
顕微鏡 Vol. 50, No. 2 （2015）106

1.　はじめに

二光子励起蛍光顕微鏡は，近年各顕微鏡メーカーが販売

を開始したことにより広く使われるようになった．この顕

微鏡の特徴は長波長の近赤外パルスレーザー（Ti:saphire や

Yb:YAG 結晶を用いたものがよく使われる）を励起に使用す

ることによって，組織深部の細胞構造等を高解像度で取得で

きることである（図 1）1,2）．この方法では，組織浸透性の高

い長波長（700～1100 nm）レーザーで目的の蛍光分子（例え

ば細胞に導入した蛍光分子）を励起する．レーザーを集光さ

せて 2 つの光子をほぼ同時に蛍光分子に吸収させることによ

り，焦点からの距離の 4 乗に反比例して減衰する励起スポッ

ト（1～2 μm 程度）を得ることができるため，焦点以外から

の背景光をなくすことができる．4 乗に反比例する理由は，

レーザーの集光効果と非線形効果（2 光子励起確率が励起光

子密度の 2 乗に比例する）の 2 要因によるものである．この

顕微鏡法によって，例えば生きた個体マウスにおいて，緑色

蛍光タンパク質（Green Fluorescent Protein：GFP）を発現し

た神経細胞やグリア細胞の構造を詳細に観察することができ

るようになり，様々な知見が得られてきている．また，2 光

子蛍光顕微鏡に蛍光寿命を測定するための機能を付加するこ

とにより，組織深部で細胞に発現させた GFP から，温度や

分子間相互作用といった情報を画像化することもできる 3）．

この方法を 2 光子蛍光寿命イメージング顕微鏡法（2-photon 

Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy：2pFLIM）と呼ぶ

（図 1）．この方法を用いることにより，形態観察だけでなく

細胞内部で起こるシグナル伝達などの生化学反応を観察する

ことが，組織深部においてもできるようになった．

2. 時間相関単一光子計数法による 2 光子蛍光寿命イメー

ジング顕微鏡法

蛍光寿命とは，励起光により蛍光分子が高いエネルギー状

態に遷移してから蛍光光子を放出するまでの時間である．よ

く勘違いされるが，蛍光寿命は蛍光退色（蛍光発色団が不可

逆的に壊れる）とは全く異なる現象である 3）．蛍光寿命は 2

光子蛍光顕微鏡に光子到着時間を測定するための FLIM ボー

ドを付加することにより，比較的簡単に計測できる（図 1）．
すなわち，2 光子励起単一パルスによる励起と細胞からの

蛍光光子の放出の時間差（蛍光寿命）を何度も繰り返し計測

する（時間相関単一光子計数法）．この測定をサンプル面で

レーザーを走査しながら繰り返すことにより，各ピクセルで

得られた蛍光寿命をヒストグラムにする．蛍光光子の放出は

確率的に起こるので，指数関数的に減衰するヒストグラムを

各ピクセルがもつことになる．ここで，ヒストグラムの時定

数が蛍光寿命である．蛍光分子は固有の蛍光寿命を持ってお

り，別の蛍光分子が 10 nm 以下程度の近傍に存在し蛍光共

鳴エネルギー移動（Fluorescence Resonance Energy Transfer：

FRET；用語解説参照）を起こしている場合や，温度，pH，

イオン濃度といった外部環境によって変化する．つまり，蛍

光寿命を各ピクセルで測定することにより，蛍光分子の外部

環境変化の情報を画像化することができる 4）．具体的には，

各ピクセルが指数関数のヒストグラムを持つので，式（1）
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により，各ピクセルでの蛍光寿命の平均値（τm）を求めて画

像化する．ここで，t は励起と細胞からの蛍光光子の放出の

時間差，t0 はオフセット時間，F は蛍光寿命ヒストグラムの

関数である．
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3.　カーブフィッティングによる結合成分の定量

