lin et al. 2010) 。細胞内でのダイナミクス

解析においては、各生体分子の詳細な組成まで解析できることが望ましく、顕微ラマン分光法を活用した

さらなる解析技術の確立が必要である。当研究室では、脂質高蓄積株である海洋羽状目珪藻 Fistulifera 

solaris JPCC DA0580 株を単離している (Matsumoto et al. 2014) 。当該株はバイオディーゼル燃料 

(BDF) として利用可能なパルミチン酸やパルミトレイン酸を主とした脂質を高蓄積 (60% (w/w)) するた

め、BDF生産の候補株として期待されている。また、F. solaris は細胞内に 2つの油滴と呼ばれるオルガ

ネラと１つの葉緑体をもつことから、顕微ラマン分光法で解析する対象として適していると考えられる。

本研究では、ラマンスペクトルの解析としてフィッティング解析による細胞内の脂肪酸組成解析と局在イ

メージングを行った。さらに、励起波長および励起光出力を

検討し、同一細胞内でのカロテノイドの組成解析と局在変化

をモニタリングした。 

2．顕微ラマン分光装置による in vivo 脂肪酸解析 

532  nm Nd:YAG レーザー (COHERENT,Compass™315M 

Diode- Pumped Laser, Santa Clara, USA) 、ポリクロメ

ータとして分光器 (SOLAR TII Ltd, MS3504i, Tokyo,  Fig. 1 The schematic of experimental set-up of 
the 532 nm excited Raman microspectrometer. 
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Japan) 、 検出器として Electron 

Multiplaying CCD (ANDOR TECHNOLOGY, 

Newton, Belfast, Northern Ireland) を備

えた倒立型顕微鏡 (Nikon, ECLIPSE Ti, 

Tokyo, Japan) を用いて脂肪酸解析を行うた

めの顕微ラマン分光装置を構築した (Fig. 

1) 。細胞培養は 1 段階目で細胞増殖を行い、

2 段階目に脂質蓄積を誘導する 2段階培養を

用いた。2段階培養開始から 0、24、48、72

時間後の藻体を回収し、マイクロキャビティ

ー アレイとアガロースゲルを組み合わせた

方法によってイメージング測定時の細胞移

動を防いだ (Osada et al. 2014) 。捕捉

した細胞に対し、励起波長 532 nmの共焦

点顕微ラマン分光装置を用いてたラマンイ

メージング測定を行い、取得したスペクト

ルのバンド強度面積に基づき、タンパク質

(1,003 cm-1)、カロテノイド(1,526 cm-1)、

脂質(1,445 cm-1)のラマンイメージングを

構築した(Fig. 2)。構築したラマンイメージから、F. 

solaris 内油滴サイズの増加が観察され、タンパク質 

(1,003 cm-1)とカロテノイド (1,520 cm-1) は葉緑体と

考えられる領域に局在していた。また、BODIPY 505/515

によって脂質を染色し、共焦点レーザー蛍光顕微鏡によ

って蛍光画像を撮像したところ、得られた蛍光画像と脂

質 (1,445 cm-1) のラマンイメージは同様の局在を示し

ていた。したがって、顕微ラマン分光装置を用いること

で染色することなくタンパク質、カロテノイド、脂質の

細胞内分布を可視化できることが示された。次に、脂肪

酸のフィッティング解析に組み込む標品スペクトルを取

得するために脂肪酸ライブラリを構築した。測定する脂

肪酸標品はエイコサペンタエン酸（EPA）、アラキドン

酸、リノレン酸、ステアリン酸、パルミトレイン酸、パ

ルミチン酸、ミリスチン酸の 7種類を準備し、励起波長

532 nm、出力 1 mW、露光時間 10 秒で測定した(Fig. 3)。

取得した標品スペクトルライブラリから、脂肪酸の指紋領域は 700 - 1,800 cm-1であると示唆された。

そこで、フィッティング領域として 700 - 1,800 cm-1の領域に着目した。また、脂質のバンドが観測さ

れない領域にマスク (フィッティング解析する領域から除外すること) をかけることで、脂肪酸以外の

バンドの影響を最小限にできると考えられた。そこで、カロテノイドやタンパク質は 1,004、1,160、 

1,525 cm-1付近にバンドが観測されるため (Abdullah Chandra Sekhar Talari et al. 2014) 、フィッテ

ィング領域は 988 – 1,722cm-1 で、マスク領域は 988 - 1,048、1,112 -1,215、1,508 -1,640 cm-1とし

Fig. 2 Raman spectra of F. solaris and gallery of Raman 
images and fluorescent images obtained at different time 
points at 0, 24, 48 and 72 h after lipid accumulation induction. 
A: Raman spectra of oil bodies, chloroplast, extracted lipid, 
and agarose gel.B: (a) Bright field image of F. solaris. Scale 
bar; 5 µm. (b-d) Raman images at (b) 1,003 cm-1 (protein), (c) 
1,526 cm-1 (carotenoid) and (d) 1,445 cm-1 (lipid). (e) 
fluorescent images of cells stained with BODIPY 505/515. 

