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研究成果の概要：生体高分子など複雑な分子の遅いダイナミクスを解明するための手段として、

複雑分子の構造変化の鋭敏なプローブとなる蛍光寿命に着目し、その揺らぎを単一分子レベル

で測定する蛍光寿命相関分光法を開発した。これを応用して、複数の分子種を含む試料の不均

一性を、蛍光寿命を鍵として検知することができた。この方法は今後、複雑分子の構造の多様

性や揺らぎの時間スケールの観測の新しい手段になると期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
顕微分光関連技術の発展に伴って、単一分

子レベルの極微量のサンプルの分光計測を
応用した研究が近年著しい広がりを見せて
いる。一般に単一分子分光法では、濃度の希
薄な試料に対して顕微鏡下で１つ１つの分
子から発せられる蛍光信号を分離して観測
する。このようにして得られる単一光子レベ
ルの微弱な信号を集積して統計的な処理を
加え、信号の時間変化の特徴や個々の分子ご
との違い、あるいは蛍光の波長・偏光などの
分光学的パラメータの間の相関を議論する。
この単一分子分光法の最大の魅力は、通常の
巨視的な測定ではアボガドロ数のオーダー

の分子数の平均にかき消されてしまうよう
な１つ１つの分子の揺らぎを反映した信号
の分布を直接観測できるという点にある。最
近では単一の分子を捉えて観測すること自
体は目新しい話題ではなく、揺らぎが問題に
なるような複雑系に対する単一分子分光法
の応用と統計学的な手法に基づいた解析手
段の確立という点に興味が移ってきている。
特に、タンパク質や核酸、共役高分子のよう
な巨大分子の複雑で多様な構造・ダイナミク
スの特徴を捉えるためのユニークな研究手
段として、ＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー移
動）を利用した単一分子分光法が広く活用さ
れている。 



単一分子分光法は原理的に生体分子に代
表される複雑系の揺らぎを研究するための
ユニークで強力な手段となり得るが、真にそ
の系固有の物理的性質を抽出するためには、
多数の分子について同じ測定を繰返し、デー
タの統計分布を正しく評価する必要がある。
この分子毎のデータの揺らぎを実験的に評
価する方法として、希薄なサンプル溶液から
発生する蛍光信号の時間的な揺らぎを相関
関数として求める方法がある。これは蛍光相
関分光法と呼ばれ、「準単一分子レベル」の
分光法として、近年単一分子分光法とともに
複雑系の揺らぎを研究する手段としてめざ
ましい発展を見せている。 
複雑系に特有の物理化学的に興味深いダ

イナミクスはナノ秒からマイクロ秒の時間
領域に現れると期待される。また一般に、本
質的な意味をもつダイナミクスは光励起等
の外部からの摂動を用いてトリガーできる
とは限らないので、自発的な揺らぎを直接観
測することが重要な意味をもつ。蛍光相関分
光法はこのようなナノ秒からマイクロ秒の
時間領域に現れる分子の自発的な揺らぎの
計測に最適の方法である。しかし蛍光相関分
光法の複雑系ダイナミクスへの応用は未だ
に発展途上であり、その利点を十分に生かし
切れているとは言えない。そこで本研究では、
複雑系の揺らぎの直接観測に向けた新しい
蛍光相関分光法の開発を課題とし、新たに蛍
光寿命の情報を蛍光相関分光法に取り入れ、
蛍光寿命の揺らぎを単一分子レベルで検出
する蛍光寿命相関分光法を提案した。 
 
２．研究の目的 
 蛍光性の励起状態に励起された分子は、Ｆ
ＲＥＴなどの周囲の環境との相互作用によ
り無輻射的に緩和し、その蛍光は消光される。
この消光過程の速度はＦＲＥＴの場合蛍光
分子（ドナー）と消光剤分子（アクセプター）
の間の距離に敏感で、このことを利用すれば、
ドナー・アクセプター間距離をスケールとし
て複雑分子の構造変化に鋭敏なプローブを
構成することができる。この消光過程による
蛍光強度の揺らぎを観測して複雑分子のダ
イナミクスを知る方法は蛍光相関分光法の
一つの有力な応用であるが、分子の構造ダイ
ナミクスを並進運動などの他の強度揺らぎ
の要因と区別して議論するためには、さらに
消光過程そのものを時間分解して蛍光寿命
の揺らぎを直接観測することがきわめて重
要である。しかしこれまでの蛍光寿命揺らぎ
の測定法は、一定個数の光子を収集した後に
平均蛍光寿命を算出する方法によっていた
ため、単一分子レベルの希薄な試料条件の下
では一般にミリ秒以下の短い時間領域の光
子数が足りず、十分な時間分解能が得られて
いなかった。そこで本研究では新たなアプロ

