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研究成果の概要（和文）：物質としての酵素タンパク質の研究は、単離精製された均質な試験管

の溶液で行われる。しかし細胞内の酵素タンパク質は一分子ごとに異なった場所・環境下にあ

ってそれぞれの分子が異なった状態にある。このため、酵素機能をタンパク質の分子論に基づ

いて理解するためにはタンパク質一分子の観測が不可欠である。今回我々は、可視蛍光性タン

パク質一分子の分光測定を実現した。 
 
研究成果の概要（英文）：Physical and chemical properties of enzyme can be studied using a 
homogeneous solution of a purified sample of enzyme. However, in living cells, individual 
protein molecules of enzyme are in different locations to experience different environments, 
so that they function differently. For understanding enzymatic reactions on the basis of 
molecular science, observation of individual molecules is essential. In this study we 
realized spectroscopy of visible-fluorescent single protein molecules.  
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１．研究開始当初の背景 

一般にタンパク質は多数の準安定構造を
取ることができ、室温では絶えず構造を変え
ながらその機能を発揮している。通常のアン
サンブルの分光測定では準安定構造に対応
する成分の数が多すぎて、個々の構造や変化
の実態を明かすことは難しい。これを克服す
る方法が、低温で一つの準安定構造に事実上
固定された単一タンパク質を分光すること
である。単一タンパク質分光は、当時光合成
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図 1. タンパク質の分光測定 



細菌の光捕集機能を担う色素・タンパク複合
体に対して行われており、大きな成果を挙げ
ていたのでこれに着目した。 

 
 

２．研究の目的 
 近赤外領域でのみ可能であった単一タン
パク質分光を可視光領域でも可能にする技
術開発を行い、生体内の化学反応を制御する
タンパク質である酵素についての分子論的
理解を深めることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 分子としてのタンパク質は、室温ではその
構造を変化させるのに十分な熱エネルギー
を持つため、絶えず多くの準安定構造の間を
往き来しているため、せっかく一分子のスペ
クトル測定を行っても、得られた結果は測定
の間にタンパク質が経験した多数の構造の
重ね合せとなってしまう。このため、一分子
のスペクトル測定は液体ヘリウムを用いて
温度数 K で行うのが一般的である。したがっ
てタンパク質一分子からの微弱な蛍光をで
きるだけ逃さず捉えるためには、液体ヘリウ
ム中の試料の直近に対物レンズを置かなけ
ればならない。ところが、液体ヘリウムの低
温に耐える満足な性能の対物レンズは存在
しない。そこでまず対物レンズを設計・開発
することから研究を開始した。 
 単一タンパク質の分光測定に十分な光学
的性能を持つ対物レンズとして、2 枚の球面
鏡で構成されるSchwarzschild型の配置を採
用した。反射光学系を用いることで色収差は
原理的になくなり、可視領域でも使うことが
できるようになる。また、二枚の球面鏡の巧
妙な幾何配置により、球面収差も最低次が打
ち消しあうように設計されている。二枚の鏡
の相対配置が、室温と低温の温度サイクルに
耐えるようにするため、一個の石英に両方の
鏡面を作り込み、一体成形のレンズとした。 
 
 
４．研究成果 
(1) 低温用一体成形反射対物レンズの開発：
上記の方針に基き設計したレンズの製作は
技術的に困難なものだったが、日本のレンズ
技術の高さにより何とか実現できた。最初の
レンズは焦点距離4 mm、開口数0.6であり、
波長がおよそ 400 nm より長波長側で回折限
界の結像能を発揮した(論文リスト(9))。 

しかし、400 nm より短波長では球面収差
が無視できず、これを解決するために新たに
焦点距離 2 mm、開口数 0.6 のレンズを作っ
た(論文リスト(6))。図 2 に、新しい対物レン
ズを用い、波長 360～980 nm の光を当てて
撮ったポリスチレンビーズの散乱像を示す。

波長 360 nm でも像の劣化は認められず、波
長に比例して回折限界像の大きさが小さく
なっているだけであることが分かる。こうし
て最終的には短波長側が 360 nm の紫外域ま
で球面収差がなく、液体ヘリウム中で使用可
能な色収差のない対物レンズを作ることが
できた。 

 
 
(2) 単一タンパク質のスペクトル変化の温度
依存性の測定によるプロトンのトンネル過
程の発見：温度数 K においてもタンパク質の
構造は完全に固定されているわけではない。
単一タンパク質のスペクトルは、スペクトル
ジャンプやスペクトル拡散と呼ばれる時間
変化を示す。タンパク質中の補因子色素一個
の吸収波長が変化する頻度の温度依存性を
調べたところ、頻度が温度に依存せず一定で
あるような、量子力学的なトンネル過程が見
つかった(論文リスト(8))。 

温度数 K の有機固体でのトンネル過程と
して知られているものは、プロトンが関与す
るものばかりであり、タンパク質中で今回見
つかったトンネル過程は水素結合のプロト
ンの動きであると考えられる。 
 
 
(3) ミドリムシの青色センサー酵素 PAC の
単一分子分光：可視蛍光性の酵素として、ミ
ドリムシが青色光を避ける際の青色光セン
サーと信号物質産生反応の酵素として働い
ている、photo-activated adenylyl cyclase 
(PAC)について単一分子分光を行った(論文
リスト(4))。 

PAC は青色光のセンサータンパク質であ
るが、センサー機能は青色光を吸収する補因
子である FAD が担っている。この FAD の光
吸収が引き金となって PAC のもう一つの機
能、すなわち細胞内信号伝達物質である
cAMPを産生する酵素としての機能が活性化
される。 
 視覚において光受容体として働いている
タンパク質はロドプシンであり、実際に光を
吸収しているのは補因子レチナールである。
レチナールは光吸収によってシス・トランス
異性化を起こし、分子構造が大きく変化する。
この大きな構造変化が光を感知した信号と
してロドプシンの状態を変化させるのだが、

図 2. 低温用対物レンズによるビーズの散乱像 
 



PAC の補因子 FAD は光を吸収してもレチナ
ールのような大きな構造変化を起こさない。
新しいタイプの光受容体である FAD は、光
を感知した信号として、果たして何を使って
いるのか？PAC に関しては大量発現系が見
つかっていないので天然のものをミドリム
シから抽出精製するしかなく、本格的な分光
研究は手付かずであった。今回、PAC の一部
を再構成したモデルタンパク質ではなく、
PAC 全体の単一分子分光に成功し、50 nm も
の大きな蛍光スペクトルのジャンプが観測
された。これだけの大きさのスペクトル変化
は水素結合のプロトンの動きだけでは説明
がつかず、電子状態の変化を示唆している。 
 
(4) 単一タンパク質に対する可視光と赤外光
の同時照射：一体成形反射対物レンズは、原
理上すべての波長域で色収差を生じない。光
がレンズを透過する限り、どんな波長の光も
同一分子に集光できる。色素一分子の蛍光か
らその周囲の局所的な構造変化が分かるの
で、色素をラベルしたタンパク質に可視光と
赤外光を同時照射すれば、タンパク質一分子
の赤外振動吸収による構造変化を色素の可
視蛍光を通して検出できるだろう。我々は、
ウシの血清アルブミンに色素 Alexa Fluor 
660 をラベルし、振動数 1500 cm-1付近のア
ミド I 領域の中赤外光を照射した。同時に可
視光を当てて色素からの蛍光を観測したと
ころ、蛍光強度は中赤外光の強度と波長に対
して相関があり、主鎖の全ての C=O 伸縮振
動の赤外吸収を表していることが分かった
(論文リスト(5))。 
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