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ラマン顕微鏡によるラベルフリーなタンパク質液滴定量法

中林 孝和 1，梶本 真司 1，黒井 邦巧 2

1. はじめに

液液相分離（liquid-liquid phase separation：LLPS）は，
2015年ごろから生物学の分野で盛んに研究されるように
なり，その勢いは現在も続いている 1）．生物学における
LLPSとは，タンパク質や核酸（溶質）を含んだ溶液にお
いて，溶質が高濃度で存在する領域（液滴）と低濃度で存
在する領域の二相の液体に分かれる現象を指す．生体分子
の水溶液が水と油のように二つの異なる液相に分かれる興
味深い現象であり，酵素反応やシグナル伝達の効率化など
さまざまな生理現象に対して，LLPSによる寄与が相次い
で報告されている．液滴はタンパク質どうし，またはタン
パク質と生体分子間の弱い分子間相互作用の総和によって
形成され，グリシンなどのアミノ酸が多数配列する低複雑
性領域を含んだタンパク質がLLPSを生じやすいとされて
いる．生理的条件下で液滴を形成するタンパク質がこれか
らも多数報告されることは間違いないであろう．
一方で，LLPSは神経変性疾患発症におけるタンパク質
凝集・線維化への関与も指摘されている．神経変性疾患の
発症原因として，原因タンパク質の凝集が提案されてい
るが，タンパク質の凝集機構において，原因タンパク質の
液滴がゲル化し，その後凝集化する機構が提案された．ア
ルツハイマー症の原因タンパク質タウや筋萎縮性側索硬化
症の原因タンパク質FUSなどにおいて液滴が凝集物の前
駆体になりうることが示され，液滴を解消することで神経
変性疾患を治癒する研究も進められている 2）．

2. 液滴の測定手法

LLPSの液滴の計測では，検出には蛍光顕微鏡，構造解
析にはNMRが一般に用いられる．蛍光観測では，液滴を
形成するタンパク質に蛍光分子・蛍光タンパク質をラベル
化し，液滴が生じるとラベル化されたタンパク質が高濃度
に存在する液滴で強い蛍光が観測される．きわめて高感度
であり，液滴の存在を確かめることができる．しかし，ラ
ベル化されたタンパク質しか観測できない，タンパク質の
構造情報が得られない，ラベル化することでタンパク質の
本来の性質が変化する，などの欠点を持つ．そのために，
目的タンパク質以外の成分も蛍光ラベル化した液滴構成成
分の探索，FRET（Förester resonance energy transfer）を用
いたタンパク質の構造情報の取得，系統的な変異体作製に
よる分子間相互作用の探索など，種々の生化学的・生物物
理学的技術と組み合わせることで蛍光から多くの情報が得
られている．しかし，タンパク質のラベル化による相互作
用変化の問題がどうしても残ってしまう．上述のように，
LLPSの液滴はアミノ酸残基間での静電的相互作用，疎水
性‒疎水性相互作用，π‒π相互作用，カチオン‒π相互作用
などの弱い相互作用の総和によって生成する 3, 4）．そのた
めに，ラベル化することで弱い分子間相互作用の性質が変
化し，液滴の形成能が変化する可能性がある．蛍光タンパ
ク質でラベル化すると蛍光タンパク質共存下での液滴を観
測していることになり，目的タンパク質と同程度の大きさ
の蛍光タンパク質が，液滴形成に本質的な影響を与えるこ
とは十分にありえる話である．液滴の性質の詳細を知るに
は，ラベルフリーで行うことが重要である．
また，NMRによる液滴内タンパク質の構造計測では，

NMRチューブの中で液滴を含む溶液を二相の溶液に分け
て測定が行われる．構造情報を得る最も有力な手法である
ものの，単一液滴の状態で測定できない欠点を有する．空
間分解能を持たないために，細胞内での液滴計測もNMR
では困難である．顕微鏡を用いて単一液滴の状態で計測で
きれば，液滴間の差異も検出でき，最も重要な細胞内計測
へも展開できる．
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3. ラマン顕微鏡

そこで我々は，ラベルフリーかつ単一液滴の状態で測定
するLLPSの汎用測定手法として，ラマン顕微鏡を提案し
ている．ラマン散乱はレーザー光を試料に照射することで
観測される非弾性散乱光であり，励起レーザー光とラマン
散乱光のエネルギー差が試料の分子振動のエネルギーと一
致する．このラマン散乱光を分光検出し，横軸を励起光か
らのエネルギーのシフト値としてプロットすることで試料
内分子の振動（ラマン）スペクトルが得られる 5）．ラマン
スペクトルにおいて，ラマン強度から試料内にある分子の
濃度，スペクトルのピーク位置やピークシフトから分子構
造や分子間相互作用などの情報をラベルフリーで得ること
ができる．連続（CW）レーザーを用いる通常のラマン顕
微鏡は，高分解能の分光器・高感度の検出器を用いる点を
除けば共焦点蛍光顕微鏡と基本的には同一である．単一液
滴の状態での個々の液滴計測，pHや塩濃度などの試料条
件を詳細に変化させた測定を行うことができる．励起レー
ザー光の波長として液滴構成成分が吸収しない波長を用い
ることで，試料の光吸収による損傷も大きく抑えることが
できる．
我々はラマン顕微鏡を用いて細胞内環境，特に細胞内の

