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研究成果の概要（和文）：　一分子蛍光分光法は、タンパク質の運動を観察し機能を理解するための強力な手法である
。しかし、従来の手法では、ミリ秒よりも短い時間領域で起きる現象の検出は不可能だった。本研究では、我々がこれ
までに開発してきたラインフォーカス型共焦点顕微鏡にハイブリッド光検出器を組み合わせることで、一分子が発する
蛍光信号を10マイクロ秒の時間分解能で10ミリ秒の長さにわたって一分子検出することを可能にした。さらに、開発し
た装置を使ってBdpAと呼ばれるタンパク質についての高速測定を行い、変性状態のBdpAがさまざまな運動を示している
ことを明らかにした。開発した手法は、さまざまなタンパク質の研究に応用可能である。

研究成果の概要（英文）： Single molecule fluorescence spectroscopy (SMFS) is a powerful method for the 
characterization of protein dynamics; however, the past methods of SMFS has the limit in the time 
resolution of the fluorescence detection and can not resolve events occurring within 1 ms. In this 
investigation, we used line confocal microscopy and combined it with the new photodetector, hybrid 
photodetector (HPD), and enabled to detect fluorescence signals from single molecules at the time 
resolution of 10 microsecond and for the duration of 10 millisecond. We further characterized the 
dynamics of a protein, BdpA, and observed that the unfolded BdpA shows various dynamics that should be 
important for the understanding of protein folding. The developed method can be applied to various 
proteins and their dynamics at the single molecule level.

研究分野： 生物物理
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質は、化学反応の触媒や信号伝達
など、多彩な機能を発揮する生体高分子であ
る。タンパク質の機能を理解するために、一
分子蛍光観察法が強力な手段として使われ
る。例えば、全反射蛍光顕微鏡や共焦点顕微
鏡などの光学系を使うことで、タンパク質に
修飾した色素の蛍光を一分子レベルで観察
する実験が可能となり、多くの知見が得られ
ている。 
 一方で、従来の一分子蛍光観察法には大き
な限界があった。すなわち、観測の時間分解
能がミリ秒程度に限られ、マイクロ秒の領域
で起きる運動を追跡できないという欠点が
あった。ミリ秒以内の短時間内に起きる過程
を、一分子レベルで連続観察する手法の開発
が強く求められていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、申請者が見いだした新しい測定
原理であるラインフォーカス型共焦点顕微
鏡に新しい光検出器であるハイブリッド光
検出器（HPD）を組み合わせることで、一分
子蛍光連続観察の時間分解能を 10 マイクロ
秒以内に向上させることを目的とした。また、
開発した装置を用いることで、分子動力学計
算で示される分子の運動を実験的に確認す
るという研究戦略の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)HPD を応用した光検出系の開発 
 始めに、HPD を採用することに合わせ、ラ
インフォーカス型共焦点顕微鏡の蛍光検出
の光学系を最適化した。HPD の特徴は、高い
時間分解能で時系列データを検出できるこ
とである。この特性を引き出すために、高い
データ計数効率を持つカウンターを接続す
る方法、単一光子相関分光法のために開発さ
れたコリレーターを接続する方法などを検
討した。その結果、後者のコリレーターを採
用することが望ましいと判断し、コリレータ
ーボードを導入した。二台の HPD からの信号
を、同時に一台のコリレーターに入力し、信
号を計数する回路を構成した。 
 
(2)背景光の低減を目指したライン型共焦点
顕微鏡の光学系構築 
 本手法では、マイクロ流路を流れる分子を
線状に励起し、スリット型の空間フィルター
で背景光を低減させる光学系を使用する。従
来のポイントフォーカス型の共焦点顕微鏡
に比べ、本手法は背景光の影響を受けやすい
という弱点を持っている。また、二次元型の
光検出器を使うことに比べ、HPD を使用する
ことは、スリットを通過した全ての背景光が
HPD により計数されるという弱点を持ってい
る。このように、背景光対策を行うことがこ
の手法の大きな課題である。 
 研究の過程で、背景光対策がさらに重要で
あることが判明した。これは、HPD からの信