ーチとして、通常の蛍光相関分光と蛍光寿命
測定を同時に行って蛍光寿命の情報を付加
した相関関数を求め、これを蛍光強度のみの
相関関数と比較することで蛍光寿命の揺ら
ぎを計測する方法を考案した。このような発
想に基づく実験は今までに行われていない
が、この方法により、試料の不均一性や分子
の構造変化のダイナミクスなど複雑系特有
の現象を、蛍光寿命の揺らぎを通じてナノ秒
に及ぶ時間分解能で調べることが可能にな
る。 
 
３．研究の方法 
 蛍光寿命相関分光法では顕微鏡下でパル
ス励起した蛍光ラベル分子からの光子の放
出タイミングを精密に測定し、励起パルスか
らの遅延時間（＝蛍光寿命）のマクロな時間
スケールでの揺らぎを次の相関関数の形で
評価する。 

( ) ( ) ( ) ( ) ( )
( ) ( ) 2L

tItT

ttIttTtItT
tG

Δ+Δ+
=Δ   (1) 

ここで I(t),T(t)はそれぞれ時刻 t での蛍光
強度と蛍光寿命である。これを通常の蛍光相
関分光法で観測される蛍光強度そのものの
揺らぎ 
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と比較することで、分子の並進運動の寄与を
分離することができる。 
 この原理を実現するため、顕微分光光学系
をベースとした蛍光相関分光システムを製
作した。フェムト秒チタンサファイアレーザ
ー（Coherent 社 Mira 900-F）と時間分解能
60 ピコ秒のアバランシェフォトダイオード
検出器（id Quantique 社 id100-20-ULN）、倒
立型共焦点顕微鏡（Nikon 社 TE2000-U）、時
間相関光子計数ボード（Becker & Hickl 社 
SPC-140）を組み合わせ、希薄溶液から発せ
られる蛍光の強度揺らぎを蛍光寿命と相関
させて測定するシステムを製作した。さらに
ルーター（Becker & Hickl 社 HRT-82）の導
入により測定の多チャンネル化にも対応し
た。本システムは、顕微鏡の対物レンズの焦
点領域に存在する分子から放出される光子
の絶対到着時刻と、励起パルスからの各光子
の相対遅延時間を、光子毎に同時に記録する
ことができる。ここから複雑系分子固有のダ
イナミクスの情報を引き出すため、これらの
離散的な光子列データから上記(1),(2)の相
関関数を効率的に計算するプログラムの整
備も行った。 
 
４．研究成果 
 本研究で開発した方法を 2種類の異なる蛍
光寿命をもつ蛍光色素（ローダミン６Ｇ，ロ



ーダミンＢ）の混合溶液に適用し、蛍光強度
相関関数及び蛍光寿命相関関数を同時に測
定した（図１）。これら２種類の蛍光色素の
うち片方だけを含む溶液では２つの相関関
数は誤差の範囲で一致したのに対し、混合溶
液ではそれらの間に有意な差が見られた。こ
れは２種類の蛍光色素の蛍光寿命の違い
（4.3ns,2.6ns）に由来するものであり、蛍
光寿命相関関数を通常の蛍光強度の相関関
数と比較することで、系に内在する不均一性
を予備知識なしに検出できることが明確に
示された。 
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図１ 蛍光色素混合溶液の蛍光寿命

相関関数測定結果 

 
 次に構造揺らぎをもつ分子に対する応用
として、蛍光色素でラベルしたポリペプチド
の蛍光寿命相関関数を調べた。界面活性剤を
加えてポリペプチドのコンフォーメーショ
ンを変化させたところ、蛍光寿命相関関数と
通常の蛍光強度相関関数の比が変化した（図
２）。これは、蛍光プローブの周囲の環境の
違いによる蛍光寿命の不均一性の変化によ
るものではないかと考えている。ここで２つ
の相関関数の比を取ることで（図２）、相関
信号に含まれる分子の並進拡散運動の寄与
を除くことができる。このため、この比の時

間変化は、蛍光寿命の揺らぎを与えるような
構造揺らぎの時間スケールを直接反映する
ものと期待される。この分子では２つの相関
関数の比は約１マイクロ秒から数ミリ秒の
範囲でほぼ一定であり、不均一な構造分布は
この時間範囲では安定に存在するものと考
えられる。 
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図２ 蛍光ラベルポリペプチドの蛍
光寿命相関関数測定結果 

 
 上記の結果は、蛍光寿命相関分光法を利用
して複雑な生体分子の構造の多様性や揺ら
ぎの時間スケールを研究できることを示唆
している。今後、本方法を用いた核酸・タン
パク質等の生体高分子の揺らぎの問題への
展開が期待される。 
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