
岡山理科大学・理学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３５３０２

若手研究

2023～2021

水溶液中における蛍光タンパク質発色団部位の選択的赤外分光計測

Selective IR measurement of chromophore of fluorescent proteins in aqueous 
solution

００８０３５２９研究者番号：

高橋　広奈（Takahashi, Hirona）

研究期間：

２１Ｋ１４５９２

年 月 日現在  ６   ５ ２７

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：本研究で、水溶液中における蛍光タンパク質発色団部位の選択的赤外分光計測を行
い、発色団部位の局所的な構造解析に取り組んだ。具体的には、類似の発色団を持ちながら蛍光・発光特性のこ
となる蛍光タンパク質をターゲットに、申請者らの開発した、過渡蛍光検出赤外(TFD-IR)分光法と顕微鏡技術を
組み合わせた共鳴IR法により、蛍光タンパク質発色団のみの赤外スペクトル測定を行い、振動数から発色団部位
の分子構造を同定した。さらに、バンドごとの振動緩和速度を計測し、周囲のタンパク質との相互作用について
議論を行った。

研究成果の概要（英文）：Recently, we have developed the resonance IR spectroscopy for fluorescent 
molecules in water by combining IR super-resolution technique and transient fluorescence detection 
IR (TFD-IR) method. In this study, we applied this method to fluorescent protein and succeeded in 
the selective IR measurement of chromophores. The S/N ratio of IR spectra was quite high although 
the concentration of fluorescent proteins was small. Because no peak appeared in the amide I region,
 it is concluded that the selective IR measurement of fluorescent protein chromophore was succeeded 
in. It was also found the different spectral features of  fluorescent proteins, which had similar 
chromophore. This might come from the difference of the molecular structure of chromophores. In 
addition, we measured the time profile of the intensity of resonance IR signals and observe the 
vibrational relaxation process.

研究分野：物理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではTFD-IR分光法と顕微鏡技術を利用した共鳴IR法により、蛍光タンパク質発色団部位の選択的な赤外分
光計測法を確立し、発色団の分子構造、電子状態および周囲との相互作用が吸収・発光特性にどのように影響す
るのか議論を行った。希薄な水溶液中においても高いS/N比で蛍光タンパク質発色団部位の赤外分光計測に成功
しているが、これは共鳴IR法でのみ実現できる新規かつ唯一のものであり、従来の振動分光法では達成しえなか
った成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 蛍光タンパク質に任意の吸収・発光特性を付与するテクノロジーは、これらを利用した計測を
行う上で不可欠である。発色団や周囲のタンパク質の構造が、その吸収・発光特性に与える影響
に関する知見をもとにした新規蛍光タンパク質の設計・開発も近年、行われてきている【S. Zhong 
et al., J. Neurosci. Methods, 313 (2019) 68】。しかし、「発色団の分子構造、電子状態および周囲のタ
ンパク質との相互作用が吸収・発光特性にどのように影響を与えるか？」の命題を分光学的に明
らかにした研究は数が限られていた。これは、分子構造に敏感な赤外分光法に２つの困難があっ
たためである。１つ目は、蛍光タンパク質においては、周囲の大部分を占めるタンパク質部分の
赤外吸収に妨害されて発色団の選択的な計測が難し
いこと、2つ目は、水の強い赤外吸収に阻害されて、
水溶液中における希薄な溶質分子の赤外スペクトル
測定は不可能であることである。 
 そこで申請者は TFD-IR 分光法を顕微鏡技術と組
み合わせた『共鳴 IR法』により、水溶液中における
蛍光タンパク質発色団部位の選択的な赤外分光計測
が可能と着想した。その鍵となる TFD-IR分光法は、
振動励起準位を経由する多光子過程を利用して赤外
情報を蛍光に変換する手法であり、蛍光分子に対し
て赤外光を照射して特定の振動に励起し、振動励起
した分子を可視光で選択的に電子励起することで S1