蛍光寿命カーブをフィッティングすることにより，分子間

相互作用（FRET を起こしている成分）を定量化することが

できる．例えば，細胞内に発現している GFP のある成分が

赤色蛍光タンパク質（RFP）の近傍に存在しており，FRET

を起こしているとする．この場合，GFP の蛍光寿命は短く

なるので 3），蛍光寿命カーブは FRET を起こしていないド

ナーと起こしているドナーの 2 成分の蛍光寿命の混合になる

（図 2）．すなわち，2 成分の指数減少関数でフィットできる．

しかしながら，励起に用いているレーザーパルスは完全なデ

ルタ関数ではなくガウス関数なので，2 成分の“Exponentially 

modified Gaussian function”5）でよくフィットできる（式 2）．

ここで，erfc は相補誤差関数，τG はガウス形の装置応答関数

（IRF：Instrument Response Function）の標準偏差，t0 はオフ

セット時間，τD と τAD はそれぞれドナーと FRET を起こして

いるドナーの蛍光寿命の時定数である．PD と PAD はそれぞ

れの係数であるので，PAD/(PD + PAD) がアクセプターに結合

図 1　2 光子蛍光寿命イメージング顕微鏡の装置構成と蛍光寿命イメージの構築．

図 2　蛍光寿命カーブ．HeLa 細胞に mEGFP または mEGFP
と mCherry をタンデムに繋いだ mEGFP-mCherry を発現させ，

蛍光寿命を測定した．黒線はフィッティングカーブ．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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しているドナー成分となる．τG，τD，t0，t はあらかじめ決め

ておくことができるので，フィッティングのパラメーターは

PD と PAD のみになる．
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一方で，シナプス（用語解説参照）のような微小な領域か

らのシグナルは非常に小さい（数百光子程度）ので，式2では

カーブフィッテングがうまくできないことも多い．そこで，以

下のように式 3 を用いて，フィッティングを使わずに FRET

を起こしている GFP 成分を導出する方法もよく使われる 6）．
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式 3は次のように導出できる．蛍光寿命カーブが二成分（非

結合 GFP と FRET を起こしている GFP が共存）からなる場

合，蛍光寿命の平均値は式 4 のように書くことができる．
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また，

PD + PAD = 1 （5）

であるので，式 4，5 より式 3 が得られる．

式 4 の変形は 2 つの積分公式（式 6，7）より簡単に導出

できる．
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式 3 で τD と τAD は定数（あらかじめ実験により決定してお

くことができる）なので，τm を決めてしまえば，PAD をフィッ

ティングせずに求めることができる．スパイン（用語解説参

照）のような小さな領域ではシグナルが小さい（蛍光寿命の

ヒストグラムが荒い場合）ため，式 2 によるカーブフィッテ

ングがうまく行かないことが多い．このような場合でも式 3

を用いればシグナルが弱くても PAD を比較的高い精度で求め

ることができる．

4.　FRET センサー

上述した方法を用いてタンパク質活性やタンパク質間相互

作用を生細胞内で観察するにはFRETプローブを細胞に導入

する必要がある．方法は 2 つあり，1 つは蛍光標識したタン

パク質をマイクロインジェクション等の方法により細胞へ導

入する方法．もう 1 つは遺伝子導入により，蛍光タンパクを

融合したものを発現させる方法である．前者は手間のかかる

タンパク質精製と蛍光標識を行う必要があることから，現在

は殆ど行われない．後者は遺伝子導入がリン脂質を用いたリ

ポフェクションや遺伝子銃（用語解説参照），AAV ウイルス

ベクターを用いることで簡単に行える．また，遺伝子改変に

よりプローブの蛍光タンパク質やリンカー配列等を簡単に変

更することも容易であることから，現在の主流となっている．

DNA でコードされた FRET センサーには，大別すると 1

分子タイプ（intra-molecular sensor，図 3a）のものと 2 分子

タイプ（inter-molecular sensor，図 3b）のものの 2 つがある 7）．

前者は観察対象のタンパク質にドナーとアクセプター蛍光タ

ンパク質を結合させたもので，分子構造変化が起こった際に

末端に結合させた蛍光分子間の距離が変化（FRET が変化）

するのを捉えるためのものである．上述したように，FRET

は 10 nm 以下のときに生じ，距離が短いほど効率よく起こる．

すなわち，2 つの蛍光分子間の距離の変化をナノメートルレ

ベルで知ることができる．例えばプロテインキナーゼである

CaMKII は，図 3a のように閉じた構造がカルモジュリンと

の結合により開いた構造をとるようになるため，マスクされ

ていたキナーゼドメインが解放（キナーゼ活性を上昇）され

る．つまり，構造変化によって蛍光分子間（図 3a では GFP

と RFP）の距離が大きくなることによる FRET 解消を観察

することにより活性化を可視化できる（図 3a）．一方で，後

者は分子間の結合を観察するタイプのものである（図 3b）．
タンパク質 X にドナーとして GFP を融合させておき，相互

作用を調べたい相手方（タンパク質 Y）の分子にアクセプター

として RFP を融合させ，両者を細胞に発現させる．例えば，

タンパク質 X と Y に相互作用がない場合には FRET は起こ

らないが，外部からの刺激等により X と Y が結合すると，

GFP と RFP 間の距離が縮まるため FRET が起こる．このよ

うにして，それぞれのタンパク質の特徴や観察したい現象に

図 3　（a）Intra-molecular タイプの FRET センサー．（b）Inter-
molecular タイプの FRET センサー．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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合わせて工夫した FRET センサーを用いることによって細

