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研究成果の概要（和文）：間欠的なブリンキングの速度論の仕組みを明確にするために、一連

の新しいデータ駆動時系列解析手法及び一分子(SM)量子ドット(QD)蛍光実験により根本的な速

度論的スキーム（KS）を直接抽出するためのモデル化法を開発した。その開発の中には、オン-

オフ状態における強度の dwell-time 統計を正確に抽出できる変化点解析の開発と応用や、時系

列による完全な統計情報を最も偏りのない KS によりとらえる為の新たな KS 構築手法のが含ま

れている。新たに開発されたこれらの手法は、SM QD 実験においてのみならず、幅広く他の SM

測定、例えば SM 酵素ターンオーバー実験や F1_ATPase 回転評価においてもその高い信頼性と適

用性を示している。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanisms of intermittent blinking kinetics, we developed
a series of novel data-driven time series analysis and modeling techniques to extract the underlying
kinetic scheme directly from single molecule (SM) quantum dot (QD) fluorescence experiments. These
include the development and application of the change-point analysis that allows us to correctly extract
the on and off intensity dwell-time statistics, and the development of a novel kinetic scheme (KS)
construction methodology which unveils the most unbiased KS capturing the full statistical information
from time series. The developed methods have demonstrated their high reliability and applicability not
only in SM QD experiments, but also in a wide range of other SM measurements, such as in the SM
enzymatic turnover experiments and the SM F1_ATPase rotation assessments.
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１．研究開始当初の背景
一分子データ解析は、通常、同じ分子種で

あっても、分子個々に応じて異なる振舞いを
呈する。これは分子のもつ内部自由度の状態
が異なることに由来し、タンパク質などのよ
うに、内部自由度が多ければ多いほど顕著と

なる。量子ドット（Quantum Dot, QD）のよ
うな単純な色素分子系においても顕著に観
測される。この事実はなんらかの多数の“内
部自由度”に相当するものが QD においても
存在することを明示している。

QD の蛍光トレース（強度時系列）として、
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特筆すべき特徴のひとつにその間欠的なブ
リンキング現象がある（図 1）。ブリンキン
グ現象は QD に限らず、多くの蛍光色素分子
において普遍的に存在し、1 分子時系列から
タンパク質の構造変化などを正しく同定す
るうえで大きな弊害のひとつになっている。
QD のブリンキングは、定性的には、“暗”状
態と“明”状態のあいだのランダムジャンプ
と考えられている（最近では 2 つ以上の状
態が観測されている）。しかしながら、それ
らのジャンプは強い相関を示し、“暗”“明”
状態の各滞在確率分布は 4 桁から 9 桁に
渡って、べき分布をもつ（べき指数は 1.1 か
ら 2.2 の間に殆どの場合、帰属される）こと
が知られている。

現在、存在する（現象論的）モデルのほと
んどはブリンキングの成因をナノ粒子内部
の電荷分離と捉えている。マイナス電荷をも
つ電子が光照射によってコアから飛び出し、
空間的に拡がった高励起状態に遷移する。そ
の結果、量子ドットのコア部分がプラスに帯
電し、電荷が分離した状態と捉えることがで
きる。一旦、QD が電荷分離を起こすと、蛍
光はオージェ過程に依ってクエンチされて
暗状態になる。提案されているモデルは群雄
割拠しており、基本的にはそれらは電荷分離
状態をどのように構成するかが異なってい
る。我々は現象論的にモデルを構成するので
はなく、1 分子時系列情報からもっとも予測
性能が高く、かつ最適なモデルを自動的に抽
出するアプローチをとる。

２．研究の目的
(1) モデルフリーの多重スケール時系列手
法を通して、べき乗則挙動（i.e.幅広い時間
スケールの存在）の本質を理解すること。こ
れにより、異なる時間スケールにおけるルミ
ネセンスゆらぎのダイナミクスを記述でき
る多重状態遷移ネットワーク(SSN)が分析の
結果として得られると考えられる。
(2) 異なる特性の多重スケール SSN から QD
ブリンキングの基本的な仕組みを明らかに

すること。状態および多重スケールのブリン
キングダイナミクスにおける、ネットワーク
構造と遷移ダイナミクスの間の関係を確立
すること。
(3) 上記の時系列分析法を QD 蛍光の強度時
系列、遅延時間時系列、光子偏光およびスペ
クトル特性を含む多チャネルデータへ一般
化すること。
(4) 新たに開発した多重スケール時系列分
析により、既存の QD ブリンキングモデルの
妥当性を示すこと。

