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略語一覧

ATP 

BF 

BSA 

CCD 

DM  

DMSO 

DTT: 

EDTA 

EGTA 

FCR 

FPR 

FRET 

GFP 

GST 

GTP 

HEPES 

HMM 

IICCD 

ISIT 

MES 

NF 

NSOM 

PB 

PC 

PEM 

PIPES 

QD 

RCD 

Sl 

: Adenosine 5' -triphosphate 

: Band pass filter 

: Bovine serum albumin 

: Charge coupled device 

: Dichroic mirror 

: Dimethylsulfoxide 

: Dithioreitol 

: Ethylenediamine-N,N,N ' ,N ' -tetraacetic acid 

: 0.0' -Bis(2-aminoethyl)ethyleneglycol-N凡N二N '-tetraacetic acid 

: Fluorescence correlation spectroscopy 

: Fluorescence photobleaching spect:roscopy 

: Fluorescence resonance energy transfer 

: Green fluorescent protein 

: Glutathione S-transferase 

: Guanosine 5' -triphosphate 

: 2-[ 4-(2-Hydroxyethyl)-1 piperazinyl ]ethanesulfonic acid 

: Heavy meromyosin 

: Image intensified CCD camera 

: Image intensified SIT camera 

: 2-Morpholinoethanesulfonic acid, monohydrate 

: Notch filter 

: N ear field optical microscopy 

: Polarized beam splitter 

: Personal computer 

: N-[2-(1-piperazinyl)ethyl]maleimide, dihydrochloride 

: Piperazine-l ,4-bis(2-ethanesulfonic acid) 

: Quartz diffuser 

: Tetramethylrhodamine cadaverine 

: Myosin subfragment-l 
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SIT 

SPR 

SPRFM 

TIR 

TIRFM 

TMR 

TMRCD 

TnC 

Tnl 

VCR 

入/2

入ex

入ex

: Silicon-intensifier target tube 

: Surface plasmon resonance 

: Surface plasmon resonance fluorescence microscopy 

: Total internal reflection 

: Total internal reflection fluorescence microscopy 

: Tetramethylrhodamine 

: Tetramethylrhodamine-cadaverine 

: Troponin C 

: Troponin I 

: Video cassette recorder 

: Half wave plate 

: wavelength of emission maximum 

: wavelength of excitation maximum 
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1.研究の背景及び目的
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1.研究の背景及び目的

固体中、溶液中や生物システム内での分子の挙動は、莫大な数の分子から得

られたデータをもとに特徴づけられている。このような実験からは、個々の分

子で起こっている事象は多数の分子の平均としてしか類推できず、 1 分子の特性

を引き出すのは難しい。これらの問題点を克服するために、物理、化学 CAmbrose

and Moerner, 1991 , Betzig and Chichester, 1993, Ambrose et al. , 1994, Nie et al. , 1994, 

Trautman et al. , 1994, Xie and Dunn, 1994, Macklin et al. , 1996, Kneipp et al. , 1997, 

Lu and Xie, 1997, Stipe et al. , 1997, Xu et al. , 1997) 、生物学 CFunatsu et al. , 1995, Ha 

et al. , 1996, Yale et al. , 1996, Dickson et al. , 1997, Harada, 1997, Ishii et al. , 1997, Sase 

et al. , 1997, Tokunaga et al. , 1997) の各分野で、 1 分子を検出したり、イメージン

グしたりする技術が開発されてきている。これらの技術は、一般的に不均一で

複雑な生物システムには特に有用である。

活性のある生物分子の挙動を観察するためには、まわりが水である環境が欠

かせないが、それゆえ、一般に、生物材料を観察するために、光学顕微鏡が使

われる。しかしながら、タンパク質、脂質、核酸のような生物分子のサイズ(数

10nm 以下)は、光学顕微鏡の分解能より小さいので、 1 分子の生物分子は直接

に観察できない。ここで述べる研究では、 1 分子のタンパク質分子を蛍光分子で

標識することによって、蛍光画像として視覚化した。 1 分子の蛍光分子から放出

される光量子の数は十分多いので、従来の高感度カメラによって視覚化できる。

1 分子蛍光像観察の大きな障害は、水分子からのラマン散乱、溶液の中のゴミの

発光、入射光の散乱などが原因の大きい背景光である。我々は、 1 分子の蛍光分

子の観察を可能にするために、背景光を従来に比べて劇的に減少させることの

できる全反射型顕微鏡 CTIRFM、図 1(b)) によって、水溶液中で蛍光分子 1 分子

が実時間で観察できることを示した CFunatsu et al. , 1995, Tokunaga et al. , 1997) 。

この方法を用いると、 1 分子酵素反応の直接観察 CFunatsu et al. , 1995) 、生体分

子 1 分子の動きの観察 CYaleet al. , 1996) 、タンパク質 1 分子の構造変化のイメ

ージング ( Ishii et al. , 1996) 、 DNA と生体分子 1 分子の相互作用の観察 CHarada，

1997) などが可能である。励起光の照射範囲を最小限にする NSOM CBetzig and 

7 



Chichester, 1993, Ambrose et al. , 1994, Trautnman et al. , 1994, Xie, and Dunn, 1994, 

Haetal..1996) 、コンフォーカル顕微鏡 (Nie et al.. 1994) 、 2 光子励起顕微鏡や、

光学フィルターを注意深く選択した落射顕微鏡 CMacklin et al. , 1996, Dickson et 

al. , 1997, Lu and Xie, 1997, Sase et al. , 1997) も、生体分子 1 分子の観察に有効で

あると考えられる。

本研究では、この 1 分子蛍光イメージング法を発展させ、タンパク質動態の 1

分子イメージングをすることを目的とした。

この研究の第 1 の目的は、光学顕微鏡法を用いて金属表面の上のタンパク質 1

分子に蛍光標識された蛍光分子の 1 分子をイメージングできる新しい技術を開

発することである。

金属表面は、タンパク質や脂質の自己集合 (self-assembly) や自己組織化

(self-organization) がおこる独特の性質を持っている。いくつかの種類の自己集

合や自己組織化は、金、銀、白金、銅などの金属上と硫黄原子による共有結合

によって実現されている(図 21 、 Bain and Whitesides, 1988, Lang et al. , 1994) 。

金属表面上の秩序だ、った超分子構造は、細胞の機能である分子認識、信号伝達

などの重要な役割を果たしている細胞膜のような 2 次元システムのさらなる理

解に欠かせないものである (Müller et al. , 1993, Duschl et al. , 1994, Sasaki et al. , 

1997) 。

我々は、金属表面の上の蛍光標識されたタンパク質の 1 分子のイメージング

に、金属薄膜と溶液の境界の表面フラズモン共鳴 (Raether， 1988) によって発生

させたエバネッセント光を用いた (SPRFM、図 l(c)) 。エバネッセント場は、

溶液中で 100 -200nm のしみだし深さであり、金属表面の近くに局在している。

さらに、表面プラズモンによって生じた電磁場は、その伝搬長が、金属なしの

場合の全反射型のエパネッセント場よりも一般的に長いため強いという特徴も

ある。

この研究の第 2 の目的は、蛍光 1 分子イメージング技術をもとに、タンパ

ク質 1 分子内の構造の変化を実時間で直接観察することである。

この目的を達成するために、蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET) という現象
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(Förster, 1948) を利用した。この現象は、蛍光分子(ドナー)の励起エネルギ

ーがすべて蛍光として放出されずに、近くにいる別の蛍光分子(アクセプター)

を励起しアクセフターも蛍光を発するという現象である(図 22) 。 ドナーの蛍

光スペクトルとアクセフターの吸収スペクトルに重なりがある場合に起こる

(図 23) 。エネルギ移動効率は、 2 つの蛍光色素の相対的な位置に敏感である

ので、 ドナー、アクセフターの蛍光強度を測定し、エネルギー移動効率を調べ

ることで、 2 つの蛍光分子の相対的空間配置(距離と方向)について知見を与え

る。

具体的には、アクチン分子内にドナー、アクセフタ一色素を導入し、それら 1

分子の蛍光強度を同時にモニタ一、あるいは分光してスペクトルをとった。す

でに、サブユニット (TnI-TnC) 間では、蛍光エネルギー移動効率が秒オーダ

ーのゆっくりした変化をしていることが示されている。このことは、サブユニ

ット問で遅い構造のゆらぎがあるらしいことを示唆するものである (Ishii et 

al. 1997) 。一方、 GFP は、蛍光を発するタンパク質であるが、 1 分子の蛍光を観

測すると、秒オーダーで蛍光が変化し、 1 分子内の遅いコンフォメーションゆら

ぎがあるらしい (Dickson et al. , 1997) 。これらの実験結果を説明するためには、

タンパク質のコンフォメーションは、唯一ではなくいくつかあり、その聞をい

ったりきたりしていると考えればつじつまがあう。タンパク質の機能はその 3

次元構造に大きく依存しているが、一般的に、タンパク質の構造は、Anfinsen

のモデル: Iアミノ酸配列に従って自発的に折りたたまれ自由エネルギー最小

値のところで安定化されている。」と、考えられている(Anfinsen， 1973) 。

方、タンパク質の構造の柔軟性をとりいれ、タンパク質は自由エネルギー最小

値に非常に近い値をもっ準安定な極小構造を多数もち、熱エネルギーによって

それらの極小構造聞をゆらいでいるという考え方もされるようになってきた

(Frauenfelder et al. , 1991) 。との構造のゆらぎがタンパク質の機能に重要である

と思われる。たとえば、筋収縮をおこなうアクトミオシン系では、エネルギー

源である化学物質 ATP の熱ゆらぎ("'-' kßT) とあまり大きさの変わらない比較的

小さい入力化学エネルギーを力学エネルギーに変換する。従来のアボガド口数
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のオーダーの分子の平均値では、この構造のゆらぎは測定できない。

