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研究成果の概要（和文）：本研究では、申請者らの開発した過渡蛍光検出赤外超解像顕微鏡法の高感度かつ高空
間分解能の特性を利用して、蛍光タンパク質の発色団の赤外スペクトルの測定を実現できないかと考えた。その
実現には、水溶液中における蛍光生生体分子の赤外スペクトル測定が必須であるが、本研究では、タンパク質の
発色団であるフラビンを含めた蛍光生生体試料の水溶液中における赤外スペクトル測定および振動緩和過程の観
測に成功し、多くの基礎データを収集できた。これらの結果は、フラビンタンパク質（発色団：フラビン）やロ
ドプシン（発色団：レチナール）等の蛍光タンパク質における発色団の赤外スペクトル測定に大いに役立つデー
タと考えている。

研究成果の概要（英文）：IR spectroscopy is one of the powerful tools for investigation of structure 
of proteins. However, it is difficult to measure IR spectra in aqueous aqueous solution because 
large IR absorption of water. In this study, we developed a novel transient fluorescence-detected 
resonance IR spectroscopy, and succeeded the measurement of IR spectrum of flavin mononucleotide, 
that is one of the fluorescent protein chromosphere, in aqueous solution. Measured spectrum was 
compared with these measured by Raman spectroscopy. These results will be regarded as the data very 
useful for the measurement of IR spectrum of fluorescence protein chromosphere.

研究分野：物理化学
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 本研究では、申請者らの開発した過渡蛍光

検出赤外超解像顕微鏡法の高感度かつ高空

間分解能の特性を利用して、蛍光タンパク質

の発色団の赤外スペクトルを測定できない

かと考えた。具体的には、顕微鏡条件下にお

いて、試料セル表面のごく近傍（< 2 µm）の
領域に赤外光を集光し、さらに可視光を入射

することで蛍光タンパク質発色団から生じ

る過渡蛍光を検出する。このとき、１）過渡

蛍光は発色団部位からのみ発生し、タンパク

質の他の部位からは発生しない、２）赤外光

を波長掃引する、ことにより赤外吸収スペク

トル測定の実現を目指した。	
 	
  
	
 本研究を実現するには２つの breakthrough
が必要であった。即ち、１）水溶液中での赤

外スペクトル測定を実現し、２）タンパク質

発色団部位の赤外情報のみを抽出する、の実

現が必須であった。しかし、周知の通り、水

は極めて強い赤外吸収を有するため、水溶液

中では OH伸縮振動領域において赤外光はほ
とんど透過しない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
例えば、厚さ 10 µmの特殊な溶液セルを使っ
た場合の透過率を図１に示すが、OH 伸縮振
動バンドから遠く離れた 2632 cm-1では赤外

光はほとんど透過するが、バンドの裾である

3030 cm-1 になると赤外光の透過率は 0.43、
3226 cm-1では 0.013まで減少し、バンドのピ
ーク付近では赤外光は全く透過しない。この

ような条件下では通常の赤外分光測定で希

薄な水溶液中の溶質分子の赤外吸収を得る

ことは不可能である。加えて、タンパク質発

色団の赤外スペクトル測定を試みる場合、発

色団部位の赤外吸収と発色団部位以外の赤

外吸収が重なってしまうために発色団部位

のみの赤外スペクトルをことは極めて困難

であった。 
 
２．研究の目的 
 
	
 以上の背景の中、「蛍光タンパク質発色団

部位の赤外スペクトル測定への挑戦」を発案

した。具体的には、赤外超解像顕微鏡条件下

において、試料セル表面のごく近傍（< 2 µm）
の領域に赤外光を集光し、さらに可視光を入

射することで水溶液中における蛍光タンパ

ク質発色団から生じる過渡蛍光を検出する。

さらには赤外光を波長掃引することによる

赤外吸収スペクトル測定の実現を目指す試

みである。試料セル表面のごく近傍領域のみ

を観察できるため、溶媒である水の強い赤外

吸収に妨害される前に信号を抽出できると

同時に、過渡蛍光は発色団部位からのみ発生

し、タンパク質の他の部位からは発生しない

ため発色団部位のみの赤外情報の抽出が期

待される。 
 
３．研究の方法 
 
	
 本研究を達成する手順としては、レーザー

蛍光顕微鏡の高感度・高 S/N比化を極限まで
高めた、１）共焦点型赤外超解像顕微鏡の構

築、２）試料セル表面のごく近傍（< 2 µm）
の領域に光を集光し、そこからの信号のみを

検出、３）水の赤外吸収条件下における蛍光

生体分子の信号抽出／赤外スペクトル測定、

４）蛍光タンパク質発色団への適用、である。

これにより蛍光タンパク質発色団部位の赤

外吸収スペクトル測定の実現を目指した。具

体的な光学系レイアウトを図２に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
 また、本研究手法は、振動準位を経由して

