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研究成果の概要（和文）： 
単一分子レベルの計測手法を応用し、従来のパルスレーザー励起とその時間分解測定では観測が

困難であった溶液中の平衡点近傍の揺らぎに強く依存した分子ダイナミクス測定法を開発、確立した。
この手法を液中における生体、あるいは人工系高分子系のサブナノ秒－ミリ秒ダイナミクス測定に応用
し、その手法の有効性を明らかにした。 
研究成果の概要（英文）： 
Apparatus that can measure dynamic behaviors of a single molecule in solution phase was constructed 
by combining an optical microscope, detectors of the fluorescence, and laser light sources. This 
apparatus was applied to the elucidation of conformational changes of DNA in water in sub nanosecond 
to millisecond range. The analysis of photon bunching and anti-bunching behaviors of the fluorescence 
from a moiety connected with DNA led to the conclusion that the faster conformational rearrangement 
occurring in several hundreds of ns was followed by the slower one with several – several tens μs time 
region.   
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１．研究開始当初の背景 
 近年、パルス光源を用いた時間分解計測の時
間分解能は飛躍的に向上し、アト秒領域の測定
も可能となりつつある。測定対象もパルス光源の
高性能化（短パルス化）と共に長寿命反応中間
体の検出から、電子状態緩和、振動緩和、電子
位相緩和などと変化し、化学反応ダイナミクスに
関する多くの知見が蓄積されてきた。これらの測
定の多くは、一般的に言えばパルスレーザー励
起により、時間原点において“非平衡状態”を生
成し、その緩和過程を高時間分解計測するもの

であり、平衡点から大きくずれた状態からの集団
系の平均の変化を追跡したものといえる。 
 一方、自然界のダイナミクスには、平衡点近傍
での揺らぎが重要な役割を果たしているものも
多い。たとえば溶液中の高分子鎖はそのミクロ
ブラウン運動によって、その形状を時々刻々と
変化させる。またタンパク質等の生体分子も、あ
る程度の構造揺らぎを伴いつつ、機能を発現し
ている。さらに、生物系では平衡点近傍の揺ら
ぎを積極的に利用し、低エネルギーで作動する
仕組みを達成していることも指摘されている。 



 このような平衡点近傍の揺らぎを実時間で観
測するためには、いくつかの方法が存在するが、
本質的には、小数系を直接観測しその時間変
化を解析することによって、集団系(アンサンブ
ル)測定では平均化されてしまう「揺らぎ」を抽出
することが最も直接的な方法と考えられる。この
ような観測手法としては、近年急速に進歩してき
ている単一分子計測があげられる。単一分子計
測では、①各々の分子の置かれているミクロスコ
ピックな環境の違いとそれに起因する各分子の
状態、反応性の違い、②従来の集団測定では
観測できない個々の分子の揺らぎに関する情報
を得ることが可能となる。１９９０年代初頭に、
Bashé, Moerner, Orrit らにより単一分子の蛍光
分光計測が報告されて以来、ここ１０数年の単一
光子計数デバイス及び周辺エレクトロニクスの進
歩により、分子分光の一つの究極型であると考
えられていた単一分子計測も比較的一般的な
計測手法になりつつある。例えば、De Schryver 
(ベルギー)らは、高分子マトリクス中に固定化さ
れたデンドリマー分子において、単分子レベル
での分子内エネルギー移動、S1-S1 annihilation
等種々の光化学諸過程を系統的に研究してい
る。Barbara (米国)らは π 共役系ポリマーのコン
ホメーションと電子・分光特性を単分子レベルで
詳細に測定し、それらの相関を明らかにしており、
van Hulst (オランダ)らは単分子の超高速ダイナ
ミクス測定への試みを近年報告している。 
 このように、過去十数年で長足の進歩を遂げ、
様々な分野に適用されつつある単分子計測技
術であるが、対象とする系としては結晶、高分子
或いはガラスマトリクス中に固定化された単分子
を測定するのが一般的である。これらの条件で
一つ一つの分子に対して蛍光寿命、蛍光スペク
トル、光子アンチバンチングなどを測定すること
が主な研究手法となっており、現在までの単一
分子の研究では、主に冒頭に記した２つの特徴
のうち、主に①の特徴に重点を置いたものが多
く、固体表面の並進拡散の観測などへの応用は
あるものの、②の個々の分子の揺らぎを高い時
間分解能を持って観測することは、一般的には
困難な課題と考えられてきた。 
 この理由の１つに、色素分子の光劣化がある。
単一分子検出のための励起条件では、有機色
素は、通常 1 秒あたり数 10 万回以上の励起と失
活を繰り返す。そのため耐光性の高い分子であ
っても、一般的には数秒から数１０秒以内に光
分解するものがほとんどであり、信頼性のあるデ
ータ取得のために必要な長時間の測定を困難と
している。また溶液中の分子のブラウン運動の
速度は非常に速く、またその不規則性から、量
子効率９０％程度を有する最新の超高感度
CCD カメラを用いたとしても、一般的な有機溶媒
中で分子の動きを３次元的に追跡することは現
状では不可能に近い。これらの試料劣化と測定
機器の制約から、分子運動が可能な条件にお
ける単一分子の揺らぎダイナミクスの測定はなか

