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研究成果の概要（和文）：　市販の円二色性(CD)の測定装置の検出方法を変更し，励起波長を変えながら蛍光強度を検
出する蛍光検出円二色性測定（FDCD）の基礎検討を行った。
　平成25年度に，タンパク質のFDCD検出では，偽シグナルが現れることがわかった。平成26年度の検討により，偽シグ
ナルの強度は，検出器の設置場所に依存することがわかった。
　以上の結果に基づき，偽シグナルの出にくい検出器の設置場所を選んだ。その結果，蛍光ラベル化したアミノ酸では
，LとDで互いに正負が鏡像関係のFDCDシグナルが測定され，測定方法の正当性が確認できた。さらに，蛍光ラベル化し
たタンパク質でも本来のFDCDシグナルを測定することが可能であった。

研究成果の概要（英文）：Fluorescence detected circular dichroism (FDCD) is one of the detection methods 
of the chirality of substances with a high sensitivity. In the present study, FDCD spectra were 
investigated with a conventional circular dichroism (CD) spectrophotometer.
In 2013, the FDCD spectra of some proteins in aqueous solutions were measured, but they contained 
artificial signals significantly. In 2014, it was clarified that the intensity of the artificial signals 
depended on the position of the detector of the CD spectrophotometer. From these results, the detector 
was placed at the position where the minimum artificial signals were obtained. The FDCD spectra of amino 
acids labeled with a fluorescent dye were measured, and the FDCD spectra of mirror image were obtained 
for L- and D-amino acids. Furthermore, intrinsic FDCD spectra of a protein labeled with a fluorescent dye 
in aqueous solutions were successfully obtained.

研究分野： 分析化学
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１．研究開始当初の背景 
 物質のキラリティは，生命現象を司る基本
的かつ重要な性質である。多くの科学者がそ
の謎に興味を持ち，その解明を目指してきて
いる。一方，錯体化学や有機化学の分野にお
いても，キラリティは多くの注目を集め，昔
から現在に至るまで，多くの合成や物性に関
する研究が蓄積されている。物質のキラリテ
ィの一般的な分析法は，光吸収性を有しない
物質では旋光性，光吸収性を有する物質では
吸収円二色性（Circular Dichroism; CD）の測
定である。しかし，その感度は一般に低く，
通常，高濃度の溶液を用いて測定される。 
 ところで，DNA は，生命活動の主要な役割
を担っている。基板上に固定された DNA に
ついては，電子顕微鏡や STM，AFM といっ
た手法により多くの研究例があるが，溶液内
の DNA は速い拡散が起こるために，その測
定は限定的なものしか存在しない。しかし，
生体中の DNA は，固体状態ではなく溶液中
で働くため，溶液中の DNA の挙動の研究が
重要である。そのような観点から，申請者ら
は，これまで水溶液中や液液界面内といった
固定されていない状態の単一 DNA 分子の動
的挙動（ダイナミクス）にこだわり，光学顕
微鏡を用いて in situ（その場）測定を行って
きている。 
 DNA は，その右回りの螺旋構造（B form）
に起因するキラリティを有しているが，ある
陽イオンの添加などにより逆向きの螺旋構
造（Z form）になり，キラリティの反転が生
じることが知られている。DNA のキラリティ
の変化は，生命現象に直結する事象であり，
その研究自体も極めて興味深い。 
 
２．研究の目的 
 １の背景から，申請者は，(1)超高感度なキ
ラリティの計測法の確立，(2)水溶液中の単一
DNA 分子のキラリティ変化のリアルタイム
測定，に焦点を絞り，2 年間で以下のように
当該研究を進める。(1)キラリティの計測では，
円偏光を高感度かつ高安定性で扱う必要が
ある。そのために，主に１年目は，蛍光円二
色性を測定するための装置を自作する。(2)
単一 DNA 分子の存在やその形態変化は，こ
れまで高い分解能を有する蛍光顕微鏡の画
像から判断してきたが，その蛍光顕微鏡に(1)
で作製した装置を組み込み，単一 DNA のキ
ラリティ変化を顕微蛍光画像から評価でき
るシステムを作製し，種々の条件下で実験を
行う。これによって，単一 DNA 分子の螺旋
構造が反転したり元に戻ったりする機構も
明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 
 本研究は，本研究は 2 年の期間内に，以下
のことを行う。 
(1)蛍光円二色性を用いた超高感度なキラリ
ティの計測法の確立 当該研究室は，蛍光
CD を測定することも可能な円二色性の装置