この研究では、アクチンを例にとり、すでに構築した 1 分子蛍光エネルギー

移動分光顕微鏡で、動的なタンパク質 1 分子内の構造のゆらぎを測定した。
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2.表面プラス、モン共鳴によるタンパク質

1 分子のイメージン夕、
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2.表面プラス、モン共鳴によるタンパク質 1 分子の

イメージング

2.1 目的

表面プラズモン共鳴 CSPR) は、金属の電子密度波(プラズマ波、量子的には

プラズモン)が金属表面を伝搬する現象 CRaether. 1988) である。この共鳴現象

により、金属表面の電子が振動し電磁波が発生する。その表面方向の伝搬速度

は金属の外側の媒質の光速より遅いので、発生する電磁波の波数は振動数で決

まる波数より大きく、結局、発生する電場は金属表面から指数関数的に減衰す

る場、すなわちエバネッセント場となる。我々は、金属表面の上の蛍光標識さ

れたタンパク質の 1 分子のイメージングに、この金属薄膜と溶液の境界の表面

プラズモン共鳴によって発生したエバネツセント光を用いた(図 l(c)) 。エバネ

ッセント場は、溶液中で 100 -200nm の表皮厚さであり金属表面の近くに局在し

ている。さらに、表面フラズモンによって生じた電磁場は、その伝搬長が、金

属なしの場合の全反射型のエバネッセント場よりも、一般的に長いため強いと

いう特長もある。

金属表面は、タンパク質や脂質の自己集合 (self-assembly) や自己組織化

Cself-organization) を起こさせる独特の性質を持っている CBain and Whitesides 

1988, Lang et al. , 1994) 。いくつかの種類の自己集合 Cself-assembly) や自己組織

化 Cself-organization) は、金、銀、白金、銅などの金属上と硫黄原子による共有

結合によって実現されている。金属表面上の秩序だ、った超分子構造は、細胞の

機能である分子認識、信号伝達などの重要な役割を果たしている細胞膜のよう

な 2 次元システムのさらなる理解に欠かせないものである Müller et al.. 1993 

Duschl et al. , 1994, Sasaki et al. , 1997) 。

金属表面の上記のような性質を研究に生かすために、表面プラズモン共鳴

を用いて、蛍光 1 分子イメージングをおこない、金属表面上で活性のある夕/

パク質分子 1 分子の挙動を観察することを試みた。

13 



2.2全反射 (TIR) と表面プラス、モン共鳴 (SPR)

2.2.1全反射 (TIR)

エバネッセント波あるいは電場としてのエバネッセント場がよく知られてい

るのは、高屈折率物質(例えば、石英nl=1 .46) から低屈折率媒質(例えば、水

n2= 1.33) に、全反射条件で光を入射させた時にできる低屈折率媒質側にしみだ

す場としてである(図2、Axelrod， 1989) 。全反射条件では、低屈折率媒質に光

は透過せず、すべての入射パワーが入射側に戻る。光線光学的には、全反射角

で入射した光は一旦低屈折媒質にしみだして、 Goos-Häsnchenシフトの後、入射

側に戻って行くと解釈される(図2、辻内、 1979) 。

全反射条件におけるエパネッセント波の波長は、高屈折率媒質側の波の境界

面での波長(すなわち境界面方向成分)と一致し、したがって、その波長は、

高屈折媒質中の波長によって決まり、空気中での伝搬光より短い波長となりう

る。

赤外及び蛍光分光分析の分野においては、エパネッセント波の、境界面から

離れるにしたがって電場が減衰する性質を利用して、表面や薄膜の分光分析や、

深さ分析が行われている。また、水溶液環境の中で、境界面に非常に近いとこ

ろにある蛍光分子のみ選択的に励起するので、 TIRFM として用いられ、細胞の

観察や、 FPRやFCRと組み合わせて、表面近くの分子の向き、回転やFRETを検

出したりして、表面のキネティクスの測定に応用されている(Axelrod. 1989) 。

エバネッセント波の境界面からの減衰の減衰の度合いは、

、
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で表される (nl : 高屈折率媒質の屈折率、 n2 . 低屈折率媒質の屈折率)。

光源が可視光の場合、 skin depth (光強度がl/eになる深さ ) dは、 100 -200nm 

になる。図3に、様々な入射光の波長がしみだしだし深さの入射角依存性を示し

た。
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臨界角

全反射が、起こるか起こらないかの、境界の入射角を臨界角という(図2) 。用

いた系では、石英 (n1 =1 .46) 、水 (n2= 1.33 ) 系なので、臨界角は65.6380

( = sﾌn -1 (川)となる。

Goos・Häsnchenシフト

全反射をさらに詳しく検討すると、入射して全反射する光は x 方向に進行して

から反射するように見える。この距離を Goos-Hänschen シフトといい、電場が入

射面に垂直な直線偏光の場合には以下のようになる(辻内、 1979) 。

s 偏光:

l =土 μ12sﾌn 81 cos81 入 υ ー μ2 /
s JTJ1

1 
μLcos201+sin201-nL JsiI1201-nL

伊12 一 /μl (2) 

p 偏光:

ιsin8， cos8 , 
l = ___!μ12 ' 1λ 
P 4 I 

JTJ1 1 竺1f∞5201+sin201-ι ゾsin 2 81 -ι 
(3) 

μロ

図 4 に、入射光の波長が 532nm で p 偏光の場合の、 Goos-Häsnchen シフトの入射

角依存性を示した。
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90 

入射光の波長: 488nm, 515nm, 532nm, 632nm, 1064run。 高屈折率媒質 (n ， = 1 .46) 、
低屈折率媒質 (n2= 1. 33) として計算した。
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図4 Ooos-Hanschenシフトの理論計算 (入射光の波長は532ntn 、 p偏光)
全反射条件では、 低屈折率媒質に光は透過せず、 すべての入射パワーが入射
側に戻るが、光線光学的には、全反射角で入射した光は一旦低屈折媒質にし
みだして、 Ooos-Hasnchenシフ ト の後、入射側に戻って行くと解釈される。
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2.2.2表面プラス、モン共鳴 (SPR)

プラズモン:金属内での伝導電子気体の集団的な縦波励起

表面プラズモン (Raetherヲ 1988) は、金属境界面上でのコヒでレントな電荷の

ゆらぎである。この金属の電子密度波(プラズマ波)が金属表面を走るとき、

金属表面の電子の振動jにより電磁波が発生する。その表面方向の伝搬速度は金

属の外側の媒質の光速より遅いので、発生する電磁波の波数は振動数で決まる

波数より大きく、結局、発生する電場は金属表面から指数関数的に減衰する場

すなわちエバネッセント場となる。

このような表面フラズマ波(あるいは量子論的に表面プラズモン)は、高屈

折率プリズム裏面で光を全反射させる時にできるエパネッセント場と結合する

ことができる。金属表面の表面プラズモンの伝搬長が、全反射における Goos­

Hänschenシフトよりはるかに長い(言い換えると、寿命が長しのことを利用する

と、入力したエバネッセント場より、かなり強い電場を形成することができる。

表面プラズモン共鳴は、金属表面の光学的性質の変化に非常に敏感であるた

め、固体液体の境界面での分子相互作用の研究に適している。表面プラズモン

共鳴のこのような性質を利用して、金属薄膜の光学的性質を調べたり

CKretchmann, 1971 , Weber and McCarthy, 1975) 、気体センサー CNylander et al. , 

1982/83, Liedberg et al. , 1983) 、液体センサー CM[atsubara et al., 1988, Kano and 

Kawata, 1995) 、 pHセンサー CEgami et al. , 1996) に応用されたりしている。さ

らに、金属上のself-assembled monolayerの特異的な認識反応にも用いられている

(図21) 。この方法の最初の生物学的応用は、銀薄膜上でのarachidate単層の集

合の解析である。その後、表面プラズモン共鳴は、単層の脂質、化学吸着した

多層のタンパクやタンパク-タンパク相互作用の研究に用いられてきた(Löfås

and Johnson , 1990, Stenberg et al. , 1991 , Salamon et al., 1994) 。

また、表面プラズモン共鳴は、金属表面にある試料のスペクトル信号の増強

のためにも使用されてきた。それは、試料が粗い金属表面上、あるいはその近

傍にある場合、分子の光学的性質が劇的に変化するからである。この現象は、

表面電場増強 (Weberand Ford. 1981) 、非線形光学現象である多光子吸収、 f笥
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図5 表面プラズモンの概念図
表面プラズモンは、ECretschmann-Ftaether型の方法 (Ftaether， 1988) で発生させた。
レーザーの入射角をコンビュータ制御で変化 させ、 反射光の強度を 、 パ ワーメ
ーターで測定 した。 表面プラズモンが励起 されているときは、反射光強度が減
少する 。
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調波発生 (Simon et al. , 1974) 、表面増強ラマン散乱 (Chen et al. , 1980, Weitz et al. , 

1983) 、表面増強蛍光分光、赤外吸収増強 (Harstein et α 1. ， 1980) の方法に応用

されている。

理論(基本的性質)

分散関係(加野、 1994)

