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超高感度蛍光検出法の応用技術開発

食品分析などに活用するためのFCS測定法の応用技術開発（第2報）

白井伸明＊

SHIRAI Nobuaki' 

岡田俊樹＊

OKADA Toshiki* 

要旨 蛍光相関分光(FCS)測定法は、レーザー光源と共焦点光学系をもちいて溶液中の蛍光分

子の運動をマイクロメートルサイズの観察空間に絞った測定を行う技術である。測定結果を数学的

に解析することで蛍光分子の溶液中での運動速度を求め、分子サイズを知ることが出来る。我々

は、このFCS測定装置を利用し、タンパク質やペプチドが抗体を結合した際の見かけ上の分子サ

イズの変化を調べ、最終的には食品中の微生物が生産する分子を検出するための技術開発を行

うための技術検証を行った。

1 はじめに

食品成分検査や環境分析などの分野では、特定の有用

成分の検査や安全性の評価に新しい分析技術が活用さ

れるようになっている。例えば、 HPLCのようにクロマト分析

法を利用して目的成分を分離、検出する際に色素や蛍光

物質を検出対象の成分にラベルし、吸光や蛍光検出する

ことで高感度化する方法には多くの成功例がある°。また、

近年では質量分析装置について、分子サイズの測定精

度、検出感度の向上が急速に進んでおり超高感度での検

出が可能な対象が増えている2),3)。さらに、 高性能なクロ

マト分析機器では溶媒やカラムの安定化や分離最適化、

測定後の洗浄操作、測定結果の解析などを自動化するこ

とが出来るようになっている。

大学などの研究機関での食品分析や環境計測の分野

では、クロマト分析法以外の高感度微量分析技術として、

目的成分に特異的に結合する抗体を用いるELISA法が一

般的に利用される。様々な抗体が市販されていることか

ら、 ELISA法を導入することは比較的簡単である。一般的

には96穴プレートを使用するためO.l~0.2rnLの少量のサ

ンプルで多検体を同時に測定できる。しかし、ここでの課

題は約半日から1日程度の操作時間が必要で、しかも自

動処理装置を導入しない限りある程度の熟練を要する多く

の手作業があり、測定者による分析精度に影饗が表れる。

また抗体を利用する別の手法としてイムノクロマト法も一

般的であり、特に装置を必要としない簡易検査法として臨

床現場などで実用化例が増えている。例えば、インフルエ

ンザウイルスの治療薬を処方する前に鼻や喉からのぬぐ

い液にウイルスが存在することを調べる検査が行われてい

る。しかし、感度が十分でないために低濃度のウイルスし

か存在しない場合に、誤った陰性結果を示すことがある。

我々は、より少量のサンプルでも高感度でウイルス検出す

ることに成功している。

ライフサイエンスや医療分野では高感度で安定な分析

技術が求められる場面は多いが、食品や環境の安全性管

理などを行う現場では簡便で短時間の操作で微量のサン

プルから目的物質の測定が出来る方法のニーズが面い。

本研究で利用する蛍光相関分光 (FCS;Fluorescence 

correlation spectroscopy)測定技術の歴史としては1972年

から理論的に基礎をなす論文報告があり4,5, 6)、その後に

共焦点光学系の導入により微小空間での測定が可能とな

り、 PMT(光電子倍増管）やコンピューターの高性能化・低

価格化により測定感度が裔く、短時間での実用的な測定

が達成され、近年になり分析技術として様々な応用が可能

となっている叫本研究では最終的には、抗原抗体反応や

酵素一基質の結合を小型のFCS測定装置を利用した超高

感度な分析技術を開発するための基本的な技術検討を

行った。ここで、必要な材料としてタンパク質あるいは、ペ

プチドに蛍光分子を結合した材料を調製し、 FCS測定条

件や測定データの解析方法の検討を行った。
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図1 蛍光相関分光 (FCS)測定系の構成と高感度な蛍光分子の検

出、 測定のための基本的なポイント 固体レーザー光源、ダイク

ロイック ミラー、対物レンズ、カットオフフィルタ ー、ピンホー

ルとPMT(光電子倍増管）から構成される共焦点光学系 (B)によ

り、対物 レンズ近くのサン プル中の共焦点領域 (A)を通過する

1分子の蛍光発光を超高感度に測定する。

＊有機材料係
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2 実験材料・操作

2.1材料

実験に用い た 蛍 光 化 合 物 は Alexa FluorR488 

succinimidyl ester (Thermo Fisher Scientific社、 米国MA)