を現有している。現在，すでにこの装置を用
いて，吸収 CD や蛍光 CD の測定の予備実験
を始めている。 
 平成 25 年度は，まずこの円二色性の装置
を用いて，DNA のキラリティを評価するため
の蛍光色素の選定を行う。DNA は，その中心
に核酸塩基(A, G, C, T)があり，そこへインタ
ーカレートする蛍光試薬が多数知られてい
る。また，DNA 分子の外側の主溝や副溝に付
着する蛍光試薬も多く存在する。これらを用
いて染色した DNA について，吸収 CD およ
び蛍光 CD を精密に測定し，DNA のキラリテ
ィを評価するために最適な蛍光色素を決定
する。 
 続いて，レーザーを光源とした超高感度蛍
光 CD の装置を自作する。当該研究室は，波
長 473 nm，532 nm，632.8 nm，808 nm などの
レーザーを所有しており，それらを蛍光色素
に合わせて有効に用いる。また，本申請研究
では，一般の円二色性の装置に採用されてい
る光弾性変調器(PEM)を用いずに，液晶チュ
ーナブルフェイズリターダー(PR)を用いて，
右円偏光および左円偏光を交互に得る。それ
らの励起光を試料に照射し，発生する蛍光を
出来るだけ多く検出器で取得する。その際，
効率の低下を招くので，分光器は用いずに，
光学フィルター(BF)を検出器の前面に配置し
て，励起光を除去する。液晶チューナブルフ
ェイズリターダーの制御器からのシグナル
をトリガとして，検出器（光電子増倍管また
はフォトダイオード）に接続したデータ処理
機（ロックインアンプ，デジタルオシロスコ
ープなどにより，右円偏光と左円偏光を用い
たときの蛍光強度の差を超高感度に検出す
る。 
(2) 水溶液中の単一 DNA 分子のキラリティ
変化のリアルタイム測定 まず，平成 25 年
度に自作した超高感度蛍光 CD の装置を用い
て，市販の円二色性の装置との感度の比較を
行い，単一 DNA 分子の蛍光 CD が検出可能
であることを確認する。 
 申請者らは，これまで拡散過程や相間移動
過程，電気泳動過程における単一 DNA 分子
の形態変化（主にランダムコイル－グロビュ
ール転移）を，高い分解能を有する蛍光顕微
鏡を用いて in situ 測定を行ってきた。本申請
研究においても，現有の蛍光顕微鏡と超高感
度デジタル CCD カメラを用いる。(1)で開発
したシステムのうち，試料を蛍光顕微鏡上に
配置したサンプルに，検出器を超高感度デジ
タル CCD カメラに変える。またデータ処理
機に，パーソナルコンピューターを用い，液
晶チューナブルフェイズリターダー(PR)の制
御器からのシグナルをトリガとして超高感
度デジタル CCD カメラを作動させ，顕微蛍
光画像を取得する。光弾性変調器(PEM)と異
なり，PR は，一定時間，右円偏光と左円偏
光の状態を保持できるため，楕円偏光や直線
偏光などの他の偏光成分をわずかにしか含
まない。そのため，PEM を使用する際にしば



しば問題になる擬似的なシグナルによる妨
害がほとんどない。この切り替えのタイミン
グと，顕微蛍光画像の取得のタイミングを合
わせることで，各円偏光を励起光とした画像
が得られる。R1 と R2 の平均画像[(R1+R2)/2] 
と L1 の差が，単一 DNA 分子の蛍光 CD 画像
に対応する。これらを，時間とともに測定す
ることで，単一 DNA 分子のキラリティの変
化を計測できることになる。なお前述のよう
に，PEM の切り替えの周波数は，20～50 kHz
と極めて高く，その意味でも本申請研究のシ
ステムに適合しにくいが，液晶チューナブル
フェイズリターダーの切り替えの周波数は，
1～100 Hz であり，画像化の周波数（例えば
ビデオレートは 30 Hz）と適合が良い。 
 本システムの構築後には，様々な条件下で，
単一DNA分子のキラリティ変化を計測する。
例えば，スペルミンなどの有機陽イオンを加
えると，DNA 分子は逆向きの螺旋構造（Z 
form）になることが知られている。まず，こ
の現象を単一 DNA 分子について精査する。
その際，螺旋構造の変化の速度に特に注目し
たい。この情報は，多分子を用いた測定では
平均化されて隠れており，単一分子測定での
み得られるものである。また，DNA 分子はポ
リエチレングリコール水溶液中でグロビュ
ール状態になるが，昇温することで，ランダ
ムコイル状態に形態変化を起こす。このよう
な形態変化とキラリティ変化の関係につい
ても明らかにする。さらに，互いに相補的な
一本鎖DNA同士が会合して二本鎖DNAにな
る際のキラリティの発現速度も極めて興味
深い研究テーマである。これらの実験を蓄積
し，緻密な解析を丹念に行うことによって，
単一 DNA 分子の螺旋構造変化の機構を明ら
かにしたい。 
 最後に，すべての実験を通して得た単一
DNA 分子のキラリティ変化の結果や知見を
多角的に考察し，本研究を総括する。 
 
４．研究成果 
市販の円二色性(CD)の測定装置を用いて

蛍光を検出する蛍光検出円二色性測定
（ Fluorescence Detected Circular Dichroism; 
FDCD）の基礎検討を行った。この装置は，
通常の光吸収の円二色性（吸収 CD）のスペ
クトルを測定するものであるが，検出方法を
変えることで，励起波長を変えながら，蛍光
強度を検出することができる。 
平成 25 年度に，タンパク質の FDCD 検出

では，偽シグナルが現れることがわかったの
で，平成 26 年度はその原因と解決法につい
てより詳しく検討した。そのために，蛍光物
質であり，互いに鏡像異性体の関係にあるキ
ニーネとキニジンをまず用いた。その結果，
偽シグナルが現れる最大の原因は，溶液中で
分子回転が遅いことによる蛍光異方性であ
ることがわかった。さらに，偽シグナルの強
度は，検出器の設置場所にも依存することが
わかった。 

上記の結果および光学計算に基づき，偽シ
グナルの出にくい検出器の設置場所を選び，
蛍光ラベル化したアミノ酸およびタンパク
質の FDCD 測定を行った。その結果，蛍光ラ
ベル化したアミノ酸では，L と D のアミノ酸
で互いに正負が鏡像関係のFDCDシグナルが
測定され，測定方法の正当性が確認できた。
さらに，蛍光ラベル化したタンパク質でも本
来のFDCDシグナルを測定することが可能で
あった。 
以上の成果を基に，今後より高い感度で

CD 測定を行うことが可能になる。 
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