金属境界面の電荷に、表面プラズモン振動と呼ばれる、コヒーレントなゆら

ぎを励起させることができる。その存在は、 Powell と Swanによって電子のエネ

ルギー損失の実験によって確かめられた。電子の縦波の振動数ωは、 ω(ん)によ

って波数ベクトルんと関係している。この電荷のゆらぎは、 Z方向にThomas-Fermi

の遮蔽長である 1入以内に局在し、 Izl →∞にともなって消失する横波と縦波の電

磁波を発生するが、これはZ=oにおいて最大値をもっ典型的な表面波である。こ

の場は、

E =E~ 叫[+i(kxx:t kzz- ω)J (4) 

で表される。 zが虚数なので、 Ezが指数関数的に減衰する。波数ベクトルんは、 x

方向に平行な方向を向いていて、 kx=2凡である。ここで λpはプラズマ振

動の波長である。

半無限金属表面に励起される表面プラス、モンの伝搬定数

金属と誘電体の境界面を伝搬する表面プラズモンの伝搬定数は、 Maxwell方程

式と、境界における電場、磁場の連続条件から求められる。以下にその方法を

示す。

図6のように、誘電体(媒質1) に接した固体金属(媒質u) を考える。媒質I 、

媒質IIのそれぞれの誘電率をεl 、 ε2 とする。入射光がp偏光の場合、電場、磁場の

各成分は、
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E=(Ex, O, Ez) 

H = (0, Hy, 0) 

と、表される。

Maxwellの方程式より、

""1 
VxH = E 二二
at 

(5) 

(6) 

また、表面プラズモンのつくる電場の時間変化を表す項が、 exp(-i ωt)で与え

られるとき、

aHv δE 
一 一一」ー =E 一ーと = -lωEE 
az at x 

(7) 

。 Hv aE 
一一← = E-_z_ =-iωεE 
ax at Z 

(8) 

となる。

ここで、表面フラズモンのつくる電磁場は境界面から指数関数的に減衰する

ことから、媒質I 、 IIにおける減衰定数をkz l 、 kz2 とおくと、磁場はそれぞれ次の
ようになる。

媒質1 : HYl = A exp( -kz1z )exp(ikxx) 

媒質II : HY2 = B exp(kZ2z)叫(ikxx)

上式より、それぞれの媒質中の電場のx方向の成分は、

(9) 

(10) 

媒質1 : Ex1 = 十_!_A(-kz 1 )叫(-kZ lZ)叫(ikxx ) 
lⅠE
1 

、
B
E
/

噌
E
i

寸
a
i
/
'
E
1
 

媒質II : Ex2 = ァLBkz2 口P(kZ2Z)exp(ikxx) 
l úJε2 

(12) 

と表せる。

媒質Iと媒質IIの境界面における、電場、磁場の境界面と平行な成分の連続条件

は、

Exl = Ex2 
H
¥'l 
= Hr2 

(13) 

であるので、
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(14) 

が成り 立たなければならない。 (14)式において、 A 、 Bが非自明解を持つためには、

ε2kz l + ε lk z2 = 0 (15) 

を満たさなければならない。

E
 

、
、
‘
‘
E
E
-
-
E

・
'
'
'

'

ω

一c

/
I
d
i
t
-
-
1

、

ι
凡でγ

」
}
」 (16) 

の関係式が成り立ち、今の場合、

ピか刷川+ベ咋(i此九川k久九川zn)山n) (17) 

となる。よって、

ト計三~)' (18) 

が得られる。

(15)式を満たすには、 εl 、 C2のどちらかが負でなくてはいけない。誘電率の実

数部分が負になる媒質には金属があり、金属表面において、 (15)式が成り立つこ

とがわかる。これに対して、誘電体-誘電体の境界面では、 (15)式で与えられる

モードは存在しない。

金属薄膜表面に励起される表面プラス、モンの伝搬定数

次に、金属薄膜表面に励起される表面プラズモンの伝搬定数を求める。金属

(11) 誘電体 (1 、 111) にはさまれた3層のモデルを考える(図6) 。金属薄膜の厚

さはdとし、媒質I、 11 、 1IIの誘電率をそれぞれ、 εI 、 ε2 、 ε3 とする。このモデル

において境界面をx軸方向に進行する表面プラズモンを考える。それぞれの媒質

内の磁場を以下のようにおく 。

媒質1 : J-IY1 = A叫(-kZ lZ)

媒質II : Hy2 = BαP(kZ2Z ) + cαp{ん (d -z)} 

(19) 

(20) 
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媒質III: Hy:, =Dαp{九 (z-d)} (21) 

それぞれの媒質中の電場のx軸方向の成分Exl 、 Ex2 、 ExJ を求め、境界条件、

EXI = Ex 2,11YI =HY2 atz=O 

Ex2 = EX3 ,H Y2 = HY3 atz = d 

(22) 

(23) 

を適用する。そして、 A 、 B 、 c 、 Dが、式(15) と同様に、非自明解をもつための

条件は、

(ψ.:: 1 +εI kz2 )(ψz2 +ψι ) + (ψz 1 一 ε1k z2 )(ψz2 一 ψJ叫(2kz2d) = 0 (24) 
となる、金属の厚さが十分厚いとき、

(ポ.;: 1 +ψι )(ψz2 +ψι ) = 0 (25) 

となる。

金属の厚さが十分厚いときは、 (25)式から媒質Iと媒質II、媒質IIと媒質IIIの境界

面に、それぞれの境界面に援する2媒質の誘電率だけに依存して伝搬定数が決ま

る表面プラズモンが励起される。これは、半無限金属表面に励起される表面プ

ラズモンの場合と一致する。 一方、 金属薄膜の場合は、 (24)式より、反対面側の

境界面の影響が指数関数的に増大し、伝搬定数が影響を受ける。
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伝搬長

滑らかな表面を伝搬する表面プラズモンの強度は、口仰p(一 2μk.~刈x

る。強度がl/eに減衰する長さは次の式で与えられる 。 ただし、 k " は k の虚数部

である。

Li = (-2k.~ fl (26) 

可視光の領域では、およそμmのオーダーであり、 Ooos-H舖nch en シフトよりも

かなり大きい(図7) 。

反射率

反射強度の最小値の定量的記述は3層からなる系1/2/3のFresnel 's equationで与

えられる。 1 :誘電体媒質、 2: 膜厚がdの金属薄膜、 3: 誘電体媒質である。 p偏

光の光に対する反射率Rを入射場Eo 、 Erを反射場として次の式で与えられる。
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(27) 

rif は、 p偏光に対するFresne lの反射係数で以下のように表される。

rf J与ーと)
k 一 I (与 +七)

kzi は 、 波数のZ成分で以下の式で表される。

(28) 
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凡 (29) 

表面プラス、モンによる場の増幅

もし 、 反射強度が最小値をとったとき、表面の電磁波の強度は最大値に達す

る。増幅の値は金属薄膜が存在するときとしないときの、 Fresnelの透過係数の絶

対値の2乗の比で表される 。



112t 23 exp(ik:2d2) 1
2 

/ 

T= 九e l〆 _11 + r1 2らはp(2ik zん )1 / _
/九 mel a l ー メt1312 

ぱ =1+げの関係があり、

2k 

t
ik 
= ci 

(十ど)
である。

光による表面プラズモンの励起 CRaether. 1988) 

(30) 

(31) 

表面プラズモンを光励起するためには、励起光は次の2つの条件を満たさなけ

ればならない。

第1の条件は、電磁場の波数が表面プラズモンの伝搬定数と一致しなければな

らないことである(共鳴条件)。

kx = ksp (32) 

図8に示したように、表面プラズモンの伝搬定数kspは、金属に接した光の波数ベ
クトルの大きさ Ikil よりも大きい。したがって、これと同じ波数をもっ光は、金

属に接した媒質中では、伝搬条件を満たすことができず、エバネッセント場と

なっている。したがって、表面プラズモンはエバネッセント場によってのみ光

励起することができる。

第2の条件は、金属表面にp偏光の電磁場が存在することである。

光で表面プラズモンを励起するには、全反射を利用する方法と回折格子を利

用する方法が提案されている。光学系には全反射を利用する方法を用いた。

a)全反射を利用する方法

もし、光が誘電体媒質でおおわれた金属表面で反射したとすると、その波数

の境界面に対する射影は次の式で与えられる。
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kx =~竺sin8i (33) 

(33)式において、。1>Or なので

kx > Ik31 = F:竺 (34) 

である。 (34)式より、低屈折率媒質中に生じる光の波数は、その媒質における光

のベクトルの大きさよりも大きくなることがわかる。さらに、

k: + kz
2 
= Ik312 (35) 

より、低屈折率媒質中に生じる光の波数は、境界面に対して垂直な方法には、

虚数となる。そのため、エバネッセント場の電場は、境界面から離れるにした

がって指数関数的に減衰する。このことにより、全反射の結果、エバネッセン

ト波が生じることが分かる。

全反射を利用して、表面プラズモンを励起する光学配置には、図9に示したOtto

配置とKretchmann-Raether配置などが提案されている。

Otto配置は、高屈折率プリズム、低屈折率媒質、バルク金属からなる。高屈折

率プリズムから、臨界角を変えて光が入射すると、低屈折率媒質中にエパネッ

セント場が発生する。金属表面をエバネッセント場内におくと、金属表面に表

面プラズモンが励起される。

Kretchmann-Raether配置は、高屈折率プリズム、金属薄膜、低屈折率媒質から

なる。高屈折率媒質から、臨界角を越えて光が入射すると、エバネッセント場

が発生する。エバネッセント場は金属薄膜を通り抜け低屈折率媒質中にしみ出

す。これによって、金属薄膜と低屈折率媒質の境界面に表面プラズモンが励起

される。

図8に、全反射を利用した励起法の原理を波数ベクトルを用いて表したD 金属

に接した媒質中での光の波数は、プリズム側から臨界角で入射した光の波数に

相当する。臨界角より大きい角度で入射した光の波数は、エバネッセント場の

領域に存在する。 (34)式で示したように、金属に接する媒質中での、境界面に平

行な方向の光の波数は、屈折率と入射角によって与えられるので、これらの値

28 



を適当に選べば、境界面に平行な方向の光に波数と、表面プラズモンの伝搬定

数を一致させることができる。これにより表面プラズモンを発生させることが

できる。

金属薄膜の交換の利便性から、Kretchmann-Raetrher配置の改良版の装置を作成

し用いた(図5)

b)回折格子を利用する方法

回折によって、回折格子表面にエバネッセント場を発生させる o xz面に波数ベ

クトルをもっ光が回折格子表面に、入射角。で入射したとすると、回折格子で

生成されるm次回折光のx方向の波数成分kmdx は、

k ，油= Ikilsin8i +欣g (36) 