生体分子が高濃度かつ不均一に混み合った環境（分子夾
雑環境）6）の定量測定の研究を進めているが 7‒9），LLPSに
よって細胞内に形成する液滴も不均一な分子夾雑環境の一
つとみなすことができる．そこで，ラマン顕微鏡がLLPS
研究における蛍光・NMR測定の欠点を克服できるポテン
シャルを有することに着目し，LLPS研究に取り組むに
至った．

4. ATXN3の液滴形成

本稿では原著論文として報告した神経変性疾患の一つ
であるマシャド・ジョセフ病（Machado-Joseph disease：
MJD）の原因タンパク質であるataxin-3（ATXN3）の液滴
形成の発見とラマン顕微鏡を用いて単一液滴内の濃度定
量，構造情報の取得，液滴内に存在する他成分の同定を
行った結果を紹介する 10, 11）．MJDは遺伝性脊髄小脳変性
症の一種であり，ATXN3の凝集が発症と関係することが
提案されている 12）．ATXN3はC末側にグルタミン残基が
連続して配列するポリQ領域（polyQ）を持ち，polyQの
異常伸長がATXN3の凝集を促進することから，MJDはポ
リグルタミン病の一つとされる．我々は，ATXN3が他の
神経変性疾患関連タンパク質と同様に液滴を生成するこ
とを見いだした．細胞内の分子夾雑環境を再現するため
に，高分子のポリエチレングリコール（PEG）またはデキ
ストラン（DEX）をクラウディング剤として緩衝溶液に

加えた細胞内模倣環境を用意し，その中に蛍光分子で標識
したATXN3を加えると，液滴が生じ液滴内にのみ強い蛍
光が観測された（図1A）．この結果は，生成した液滴内で
ATXN3が高濃度で存在することを示している．観測した
液滴が流動性を持つことは液滴どうしの融合が観測される
ことで確認できる（図1B）．また，polyQを除いたATXN3
の変異体では液滴が観測されないことから，液滴形成には
polyQが重要であることがわかった．

5. ATXN3の液滴のラマン測定

ATXN3の液滴を用いて，ラマン顕微鏡の液滴応用につ
いて検討した．顕微鏡下で液滴を見分け，単一液滴の内
側と外側のラマンスペクトルを測定した結果を図2に示
す．クラウディング剤としてDEXを用い，DEXのみを含
む緩衝溶液のラマンスペクトルも併せて示している．液滴
内と外の両方で観測される3100～3700 cm−1の強度の強い
ブロードなバンドは，水のO‒H伸縮振動に由来する．液
滴外でみられる2900～3100 cm−1の強いバンドと1400～
1500 cm−1の弱いシャープなバンドの形状は，DEXのみの

図1 ATXN3液滴の画像
（A） ATXN3液滴の明視野像（上）と対応する蛍光像（下）．（B）
ATXN3液滴の時間変化．二つの液滴が融合するようすが観測
される 10）．

図2 ATXN3液滴のラマンスペクトル
液滴内（黒実線），液滴外（灰実線），およびDEX含有緩衝溶
液（破線）のラマンスペクトルと液滴の明視野像．＋の位置で
ラマンスペクトルを測定している．
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緩衝溶液のラマンバンドと一致し，DEXのC‒H伸縮とC‒
H変角振動にそれぞれ帰属できる．実際，液滴外のスペク
トルはDEXのみの水溶液と同一であり，ATXN3由来のバ
ンドは観測されない．
液滴内のラマンスペクトルでは，ATXN3のアミド結合
の振動に由来するアミド Iバンドが1660 cm−1に明瞭に観
測され，液滴外に比べて液滴内ではATXN3が高濃度に
存在することがラマンスペクトルからも確認できる．ま
た，2900～3100 cm−1と1400～1500 cm−1のC‒H伸 縮 とC‒
H変角の領域のバンドは，DEXのみのスペクトルとは異
なる形状を示し，別に調製したATXN3のみの水溶液のラ
マンスペクトルと一致した．この結果は，液滴内では水
とATXN3のみが観測され，DEXは観測限界値以下の低濃
度でしか液滴内に存在しないことを示している．以上よ
り，ラマン顕微鏡を用いることで，液滴はDEXが液滴内
から排除される形で生成し，液滴内は水とATXN3のみか
ら構成されることがわかる．PEGを導入した場合でも同
様の結果が得られ，クラウディング剤が排除された形で
ATXN3の液滴ができることがわかった．
タンパク質のアミド Iバンドは，二次構造に応じてピー
ク位置が変化することが知られており，αヘリックスは
1649～1660 cm−1に，β シートは1620～1648 cm−1または
1665～1680 cm−1に観測される 13）．αヘリックス構造の割合
が大きいATXN3のアミド Iバンドは，液滴を形成しない状
態では約1660 cm−1に観察され，液滴を形成しても波数位
置の変化は観測されなかった．この結果から，液滴を形成
したのみでは，アミド Iバンドの明瞭な変化が観測される
ほどの二次構造変化はないといえる．