を使用し、緩衝液の調整には Na2HP04、NaH2P04、

Triton X-100 (和光純薬工業闊大阪）、 TweenR20(東京

化成工業闘東京）、 NaCl(ナカライテスク閥，京都）を使

用した。

蛍光化合物はDMSO(dimethyl sulfoxide)あるいは

EtOH (ethanol)の分光分析用を用いて1mg/mlに溶解した

後、蒸留水か1X PBS(phosphate buffered saline, Sigma-

Aldrich, Co., 米国Mo))に添加して吸光度を測定し各蛍

光物質のモル吸光計数から濃度決定した。さらに1炉M以

下の低濃度に希釈する際には、試験管などの容器、分注

器具、測定用ガラス材の壁面などへの吸着を防ぐため

Tween 20などの界面活性剤をO.Ol~0.05%添加し、低濃

度蛍光化合物溶液としてFCS測定に供した。

2.2蛍光相関分光 (FCS)測定装置と解析

蛍光相関分光 (FCS)測定装置は、試料溶液中の共焦点

領域を蛍光化合物が平均1分子ずつ通過する際の蛍光

強度の変化をマイクロ秒以下の時間分解で測定した。測

定結果は、横軸に時間、縦軸に蛍光強度（検出されたフォ

トン数）としたグラフに表すと図leとなりピーク状のシグナル

が蛍光分子の観察空間の通過を意味する「蛍光ゆらぎ」を

得る。蛍光分子の溶液中で移動は、拡散によるものであり

次のストークス・アインシュタインの式によりあらわされる。

だ（平均到達距離）一
KT 

--— t(時間 ） ：・・（式）
3万 nr

測定法としては、この蛍光強度の時間変化を自己相関

関数と呼ばれる解析法を行うことで、並進拡散時間

(DT;Deffusion Time)を求める6、7、8)。FCS測定と解析法と

その利用については金城らの総説に明解な解説があるの

で参照されたい。

本研究では、小型FCS測定装置（浜松ホトニクス）を使

用し、その共焦点光学系と高感度な蛍光検出システムを

利用して「蛍光1分子検出」技術と「抗原ー抗体反応」による

見かけの分子サイズの変化を調べるための条件検討を行

った。まず、蛍光相関分光法(FCS)測定装置のシステムと

原理を概説すると、図1のようにレーザー光が対物レンズ

を通して少量の溶液中に照射され、加えてダイクロイックミ

ラーとカットオフフィルター、ピンホールから構成される共

焦点光学系により極めて小さな空間（図lA共焦点領域）

に存在する蛍光分子から発生するフォトンレベルの蛍光を

光電子増倍管 (PMT)により増幅し高感度でなおかつ、高

い時間分解能で連続的に測定するものである。通常FCS

測定では、得られた時系列の蛍光強度の変化が自己相関

関数によって解析され、微小な時間差でシグナルがどれ

だけ変化するかの相関性を求めるグラフを画く。その関数

式から並進拡散時間 (DT)を求め、蛍光分子が共焦点領

域を通過する平均時間、つまり分子の大きさを調べること

になる7、8)。共焦点領域に注目した観察では、溶液中で分

子はブラウン運動により高速で動き回り、微小時間で微小

領域を観察した場合にのみ、この出入りを観察できる。

溶液中の共焦点領域の大きさは、レーザー光源からの

共焦点光学系に対応して円柱状になる。今回のシステム

では、そのサイズは直径が0.4μm程度、軸長が2μm程

度（図lA)、したがって容積はフェムトリットル以下の大きさ

となる。例えば、溶液中に含まれる蛍光色素の濃度が10

nM、共焦点領域の測定体積を0.1フェムトリットルとすると

平均0.6個が存在する計算となり7、8)、これより低濃度では

分子1個が通過する状況となる。

叫

ら山叫叫心祖l出拙仙辿~~叫'・'., ,. " " " " ,. " " " ,.. ,. " " " " ..... -, .. , 

分子が1]¥2'い 分子が大まヽ

小さな分子

｀ 
ざ

O.oot 0.01 lll 1 10 

拡散時r.,ct)msec 

図 2 小型FCS装置を用いて一定濃度の蛍光溶液をFCS測定した

「蛍光ゆらぎ」を自己相関関数により解析を行うことで、蛍光分子が小

さい場合、大きい場合、あるいは蛍光分子が存在しない場合が判別

できる。また、自己相関関数から求められる並進拡散時間 (DT)は、

共焦点観察領域を蛍光分子が通過する平均時間となる。

具体的な測定手順は、まず対物レンズの上に蒸留水を1

滴置いた上に底面ガラス板厚0.15mmのマイクロウェルスラ

イド(Al0657-0l、浜松ホトニクス）を設置し、測定対象の低

濃度の蛍光化合物溶液を10~30μL滴下したのちに2分

間程度静置した後、 3秒あるいは10秒のFCS測定を1回の

測定として、同じサンプルで数回の連続測定を行った。

2.3 蛍光結合タンパク質の調製

タンパク質（抗体IgG)あるいはペプチド（分子サイズ

2.3k)に一定数の蛍光分子を結合した材料を調製した。

（図3)。各試料の濃度および1分子に結合した蛍光分子

の数を求めるため以下の操作を行った。緩衝液D-PBS(ナ

カライテスク囲，京都）あるいは蒸留水に完全に溶解した50