状態から発生する過渡蛍光を検出する。これを蛍光
タンパク質に適用した場合、タンパク質部位は可視
光ではエネルギー的に S1状態に励起できないため蛍
光が発生しないが、発色団部位からは過渡蛍光が発
生するため、発色団部位のみの信号抽出が可能と考
えた（図１）。この分光法では、赤外光の波長が分子
振動と一致しない場合には蛍光が発生しないため、
蛍光強度をモニターしながら赤外波長掃引すること
で、発色団部位のみの選択的赤外スペクトル測定を
実現できる。加えて、TFD-IR分光法では可視光と赤
外光の重なり部分からのみ信号が発生するため、水
による赤外吸収の影響を除去できる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では TFD-IR 分光法と顕微鏡技術を利用した共鳴 IR 法により、蛍光タンパク質発色団
部位の選択的な赤外分光計測法を確立し、発色団の分子構造、電子状態および周囲との相互作用
が吸収・発光特性にどのように影響するのかを明らかにすることを目的とした。 
 蛍光タンパク質 turboGFPおよびそれと同一の発色団を持ちながら吸収・発光特性の異なる４
つの蛍光タンパク質をターゲットとした。これらの蛍光タンパク質の発色団は、３つのアミノ酸
より構成されており、周囲の環境によって、発色団の酸塩基状態や周囲との相互作用に違いがあ
るといわれているが、吸収・発光特性との直接的な対応関係は得られていない。本研究では、共
鳴 IR法により、（1）振動数から発色団部位の分子構造を同定する、（2）信号増強されるバンド
から電子励起状態における構造変化を明らかにする、（3）バンドごとの振動緩和速度から周囲の
タンパク質との相互作用を解明する、を遂行した。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、以下の３つの手順で蛍光タンパク質発色団の選択的赤外分光計測に取り組む。 
（1）振動数から発色団部位の分子構造を同定する 
 TFD-IR法を利用する本手法を蛍光タンパク質に適用すると、タンパク質部位はエネルギー的
に S1状態に励起できないため蛍光が発生しないが、発色団部位からは過渡蛍光が発生する。過
渡蛍光強度をモニターしながら赤外光を波長掃引することで、発色団部位のみの赤外スペクト
ルが得られる。この手法では非常に高い S/N 比で発色団のみの赤外スペクトルを選択的に得ら
れるため、ピーク振動数をもとに化学結合レベルでの分子構造解析を行う。 
（2）信号増強されるバンドから電子励起状態における構造変化を明らかにする 
 蛍光タンパク質発色団部位の共鳴 IRスペクトルでは、いくつかのバンドがラマンスペクトル
に比べて増強されている。蛍光性生体分子であるフラビンモノヌクレオチド（FMN）について共
鳴 IRスペクトルを測定したところ、その強度パターンは共鳴ラマンスペクトルにのみ類似して

 

図１. 共鳴 IR法による蛍光タンパク
質発色団部位の選択的赤外分光計測. 



いた【H. Takahashi et al. Chem. Phys. Lett., 758 (2020) 137942】。この強度パターンには Franck-Condon
因子が寄与しており、励起状態における構造変化の有無が関係する。これを利用すれば、蛍光タ
ンパク質においても共鳴 IRスペクトルの信号強度より発色団の電子励起状態における構造変化
を明らかにできる。 
（3）バンドごとの振動緩和速度から周囲のタンパク質との相互作用を解明する 
 本手法で利用する TFD-IR分光法は従来、振動緩和現象の観測に利用されてきた。振動緩和速
度は、振動エネルギーの散逸の速さを示しており、周囲との相互作用が強い場合は速く、弱い場
合は遅いことから、これを観測することで、周囲との相互作用の大きさを明らかにできる。蛍光
タンパク質においてバンドごとに振動緩和現象を観測することで、発色団の各部位におけるタ
ンパク質との相互作用を解明する。 
 
申請者らの開発した共鳴 IR法は非常に高い S/N比で発色団部位のみの赤外分光計測が可能であ
るため、上記が達成できる。これにより発色団の分子構造、電子状態および周囲との相互作用を
解明し、吸収・発光特性との相関を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 測定には波長可変ピコ秒レーザーシス
テム（パルス幅：2 ps）により得られた赤
外光（5500 ~ 9000 nm）および可視光を
用いた。可視光波長は試料の蛍光に合わ
せて 450 ~650 nmから選択した。赤外光
と可視光を同軸・同方向から入射し、反射
対物レンズで CaF2 セルの表面に集光さ
せた。発生した過渡蛍光は入射に用いた
のと同じ反射対物レンズで集光し、CCD
カメラで過渡蛍光を画像として検出し
た。赤外スペクトルは検出した蛍光強度
を赤外波長に対してプロットすることで
構築した。試料には 5 種の蛍光タンパク
質を用いた。本測定では、赤外超解像技術
を利用し、セル表面近傍の信号のみを検
出しているため、セルの光路長は考慮す
る必要がない。そこでスライドガラスに
CaF2 板をアラルダイトで隙間を空けて
張り付けたセルを自作した。このセルの
容積は数十マイクロリットルであり、蛍
光タンパク質のような高価かつ希少なサ
ンプルでの測定に適している。 
 図２に５種類の蛍光タンパク質の共
鳴 IR スペクトルを示す。測定は、10-5 
mol dm-3の希薄な溶液で、サンプル量は
50 μL程度と微量な条件で行ったが、極
めて S/N 比の良いスペクトルが得られ
た。このような希薄かつ微量な試料で
も測定できるのは、TFD—IR 法が赤外
吸収のない場合は信号が観察されな
い、バックグラウンドフリーな測定法
であり、高感度なためである。全ての共
鳴 IRスペクトルにおいて、タンパク質
のアミド I領域にあたる 1650 cm-1付近
でピークが観察されていない。このこ
とから、発色団のみが選択的に観測さ
れていることが分かる。スペクトルを
比較すると、1300 ~ 1400 cm-1に観察される強度の大きなバンドのシフトや 1600 cm-1付
近のバンドから、大まかに３つのパターンに分類される。これは、発色団の構造を反映
していると考えられる。 
 また、各スペクトルのピークに対して、振動緩和測定を行ったところ、著しい振動モ
ード依存性が観測されたので、これらをもとに発色団と周囲のタンパク質との相互作用
について議論した。 
 

 

図２. 蛍光タンパク質の共鳴 IRスペクトル 
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