なか困難な課題であった。 
 一方、タンパクなどの生物系高分子では、分
子の特定の部位に 2 つの色素をラベルしその両
色素間での励起エネルギー移動を観測しタンパ
ク質の基質に対する応答などの分子のコンホメ
ーション変化を探る研究もなされている。これら
の研究には優れたものも多いが、物理化学的視
点、分光学的視点から見て誤った結論がなされ
ている場合もはなはだ多い。これらの測定に対
する確固たる実験的手法と解析法を確立するこ
とは、今後の物理化学の発展として重要な視点
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 上述の通り、単一分子分光の研究では従来固
体中か固体表面に分子を固定化し測定を行っ
てきた。この方法は単一分子計測に高い検出感
度を与え、単一分子の Rabi 振動の観測、光子
アンチバンチング、マイクロ環境の時間発展に
伴う蛍光分子の電子状態変化、共役系高分子
のコンホメーションと共役長・電子状態との相関
等多くの新たな知見を与え科学の発展に寄与し
てきた。しかし先述の通り、分子の光劣化などが
原因で、定法では分子運動に基づく揺らぎを長
時間に渡り検出することは難しく、解析に値する
データを得ることは甚だ困難である。これらの問
題を解決し、単一分子の揺らぎを測定するため、
本研究では時間分解能を向上させた蛍光相関
分光測定装置を構築し、１つ１つの分子を観測
するがデータ全体としては単一分子レベルの測
定の積算データとして情報を得る。観測試料とし
ては主として室温溶液中で並進拡散する分子
系を対象とする。これにより、光耐性の低い発色
団を用いた場合でも、単一分子の揺らぎに関し
て信頼性の高い情報の取得が可能となる。 
 また下項に述べるように、検出系として非常に
高速で動作可能な時間相関単一光子計数デバ
イスを用い、かつ測定用プログラムを自作するこ
とで、光子相関の実験結果に基づき、回転緩和
時間、並進拡散速度、分子構造変化などの過
程を蛍光寿命や励起状態寿命の制約無しに検
出可能な装置を構築する。 
 これらの室温における分子運動が可能な状態
での、単一分子レベル計測に基づく揺らぎのダ
イナミクスの測定結果には、従来の固定化され
た単一分子の計測では得られない情報が含ま
れており、集団測定結果と単一分子測定結果と
の比較から、今までのダイナミクス測定法では容
易に観測ができ得なかった科学的に非常に基
礎的で重要な問題についても動的な直接的な
情報の取得を目指す。 
 
３．研究の方法 
 初年度は実験系の構築を行った。本研究で構
築した光学系の概念図を図 1 に示す。励起光源
として主として連続発振 Ar+レーザー（波長 488 
nm）を用い、蛍光寿命等の測定にはフェムト

 



Ti:Sapphire 秒レーザー（波長 960 nm、パルス幅
〜70 fs）を用いた。フェムト秒パルスは、非線形
結晶により二次高調波を発生させ、また EO 変
調器により繰返し周波数を変化させ用いた。光
学顕微鏡にピンホールを設置し共焦点光学系
を構築することで、溶液試料の微小体積部（直
径 400nm、高さ 2 μm 程度）に存在する分子から
の発光のみを選択的に検出した。これにより分
子濃度が十分薄ければ観測体積には 1 つ以下
の分子が存在する条件を実現可能とした。 
 検出系に、ガイガー動作のアバランシェフォト
ダイオード（APD）を２台使用した。単一光子源
からの発光では一回の励起に対して高々１つの
光子しか放出しない。光子は分割できないため、
ＡＰＤ１で発光を観測した場合には、ＡＰＤ２では
光子が観測されない。繰り返し周波数 ν でパル
ス励起を行った場合には、時刻０では２つのＡＰ
Ｄで同時に光子を観測するイベントは０になり、１
／ν の間隔でのみ光子間の相関が現れる(コイン
シデンス測定)。観測している発光分子の数に依
存して、時刻０と１／ν の間隔で現れる信号の比
は０から１まで変化する。したがってこの計測から
視野内に存在する分子の個数を確認することが
できる。励起光を連続発振光とした場合は、ＡＰ
Ｄ１とＡＰＤ２で光子が検出された時間に対して
相関をとると（光子相関）相関時間ゼロでは相関
値が低くなり、蛍光寿命程度の時間幅を持つデ
ィップが観測される（光アンチバンチング）。 
 また、共焦点光学系と共にＣＣＤ検出器による