と表せる。ここでんは回折格子の格子ベクトルを表す。回折光のX方向の波数成

分が格子ベクトルの大きさ Ikil よりも大きくなると、回折光はエパネッセント場

になる。回折格子表面への入射角を適当に選ぶと、 (36)で表される回折光のx方

向の波数成分が表面プラズモンの波数と一致し、表面プラズモンを発生させる

ことができる。
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全反射を利用した表面プラズモン励起の原理図8
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2.3 光学系

表面プラズモンは、Kretschmann-Raether 型の方法 CRaetherヲ 1988) で発生させ

た。実験装置は、防振台上の倒立顕微鏡 CTMD300， Nikon, J apan) に組み立てた。

金属上にあるタンパク質に蛍光標識された色素分子は、レーザーを用いて励起

した。 TMR 励起用には、Arレーザー CStabilite 2017, Spectra-Physics, wavelength = 

514.5 nm) か、 Nd:YAG レーザーの 2 倍波 (YAG laser, model 140・0532-100， Light 

Wave Electronics, USA, wavelength = 532nm) を、 Cy5 の励起には、 He-Ne レーザ

ー (GLG5410， NEC, Japan , wavelength = 632.8 nm)を用いた。レーザービームはレ

ンズで集光し、 ND フィルターで強度を調節した。偏光は、半波長板を回転させ

ることで変化させた。レーザーは半円柱状型の石英プリズムを通り、金属薄膜

を蒸着した石英スライドに入射させた。石英スライドと、石英プリズムの問の

空間は、屈折率マッチングオイルで満たした。レーザーの入射角は、ミラーを

電動マイクロメータ COMY-15 ， Sigma Koki , Japan) にとりつけ、電動マイクロメ

ータコントローラ CMini-5D， Sigma Koki , Japan) で、焦点を変化させることなく

スキャンさせた(図 11(b))。ビームの大きさは、試料面で約 100μm x 300μm で

あった。反射光はレンズで集光され、パワーメーターで強度を測定した。 1 色の

蛍光像を観察する場合には、従来の光学系を用いた(ダイクロイックミラー等、

光学部品は下記参照)。

TMR と Cy5 の蛍光を同時に見る場合は、同時にArレーザーと He-Ne レーザ

ーを入射させ、 dual-color microscopy CKinoshita et al. , 1991) を用いた(図 13) 。

蛍光は対物レンズ CNCF PlanApo x 100; NA = 1.4; Nikon, Japan) で集光し、 二色

蛍光を分離するために、夕、イクロイックミラー(特注品、 Sigma Koki , J apan) に

通した。分離した蛍光は背景光を減少させるためにバリアーフィルター CBF，

5800F30 for TMR and 670DF40 for Cy5 , Omega Optical, USA) に Jm し、 ISIT カメラ

CC2400-08 and C2400-80H, Hamamatsu Photonics, Japan) で観察した。蛍光強度の

定量には、 IICCD カメラ C C2400-87, Hamamatsu Photonics, J apan) を用いた。 II

は、 VS4-1845 , Video Scope International , USA を用いた。



2.4 材料

タンパク質の調製

アクトミオシン系

アクチンはウサギ骨格筋のアセトンパウダーより抽出し、 Spudich と Watt

(1971) の方法で精製した。実験で用いたミオシンはウサギの骨格筋より抽出

し、 Szent-Gyögyi (1951) の方法で精製した。 H-メロミオシン (HMM) は、

Weeds と Pope の方法 (1977) によって、ウサギ骨格筋のミオシンから得た。ミ

オシンサブフラグメント 1 (Sl) は、ミオシンを鶏の胸筋より抽出し、パパイン

処理することによって得た (Margossian et al. , 1975) 。これらのタンパク質を、

液体窒素で急速凍結し、 -800Cで保存した。

キネシンマイクロチューブル系

マイクロチューブルは、チュープリン分子が重合したものである。チュープ

リンは牛脳より精製した。チュープリンの温度を 330C に上げて、グリセリンと

GTP を与えると重合し、逆に温度を下げると脱重合する性質を利用して粗精製

を行い、さらに陰イオン交換カラムによって不純物であるマイクロチューブル

結合タンパク質を取り除いた。キネシンは、キネシンの N 末 411 アミノ酸残基

にそれぞれ、ーLys-Arg-Cys となるように構築された K411 の大腸菌発現プラスミ

ドをいただいた。 K411 は、 Stewart らの方法 (1993) にしたがって、 Glutathione

S-transferase (GST) との融合タンパクとして、大腸菌で発現させた。これらの融

合タンパクをグルタチオンアガロース (Sigma Co. , USA) に結合させ、トロンビ

ン (Sigma Co., USA) で特異的に GST を切断して GST のないキネシンを得た。

さらに、微小管と結合させ、 ATP を加えて解離させることで、活性のあるキネ

シンを精製した。
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タンパク質の蛍光標識

アクトミオシン系

テトラメチルローダミン CTetrametylrhodamine; TMR) によるアクチンフィラ

メン卜の蛍光標識

アクチンは、塩強度を変化させることによって、アクチンフィラメントとし、

100mM CH3CH2COOK, 10mM HEPES pH=7.0) のバッファー中で、 O.lmglml

(2.5μM) のアクチンモノマーに対して、 5μM のファロイジンテトラメチルロー

ダミン(入ex = 543 nm，入巴m = 571 nm; Molecular Probesヲ Eugene， OR)を混合し、モル比

で 1:1 で、 4
0

Cで一晩反応させることによって蛍光標識した (Haradaet al. , 1990) 。

Cy5 によるアクチンフィラメントの蛍光標識 (Funatsu et al. , 1995) 

まず、 Cy5 のアミノ基を、 PEM というアダプター試薬で、チオール基感受性

に変換するために、 Cy5 (入ex = 648 nm， λ巴m = 665 nn[); Biological Detection Systems, 

USA) 1 vial に、 PEM 2mg を DMSO 800μl で溶かしたもの 3 に対して、 DMSO

を 4 混ぜたものを 12μi 入れて、恒温槽 (400C) で一晩反応させる。反応を停止

させるには、 Cy5-PEM: 1M グリシン (pH=8.2) が、モル比で 4:1 になるように

して、室温で 3 分間以上置くようにする。アクチンの蛍光標識は、 Cy5-PEM­

Glycine 30μl に G アクチン(濃度: 1mglml、溶液条件: 0.2mM CaCh 、 0.2mMATP、

2mM HEPES pH=7.5) 100μ1 の割合 (Cy5 とアクチンのモル比三0:1) を混ぜ、低

温室で遮光、振とうして、一晩反応させておこなった。これで、アクチンの Cys374

に Cy5-PEM が蛍光標識される。反応は、最終濃度 2mM になるようにサンプル

溶液に DTI を加えて停止させる。タンパクに標識されていないフリーの Cy5 は、

低温室で Sephadex G-25 (NAP-5; Pharmacia, Sweden) を用い、さらにその後の透

析(透析外液: 0.2mM CaCh 、 0.2mM ATP 、 2mM HEPES pH=7.5 /500ml (1 回

目のみ 0.5mM DTI を加える) )で除去した。最後に、塩強度を O.lMKCl にし、

ファロイジシを加えて重合させ、 Cy5 アクチンフィラメントとした。



TMR による S1 の蛍光標識

Sl に存在するシステイン残基を、テトラメチルローダミンマレイミド

CMolecular Probes, USA) で、モル比 1:1 で蛍光標識した CReisler， 1982) 。未反

応の色素分子は Sephadex G-25 を用いて取り除いた。

Cy5 による S1 の蛍光標識

Sl に存在するシステイン残基を Cy5-マレイミド CCy5-PEM) でモル比 1:1 に

蛍光標識した CReisler， 1982) 0 Cy5 と PEM CDojin, Japan) を DMSO に溶かし、

40
0

Cで一晩反応させて、 Cy5-PEM を得た。未反応の色素分子は Sephadex G-25 

を用いて取り除いた。

キネシンマイクロチューブル系

TMR によるキ不シンの蛍光標識

K411 の C 末のシステイン残基を、テトラメチルローダミンマレイミド

CMolecular Probes, USA) で蛍光標識した。

Cy5 によるマイクロチューブルの蛍光標識

精製したチュープリンの一部をで Cy5-PEM で蛍光標識した(ラベル率: 100-

200%) (Higuchi et al. ， 1997)。蛍光ラベルしていないチューブリンと蛍光標識した

チュープリンを 20:1 の割合で混ぜ、 30%グリセリン、 50mM MES pH=6.7, 4mM 

MgCh,lmM EGTA ,1mM GTP で 30 分間、 30
0

Cで重合させた。微小管の脱重合を

防ぐため O.lmM Taxol を加えた。 10μm 以上の長い微小管を使用したい場合には、

この微小管"'-'1μl に、チューブリンとローダミンラベルしたチュープリンを 20 : 