6. ATXN3液滴の濃度定量

さらに，ラマン顕微鏡を用いて液滴内のタンパク質濃度

をラベルフリーで測定できることを提案した．ラマン散乱
は蛍光と同じく絶対強度を測定しており，測定条件（測定
の仕方）によって値が変化する．そのために濃度定量には
測定条件による違いを補償する強度標準が必要となる．そ
こで我々はラマンイメージング測定で常に観測される液滴
外の水のO‒H伸縮振動バンド（3100～3700 cm−1）に着目
した．水中の水の濃度（密度）はきわめて高く，多くの場
合濃度を一定値と置くことができる．そのために，液滴の
イメージング測定時に同時に観測される液滴外の水のO‒
H伸縮振動バンドを強度標準として液滴内のタンパク質の
ラマン強度の評価を行えば，測定に伴う強度誤差を補正
し，液滴内のタンパク質の濃度をきわめて定量性高く，ラ
ベルフリーで測定することができる．O‒H伸縮振動バン
ド強度は比較的強いために精度高く測定を行うことがで
き，また，上述のようにタンパク質が光吸収を示さない励
起波長を用いるために，光退色の影響も無視できる．これ
らの点もラマン顕微鏡と水のラマンバンドを用いたラベル
フリー濃度定量の利点となる．
濃度定量では，水のO‒H伸縮振動バンド強度に対する

ATXN3のラマン強度の検量線をあらかじめ作成し，その
検量線を用いて液滴内のラマン強度から濃度定量を行う．
緩衝溶液のみではATXN3は液滴を形成しないことを利用
して，さまざまな濃度のATXN3の緩衝溶液のラマンスペ
クトルを測定した後，水のO‒H伸縮振動バンド強度に対
するATXN3のアミド Iバンド強度をATXN3濃度に対して
プロットし検量線を得た（図3）．次に，単一液滴の内側
と外側のラマンスペクトルを測定し，液滴内のタンパク質
濃度の測定を行った．液滴外のDEXによるO‒H伸縮振動
バンドの影響は，DEXを含む場合と含まない場合のラマ
ン強度を比較することで補正した．100 µMのATXN3溶液
から生成した液滴内のATXN3の濃度は，20 wt％のDEXの
緩衝液中で12.7± 1.3 mMと求めることができ，ATXN3が

図3 ラマンスペクトルを用いた濃度検量線
種々の濃度のATXN3均一溶液のラマンスペクトル（左）と水のO‒H伸縮振動バンドに対するATXN3のアミド Iバン
ドの強度比を用いて作成した濃度検量線（右）10）．
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液滴内で100倍以上に濃縮されることがわかった．また，
20 wt％のPEGの緩衝液中で13.6± 0.6 mMとなり，PEGの
濃度を30 wt％に増加させると，液滴内タンパク質濃度も
15.4± 0.5 mMに増加した．この結果は，周囲の分子夾雑環
境によって液滴内のATXN3の濃度が変化することを示し
ている．上述したように，神経変性疾患の発症においてタ
ンパク質の液滴からゲル・線維化するモデルが提案されて
いる．今回の結果は，分子夾雑環境の変化によって液滴内
のタンパク質濃度が変化して高濃度の液滴が生じ，液滴か
らゲル・線維に転移する可能性を示唆している．周囲の環
境がゲル・線維化のトリガーとなる可能性がある．液滴の
物性・機能の理解において周囲の細胞内環境との関係も検
討する必要がある．

7. 今後の展開

ラマン顕微鏡を用いて液滴内成分の同定，液滴内のタン
パク質の構造と濃度定量をラベルフリーかつ単一液滴の状
態で行った．特に，濃度測定は現在さまざまなタンパク質
に応用しており，pHや塩濃度，調製濃度の変化による液
滴内タンパク質の濃度変化の測定も行っている．構造変化
についても，ゲル・線維化に伴う二次構造変化をラマンバ
ンドの変化から追跡できると考えられる．次のステップは
実際の細胞内での測定であり，ラベルフリーで細胞内の液
滴を定量性高く測定できれば，その波及効果はきわめて高
いと考えられる．ラマンスペクトルは統計解析や深層学習
と相性がよく，さまざまな解析手法と組み合わせることで
細胞内の検出も達成できると考えている．ラマンスペクト
ルは，クライオ電子顕微鏡やNMRに比べて得られる構造
情報は少なく，また蛍光に比べて低感度である．しかし，
単一細胞内であるがままの条件で測定でき，また変性状態
など任意の分子構造に対して検討できる利点を持つ．この
ような利点を活かして，ユニークな結果をこれからも出し
続けていきたい．
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