胞内での活性化や結合などの分子動態が観察できるようにな

る．現在のところ FRET センサーの作製には一般的な方法

はなく，個々の分子について蛍光タンパク質の挿入位置やリ

ンカーの位置などをトライ＆エラーで試していくことによ

り，分子活性や構造変化に対して FRET の変化量を出来る

限り大きくすることが重要である．

5.　Rho GTPase 活性化の可視化

2pFLIM を用いた例として，低分子量 G タンパク質である

Cdc42 と RhoA 活性化のシナプスレベルでの観察について紹

介する．海馬の興奮性シナプスでは，前シナプスから放出さ

れたグルタミン酸が後シナプスに存在する NMDA 受容体に

結合する．これにより，NMDA受容体を通してスパイン内へ

の Ca2+ 流入が起こることで様々なシグナル分子を活性化し，

最終的にシナプス長期増強（Long-term potentiation：LTP）を

惹起する．この過程では，スパイン内部でのアクチン重合が

LTPにとって重要であることが知られている．そこで我々は

アクチン重合と脱重合を制御する分子である Cdc42 と RhoA

に着目し，これらの分子の時空間活性パターンを調べること

にした 8）．まず，Cdc42とRhoAの活性を観察するためのFRET

センサーについて説明する（図4a）．我々の方法では，単量体

GFP（monomeric enhanced GFP：mEGFP）を融合させたCdc42

を FRET のドナーとし，下流のシグナル分子である Pak3 の

活性化 Cdc42 結合ドメインに赤色蛍光タンパク質変異体で

ある mCherry を 2 つ融合させたものをアクセプターとして

いる．Cdc42 が活性化すると Pak3 結合ドメインと結合する

ため，mEGFP と mCherry の距離が近くなり，FRET が起こ

る（mEGFP の蛍光寿命が短くなる）．RhoA の FRET センサー

も同様に，mEGFP を融合させた RhoA を FRET のドナーと

し，アクセプターとして Rhotekin の活性化 Rho A 結合ドメ

インを用いることで作製した 8）．試料としては，神経細胞が

ネットワークを保った状態で観察を行うためにラット海馬の

スライス（用語解説参照）を用いた．生後 6 日のラットの海

馬切片（厚み 350 μm 程度）を培養し，約 10 日後に CA1 領

域の神経細胞に Cdc42 あるいは RhoA の FRET センサーを

遺伝子銃 9）を用いて導入し，その 2 日後に 2pFLIM で観察を

行った．また，ケイジドグルタミン酸を用いて LTP を引き

起こす条件で単一スパイン刺激を行い，その際の Cdc42 と

RhoA の活性化パターンを調べることにした（図 4b）8）．ケ

イジドグルタミン酸をスパイン先端付近の直径 1 μm 程度の

領域のみで 720 nm の 2 光子励起でアンケイジ（0.5 Hz，30

パルス）することでスパイン体積の増大が引き起こされ長期

増強を誘起することが既に示されていたため 10），我々はこれ

とほぼ同じ条件を用いて実験を行った．より生理的な条件で

LTP を誘起する方法として神経線維の電気刺激が挙げられ

る．しかしながら，この方法ではどのシナプスで LTP が起

こるのかを予め知ることができないため，観察領域（単一シ

ナプス観察条件では 15 μm × 15 μm 程度）を予め決めておく

ことが困難なので今回は用いなかった．

FRET センサーを導入した神経細胞上の単一スパインを刺

激し 2pFLIM で観察したところ，興味深いことに刺激スパイ

ン内で Cdc42 と RhoA の活性化（FRET の増加）が観察され

（図 4b），そのタイムコースはスパイン体積変化と高い相関

を示していた（図 5）．次に，Cdc42 と RhoA の機能を調べる

ため shRNA を用いて各分子の発現量を減少させ，局所グル

タミン酸刺激によるスパイン体積変化を調べたところ，

RhoA の活性化はスパイン体積増大のトリガーとして，また，

Cdc42 は体積増大を維持するためのメモリー分子として機能

していることが分かった 8）．一方，興味深いことに刺激後の

Cdc42 と RhoA の空間的活性化パターンを比較したところ，

Cdc42 の活性はスパインに限局しており（図 4b），RhoA の