μg/ml程度の溶液として吸光度 (495run)を測定し蛍光色

素(Alexa488)のモル吸光計数(E=71000)から溶液濃度

を求めた。更に低濃度でのサンプルでは、蛍光分光光度

計（日立F-7000)によりFCS測定装置と同じ光源波長

(473nm)で蛍光スペクトルの測定を行い、蛍光強度から溶

液濃度を求めた。次にタンパク質濃度の測定には、 BCA

法(PierceBCA Protein Assay, Thermo Scientific社）のエン

ハンス法を利用した。検量線用の標準タンパク質はウシ血

清アルブミン(BSA,Thermo Scientific社）を使用した。
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結果と考察

3.1 蛍光ラベル分子の調製と測定条件

本研究を最終的に食品や環境、臨床検査の分析技術と

して応用する為には、使用する蛍光分子は水溶液中で十

分発光し、安定なことが条件となる。現在、光学顕微鏡観

察用の蛍光組織染色やフローサイトメトリー分析用の細胞

ラベルなどのために多くの蛍光化合物が開発、販売される

ようになっているが、これまでの検討から、 FSC測定装置で

の検出にはAlexaFluorR488を利用することとした。 FCS装

置の測定条件を一定にするため、図1のピンホール位置を

正確に調節する“校正"が必要であり、これにはAlexa

Fluor488をJ0-8Mから 10-9Mまでとなるように0.02%の

Tween20を含む蒸留水に希釈したものを用いた。 FCS装置

は、対物レンズ水浸40倍(NA=l.15)、レーザー光源（波長

473nm、出力!mW)を持つ。測定時には、レーザー光強度

はNDフィルターを持いて35-100μWとし、蛍光化合物が

平均 1分子ずつに通過する際の蛍光強度の変化を

200nsecの時間分解で測定した。結果、 J0-8Mから10-9Mま

での一定濃度での比較を行う事が安定に分子サイズの比

較を行う条件となる事が確認できた。

3.2 蛍光結合タンパク質、ペプチドの FCS測定

FCS測定のためモデルとなるタンパク質IgGとペプチド

に蛍光分子を結合した材料を調製した。タンパク質とペプ

チドのアミノ基に蛍光物質Alexa488を結合させ、蛍光光度

計による定量によりタンパク質とペプチドに平均1-2分子の

蛍光分子が結合したサンプルを調製した。余剰の蛍光分

子の除去には、遠心による膜分離法と透析膜を用いた方

法を検討したが、時間がかかるが透析法が得られるモデ

ル蛍光ラベル化物は良好であった。タンパク質およびペプ

チドと特異抗体との混合後にFCS測定と「共焦点空間の平

均通過時間」をあらわすDTを求める解析を行った。抗体

一蛍光タンパク質の結合による見かけ分子サイズの差は、

いずれも有意差のある評価が可能であった。また、測定原

理から予想されるように、ペプチドー抗体での測定がより

良好であることも確認することができた（図3)
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Cont. 抗体添加
1時間後

図3 小型FCS装置を用いた測定により、蛍光結合タンパク質と抗体

との結合の検出 （左）および蛍光結合ペプチドと抗体との結合の検出

（右）は、自己相関関数の解析から共焦点空間を通過する平均時間を

求め、抗体との結合により見かけの分子サイズが大きく測定されるこ

とで判定できる。

3.3 FCS測定データ中のノイズの課題

今回の測定は約3秒の測定を10回程度繰り返したもの

を1セットとしている。複数の測定セットの平均値、バラつき

を同じサンプルで何度も測定してみると、共焦点空間の平

均通過時間が異常に大きくなるなど、解析上のバラつきが

見られた。現在、異常測定が起きる原因の検肘とともに、

平均値と標準偏差から異常値データを解析から除去でき

るかについての検討をおこなおうとしている。
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まとめ

本研究では、小型FCS(蛍光相関分光法）測定装置を用

いてタンパク質、ペプチドが特異抗体と結合することを高

感度、微量、迅速、簡便に検出する技術開発を目指した

材料の調製と測定条件の基礎検討を行った。小型FCS測

定装置での測定に必要なサンプル調製、測定時の材料

および測定条件を検討し、昨年度までの抗体をモデルタ

ンパク質とした場合に比べ、ペプチドでは、抗原一抗体の

結合が明確に検出できることが確認された。これは、図2で

概説した測定原理から想定されるとおりであるが、今後、

統計的な有意差を確認しながら、簡便な測定のためのキ

ット試作などを行うこととしたい。測定のなかで食品抽出物

などを使うと必ずノイズが検出される点については、ノイズ

自体の低減と測定・解析方法での工夫も必要であると考え

ている。
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