1 の割合で混ぜあわせた溶液 C50mM MES pH=6.7, 4mM MgC12ヲ 1mM EGTA, 1mM 

GTP) を、 30μi 加えて、 30
0

C のままさらに 30 分伸長させた。この微小管は、 O.lmM

Taxol で安定化させた後、常温で保存して数週間使用した。
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石英スライドの洗浄

1 分子蛍光観察の障害となるゴミやほこりを石英スライドから取り除くため、

以下の順序で石英スライドを洗浄した。まず、特級アセトン中に浸し、超音波

洗浄した。純水で洗浄した後、約 O.lM KOH、続いて、特級エタノール中で、超

音波洗浄した。各過程の途中で純水で、洗浄している。洗浄済みの石英スライド

は、純水中で保存し、使用するときは、クリーンベンチ内で乾燥させた。

石英スライドのシリコンコート

洗浄済みの石英スライドを、ヘブタン中で 5% Cv/v) のシグマコート CSigma

Co. , USA) につけて作成した CHarada et al. , 1990) 。

石英スライド上の金属蒸着

金属は、真空中で金属を加熱することで洗浄済みの石英スライド上に蒸着し

た CJEE-400， JEOL, Japan) 。蒸着中の金属の膜厚は膜圧計 CJTM-200R， JEOL, 

Japan) でモニターした。

金属の選択

一般的に、表面プラズモン共鳴を発生させるために、金属は貴金属が用いら

れる。貴金属にはいくつかの利点がある CRaether. 1988) 。この研究では、銀、

金、アルミニウムを使用した。

①化学的に安定で、化学変化をうけにくい。

②光学的な性質が好ましい。すなわち、誘電率の虚数部分が小さい。

③ 10nm あるいはそれ以上の連続的な薄膜は、蒸着によって簡単に作ることがで

きる。

④金属のバンド構造の特徴により 、バルクのプラズモンと表面プラズモンのエ

ネルギーが近く、通常のレーザーで励起させることができる。
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金属の光学定数

金属の光学定数(誘電率や屈折率)は、ハンドブックから引用した CE. Palik 

1985) 。誘電率 E と屈折率 11 の聞には、 ε =112 の関係が我々の実験条件下で、は成

り立つ。

I1Ag = 0.13 + 3.25i , CAg = -10.55 + 0.84i 

I1Au = 0.40 + 2.54i , CAu = -6.29 + 2.04i 

I1AI = 0.91 + 6.55i ， εAI = -42.13 + 11.96i 

2.5 結果

2ふ1 反射率曲線(図 10)

石英スライド上に、銀 30nm、金 20nm、アルミニウム 30nm の金属薄膜を蒸着

し、 532 nm の光を入射させたときの反射率の入射角依存性を測定した。表面プ

ラズモン共鳴がおこったときは、入射した光が吸収されるので、反射率が小さ

くなる。反射率の減少は、表面プラズモンが発生したという 1 つの証拠である。

反射率の規格化は、金属が存在していない全反射の条件の場合を反射率が 1 と

しておこなった。

2ふ2 表面プラス‘モン共鳴によるタンパク質 1 分子のイメージング

TMR-Sl のイメージング

金属薄膜表面上の TMR-S1 を観察した。用いた金属(銀 30nm、金 20nm、ア

ルミニウム 30nm) すべてについてイメージングすることができた。光学系は従

来の全反射型顕微鏡にしたがった CFunatsu et al. , 1995、図 11) 。

蛍光像の強度と時間変化の解析は以下のようにしておこなった。ビデオに録

画した蛍光像は、光ディスク CLQ-4100A， Panasonic:, J apan) に複製し、イメージ

フロセッサー CEXCEL-乙 Nippon Avionics, Japan) で、デジタル化し解析した。

Sl は、 ATP 存在下でミオシンと同程度のアクチン滑り速度を実現することが
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報告されている (Iwane el al. , 1997) 。図 12(b) は、 30nm のアルミニウム薄膜上

での 1 分子像である(入射角は 81 Q 、 32 ビデオフレーム加算平均)。それぞれの

スポットの蛍光強度は同様であり、 Sl に結合している蛍光分子 1 分子を観察し

ていると考えられる。図 12(c) は、 Sl に結合した TMR の蛍光強度の 1 ビデオフ

レームごとの時間変化である。槌色が 1 段階でおこっている。このことは、蛍

光分子 1 分子が観察できているという強い証拠である (Funastu et al. , 1995) 。

TMR・アクチンフィラメントとそれに結合している 1 分子の CyS・SI の同時イメ

ージング

さらに、この技術が 1 分子のダイナミクスや化学反応を観察するのに有用で

あることを示すために、 1 分子の Sl とアクチンフィラメントを同時観察するこ

とを試みた。図 11 の光学系に、 dual-color microscopy (Kinoshita et al. , 1991) を

加えたものを用いた(図 13) 。アクチンフィラメントに結合した 1 分子の Cy5-S1

が、 μm オーダーで離れて観察できるように、 TMR アクチンフィラメントを、

Cy5 で標識した Sl と標識していない Sl.で 1:10 の比に混ぜ、 30 分ほと、待った後、

希釈して金属表面上にのせて観察した (Toyoshimaet al. , 1989) 。図 14(b) は、 30nm

のアルミニウム上で TMR で蛍光標識したアクチンフィラメント(上)とそれに

結合している Cy5 で蛍光標識した 1 分子の Sl(下)の同時観察像である。図 14(c)

は Cy5 の蛍光色素 1 分子の蛍光強度の時間変化である。 TMR の場合と同様、総

色は 1 段階でおこっている。

1 分子の TMR キネシンと CyS-マイク口チューブルの同時イメージング

もう一つのモータータンパク質であるキネシンとマイクロチューブルの同時

観察も試みた。方法については、 2.5.3 を参照。この実験の場合も、光学系に

dual-color microscopy (Kinoshita et al. , 1991) を含んだものを用いた(図 13) 0 I火

16(b) 、 (c) は、 30nm のアルミニウム上の Cy5 で蛍光保識したマイクロチューブル

(b) と、その上で運動している TMR で蛍光標識した 1 分子のキネシン(c)の同時観
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察像である。

2ふ3 金属表面上でのタンパク質の活性

金属表面上で、タンパク質分子の活性があるかどうかを確かめるために、ァ

クトミオシン系(図 15) と、キネシンマイクロチューブル系(図 16) で、 in vitro 

運動再構成系を用いて調べた。

In vitro 運動再構成系

アクトミオシン系 (25 0C)

方法は従来の方法にしたがった (Haradaet al. , 1990) 。塩化物イオンは銀と複

合体を作り、銀が基板上からはがれるので、 KCl 、 MgC12 のかわりに、
CH3CH2COOK、 MgS04 を用いた。 0.5mglml のミオシン溶液(バッファー1: 0.6M 

CH3CH2COOK, 10mM HEPES pH=7.0 )を石英スライドにのせ、カバーガラス

(18mm x 18mm) をかぶせて、 1 分間待った後、 50μi バッファー1 で 2 回スライ

ドにつかなかったミオシンを取り除く。その後、バッファー 2 (25mM 

CH3CH2COOH 、 5mM MgS04 、 20mM HEPES pH=7.8) 50μi で 2 回溶液交換をし、

TMR アクチンフィラメントを注入する。 2'"'-'3 分後.バッファ -3 (バッファ -2

+2mMATP+脱酸素系 (4.5mglml グルコース、 36μg/ml カタラーゼ， 216μglml グ

ルコースオキシターゼ、 0.05% 2-メルカプトエタノール) ) 50μl で 2 回溶液交

換し、カバーガラスの端をマニキュアで固定して観察した。

キネシンマイクロチューブル系 (23 0C)

2 枚のスライドガラスとセロファン紙を用い、 101nmX 15mm x 10μm のフロー

チャンバーをマニキュアで固定して作製した。このチャンバーに蛍光標識した

微小管を流し込んで、ガラス表面に微小管がしっかり回定されるように 2 分間

待った。表面が金属薄膜のない石英ガラスの場合は、表面をカゼイン-2mglml

で処理した。これは、固定されなかった微小管を取り除くと共にカゼインでガ
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ラス表面をコートすることによって、ビーズを石英ガラス表面に吸着しにくく

