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1. 研究の背景と達成目標 

生命機能の基本は生細胞内における分子間相互作用にあると申請者は考え研究を進めてきた。その

ため、生きた細胞内の生体分子間相互作用を高感度（一分子感度）に且つリアルタイム（その場）に検

出可能な蛍光相関分光法（FCS: Fluorescence Correlation Spectroscopy）に注目し、その研究・開発研

究を進めてきた。蛍光相関分光法は先端的顕微鏡法の一つであり、顕微鏡下で形成された 1 フェムト

リットル未満のごく微小な領域における蛍光強度のゆらぎから、蛍光標識された核酸やタンパク質な

どの生体分子の拡散速度、分子数の変化と、それらの情報を元に分子間相互作用を検出する手法であ

り、in vitro（溶液系）から単一細胞の in vivo まで幅広い測定範囲を持つ。しかし一方で、先端機器で

あるレーザー顕微鏡に基礎を置く複雑かつ大型な装置のため、単一分子感度を有し高感度であるが、

動物実験へは応用困難であり、従って臨床応用・ベットサイド等への展開は不可能と考えられ、未応用

の分野であった。このような問題点を改善し改良すべく、近年の光情報工学の進展に伴う様々な光フ

ァイバー技術を駆使することで、絶対的に必要と考えていた対物レンズや分光フィルターなどの重要

な部分を全て光ファイバー化した小型ハンディータイプ蛍光相関分光装置の試作とエクソソームの測

定による実証応用を目指した。 

２．主な研究成果と社会、学術へのインパクト 

・光ファイバー光学系を用いた顕微鏡取り付け型 FCS ユニットの構築 

これまで複雑な光学素子と調整を必要とした共焦点系光学系について、光ファイバー光学系を用い

て実現することに成功した。本法は一点照射の FCS 測定用のものであるが、ガルバノ型スキャナー

のような多点走査装置と組み合わせることで一般型共焦点蛍光顕微鏡としての応用が可能であり、多

彩な検査対象に使えることから、研究及び検査機関における有用性が高いと考えられる。 

３．研究成果 

半導体レーザーとレーザードライバを購入し、光ファイバー型 FCS 装置（Full-fiber-optic FCS, 

FF-FCS）の構築を行った。同装置と市販相関器（Flex02-01D, Correlator.com, USA）を用いて、直

径 20、40、100、200 nm の蛍光ビーズの FF-FCS 測定実験を実施し、同装置による FCS 計測の可能

性を実証した。 

また、光ファイバー光学系を用いた顕微鏡取付型 FCS ユニット（Fiber-connected  FCS: FC-

FCS）についても構築を完了した。直径 20, 40, 100 nm の蛍光ビーズの FCS 測定実験により、FC-

FCS 測定が可能なことを実証した。さらに、エクソソームを上述の方法で蛍光染色した上で FC-FCS

測定を行い、エクソソーム測定が可能なことを実証した。 

さらに、ヒトがん細胞の培養液から超遠心法を用いてエクソソームを分離する方法を樹立した。さ

らに分離したエクソソームに対し、脂質にインターカレートする蛍光色素である PKH またはエクソ

ソームのマーカータンパク質である CD65 を認識する蛍光標識抗体を用いて蛍光染色し、市販型の高

感度 FCS 装置を用いて FCS 測定が可能なことを確認した上で、染色エクソソームを構築した FC- 



 

 

FCS 装置を用いて検出することに成功した。 

４．今後の展開 

開発した光ファイバー光学系を用いた顕微鏡取り付け型 FCS は、簡便に持ち運ぶことができ、例

えば FCS 装置を有しない研究室での測定や、フィールドワークにおける測定なども可能になると考

えられる。それを踏まえ、別の産学官連携共同研究により、当該装置の市販化に着手済である。 

また、多点走査スキャナーとの併用により、通常の共焦点走査型蛍光顕微鏡としての利用も可能に

なることから、調整フリーな高精細蛍光顕微鏡としての発展可能性がある。 

さらに、FCS は粒子のサイズ変化に敏感であることから、エクソソーム測定のみならず、例えば神

経変性疾患やアミロイドーシスといった疾患におけるタンパク質の凝集体検出にも有用であると考

えられる。 
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