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研究成果の概要（和文）：本課題では、１分子レベルでの吸収分光解析を達成するために高感度吸収顕微鏡の開
発に取り組んだ。通常１分子分光に利用される蛍光検出に比べて吸収検出は難易度が高く、当初はノイズの大き
さに悩まされたが、レーザー光源の強度や偏光特性の安定化、光学系の光散乱の軽減化、光学素子の最適化、高
感度光検出器の導入、光学系の温度安定化、安定除振台の導入、などの様々な工夫を施した結果、回折限界空間
分解能（半波長程度）で OD = ～10羽�xの微小吸収信号を検出できるようになった。光合成タンパク質であ
る光化学系I（PS I）三量体の１粒子吸収イメージングにも成功した。

研究成果の概要（英文）：Highly-sensitive absorption microscope was developed for the single-molecule
 absorption spectroscopy. To detect a feeble absorption signal, we reduced noises caused by a laser 
source, light scattering, inappropriate optics, and instability of an optical system. Additionally, 
a sensitive photodetector was utilized. Consequently, we achieved the absorption imaging of single 
photosystem I (PS I) particles with diffraction-limited spatial resolution. 

研究分野： 生物物理学

キーワード： １分子分光　顕微分光　生体系の動的挙動と機能の相関　光合成　タンパク質ダイナミクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、タンパク質構造が原子分解能で明らかにされ、構造を基にした機能解析が可能になってきた。一方で、生
体内の生理環境は刻一刻と変化しており、構造は常に変動している。このようなタンパク質構造ダイナミクスを
解析するため、１分子蛍光分光法が発展した。しかし、蛍光検出では非蛍光性の分子・状態・反応中間体は解析
できない。そこで、吸収検出をベースにした１分子分光法の開拓が不可欠となる。本研究で開発した高感度吸収
顕微技術を発展させることで、従来の蛍光顕微では見えなかった生体光反応の１分子観測が可能となり、生体系
の動的挙動の意義の解明に繋がる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
光は生命活動の根底を支えている。光合成の光反応系、視物質ロドプシン、DNA 光回復酵素

や青色光センサーなどのフラビン関連タンパク質、LPOR などの光誘起型色素合成酵素など、数
多くの生体系が光で制御される。光子吸収がトリガーとなり、超高速励起エネルギー移動、電荷
分離反応、分子構造変換などが誘起されて様々な生体応答を発現する。どの反応系もタンパク質
骨格に光受容分子が埋め込まれている点で共通する。これら機能分子の物性や配置を各種分光
法で解析し、光反応機構が長年研究されてきた。近年では、X 線結晶構造解析やクライオ電子顕
微鏡などを用い、Å スケールの原子分解能で分子間距離や相対配向を同定できるまでになった。
構造データを基にした理論計算との比較が可能となり、生体系の構造と機能の相関が明らかに
なりつつある。 
 一方、分子動力学（MD）計算などから、土台となるタンパク質骨格の熱的な構造揺らぎや、
乱雑な環境変動に付随する局所的な構造変化など、タンパク質構造ダイナミクスの重要性が指
摘されている。機能分子の物性は、周辺アミノ酸残基の僅かな動きに対しても敏感であり、局所
的で微小な構造ダイナミクスでも反応経路や速度に大きく影響し得る。それにも関わらず、生体
系は極めて安定に機能しており、不思議という他ない。構造自由度の高い生体タンパク質のよう
な巨大高分子で、どのように反応経路・速度が安定化されているのかという問いは、生体機能の
ロバスト性の本質に迫るだけでなく、新規機能性物質の設計指針としても意義深い。しかし、そ
の重要性に反して構造ダイナミクスと機能の相関解析は未だ手付かずのままである。特に、実験
的なアプローチはほとんどない。 
 問題は、微小な構造変化や不均一性、それに伴う反応経路・速度のバラつき、の解析が難しい
点にある。通常、局所構造の差異は各分子の光学特性の違いとして検出できる。レーザー励起と
同期させれば、過渡的な反応過程も解析可能である。しかし、光照射領域には無数の標的粒子が
存在するため、各々の微小な違いはアンサンブルとして平均化されて評価できない。ましてや、
僅かな構造変化と反応経路・速度を１対１で対応させるのは不可能に近い。 
 このようなアンサンブル限界を超えるため、１分子のみの分光解析法が模索された。1990 年
に１分子の蛍光検出に成功し、それ以降は、蛍光をベースとした１分子分光やイメージングが主
流となった。現在では、蛍光の強度・寿命・偏光方向の揺らぎ、蛍光スペクトルの時系列変化な
ど、様々な蛍光特性が１分子レベルで解析され、タンパク質構造ダイナミクスの議論も活発にな
っている。一方で、これらの蛍光分光法では非蛍光性の分子・状態は観測できない。さらに、蛍
光寿命は通常 ns 程度であり、それより短時間（fs ~ ps）で生じる超高速現象や反応中間体は追
跡が難しい。そのため１分子の分光解析はよく光る一部の分子や長寿命状態のみに限られてき
た。しかし、光反応機構を理解するには、むしろ蛍光を発しない過渡的な中間状態の解析が重要
となる。例えば、励起エネルギー移動系の場合、蛍光を発するのは主に移動先の分子であり、媒
介する分子の逐次的なスペクトル時間変化など、直接的な情報を得るのは難しい。また、電子移
動や酸化還元過程で生じるカチオンやアニオンは非蛍光性で短寿命のものが多く、蛍光検出で
は観測が難しい。これらの問題は全て、吸収測定をベースとした１分子分光法で解決できる。１
分子レベルで過渡吸収測定ができれば局所的なタンパク質ダイナミクスが生体光反応の経路や
速度にどう影響するかを分光学的に解明できる。 
 
