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§§§§１１１１．．．．研究実施体制研究実施体制研究実施体制研究実施体制    

 

（１） 「本田」グループ 

① 研究代表者：本田 文江（法政大学生命科学部、教授） 

② 研究項目  

 ・光ピンセットによるインフルエンザウイルス粒子・ウイルス RNP の捕捉・搬送 

 

（２） 「新井」グループ 

① 主たる共同研究者：新井 史人（東北大学大学院工学研究科、教授） 

② 研究項目  

・マルチビームによるマイクロツールの高速操作を用いた染色体操作 

 

（３） 「杉浦」グループ 

① 主たる共同研究者：杉浦 忠男（奈良先端科学技術大学院大学、准教授） 

② 研究項目 

・細胞分裂期の染色体局在の物理的環境測定技術の開発 

H23 年度 

実績報告 
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§§§§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容    

文中の引用番号等は（３－１）に対応する) 

 

インフルエンザウイルス感染による細胞温度変化の原因を明らかにする目的で生化学的解析、

また感染細胞核内での vRNP の局在領域を明らかにする目的で光ピンセットによる操作、vRNP

結合タンパク質解析、さらに核内でのウイルスゲノム除去のための方法開発を行った。        

 細胞膜上での温度計測システムを用いて感染細胞・非感染細胞の温度変化を計測した結果、感

染細胞での温度上昇が観察された。 

 H23 年度は細胞内温度計測 のためのツール（温度感受性を有する蛍光色素の Rhodamine 

B で内部を染色したポリスチレンビーズをセンサとした）の改良を試みた。リポソーム内に 1 個のセ

ンサの導入を可能とし、細胞内及び核内への導入に成功した。（図１a, b）。作製したリポソームを

光ピンセット操作により細胞に接触させ任意のセンサをリポフェクションにより細胞質、核内への導

入に成功した（図１ｃ）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
           図 1 単一センサ封入リポソームの作製      

 

さらに安定な温度計測法として蛍光スペクトル分布変化、すなわち色変化を用いる手法を考案

した（Ref. 2）。この手法は，温度上昇に伴い蛍光スペクトルが一定の割合で低下することを利用し

ている。 スペクトルの一部を光学系でカットすることで温度変化により生じるスペクトル分布の変

化を色変化として CCD で検出する方法である。通常の CCD カメラで得られる情報は R（赤），G

（緑），B（青）であるが、これらの成分は明るさの情報を含んでいるため、蛍光退色やブリンキング

の影響を大きく受ける。この問題を解決するため、RGB 色情報を式 1、式 2 を用いて YCｒCb 色空

間に変換し、Y（輝度）と Cr(赤の色差)と Cb（青の色差）に分離し、Cr で温度を評価する手法を開

発した。この手法は，温度上昇に伴い蛍光スペクトルが一定の割合で低下することを利用し、スペ

クトルの一部を光学系でカットすることにより温度変化により生じるスペクトル分布の変化を色変化

として CCD で検出するものである。560nm にピーク波長を有す量子ドットを用いて蛍光画像を取

得し,感度、精度、及び時間安定性の評価を行った結果、感度は従来の蛍光強度法と同等だが精

度及び時間安定性に優れることが明らかになった（図２，３） 
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   図２．色変化による温度計測法と蛍光強度法の感度の比較 
 
 

 
   図３．色変化による温度計測法と蛍光強度法の時間安定性の比較 

 

ウイルス粒子中から抽出した vRNP の光ピンセットでの捕捉搬送の成功からウイルス粒子中の

vRNP は 8 本の集合体であることを予測していた。23 年度は核内に侵入した vRNP を光ピンセッ

トで捕捉搬送を試みた結果、核内に侵入した vRNP を光ピンセットで捕捉でき、約 500nm 程度移

動させることができた。 その可動範囲が核内では制限されていることを確認した(図４)。 この結

果から細胞に感染し核内に侵入した vRNP も 8 本の分節の集合体と考えられる。また vRNP の

細胞質から核内への移行が観察され、8 本の分節が集合体として移行することが予想される。興

味深いことに核内に移行した vRNP は感染時間が長くなることにより光ピンセットで動かしにくくな

ることから、vRNP の局在箇所同定のために、ウイルス RNA ポリメラーゼの抗体を用いてウイルス
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図５．レーザー照射時間と DNA 崩壊効率 
図４． 
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感染細胞から vRNP を取出し、vRNP に結合してくるタンパク質の同定を試みている。また、動か

せなくなった vRNP を最適な局在箇所から動かすための手段として、パルスアシスト光ピンセット

による捕捉・搬送技術の開発を進め、基板に吸着した粒子の引きはがし操作など、従来の光ピン

セットでは不可能であった操作を実現した（Ref.4）。 

細胞ゲノムに挿入されたウイルスゲノム除去の目的でプラスミド DNA に蛍光色素を挿入し、レ

ーザー照射時間と DNA の開裂を解析すると、明らかに同じ蛍光波長のものであっても開裂の割

合が異なることが明らかになった（図５）。 
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① 平成 23 年度特許出願件数（国内 1 件、） 

 

② CREST 研究期間累積件数（国内 1 件） 