蛍光イメージングも可能な装置構成とし、ゲスト

蛍光分子の比較的遅い動きに関しては直接イメ
ージングも可能な装置とした。 
 試料として、図２で示す一本鎖 DNA 群（G0 ~ 
G4）を用いた。これらの DNA にはフルオレセイ
ンをリンカーを介して修飾した。フルオレセイン
は DNA 中のグアニン塩基により電子移動消光
されることが過去の研究より分かっており、溶液
中での DNA のコンホメーション変化によりフル
オレセインとグアニン塩基との距離が近づくと蛍
光消光が起こる。その効果を系統的に調べるた
め、DNA のシーケンスを変化させ、フルオレセイ
ンとグアニン塩基の相対位置を種々変化させた
試料を準備した。この DNA のバッファー溶液濃
度を共焦点体積中で平均１個以下となるように
調製し測定に用いた。 
 
４．研究成果 
 まず１本差 DNA、G0~G4 に結合したフルオレ
セインの蛍光減衰挙動を時間相関単一光子計
数(TCSPC)法を用い集団系で測定した。その結
果を表１に示す。消光作用を示すグアニン塩基
を持たない G0 では、その蛍光減衰挙動はフル
オレセインと同じく単一指数関数的減衰であっ
た。一方、グアニン塩基を持つ DNA、G1~G4 で
は、その蛍光減衰曲線は２成分の指数関数で
再現され、G0 には見られなかった早い減衰成
分が観測されたことより、グアニンによる消光が
確認された。また早い蛍光減衰の成分比は
DNA シーケンスにおけるグアニン塩基の位置、
即ちフルオレセインとグアニンとの相対位置に依
存した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表１ 集団系を対象とした TCSPC 法により得られた

図１ 本研究で構築した光学系の概要 

図２ 合成した１本鎖 DNA 化合物の塩基配列（上）

とリンカーの構造（下）. 

 



フルオレセイン及び G0-G4 の蛍光寿命 
A1[%] A2 [%] τ1 [ns] τ2 [ns] 

Fluorescein 4.03 100 --- --- 

G0 4.36 100 --- --- 

G1 4.22 87.6 0.32 12.4 

G2 4.19 88.8 0.30 11.2 

G3 4.18 86.1 0.29 13.9 

G4 4.09 82.2 0.26 17.8 

 
 G0~G4 において、蛍光ピーク波長における
蛍光強度を定常蛍光スペクトル測定から求
め、G0 のスペクトル強度で規格化した場合
の相対強度変化と、TCSPC で得られた蛍光減
衰曲線の時間積分値に対して、G0 の積強度
で規格化して求めた相対蛍光強度をプロッ
トしたものが図 3a であり、非発光性コンホメ
ーション（図 3c における Form C）の割合を
プロットしたものが図 3b である。これより、
定常蛍光測定における相対強度が蛍光寿命
の積分から求めた相対強度と一致しないこ
とが分かり、この結果は、グアニンとフルオ
レセインが基底状態で相互作用した非発光
性コンホメーションの存在を示唆した。これ
らの結果から、G1~G4 は図 3b で示す３つの
コンホメーション間を揺らぎにより行き来
するとのモデルを考案した。 
 上記 TCSPC の実験結果からは、蛍光寿命
の間に起こる時間スケールのコンホメーシ
ョン変化に関する情報が得られるが、非発光
性の３重項状態やもっと遅い消光ダイナミ
クスに関する知見は得られない。そこで DNA
（G0~G4）に結合したフルオレセインの蛍光

を単一分子レベルで測定し、ナノ秒からミリ
秒に渡る時間領域での光子相関を得た。図４
にその一例として、G0 の光子相関波形を示
す。 
 単一の蛍光分子が放出する光子間の時間
相関には、様々な時間スケールの分子ダイナ
ミクスに関する情報が含まれる。相関波形の
時間原点から蛍光寿命程度の間では、光子相
関値が低くなり、時間原点では理想的には相
関を示さない（相関値が零となる）。この理
由は、励起状態の単一分子が発することので
きる光子数は、一回の励起あたりせいぜい１
個であり、蛍光寿命の間に同時に２個以上の
光子を放出する確率は励起直後が最も小さ
くなるからである。図４において、相関時間
10 ns までの相関値が、時間原点に向かって減
少していることがこの事象に対応する。 
 単一分子の蛍光光子相関において、励起状
態寿命より長時間領域で相関値が上昇し、
種々の消光の起こるタイムスケールで相関
値が減少する。これは、ある時間において発
光可能な状態にいる蛍光分子は、僅かな時間
が経過した後も発光可能状態にいる確率が
比較的高い（発光可能な状態からの変化が小
さい）ことを示している。しかし３重項への
項間交差、消光剤との衝突、ブラウン運動に
よる励起領域外への移動等で蛍光分子から
の発光光子数は時間と共に減少する。光子相
関では、一つの蛍光光子が検出されてから次
に蛍光光子が検出されるまでの時間スケー
ルに応じて相関波形の減衰が現れる。３重項
への項間交差が起こる場合では、S1 励起状態
（発光状態）→励起３重項状態（非発光状態）
→基底状態→S1 励起状態（発光状態）のサイ
クルに対応した時間スケールで相関波形の
減衰が見られる。このとき３重項寿命の時間
スケールが項間交差や電子遷移よりも十分
長いため、相関波形には３重項寿命に対応し
た時定数で減衰が現れる。 
 
