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研究成果の概要（和文）：可視光領域における低バックグラウンド発光の 2次元フォトニック結

晶の作製とその上での単一分子の蛍光増強の観測に成功した。また、2 次元フォトニックバン

ドギャップの利用により、蛍光色素の配向に依存した蛍光寿命の大きな変化を見出した。本研

究の結果、単一生体分子の局所的な分光に利用可能なナノ空間を有するフォトニック結晶を用

いることで高感度な単一分子蛍光測定が可能になることを示すとともに、蛍光標識の配向を蛍

光寿命の変化から解析する新たな道筋を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：We succeeded in preparing two-dimensional photonic crystal slabs 
that have low background emission in visible light region and observing fluorescence 
enhancement of single molecules on the photonic crystals. In addition, we found that the 
fluorescence lifetime varies greatly depending on the orientation of the fluorescent dye 
using a two-dimensional photonic band gap. From the results, we showed a new way to 
increase the sensitivity of single-molecule fluorescence spectroscopy as well as to 
determine the orientation of the fluorescent dye by analyzing change in the fluorescence 
lifetime using photonic crystals that have nanospaces needed for local spectroscopic 
measurements of single biomolecules. 
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質は生命機能の発現において最も重
要な役割を果たす分子のひとつであり、その
構造変化や折り畳み過程の解明は生命科学
における重要な研究課題である。従来、蛋白
質の動的過程についての情報を得るため、分

子集団に対する測定が行われてきた。しかし、
このような測定で得られる情報は、多数の分
子の平均値であり、個々の分子の情報は失わ
れていた。そのような中、近年になって発達
してきた高感度な蛍光測定手法を用いるこ
とで、蛍光色素でラベルした単一の蛋白質分
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子の構造変化の解析が行われるようになっ
ている。一方、これまでの生体分子を対象と
した単一分子蛍光測定では、蛍光イメージン
グなどによる分子の位置に関する情報の取
得が主であった。そのため、単一の蛋白質分
子の高感度かつ詳細な構造変化の解析や、平
衡・非平衡状態におけるナノ秒からサブミリ
秒のかけての広い時間スケールでの動的過
程の解析に向けての新しい技術開発が望ま
れている。 
 
２．研究の目的 

単一の蛋白質分子について、平衡・非平衡
状態の解析を行うためには、ナノ構造空間中
に単一の蛋白質を取り込ませること、分子を
効率よく光励起してかつ蛍光を効率よく取
り出すこと、外部からの光などの刺激により
折り畳みの開始などを誘導することが重要
になる。そのような光の高度制御や高効率な
光利用を実現できるナノ空間を有する媒体
として、我々は、誘電体の周期的な繰り返し
構造であるナノフォトニック構造（フォトニ
ック結晶）に着目した。しかし、従来のナノ
フォトニック構造はバックグランド発光が
大きく、微弱な単一分子の蛍光信号がバック
グラウンド発光に埋もれてしまうという問
題があった。また、蛋白質分子の構造変化を
解析するにあたり、従来の蛍光イメージング
による放射ダイポールの方向の解析や偏光
を用いた解析では、色素の配向を高い精度で
高い時間分解能で知ることは容易でなかっ
た。本研究ではこのような課題の解決のため、
研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
 蛋白質に用いられる蛍光ラベル色素とし
て、可視光領域に発光波長をもつものが主に
使用される。そのため、ナノフォトニック構
造の材料として、紫外・可視光領域で透明で
かつ 2程度の高い屈折率をもつ五酸化タンタ
ルや可視光領域で透明でかつ 2.4程度の高い
屈折率をもつ二酸化チタンを用いた。電子ビ
ーム蒸着により、ガラスや石英基板、シリコ
ン基板上にこれらの薄膜を形成し、電子ビー
ムリソグラフィーやドライエッチングによ
る微細加工プロセスにより、最小で 200 nm
程度の繰り返し構造を有するナノフォトニ
ック構造を作製した。その後、酸素雰囲気下
で熱アニーリングを行った。作製した基板上
に、極低濃度の蛍光色素（ペリレンビスイミ
ド誘導体）とポリマーを含む溶液をスピンコ
ートした。488 nm もしくは 532 nm のピコ秒
レーザーを開口数 0.90 の顕微鏡対物レンズ
により照射し、蛍光を時間相関単一光子計数
モジュールに接続した光電子増倍管により
検出した。 

 

４．研究成果 
 図 1にカバーガラス上に作製した五酸化タ
ンタルフォトニック結晶の模式図とバック
グランド発光のレーザー強度依存性を示す。
レーザー強度によらず、五酸化タンタルフォ
トニック結晶基板のバックグラウンド発光
強度はカバーガラスと同程度であり、酸素雰
囲気下での熱アニーリングにより、バックグ
ラウンド発光が大幅に低下することが分か
った（〔雑誌論文〕④）。これにより、単一分
子の蛍光測定に利用可能な低バックグラウ
ンド発光のフォトニック結晶の作製に成功
した。 