３．研究の方法
(1) QD ブリンキングの“明”“暗”状態を分
析するための変化点解析の開発：

QD 測定による時系列は確率的には不連続
な蛍光レベルの間でのデータ交換により表
されることが多い。この様な不連続レベルの
識別として、これまではほぼビニング法とし
きい値法に頼っていた。つまり、ビンサイズ
およびしきい値の主観的評価によりそれぞ
れ異なるレベルが選択されていた事になる。
しかしながら、しきい値は signal-to-noise
（SN）比がそれ程高くない場合に問題が生じ
かねないため、変化点検出法が望ましいと考
えられる（図 2a,2b 参照）。

変化点検出の際の問題点を取り扱うため
に、統計的仮説を立て問題を検証した：変化
点が全く無いという帰無仮説に対して、ある
特定の時間において変化点が生じるという
対立仮説を立て、これらの統計的な手法に基
づき時系列の再帰的な変化点を見つけ出し
た。QD ブリンキングデータの他にも、この手
法は様々な生物物理学のデータに適用可能
であることが報告されている。例えば、ヒス
トグラム、相関などのシステム上の重要な統
計的情報を提供する離散準位データを生み
出す SM 酵素ターンオーバー実験、ATP 加水分
解した F1_ATPase 回転などで適用できた。

(2) 一分子時系列情報から構築する状態遷
移ネットワークの新しい構成手法の開発:

変化点/トレンド解析により抽出された明
-暗 dwell-time 時系列は背後に存在する QD
ブリンキングの状態遷移ネットワーク(＝キ

図 1．(a)-(b) 単一量子ドットの蛍光トレースの

代表例。 (c)-(d)“明”“暗”状態の滞在確率の

べき分布。

図 2：（a）SN 比の高さが十分ではない場合におい

て、しきい値法を用いることによりその結果に偽

および高速遷移が生じ得る。（b）変化点解析によ

る離散化。変化点は時系列の統計的特性が変化し

た時間であると定義されている。



ネティックスキーム KS)を構成するうえで
大変有用である。しかしながら、イオンチャ
ネルにおいて議論されているように(e.g.
Kienker, Proc. R. Soc. Lond. B, 236, 269
(1989))、dwell-time 時系列データの自己相
関関数などの統計量を与える KS は原理的に
無数に存在する。換言すると、dwell-time 時
系列データの統計的な相関情報から KS を一
義的に同定することができない (図 3a-d)。
我々は「すべての可能な KS のなかで、同党
の 予 測 性 能 を も ち 、 最 小 か つ 客 観 的
(unbiased)な KS が何であるか」を問うこと
を通して、背後に存在する KS をデータから
抽出する方法論を新規に開発した。

最小の KSを時系列情報から求められる（定

常状態分布関数で評価される）すべての高次
相関を再現する KS 集合（図 3d に例示してい
る）で一番状態数が少ないものとして定義す
る (図 3d の上二つの KS に対応)。更に、最
小の KS 集合のなかから、観測された時系列
データから読み取れる情報を越えて系に対
する性質を導入しないという基準に立って、
最も unbiased な KS を以下のように定義する。
すなわち、図 3e は二つの最小な KS を例示し
ているが、下段の KS では、状態{ai}の間、
および状態{bi}の間に遷移が存在していな
いのに対して上段の KS ではそれらの間にな
んらかの遷移が存在する。a,b の 2 値的な観
測データからは、背後に存在する状態{ai}お
よび状態{bi}の内部の遷移に関しては、一切
読み取ることが不可能である。それゆえ、下
段の KSのほうがより biased が掛っていると
判断される。実際は、状態{ai}および状態
{bi}の内部遷移の付与の仕方において、恣意
性の強弱を情報理論におけるシャノンのエ
ントロピーに基づいて、最も unbiased な KS
を同定する。

４．研究成果
(1) 時系列を用いた QD ブリンキングの統計
的調査:

その結果、異なる同種 QD の強度揺らぎが
広く分布している (30～1200counts/100ms)
こと；ほとんどの QD の強度は 100～
400counts/100ms であること；図 4b、4c に
示すように、寿命分布の形と強度揺らぎの大
きさのあいだには明確な関係がないことが
分かった。一方、明、暗状態のパターンは QD

図 3: 最小で予測性能が高く unbiased な KSの構築

方法：(a) 有限個のレベルから構成される時系列。

(b) その時系列情報から求められるすべての高次

相関を表す定常状態分布関数 f 。(c) KS 空間のな

かで(b)の定常状態分布を再現する KS 領域。(d)そ

の部分 KS 領域内の“等価”な KS の例。最小な KS

＝状態数が最も少ない KS。(e) もっとも unbiased

な KS の概念図。

図 4．QD ブリンキング時系列の統計解析。(a) 最

大エントロピー法で求めた蛍光寿命分布と対応

する寿命スペクトル(b)。(a) の挿入図：実験デ

ータをフィットしたときの残差。(c) QD の強度

トレース (d) 最尤推定により決定された寿命時

系列。



毎に変化する。ある QD は明状態に長く滞在
し、暗状態に早く遷移するのに対し、ほかの
QD は、逆に、ほとんどの時間、暗状態に滞
在し、短い明状態へ速やかに遷移する。ほと
んどの強度トレースはこれらの中間のパタ
ーンに属するものと考えることができるが、
そのうちの幾つかは全く異なる揺らぎパタ
ーン間の遷移を包含することも分かった。