号を検出するコリレーターについて、計測す
る光子数の飽和現象が比較的少ない光子数
（カタログでは十分に対応できるとされる
光子数）においても生じたことである。この
ために、検出する蛍光が強い場合に二つのチ
ャンネルからのデータ検出が正確に行われ
ず、蛍光の強度比が正確に計算できない問題
があることが判明した。このとき、信号以上
に問題となるのは、高いバックグラウンドの
計数効率である。すなわち、バックグラウン
ドを低減できれば、飽和現象が回避できるこ
とがわかった。 
 以上の状況に対応するため、ラインフォー
カス型共焦点顕微鏡において、蛍光バックグ
ラウンドを低減させるための試行錯誤を行
った。第一に取り組んだのは、短パルス高繰
り返しの励起レーザーを導入することで時
分割計測を行い、背景光を時間的に低減する
方法である。この方法を用いる場合、対象と
する試料分子からの蛍光の減衰データも測
定が可能になる。しかし、ラインフォーカス
型の光学系を用いる場合、購入できるパルス
レーザーでは十分な光子密度が得られず、こ
の手法では信号を得ることが不可能だった。
このため、パルスレーザー励起を応用するこ
とは断念した。 
 次に試みたのは、背景光の大きな原因とな
る顕微レンズの持つ自家蛍光の低減である。
顕微レンズはそれ自身が比較的強い蛍光を
発している。ポイントフォーカス型の光学系
の場合、この背景光も効率よく取り除くこと
が可能である。しかし、ラインフォーカス光
学系にすることで、背景光の除去効率が悪く
なるため、顕微レンズによる背景光が大きな
問題になることが判明した。顕微レンズが持
つ自家蛍光の対する対策として、石英素材で
構築された対物レンズを購入した。石英は蛍
光をほとんど発しないため、このレンズを用
いることで背景光を劇的に低減できること
を見いだした。 
 しかし、次の問題として、石英レンズの場
合、背景光は少なくなるものの、波長の違い
による色収差が比較的大きく、二色の蛍光の
同時計測が難しいことが明らかになった。す
なわち、550nm（緑色）付近の蛍光と 600nm
（赤色）付近の蛍光の焦点位置が異なるため、
二色の蛍光の強度比を見積もることが大変
難しくなった。このための対策として、二つ
の波長において別々に集光光学系を構築す
ることを試みたが、光学系のアラインメント
が難しくなり過ぎ、実用的な光学系としては
使用できないと判断した。 
 以上の試行錯誤の末、最終的に以下の光学
系で一分子蛍光の計測が可能であることを
見いだした。顕微レンズとして、やや高めの
NA 値を持つものを採用し、これにより背景光
をできるだけ低く抑えることにした。また，
フローセルの流路の深さを5マイクロメート
ル以内に抑えることでも、背景光の低減を図
った。さらに、励起レーザーの強度を中程度



に抑えることでも、背景光の低減を狙った。
このように、光学系と試料送液系全体のデザ
インを最適化することで、背景光をできるだ
け減らすという手段で、最終的な一分子観察
を成功させた。 
 
(3)ラインフォーカス型一分子計測装置に最
適化したフローセルの構築 
 共焦点光学系を用いた一分子観測を行う
場合、フローセルのイメージング可能な領域
の外を流れる試料は、しばしば背景光となっ
て測定に悪影響を及ぼす。そのため、サイズ
の小さな流路を一分子観察に応用すること
が望ましい。これまでは、流路深さが 10 マ
イクロメートルのフローセルを使用してい
たが、本研究では 5マイクロメートルの深さ
のフローセルを導入することで、背景光の低
減が可能になった。さらに、フローセル内を
流れる試料の流速を下げるための工夫を行
った。また、フローセル内を親水性ポリマー
でコートすることで、試料の吸着を減らしそ
の結果として背景光を低減することにも成
功した。 
 
４．研究成果 
 開発した一分子計測装置を使って、プロテ
イン Aの Bドメイン（BdpA）についての高速
一分子計測を行った。これまで、BdpA の一致
分子計測では、100 マイクロ秒の時間分解能
で数ミリ秒程度の間しか可能でなかった。し
かし、新しく構築した装置を用いることで、
10 マイクロ秒の時間分解能で 10 ミリ秒まで
の長時間について一分子 FRET 計測が可能に
なった。得られたデータは、BdpA が大変大規
模な揺らぎ運動を行うことを示しており、今
後、この運動の帰属を行うなど、タンパク質
科学として重要な課題が残されていること
を明らかにできた。 
 測定の例を増やすために、色素を二重ラベ
ル化した DNA ヘアピンの計測も行っている。
DNA ヘアピンは、大変早い構造変化を示すこ
とが知られている試料である。この試料につ
いても、本装置を使うことで初めて多数の運
動をリアルタイムで計測することに成功し
た。これらの結果をまとめる形で、現在、論
文の執筆を進めており、数ヶ月以内に投稿す
ることを目指している。 
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