 
図 1 五酸化タンタルフォトニック結晶の模
式図(a)と各種基板のバックグラウンド発光
のレーザー強度依存性(b) 
 
 次にフォトニック結晶基板を用いること
で単一分子の高感度な蛍光検出が可能であ
ることを示すための実験を行った。石英基板
上の五酸化タンタル薄膜を加工して作製し
たフォトニック結晶上にペリレンビスイミ
ド誘導体を極低濃度でスピンコートした基
板を共焦点走査蛍光顕微鏡により測定した。
図 2(a)はフォトニック結晶なしの領域、図 2 
(c)はフォトニック結晶上の領域を示す。単
一分子に対応する蛍光のスポットが複数個
観測された。これらの蛍光スポット上で蛍光
強度の時間変化を測定した代表的な結果を
図 2(b,d)に示している。蛍光強度の一段階で
の低下は単一分子の光退色によるものであ
る。フォトニック結晶上では、単一分子の蛍
光強度が平均で 3倍以上増加することが明ら
かになった（〔雑誌論文〕③）。蛍光増加のメ
カニズムについて考察するため、時間領域差
分法による電磁場シミュレーションにより
フォトニックバンド構造の計算を行った（図
2(e)）。その結果、フォトニック結晶と励起
光の共鳴による励起光強度の増加、ならびに
フォトニック結晶と蛍光の共鳴による蛍光
の取り出し効率の向上という 2つの機構によ
り蛍光強度の増加が起こっていると考えら
れた。この結果は、フォトニック結晶の効果
により単一分子の蛍光強度の増加が観測さ
れた初めての研究例であるといえ、単一蛋白
質分子の高感度蛍光測定の実現のために重
要な結果であるといえる。 



 

図 2 フォトニック結晶外の領域(a,b)とフ
ォトニック結晶上の領域(c,d)における走査
蛍光顕微鏡画像(a,c)と単一分子の蛍光強度
の時間変化(b,d)、フォトニックバンド構造
(e)  
 
 さらに、より高度な光制御を行えるフォト
ニック結晶の作製を行った。シリコン基板上
に形成した二酸化チタンの薄膜を微細加工
し、その後下部のシリコン基板をウエットエ
ッチングで除去することでエアーブリッジ
構造のフォトニック結晶を作製した。計算し
たフォトニックバンド構造から、特定の方向
（横電場方向）の光についてフォトニックバ
ンドギャップ（光が存在できない周波数領
域）を有することが分かった。このようなフ
ォトニック結晶上に同様に単一分子を載せ
て蛍光測定を行った。図 3(a)にエアーブリッ
ジ部位の共焦点蛍光顕微鏡画像と模式図を
示している。図 3(a-g) にフォトニック結晶
なしの領域（b-d）とフォトニック結晶上の
領域（e-g）で測定した単一分子の蛍光挙動
の代表的な結果を示している。蛍光強度の一
段階での低下（図 3(b,e)）とコインシデンス
ヒストグラムの時間原点での頻度の低下（図 

図 3 エアーブリッジフォトニック結晶の走
査蛍光顕微鏡画像(a)とフォトニック結晶な
しの領域(b-d)およびフォトニック結晶上の
領域(e-g)で観測された単一分子の蛍光強度
の時間変化(b,e)、コインシデンスヒストグ
ラム(c,f)、蛍光減衰曲線(d,g)の代表的な結
果 

3(c,f)）は、単一分子からの蛍光信号の検出
を裏付けるものである。一方、フォトニック
結晶なしの場合の蛍光寿命がペリレンビス
イミド誘導体の通常の平均寿命に近い 5 ns
程度であったのに対し（図 3(d)）、フォトニ
ック結晶上の領域では、最大で 28.6 ns（5.5
倍）まで長寿命化した分子が観測された（図
3(g)）（〔雑誌論文〕①）。フォトニックバン
ドギャップの効果によりこのような単一分
子の大幅な長寿命化が観測されたのは世界
で初めてのことである。 
 このような蛍光寿命の長寿命化のメカニ
ズムを考察するため、各方向の放射双極子を
フォトニック結晶表面に配置して、発光速度
の計算を行った（図 4）。その結果、平面の方
向の放射双極子（x 双極子）が、フォトニッ
ク結晶スラブの中心面に配置した場合に輻
射速度が大幅に低下することが明らかにな
った（図 4(b)）。一方、垂直方向の放射双極
子は、いずれの位置に配置した場合にも輻射
速度の大幅な低下が起こらないことが分か
った。本手法は、蛍光ラベルした単一の蛋白
質分子をフォトニック結晶の空孔内部に固
定することで、蛍光色素の蛍光寿命の変化か
ら蛋白質の構造変化を高い時間分解能で検
出する新しい手法になると期待できる。 

図 4 発光速度の計算において放射双極子を
配置した位置 A-G（a）と C’位置における x
放射双極子の発光速度の計算結果(b) 
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