最尤推定法により決定された寿命時系列
は 10-40 (unit=342ns/256) の間を大きく揺
らいでいる（図 4d）。特筆すべき点は、この
寿命時系列は強度揺らぎの時系列と強い相
関を示唆している点である（図 4c, d）。最尤
推定された寿命時系列では、強度時系列に含
まれている幾つかの実験誤差、たとえば、測
定に由来する（であろう）線形減衰していく
成分、正弦波成分など、を除去することがで
きるため、実験誤差に対してある程度の安定
な解析を行えることが期待できる。

(2) 一分子時系列への変化点解析の応用:
量子ドットのブリンキング速度論的スキ

ームを明らかにするための 1分子解析技術を
整備するために、閾値法による状態同定の欠
点を解消するため、強固な統計的基盤に基づ
いた新しい変化点検出手法を開発した。この
変化点解析によって、高時間分解能で 1分子
時系列の強度変化点を客観的に特定するこ
とが可能となる(図 5)。この変化点検出法は、
不十分な SN 比での蛍光観察においても実際
の滞留時間統計を従来より正確に再現でき
ることが判明した。一方で、ビニングおよび
しきい値法による artifact は他の 1 分子測
定においても普遍的に存在し、例えば、1 分
子酵素ターンオーバー実験において見出さ
れている Dynamic disorder の呼ばれている
現象（連続して生起するターンオーバー時間
の間に相関が存在する）もデータ解析による
artifact が存在することを示唆する結果が
得られた（ACS Nano 2012、1 月号のハイライ
トに選出された）。

(3) 一分子酵素ターンオーバー実験による
完全動的相関のモデル化:

現在進行中のプロジェクトとしては、偏り
がない速度論的スキーム構造を、上記に示し
た時系列の QDのオン-オフ状態に直接応用す
ることで、ここに SM 酵素ターンオーバー実
験の観点から KS 構造の結果を簡単に説明す

る。
近年の SM 実験の発展により、触媒反応の

経過時間中に各酵素の実時間観測が可能と
なった。これまでは、動的無秩序と呼ばれる
現象、つまり多重触媒立体配座とその中での
ゆっくりとした遷移により生じ得る多重時
間スケールのゆらぎは単一酵素回転率によ
り実証できる言われてきた（例、Nat. Chem.
Bio., 2, 87 (2006))。しかし我々は、酵素
の触媒特性を定義する多重スケール立体配
座の本質的特徴を決定するために、観測済み
の滞留時間時系列の正確な情報内容の定量
化、すでに示された観測データに含まれる全
ての動的相関をとらえる最も偏りがない KS
の抽出、これらをモデル化の枠組みへ応用し
た（投稿中（2012 年））。

図 6.多重スケールの動的特性の要約、およ
び Escherichia coli β-galactosidase の SM
酵素ターンオーバー実験を滞留時間時系列

図5. 時系列を用いたQDブリンキングの変化点解析

の例。緑部分は暗状態。バックグラウンドの強度ゆ

らぎに対してこの分析は頑強である点に留意。

図 6. SM ターンオーバー実験による最も偏りがな

い KS の構造。(a)-(d) SM 酵素ターンオーバー実

験の模式図(S: 基質, E: 酵素, ES: 酵素‐基質

複合体, EP: 酵素—生成物複合体, P*: けい光性

生成物)。(e) P が形成される場合、および“暗”

状態での滞留時間に触媒ターンオーバー時間が

生じる場合にのみ観測されるフォトンのバース

トによる強度追跡。(f)異なる基質濃度を対数線

形スケールで示したターンオーバー時間のヒス

トグラム（ドット）[S] (赤: 10μM, 緑: 20μM,

紫: 50μM, 青: 100μM)。(g) 100μM にメモリが

存在することを示す実験データから算出された

滞留時間自己相関(エラーバー付きのドット;

紫: 50μM, 青: 100μM)。(h) [S] = 50μM (上

昇スキーム) と 100μM (下降スキーム)により構

築された最も偏りのない KS。現在のサイクル及び

遷移は黒で、前もしくは次のサイクルはグレーで

表示。(f)と(g)のどちらも、実線は(h)で構築さ

れた KS によって得られた解析的解法を示してい

る。



へ応用した結果。この分析の結果により、デ
ータから抽出されたより客観的な KS のネッ
トワーク特性という視点から、異なる基質濃
度の単一触媒反応でのメモリ効果や多指数
関数の特性(i.e. 動的無秩序)が生じるとの
考察を可能にした。
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