活性は樹状突起へと広がっていた（図 4c）．このように，

Cdc42 と RhoA がほぼ同じ分子サイズであるにも関わらず異

なる活性分布を示すには 2 つの理由が考えられる．一つは，

Cdc42 と RhoA の拡散速度が異なる場合，もう一つは個々の

図 4　（a）FRET センサーの概略図．（b，c）ケイジドグルタミン酸による単一スパイン刺激（矢尻）による Cdc42 の活性化（b）
と RhoA の活性化（c）．（文献 8 より改変転載）．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】



顕微鏡 Vol. 50, No. 2 （2015）110

分子の不活化速度が異なる場合である．そこで我々は，スパ

イン内での活性型 Cdc42 と RhoA の滞在時間を調べるために

光活性型 GFP を融合させた Cdc42 と RhoA を作製し，2 光

子励起による GFP 活性化法 10）を用いてスパイン内での滞在

時間を調べた．その結果，両分子共にスパイン内での滞在時

間は 5 秒程度と非常に短時間であった 8）．すなわち，Cdc42

の局在化した活性は拡散が遅くなることによってではなく，

個々の分子の早い不活化によるものであると考えられた 8）．

6.　おわりに

2 光子蛍光寿命イメージング顕微鏡法により，シナプスの

ような組織深部に位置する微小コンパートメント内で細胞内

のシグナルタンパク質分子の活性化を観察することができる

ようになり，タンパク質活性化の時空間的パターンを詳細に

調べることができるようになった．すなわち，組織深部の細

胞内のいつ，どこで，どの分子がどのように活性化している

のかといった情報を脳組織内の神経細胞がネットワークを

保った状態で得ることができるのである．このような情報は，

これまでの生化学的手法や電気生理学的手法では決して得ら

れなかったことである．このことは，2 光子蛍光寿命イメー

ジング顕微鏡による研究が非常に有用であることを示してお

り，今後，様々な新規分子プローブが開発され，生化学反応

によって惹起されるシナプス可塑性の仕組みが本手法により

詳細に明らかになると考えられる．

7.　用語解説

シナプス，スパイン

脳神経細胞は細胞体から，樹状突起（電気情報や化学物質

を受け取る入力側）と軸索（出力側）が延びた非対称な構造

になっている．樹状突起は枝分かれして，他のニューロンの

軸索とシナプスを介して結合している．樹状突起と軸索の結

合してる部分がシナプスであり，シナプスの軸索側を前シナ

プス，樹状突起側を後シナプスと呼ぶ．中枢神経系の興奮性

シナプスにおいて，後シナプスはマッシュルームのような形

をした直径 0.5 マイクロメートル程度の突起になっており，

この構造をスパインと呼ぶ．

組織脳スライス

神経細胞はシナプスを介して互いに結合しており，電気信

号のやり取りをしているため，神経細胞の観察にはネット

ワークやシナプスを保ったままで観察する必要がある．例え

ばシナプスの可塑性を調べるための試料として，ラットやマ

ウスの海馬スライスは培養方法が確立されており，神経回路

構造も比較的よく分っているためよく使われる．通常，数百

マイクロメートル程度の海馬スライスがよく用いられる．

FRET
FRET は，光励起されたドナー蛍光分子（エネルギー供与

体）から近く（通常 2 から 10 ナノメートル程度）にあるア

クセプター蛍光分子（エネルギー受容体）へと励起エネルギー

が電気双極子相互作用によって発光を伴わずに移動する現象

である．ドナー蛍光分子の発光スペクトルとアクセプター蛍

光分子の励起スペクトルに重なりがある場合，励起状態にあ

るドナーの近くにある相対的向きを保ってアクセプターが存

在すると，ドナーからの発光が起こらないうちに励起エネル

ギーがアクセプターに移動しアクセプターから発光する．

遺伝子銃

負電荷をもつ DNA を正電荷を持つスペルミジンで凝集さ

せ，さらにこれを 1.5 マイクロメートル程度の微小金粒子に

結合させる．この DNA- 金粒子複合体をヘリウムの圧力で加

速することで，神経細胞を含む様々な細胞の核に遺伝子を導

入することができる．
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