するためである。その後、チャンバーに、キネシン、 1mM ATP、および脱酸素

系 (10mM グルコース、 9μglml カタラーゼ、 50flg/ml グルコースオキシダーゼ、

0.5% 2- メルカフトエタノール， Harada et al. ，1 990) を含んだバッファー (4mM

MgS04, 0.2mM EDTA, 2mM EGTA, 10mM CH3COOK, 10μM Taxol, 20mM PIPES 

pH=6.8) を流し込んだ。このチャンパーを、マニキュアで密封して観察した。

この実験では活性のあるタンパク質が金属表面(銀、金、アルミニウム)上

で観察できるかどうかを確かめるためにおこなった。アクトミオシン系では、

金、アルミニウム上では、運動活性が見出されたが、銀上では運動活性は見出

されなかった(表 1) 。キネシンマイクロチューブル系でも同じく、金、アルミ

ニウム上では、運動活性が見出されたが、銀上では見出されなかった(表 1) 。

以上のことから、モータータンパクにとって、金、アルミニウムの表面は有効

であるが、銀表面は不適切であることがわかった。

2ふ4 表面プラス、モン共鳴によるエバネッセント場の増強

表面プラズモン共鳴によるエパネッセント場の増強は理論的に示されている。

今回、 TMR-アクチンフィラメントを用いて、増強の度合いを定量し、電磁気

学の理論から導かれる値と比較した。

TMR-アクチンフィラメントの蛍光強度による増強度の定量

HMM (100μglml) と、 TMR 標識したアクチンフィラメント (28μglml) を、

25mM CH3CH2COOK、 5mM MgS04 、 20mM HEPES pH=7.8 のバッフ ァー中で、

少なくとも 30 分おき、 ngor 複合体を形成させ (Toyoshima el al. , 1989) 、その溶

液を上のバッファー+脱酸素系 (4.5mglml グルコース、 36μglml カタラーゼヲ

216μglml グルコースオキシターゼ、 0.05% 2-メルカフトエタノール)で 1/20 に

希釈し、石英スライド上にのせ、カバーガラス (18mmx 18mm) でおおいマニ

キュアで封をして観察した。蛍光像は、最大久射角である 81 0で、 IICCD カメラ
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を用いて VCR に録画した。

表面プラズモンによるエバネッセント場の増強は、 TMR アクチンフィラメ/

トの蛍光像をイメージフロセッサーを使って 16 ビデオフレームの平均画像をと

った定量化した。その画像の中のアクチンフィラメントのまっすぐな部分の蛍

光強度を長方形に区切って計測した。パックグラウンドは、そのアクチンフィ

ラメントのそばに、 2 つの正方形中の強度をとりその平均値で計算した。アクチ

ンフィラメントの蛍光強度の比較は、計測したアクチンフィラメントの蛍光強

度を、アクチンフィラメントの長さと、入射した光強度で規格化しておこなっ

た。(入射角 81 0 ) 。銀 30nm、金 20nm、アルミニウム 30nm 上でアクチンフィ

ラメントは観察できたが、銅 20nm 上では、脱重合し観察できなかった。理論上

表面プラズモンが発生しない s 偏光の光を入射させた場合は、アクチンの蛍光強

度はかなり小さくなる。このことは、蛍光分子が表面プラズモンによる電場で

励起されていることを示している。

増強の度合いは、銀 30nm 上でで 12.6 :t2.6、金 20nm 上で1.57:tO.29、アルミ

ニウム 30nm 上で 2.33 :tO.70 であった(表 2) 。

2.6 考察

2. 6. 1 金属薄膜の形態の影響

金属表面の粗さの影響

金属表面の粗さは SERS (Surface Enhanced Raman Scattering) を発生する。ラ

ンダムに組い表面では、表面プラズモンによる増強の度合いは o (1) である。

反射率曲線の広がりは、表面粗さからくる表面プラズモンの多重カップリング

によるものの可能性がある。

金属薄膜の厚さの影響

非常に薄い薄膜では、高いエネルギー損失が原因で、反射率曲線にブロード
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な共鳴ピークが現れる。膜厚を小さくしていくと、散乱によるパックグラウ/

ドが増加する。 10 nm 程度の蒸着膜では、まとまりのない金属のかたまりが散在

する (Buckman and Kuo, 1979, Hayashi et al. , 1981) 。バックグラウンドの増加は、

入射光の島状粒子による直接の散乱によるものだと考えられる。

2.6.2 金属表面での蛍光分子 1 分子の観察:蛍光消光の影響(図 18)

金属表面上では、多くの理論的考察から蛍光分子の劇的なライフタイムの減

少と共に起こる全放射エネルギーの減少が指摘されている。いくつかの光学的

な現象が、蛍光分子と金属表面の距離の関係で特徴づけられている。距離が可

視光の波長の程度あるいは、それよりも大きい場合 (d > 500nm) 、伝搬する

(far-field) 発光と、その反射の干渉光が大部分を占める。中間の距離の場合

(10nm < d < 500nm )、双極子のエバネッセント場 (near-field) のうちの一部

は、伝搬する表面フラズモンに変換され、金属のローカルな抵抗によって熱と

なって散逸する (i. e.電子散乱)。距離が非常に小さい場合 (d < 10nm) 、電子

ーホールペアーへのエネルギー移動が重要になり 、原子スケール (d < 0.25nm) 

になると、ローカルな不均一場の効果が重大な影響を及ぼす。

金属表面近く(数 10nm 以内)の蛍光分子の蛍光消光について多くの研究が報

告されている (Pockrand et al.. 1980. Hellen and Axe1rod.. 1987) 。消光のメカニズ

ムは、金属へのエネルギー移動で説明できる。しかしながら、この研究では、

タンパク質分子に結合した蛍光分子 1 分子の蛍光像が、はっきりと観察できた。

その蛍光強度は金属薄膜非存在下のエパネッセント場で励起した場合よりも大

きかった(表 2) 。我々が用いたタンパク質分子は、 ~20nm(Sl の大きさ)、 -7

nm (アクチンフィラメントの直径)、~ 10 nm (キネシンの大きさ)、 -25 nm (マイ

クロチューブルの直径)であり、これらのタンパク質分子に結合した蛍光分子は、

金属表面から完全に消光されない距離に存在していたので、 1 分子の蛍光が観察

できたのだと考えられる。あるいは、観察した蛍光分子がタンパク質に結合し

ているので、裸の蛍光分子で存在しているときとは、周囲の環境が異なってい

るのかもしれない(アミノ酸や、タンパク質の屈折率についての記述。 McMeekin
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et al. , 1963) 。

2.6.3 金属表面上でのタンパク質の活性

アク ト ミオシン系では、金、アルミニウム上では、運動活性が見出され、滑

り速度はガラス表面上や筋肉内での値と同様であり CIshijima et al. , 1996) 、ミ

オシンとアクチンがこれらの金属表面上で活性を保っていることを示している。

しかし 、 銀上では運動活性は見出されなかった(表 1) 。キネシンマイクロチュ

ーブル系でも同じく、金、アルミニウム上では、 運動活性が見出され、運動速

度はガラス表面上や京UJ胞内での値と同様であった CYale et al.. 1996) が、銀上で

は見出されなかった(表 1) 。以上のことから、モータータンパクにとって、金、

アルミニウムの表面は有効であるが、銀表面は不適切であることがわかった。

この結果を説明する理由として、以下のようなものが考えられる。

・ 銀は複合体を非常に作りやすいので、タンパク質の構造を破壊している。

・ 金属表面上の状態(表面電荷や疎水性など)がタンパク質の活性に影響して

いる。

2.6.4 表面プラス、モン共鳴によるエバネッセント場の増強

電磁気学の多層膜の理論との比較

表面プラズモンによる場の増幅は式(30)で与えられる。

九νxp(此zん) 1

2 

/ 

T= 九L巴J 一 |山1 +付r12r
/T::ζno……O引M川I仔m叫ne附叩叫1児削附叫巴d山州l a凶a川i 一 It 131

2 (30) 

増幅の値は金属薄膜が存在するときとしないときの、 Fresnel の透過係数の絶対

値の 2 乗の比で与えられる。

上の式を用いて計算すると、 14.3 C銀 30 nm) 、 5 . 9 C金 20 nm) 、 0.082 C アルミ

ニウム 3D nm ) であった(表 2) 。

表 2 にあるように、銀、金上では、理論で予想、される値に近い値をとったが、
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アルミニウムの場合は、理論から予想される値はたったの 0.082 であった。この

実験値と理論値の聞のずれは、アルミニウム薄膜の光学定数が、バルクのそれ

と違っている可能性があることや、蛍光消光のような金属と蛍光色素の相互作

用がはたらいていることが原因としてあげられる。

任意の位置での電磁場の強度

式(30)からは、金属表面上での増強度しか得られない。以下で、表面プラズモ

ンが発生したときの任意の位置での電場の強度を計算する方法について述べる。

結果を図 20 に示す。

多層膜系における電磁場の強度分布の計算法

多層膜系に光が入射したときの、電磁場強度分布を次の方法で求める。図 19

に示すような、 N 層からなる多層膜において、図のように x 軸、 y 軸、 z 軸をと

る。第 n 層の誘電率を εn 、透磁率を μ とし、層の厚さは t とする。また、第 n

番目の境界の位置はdll である(すなわち、 ffI=dn-dF1 - l )。この系において、光

は z 軸の負の方向から、 1 番目の境界面に入射角。i で入射する。このとき第 n 層

の媒質中での光の伝搬方向とその媒質がなす角度。は、スネルの法則より、

石sin8， =布sin8
11 (37) 

で与えられる。

第 n 層膜中の電場・磁場は、その媒質中を正の方向に伝搬する波と、負の方向

に伝搬する波の和の形で表すことができる。

では、まず、 p 偏光が入射した場合について考える。 p 偏光の電場、磁場の成

分は (5) 式のように表される。

E=(Ex, O, Ez) 

H = (0, Hy, 0) 
(5) 

Maxwell の方程式より、

V × H=E 2空
al 

、、

.. F
J
 

/
O
 

〆
'
a
‘
、、
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である。電場の時間変化を表す項が、ロp(-iω) で=与えられるとき、 (5) 、 (6)式よ

り、

E-ldHyF1-J JιldHyFI 
一 一 一一一一 一 一-

rn i ωε11 Jz ~ε11 k
ll 
Jz 

k = 2][ 
入

kXII =~守Sl

kzn = ~(んr-(kxlI t 
第 n 層目の各媒質中の磁場の y 成分を次のように仮定する。

Hyo =たxp(ikz (川叫(-ikzoz) 