蛍光を観測する過渡蛍光検出赤外分光法を

利用しているため、赤外光と可視光の遅延時

間を調節して行うピコ秒時間分解測定によ

り、振動緩和過程が必ず同時に観測される利

点を兼ね備えている。よって、振動緩和に伴

うエネルギー移動観測も同時に行うことを

計画した。 
 
４．研究成果	
 
 
	
 平成２７年度は、予備実験として以下の４

つの項目を達成目標とした。 
（１）共焦点型赤外超解像顕微鏡の構築 
（２）過渡蛍光信号の観測 
（３）溶媒（水以外）の振動共鳴条件下にお

ける溶質分子の過渡蛍光（赤外情報に相当）

の検出 
（４）水溶液中における溶質 分子の赤外吸収
情報の抽出  
（１）、（２）については、対物レンズに中

赤外波長領域の透過率を確保するために反射

対物レンズを採用することで、過渡蛍光の信

 
図１：水（10	
 µm 厚）の赤外透過スペクトル	
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図２：光学系レイアウト 



号観測に十分な光学系構築に成功した。もち

ろん、過渡蛍光信号の観測にも成功した。こ

の装置の空間分解能は、過渡蛍光の波長と反

射 対物レンズの NAで一意に決まるが、本研
究では、溶質分子にローダミン6Gを使用し
たので過渡蛍光波長：565 nm、反射対物レン
ズのNA = 0.4を使用した結果、およそ900 nm
の空間分解能を達成した。また、深さ方向の

空間分解能（焦点深度）は、およそ2マイクロ
メートルであった。 非常に高い空間分解能を
達成できたため、（３）の項目についても検

証した。赤外吸収の比較的弱いクロロホルム

およびアセトニトリルといった非水素結合性

溶媒を用いてその振動共鳴条件下におけるロ

ーダミン6G分子の過渡蛍光信号の検出を試
みた。その結果、CH伸縮振動の共鳴条件下で
も強い過渡蛍光の検出に成功した。さらに、

ローダミン6G水溶液を用いて、（４）の検証
を行った。水のOH伸縮振動は極めて強い赤外
吸収を示すため、過渡蛍光信号が観測できる

のか危惧していたが、信号強度は弱いものの

水溶液のOH伸縮振動共鳴条件下においても
過渡蛍光の検出に成功した。以上により、平

成２７年度は当初の研究計画を全ての項目に

おいて達成できたと考えている。 
	
 平成２８年度は、平成２７年度に蛍光色素

であるローダミン６Gを試料に用いて、水溶
液においても過渡蛍光の検出および赤外スペ

クトルの測定に成功した事を受けて、元来フ

ラビンタンパク質（発色団：フラビン）やロ

ドプシン（発色団：レチナール）等の蛍光タ

ンパク質に対して過渡蛍光の検出および赤外

スペクトル測定を試み計画であったが、研究

代表者（私）が平成２８年４月に東京工業大

学から岡山理科大学に異動した事に伴い、実

験環境が大きく変化したため、研究進捗に遅

れが生じた。しかしながら、蛍光タンパク質

の発色団の１つであるフラビン分子を対象に

過渡蛍光の測定を試みた結果、過渡蛍光の信

号検出に成功するとともに、赤外スペクトル

測定にも成功した。 
	
 平成２９年度は、フラビンを含めた蛍光生

生体試料の水溶液中における赤外スペクトル

測定および振動緩和過程の観測に成功し、多

くの基礎データを収集できた。これらの結果

は、フラビンタンパク質（発色団：フラビン）

やロドプシン（発色団：レチナール）等の蛍

光タンパク質における発色団の赤外スペクト

ル測定に大いに役立つデータと考えている。 
	
 今後、本研究手法よる蛍光タンパク質発色

団部位の赤外情報抽出が実現すれば、近年

次々と新規開発されている蛍光タンパク質

の発色団構造解析さらには光変換機構解明

に極めて有効であることが期待される。これ

までは、蛍光タンパク質の発色団構造解析に

は紫外共鳴ラマン分光（可視共鳴ラマンでは

発色団からの強い蛍光のため測定が困難で

あるため）が唯一の方法であったが、紫外共

鳴ラマンでは発色団部位の他、タンパク質に

含まれる複数のアミノ酸のバンドが同時に

観測されてしまう欠点があり、発色団のみの

スペクトル測定は困難である。本研究手法は

発色団からのみ生じる強い可視蛍光を赤外

吸収スペクトル測定に利用するため、発色団

以外の部位の赤外情報は全く含まれない。赤

外共鳴分光とも言うべき優れた手法であり

今後の発展を期待する。 
	
 なお、以上の成果の一部は、下記の雑誌論

文、学会発表で報告を行った。 
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