 
２．研究の目的 
生体系・生体物質の最大の特徴は、熱的な構造揺らぎや環境変動に応答する構造変化が絶えず

生じている点である。そのため、分子間距離や相対配向、電子エネルギー準位、分子間相互作用、
などの物理因子は刻一刻と変化し、それに応じて反応経路や速度も変動する。しかし、どの程度
の寄与があるか、という定量的議論は皆無に等しい。そこで本研究では、新規の１分子吸収分光
法を確立し、微小な構造変化と反応経路・速度の変化を１対１で対応させて解析する。生体機能
の安定化に重要なのは、揺らぎ難さ（rigidity）なのか、それとも柔軟性（flexibility）なのか、を
調べることで『構造自由度の高い生体タンパク質のような巨大高分子で、どのように反応経路・
速度が安定化されているのか？』という問いの答えを探る。 
 
 
３．研究の方法 
１分子吸収分光の実現に向けて吸収顕微鏡の開発を進めた。まずは種々のレンズやミラーな

どを組み合わせて一般的な共焦点蛍光顕微鏡を作製した。光源に 671 nm と 532 nm の CW レー
ザーを用い、電気光学変調器（EOM）を利用した光強度安定化ユニットを導入することで光強度
の揺らぎを抑制した。装置に組み込む光学素子を選定し、ノイズを減少させた。さらに、倒立型
の顕微鏡筐体を自作して測定系を安定化した。そこにピエゾステージを設置し、試料位置の３次
元スキャンを行った。ビームスプリッターを挿入してレーザー光を２つに分け、一方を参照光と
し、もう一方を対物レンズに入射して試料に集光した。サンプル基板の上にミラーを設置して試



料透過光を同軸で反射し、バランス光検出器で光強度を測定した。バランス光検出器には２つの
検出チャネルがあり、試料透過光と参照光を同時に測定して光強度の差分検出を行えば、試料の
光吸収に伴う透過光強度の減少を高感度に検出できる。得られた差分信号は DAQ デバイスを介
して PC に取り込み、吸収信号として測定した。同時に、試料から生じた蛍光信号もアバランシ
ェフォトダイオードで検出し、蛍光信号として測定した。ピエゾステージによる試料走査や信号
計測などは LabView プログラムで制御し、蛍光と吸収の同時イメージングを実現した。プリア
ンプや光学チョッパーを導入して信号に変調を加え、ロックイン検出を可能にした。さらに、フ
ェムト秒レーザーパルスを非線形光学結晶ファイバ（PCF）に集光することで発生するスーパー
コンティニュウム光をプリズムで分光し、単色光（スペクトル幅 1.5 nm 程度）として出力でき
るようにした。500～800 nm 程度の波長領域で単色のパルス光を出力することが可能となった。
S/N の更なる向上のために干渉光学系の開発も進めた。空間光位相変調器（SLM）を導入し、レ
ーザー光の位相制御を行った。CMOS カメラも導入し、位相制御の最適化に向けた準備を整え
た。 
 
 
４．研究成果 
一般的な１分子分光は蛍光検出で行われる。蛍光検出に比べて吸収検出は難易度が高く、当初

はノイズの大きさに悩まされた。そこで、レーザー光源の強度や偏光特性の安定化、光学系の光
散乱の軽減化、光学素子の最適化、高感度光検出器の導入、光学系の温度安定化、安定除振台の
導入、などの様々な工夫を施した。結果、ノイズを大幅に除去することができ、回折限界空間分
解能（半波長程度）で OD = ~10–5程度の微小吸収信号を検出できるようになった。光合成反応
中心タンパク質である光化学系 I（PS I）の三量体（約 300 個のクロロフィル分子が結合）の１
粒子を測定し、蛍光画像と吸収画像の同時取得に成功した。PS I の吸収波長帯である 671 nm で
吸収スポットが観測された一方で、吸収を持たない 532 nm では何も観測されなかった。このよ
うに、光合成タンパク質１粒子レベルの吸収観測に成功した。さらに、緑色硫黄細菌が持つ巨大
アンテナ分子であるクロロソームの１粒子吸収観測にも成功した。 
今後、光源を CW レーザーからフェムト秒パルスレーザーに代えて過渡吸収顕微へと発展さ

せていく。光学チョッパーを利用したロックイン検出を導入すれば、過渡吸収信号の S/N を向
上させられる。さらに、干渉検出系と組み合わせることでより高感度の吸収観測が可能となると
考えている。 
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