HYI = AI exp(ikz1z) + BI 叫{-ik z 1 (z -d 1 ) } 

HYII = AII e叫kzn (z -d n -1 ) } + B n ex p { -ik ZIl (z -d 11 )} 

Hy川N = AN e仰(令ik久仁九川zn (円パ1ベ(やZ 一 d九N卜一斗l

(σ38め)式に(μ42勾)式を代入すると、電場の x 成分は、

Ex{りo=戸=r叶正舟恥e口xp(内川(i

Ex =JftlA 州 (z-d -lH

ExN =正たん ex川z- dN _ 1 )}
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と、表せる 。

ここで、第 n-l 層と第 n 層との境界条件は、

H)"lμト1 ) = H yn ( d /1-1 ) 

Exnμ/1 - 1) = Exn (dn_1) 

である、したがって、 (42) 、 (43) 、 (44)式より、

叩 tn _ 1 ) 1 

Eわxp(ikll)-rr)此=
1Fpkt)  

1141Lι - J~ln ~_zn eXP(ikz/ltn)ll;: 

(44) 

(45) 
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、

(46) 

ここで、

(巳Xp(QikJ ，Hト:ト-斗1

α ー11E;:CLewz JJ (47) 

( 1 叫(ikzfIリ}
n゚ = I Iμn kZ/I Iμn kzn _ f. , ,\ I 

1 ， 1 こlL JIL-1 与 Zfl 仰(ikzntn)1
~ .~ε n kn ~εH I f 

また、 (42) 、 (43)式と、 (44)式で、 n=N， l の場合より、

(48) 

山=(αN_ 1 r'[~ト (49) 

(50) 

(46) 、 (49) 、 (50)式か ら 、
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なり、 AIl 、 Bo が求められる 。 また、 (5) 、 (6)式より、

E_ =__l_JliYIl =i I~~ ZIl 一一一一」ι =i J _' _'_1 --!-ι !i"11 
iωEI1 Jx _~εF1klJH 

(51) 

より、電場の z 成分が求まる 。

IEI2 = IE_wI2 +IEznI
2 

の関係より任意の場所での電場の強度が求められる

次に、 s 偏光の場合について考える。 s 偏光の電場、磁場の成分は、

E = (0, E y, 0) 

H =(Hλ ， 0， Hz) 

で表される。

(52) 

(53) 

JH 
VxE= ーμ一一

Jt 
(54) 

を用いて、 p 偏光の場合と同様な計算を行うことにより、電場の y 成分、磁場の

x 、 z 成分が求められる。

これらの計算から、 s 偏光の場合も、任意の位置での電磁場の強度分布が求めら

れる。
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2.7 結論

我々は表面プラズモン顕微鏡を開発し、金属表面上で蛍光色素 1 分子のイメ

ージングに成功した。また、表面プラズモン共鳴によって、全反射型のエバネ

ッセント場を増強することにも成功した。この蛍光一分子イメージング技術を

応用し、蛍光色素 1 分子を標識した活性のあるタンパク質 1 分子の動きを水溶

液中で実時間で観察することに成功した。この技術により、表面が金属である

利点を生かし、 Self-Assembled Monolayer 技術(図 21) などを用いて、タンパク

質分子を金属表面上に規則的に配列させて、整列したタンパク質分子集合体を

作り、その中のタンパク質 1 分子をイメージングしたりするなどして、生体分

子集合体中での 1 分子の役割を解明できると考えられる。
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CCD camerao VCR、Video cassette recorder。
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図 12 表面プラズモン共鳴蛍光顕微鏡によるタンパク質1分子のイメージング
(め 模式図。 (b) Sl に標識されたTÞ.偲l分子の蛍光像(アルミニウム30nm上)。
入射したArレーザーのパワーは14mWo 32ビデオフレームを加算した。スケー

ルパーは5μm。溶液条件: 25mM  CH3CH2COOK,5mlv1 MgS04, 20mM HEPES 
pH= 7 . 8) と 脱酸素系 (Haradaet al. , 1990) 0 (c) T悶tの蛍光強度の時間変化。 槌
色が 1段階で起こった。
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(め模式図。TrVtRと Cy5の蛍光像は、 dual-color顕微鏡法(Kinositaet al. , 1991) を
用いて同時に観察した。 M、ミラー。 DM、ダイクロイック ミ ラ ー。 BF、バンド
パスフィルター。 (b)T乱依アクチンフィラメント(上)と、それに結合している 1
分子のSlに標識された蛍光1分子 (Cy5、下)の同時観察像(アルミニ ウム30nm
上)。入射したHe-Neレーザーのパワーは6mWo 16 ビデオフレームを加算した。
スケールパーは5μm。溶液条件: 25mM CH3CH2COOK, 5mM MgS04, 20mM 
HEPES' pH=7.8 と脱酸素系 (Haradaet al. , 1990) 0 (c )Cy5の蛍光強度の時間変化。
槌色が 1段階で起こった。
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図 15 アノレミニウム表面上に吸着したミオシン上のTh尽ーアクチンフィラメント
の滑り運動
(a)模式図。 (b)滑り運動中のアクチンフィラメント 。 2秒おきに連続した蛍光像
(1 ビデオフレーム)を重ね合わせた。 スケールパーは5μm。溶液条件: 25mM  

CH3CH2COOK, 5mM  MgS04, 20mM  HEPES pH=7.8 と脱酸素系 (Haradaet al. , 
1990) 。
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図 16 TMR-キネシンl分子のCy5-マイクロチューブル上で、の運動(アノレミニウム30nm上)
(a)模式図o T恥1R-キネシン 1分子(c)のCy5-マイクロチューブノレ(b)上での運動(同時イメージング)。入射したHe-Ne レー
ザーのパワーは6mWo 16 ビデオフレームを加算した。スケールバーは5μm。溶液条件: 1mM ATP, 20mM CH3COOK, 4mM 
MgS04, 0.2mM EDTA, 2mM  EGTA, 10μM Taxol, 20mM PIPES pH=6.8 と脱酸素系 (Haradaet al. , 1990) 。



表 1 ミオシン上でのアクチンの滑り速度 (25 OC) と、マイクロチューブル上の

キネシン 1 分子の運動速度 (23 0C)のガラス表面上と金属表面上の比較

Surface Velocity (μm/s) 

Actin Kinesin 

Quartz (no metal) 3.7~0.7 (30) 0.67~0.10 (30) 

Silver 申: * 
Gold 2.2~0.8 (19) 1.2 ~0.4 (20) 

Aluminum 4.7~0.5(35) 0.77~0.16 (28) 

*運動は見られなかった。値は、平均±標準偏差(測定数)。溶液条件:アク

トミオシン系は、 25mM CH3CH2COOK, 5mM MgS04, 20mM HEPES pH=7.8 と脱
酸素系 CHarada et al. , 1990) 。キネシンマイクロチューブル系は、 1mM ATP, 20mM 
CH3COOK, 4mM MgS04, 0.2mM EDTA, 2mM EGT.A, 10μM Taxol, 20mM PIPES 
pH= 6.8 と脱酸素系 CHaradaet al. , 1990) 。
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図 17 TIRによる石英スライド、上(a) と、 SPRによる種々の金属表面上 ((b)銀

30nm 、 (c)金20nm 、 (d)アノレミニウム30nm) でのTMR-アクチンフィラメント
のIICCDでの観察。 蛍光強度は、入射光強度がすべて同じになるように規格
化 しである 。 溶液条件 : 25mM CH3CH2COOK, 5rnM MgS04, 20mM HEPES 
pH=7.8 と 脱酸素系 (Haradaet al. , 1990) 。
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表 2 金属表面での TMR アクチンフィラメントの蛍光強度の比較(実験と理論)

Surface Experiment Theory 

Quartz (no metal) 1.00:t0.26 (86) 

Silver 30nm 12.6 :t2.6 (64) 14 

Gold 20nm 1.57:t0.29 (37) 5.9 

Aluminum 30nm 2.33 :t0.70 笠笠 0.082 

蛍光強度は Quartz Cno metal) 上での蛍光強度で規格化しである。値は、平均±

標準偏差(測定数)。溶液条件: 25mM CH3CH2COOK, 5mM MgS04, 20mM HEPES 
pH=7.8 と脱酸素系 CHaradaet al., 1990) 。
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500nm 

図 18 蛍光消光の概念図
蛍光色素は、金属表面からの距離によって、発光のエネルギーがエネルギー
移動によって金属に吸収されるため消光される。 理論的考察より、距離が 10
nm以下の場合には蛍光は完全に消光されると考えられている。 消光の影響は、
距離が500nmの程度まで存在すると考えられている。
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図20 理論から導かれる電場強度の比較
金属がなし \TIRの場合の、 石英一溶液境界面の電場強度を 1 として規格化した。
(a)金属がない場合。 (b)銀30nmo (c)金20nmo (d)アルミニウム30nm
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Protein (or lipid) moleclules 

h在etal

図21 Self-assembled monolayerの概念図
SH基と金属問の共有結合によって、タンパク質分子や脂質分子が秩序よく
金属表面上に整列する。
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3.1 分子蛍光エネルギー移動法による

アクチン 1 分子の構造変化実時間イメージング
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3. 1 分子蛍光エネルギー移動法によるアクチン 1 分

子の構造変化実時間イメージング

3.1 目的

この研究の目的は、蛍光 1 分子イメージング技術をもとに、タンパク質 1 分

子内の構造の変化を実時間で直接観察することである。

この目的を達成するために、蛍光エネルギー移動という現象 CFörster， 1948) 

