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１．研究計画の概要 
酵素は生理条件下で絶えずその三次元構造を

変えながら機能している。液体ヘリウム温度
における単一タンパク質分光は、酵素が
生理条件下で取る様々な構造を一個一
個つぶさに観察できる、という点で他の
手法では全く不可能な情報が得られる。
しかし、これまでこの手法は技術的に近
赤外領域に限られており、ごく僅かのタ
ンパク質しか研究できなかった。 

我々は可視域の実験を可能にしてこ
の手法を一般化するとともに、青色光に
よって自らの酵素機能を制御する青色
受容体酵素の分子内機能制御機構を解
明することを目的としている。これを実現

するために必要な課題は以下の通りである。 

(1)液体ヘリウム中で使える可視光用対物

レンズの開発。 

(２)単一タンパク質観察中の試料の温度変化
の実現。 
 
２．研究の進捗状況 
(１)低温可視域用対物レンズの開発。冷却可
能で色収差のない対物レンズとして、一体成
形反射対物レンズを開発した(文献４)。これ
を用いて緑色蛍光タンパク質一個の二光子
蛍光スペクトルの測定に世界で初めて成功
した(文献２)。波長域を更に短波長へ拡張す
るため、焦点距離を半分にした対物レンズを
開発し、回折限界の結像能を 360 nm まで実
現した(文献１)。 
(２)単一タンパク質の温度変化の測定の実現。
光合成細菌の光捕集色素・タンパク複合体に
ついて 5 – 18 K までの温度変化の測定を行
い、タンパク質内部の熱活性化型の構造変化

に加えて、温度に依存しない、プロトンのト
ンネリングによる構造変化を捉えることが
できた(文献３)。 
(３)光活性化アデニル酸シクラーゼ（PAC）
の単一タンパク質分光。PAC はミドリムシの
青色光回避をつかさどる光受容体として発
見された。補因子として含んでいる FAD の
青色光吸収が光受容信号の引き金になって
いるが、FAD は視覚におけるレチナールとは
異なり、シグナリングに使えるような分子内
自由度を持たないので、信号伝達機構に関心
が集まっている。また、PAC は青色光受容に
よって自らの酵素機能を活性化して細胞内
信号伝達物質であるｃAMP を産生するため、
生体内の化学反応の光による空間コントロ
ールという観点からも注目を浴びている。わ
れわれは、PAC 一分子の低温における蛍光ス
ペクトルの測定に世界で初めて成功し、光信
号の初期過程と考えられる可逆的な蛍光ス
ペクトルシフトを捉えた。 
 
３．現在までの達成度 
① 当初の計画以上に進展している。 
(理由)対物レンズの開発が予想以上に順調に
進み、温度変化の実現も、低温装置の最小限
の改造で実現できたため。 
 
４．今後の研究の推進方策 

PACの光受容による構造変化について、よ
り直接的な情報を単一タンパク質分光によっ
て得るために、PACⅠ分子当り８個あるFAD
結合部位のうちの一個だけを再構成して蛍光
分光を行なう。平行してPACのアミノ酸置換
や溶媒の重水置換による重水素効果、などを
測定する。 



 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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