Fig. 3 Gallery of Raman spectra obtained from 
standard fatty acids. 
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た。得られた抽出した脂肪酸メチルエステルと生細胞のスペクトルに対し、最適化したフィッティン

グ・マスク領域、バックグラウンド関数でフィッティング解析を行った。本研究で用いているフィッテ

ィング解析は以下の手順で行った。まず、EPA、パルミトレイン酸、パルミチン酸の標品スペクトルを線

形結合で表現した。次に、高次関数をバックグラウンドとして組み合わせた、最小二乗法によって取得

したラマンスペクトルを最も再現する各係数を算出した。その後、算出された係数に基づき脂肪酸組成

を算出した。得られた脂肪酸組成比と GC-MS解析結果を比較することでラマンフィッティング解析の精

度の評価を行った。さらに、抽出した脂肪酸メチルエステルの解析結果と比較することで in vivo 脂肪

酸組成を評価した（Table 1）。その結果、脂肪酸メチルエステル試料の GC-MS解析結果とフィッティン

グ解析結果が一致し、フィッティング解析の有効性が示された。そこで、in vivo での油滴内の脂肪酸組

成を解析した結果、細胞

から抽出した脂肪酸組成

と比較して EPA（C20:5n3）

含量に差異が見られた。

これは、in vitro 解析で

は、油滴以外の EPAを含

む脂肪酸が混入したため

であると考えられた。このことからラマンイメージングの in vivo 脂肪酸解析における優位性が示され

た。 

3．顕微ラマン分光法による in vivo カロテノイド解析  

上記までの検討において、532nm の励起光下では、色

素の光退色が認められた。そこで、光退色の影響を低減

する取り組みとして、1064nm の励起光を利用したラマン

イメージングを行った。光源として、ダイオード 1,064 

nm 励起 Q-switched Nd:YAG laser Nd:YAG レーザー 

(Spectra Physics T40-X30S- 106Q, repetition rate 10 

kHz, pulse duration 30 ns) 、ポリクロメータとして

分光器 (HORIBA Jobin Yvon, iHR320, 150 grooves/mm 

grating, Kyoto, Japan) 、 検出器として CCD (Andor, 

iDus DU420A-BV, Belfast, Northern Ireland) に

InP/InGaAsP 近赤外イメージインテンシファイア

(Hamamatsu Photonics, 26 ×128 pixels, quantum 

efficiency approximately 4% for 0.9-1.4 lm) を装備さ

せ、ピエゾ電動ステージ (Madcity, Nano-LP-100, Zürich, 

Switzerland) を外付けした倒立型顕微鏡 (Nikon,ECLIPSE 

Ti, Tokyo, Japan) を用いて顕微ラマン分光装置を構築し

た (Fig. 4)。この装置を用いて F. solaris におけるカロ

テノイドの光退色評価、および励起光による生育への影響

評価を行い、モニタリングに向けた励起光出力を検討し

た。次に 6時間毎にラマンイメージング測定を行い、細

胞内カロテノイドの局在をモニタリングした。さらに in 

Table 1 Fatty acid compositions analyzed by GC-MS and Raman fitting analysis. 
Fatty acid compositions are represented as mean 

Fig. 4 The schematic of experimental set-up of 
the 532 nm excited Raman microspectrometer. 

Fig. 5 Evaluation of photodamage based on the 
intensity at 1,526 cm-1 (carotenoids C=C 
stretch). 
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vivo脂肪酸組成解析と同様のフィッティング

解析法を用いて、in vivoカロテノイド組成解

析を行った。出力 5 mW以下では光退色が生じ

ず、励起光による生育への顕著な影響は示され

なかった(Fig. 5)。さらに、細胞分裂に伴う同

一細胞ラマンイメージング測定を行い、in 

vivoカロテノイド局在および組成解析が可能

であった（Fig. 6）。以上から本研究によって、

1064nmの励起光を用いた顕微ラマン分光法とフ

ィッティング解析によって微細藻類の脂質・カ

ロテノイドの in vivoダイナミクス解析が可能

であった。 

4．おわりに 

 本研究から、顕微ラマン分光法と多変量解析を組み合わせることで微細藻類における非侵襲的な単一生

細胞 in vivoダイナミクス解析手法としての応用が示された。また、バイオディーゼル燃料生産において

は、大量培養した微細藻類の藻体収穫時期の決定のために、細胞内の脂質、カロテノイド蓄積量のモニタ

リングは極めて重要である。本研究で確立した手法は抽出やメチルエステル化などの化学反応を行う手法

と比較して、簡易かつ迅速に、脂質とカロテノイドの定量・定性解析ができる。そのため、このような培

養工程にある藻体の評価に適用できると考えられることから工学的意義は大きい。 
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