 
 

図３ (a): G0-G4 の定常光励起下における蛍光強

度（○）と蛍光減衰曲線を積分して得られた蛍光強

度（□）。(b): 非発光性コンホメーションの成分比。

(c): 集団系の蛍光測定結果より類推したコンホメ

ーション変化スキーム。 
図４ フルオレセイン修飾１本鎖 DNA（G0、バッファ

ー溶液）の蛍光光子相関波形（室温）。 

 



 
 
 他の消光過程も同様であり、本研究で用いた
DNA の場合は、そのコンホメーション変化より
DNA 中のグアニン塩基とフルオレセインとの衝
突（消光）が起こるためその時間スケールに対応
した減衰が相関波形に現れ、また並進拡散運
動によって DNA が共焦点顕微鏡の検出領域を
出入りすることに起因した蛍光強度の時間変化
に対応した相関値の減衰も共に現れる。結果の
一例として、G4 の光子相関波形を図５に示す。 
 上記の如く、蛍光光子相関波形には、種々の
消光過程に関する情報が含まれる。これらを解
析し、DNA のコンホメーション変化ダイナミクス
に関する情報を取得するため、図６に示す７準
位モデルを考え G1~G4 の光子相関波形を解析
した。 解析では、formF と formD の励起状態か
ら基底状態への失活の速度定数は集団系の蛍
光寿命測定より得られた値を用い、また３重項寿
命は古典的な蛍光相関分光法の解析手法によ
り求めた値を用いた。解析結果を表２に示す。 
 

 

 kF>D /s-1 
(1/kF>D/ns)

kD>F /s-1 
(1/kF>D/ns)

kD>C /s-1 
(1/kF>D/µs) 

kC>D /s-1 
(1/kF>D/µs)

G1 4.0×105 
(2500) 

2.6×106 
(380) 

1.0×105 
(10) 

1.4×105 
(7.1) 

G2 4.0×105 
(2500) 

2.9×106 
(340) 

2.0×104 
(50) 

7.7×104 
(13) 

G3 1.2×105 
(830) 

6.7×106 
(150) 

1.0×105 
(10) 

1.1×105 
(8.7) 

G4 3.2×106 
(310) 

1.4×107 
(73) 

2.0×105 
(5) 

1.6×105 
(6.4) 

 
 表２から、formF と formD 間のコンホメーション
変化の速度定数（kF→D と kD→F）は、配列上のフ
ルオレセインが結合したチミンとグアニン間との
距離大きくなるにつれ増加し、この数十ナノ秒か
ら数マイクロ秒のコンホメーション変化はリンカー
部位や DNA 部分の局所的な動きに対応すると
考えられ、集団系の測定で得られた過去の文献
値とも矛盾しない。一方、formD から formC への
数~数十マイクロ秒のコンホメーション変化は
DNA 全体の構造変化であると考えられる。対し
て、formC から formD へのコンホメーション変化
の時定数が G1〜G4 でほぼ一定であったことは、
van der Waals 相互作用により安定化されたフル
オレセイン-グアニン錯体（formC）の解離エネル
ギーがどの DNA でも同程度であるとすると説明
できる。 
 以上のように、集団系の蛍光寿命測定より得ら
れたコンホメーション成分比と励起状態寿命、蛍
光相関分光法より得られた３重項に関する
速度定数を用い、７準位の速度論モデルに基
づいて光子相関関数を解析し、室温溶液中で
の生体高分子のコンホメーション変化ダイ
ナミクスを明らかにした。これらの結果から、
本研究成果はナノ秒からミリ秒にわたる比
較的複雑なコンホメーション変化のダイナ
ミクスに関して適用可能であることが示さ
れた。 
 その他、微小液滴系、高分子固体系、多孔
性材料中の蛍光性ゲスト分子の単一分子蛍
光計測にも本装置を応用し、並進や回転拡散
過程に関する知見を獲得するとともに、測定
法、システムの拡充を行った。 
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