を利用した。この現象は、蛍光分子(ドナー)の励起エネルギーの一部が、蛍

光として放出されずに近くにいる別の蛍光分子(アクセプター)を励起しアク

セプターも蛍光を発するという現象である(図 22) 。 ドナーの蛍光スペクトル

とアクセプターの吸収スペクトルに重なりがある場合に起こる(図 23) 。 ドナ

ー、アクセプターの蛍光強度を測定し、エネルギー移動効率を調べることで、 2

つの蛍光分子の相対的空間配置(距離と方向)について知見を与えるロ具体的

には、アクチン分子内にドナー、アクセプタ一色素を導入し、船津らが開発し

た 1 分子蛍光エネルギー移動顕微鏡(和沢、 1997) を用いて、それら 1 分子の

蛍光強度を同時にモニターするか、あるいは分光をおこなった。

すでに、上記の顕微鏡を用いた系で、サブユニット CTnI-TnC) 問では、蛍

光エネルギー移動効率が秒オーダーのゆっくりした変化をすることが示された。

このことは、サブユニット問で遅い構造のゆらぎがあるらしいことを示唆する

ものである。 CIshii et al.1997) 0 GFP は、蛍光を発するタンパク質であるが、 1

分子の蛍光を観測すると、秒オーダーで蛍光強度が変化し、遅いコンフォメー

ションゆらぎがあるらしい CDickson et al.. 1997) 。タンパク質のコンフォメー

ションは、 1I佐ーではなくいくつかあり、その聞をいったりきたりしていると考

えられる。タンパク質の機能はその 3 次元構造に大きく依存している。 一般的

に、タンパク質の構造は、Anfinsen のモデル: rアミノ酸配列に従って自発的に

折りたたまれ自由エネルギー最小値のところで安定化されている。 J と考えら

れている CAnfinsen ， 1973) 。一方、タンパク質の構造の柔軟性をとりいれ、タ

ンパク質は自由エネルギー最小値に非常に近い値をもっ準安定な極小構造を多
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数もち、熱エネルギーによってそれらの極小構造問をゆらいでいるという考え

方もされるようになってきた (Frauenfelderet al. , 1991) 。この構造のゆらぎがタ

ンパク質の機能に重要であると思われる。たとえば、筋収縮をおこなうアクト

ミオシン系では、エネルギー源である化学物質 ATP の熱ゆらぎ('"'-'んがとあま

り大きさの変わらない比較的小さい入力化学エネルギーを力学エネルギーに変

換する。従来のアボガドロ数のオーダーの分子の平均値では、この構造のゆら

ぎは測定できない。

この研究の目的は、アクチンを例にとり、すでに構築した 1 分子蛍光エネル

ギー移動分光顕微鏡で、動的なタンパク質 1 分子内の構造のゆらぎの有無を測

定し、ダイナミックなタンパク質の構造のゆらぎと機能の関係にせまることで

ある。

3.2 蛍光励起エネルギー移動 (F虹T)

蛍光分子(ドナー)の励起エネルギーが、すべて蛍光として放出されずに近

くにいる別の蛍光分子(アクセプター)を励起する現象(図 22) 。 ドナーの蛍

光スペクトルとアクセプターの吸収スペクトルに重なりがある場合に起こる

(図 23) 。エネルギー移動効率を調べることで、 2 つの蛍光分子の相対的空間

配置(距離と方向)について知見を与える。エネルギー移動効率は以下の式で

与えられる (Förster， 1948) 。

1 ccr R，~ 
E=1-~=~ 
/() R(~+R() 

(55) 

Ro (F凸rster 距離)は、エネルギー移動効率が 50%になるドナー-アクセプタ一

間の距離で、以下の式で表される。

R，~ = 2OOO(ln 10)K 2QDJ 
{1128xM4NA (56) 

R が大きくなると、エネルギー移動効率は減少し、小さくなると増大する。 |火

24 に TMRCD と Cy5 の場合 (Ro=5.6nm) の、蛍光色素間距離とエネルギー移動

効率の関係を示した。エネルギー移動j効率の変化は、 R = Ro 近傍で急激であり、
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ドナー ーアクセフタ一間の距離が、 Förster 距離よりもかなり大きい場合、小さ

い場合は緩やかである。この理論式は、 R が 1 ~ 10 nm の範囲でしか成 り立たな

いことは注意すべきである 。 以下に、パラメーターの説明を加えてお く。

J=Jん(入)ι(λ)入4d入:重なり積分 (57) 

入:波長

ι(入) : アクセプターのモル消光係数

ん (λ) :波長スケールで規格化したドナーの発光スペク トル

λ(入)
ん (λ)= :XJ .f. Dﾀ¥""' (58) 

JF，バλM入

九 (λ) : 波長単位あたりのドナーの蛍光スケールで規格化した蛍光スペクトル

K: • 方向ファクター(図 25)

K
2 
= (cos8r -3cos8D cos8A)2 (59) 

。T. ドナーの発光モーメン トとアクセプターの吸収モーメント聞の角度

。'0:ドナーの発光モーメントとドナーとアクセプターを結んだ直線聞の角度

8A : アクセフターの吸収モーメントとドナーとアクセプターを結んだ直線聞の角

度

ドナー、アクセフターと もに等方的に高速で、回転している場合は、

K
2 
= ~ -_ 
3 

である。
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-ドナーとアクセフターの距離が大きいとき

ドナー蛍光分子

....0-
励起光

アクセプター蛍光分子

エネルギー移動は起こらない

-ドナーとアクセフターの距離が小さいとき

'惨
.. 

エネルギ、一移動が起こる

図22 蛍光エネノレギー移動の概念図
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図24 2つの蛍光色素間の距離と 、蛍光エネルギー移動効率の理論計算。
Forsterの距離 (Ro) は、 実験に用いた蛍光色素であるT恥1RCD と Cy5の組み合
わせの場合の5.6nm とした。 また、方向ファクターはK2=2/3 とした。

図25 蛍光エネルギー移動効率を計算する際のか向ファクターの説明関
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3.3 光学系

1 分子蛍光エネルギー移動顕微鏡の概要は、 Dual-color 表面プラズモン顕微鏡

と共通点が多い(図 26) 。実験装置は、防振台上の倒立顕微鏡 CTMD300， Nikon) 

に組み立てた。サンプルの観察範囲の移動は、水圧式のマニピュレーター

CMHW-103 , Narishige, Japan) を用いた。石英スライド上にあるタ ンパク質に蛍

光標識された色素分子は、 Ar レーザー CStabilite 2017, Spectra-Physics, wavelength 

= 514.5 nm) を用いて励起した。レーザービームはレンズで集光し、 ND フィル

ターで強度を調節した。入射光の偏光の非等方性を排除するため、入射光は石

英偏光解消板 CQD; DEQ-2S , Sigma Koki, Japan) に通した。入射光は、 600分散石

英プリズムを通り、石英スライドに入射させた。石英スライドと、石英プリズ

ムの聞の空間は、屈折率マッチングオイルで満たした。レーザーの入射角は、

臨界角よりも大きい 690に固定した。ビームの大きさは、試料面で約 100μm x 

300μm であ った。

Arレーザーを入射させ、 TMR と Cy5 の 1 分子の蛍光像を同時に見るために、

dual-color microscopy CKinoshita et al. , 1991) を用いた。蛍光は対物レンズ CNCF

PlanApo x 60; NA = 1.4; Nikon, Japan) で集光し、 二色の蛍光を分離するために、

ダイクロイックミラー(特注品、 Sigma Koki) に通した。分離した蛍光は背景光

を減少させるためにバリアーフィルター CBF， 580DF30 for TMR and 670DF40 for 

Cy5 , Omega Optical, USA) に通し、 ISIT カメラ CC2400-08 and C2400-80H, 

Hamamatsu Photonics) で観察した。 II は、 VS4-1845 , Video Scope International, 

USA を用いた。

1 分子の蛍光色素の偏光を調べるとき(図 31) は、 TMR 励起用には、Arレー

ザーを、 Cy5 の励起には、 He-Ne レーザー (GLG5410， NEC, Japan, wavelength = 

632.8 nm)を用いた。この場合は、石英スライドに平行な s 偏光の光を 2 本直交

させて立方体型の石英プリズムに入射させた。入射光の偏光は、半波長板を l 口

転させることで変化させた。蛍光の偏光の直交する 2 成分は、偏光ビームスプ

リッターを、上記のダイクロイ ックミラーの代わりに取り付け、蛍光像の蛍光

強度として同時に観察した。
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1 分子の蛍光を分光する場合(図 26;和沢、] 997) は、ミラーによって光路を

切り替え、蛍光はレンズで集光され、励起光の散乱によるパックグラウンドを

減少させるために、ノッチフィルター (NF; HNPF-514.5- 1.0, Kaiser Optical Systems, 

USA) を通り、ピンホール (PH; 直径 150μm; 04・ PPM-016， Melles Griot, USA) 

に共役な位置(1.5μm X 1.5μm) に焦点を結ぶようにした。蛍光は回折ポリクロ

メーター (600 本/mm; 13.3 nm/mm; M10-TP, Spectral Instruments, Japan) に入り、

分光され、一次元のマルチチャンネルの冷却 CCD カメラ (256X 1024 pixels, MPP, 

back illumination; CCD15-11-0219, Wright lnstruments, UK) に投影されるので、波

長スペクトルは波長のスキャンをすることなく一度にとれた。冷却 CCD の波長

分散のキャリプレーションには、スペクトルキャリブレーションランプ (6034

(Hg-Ne) , Oriel , USA) を用いた。

溶液系の蛍光を分光する場合は、蛍光分光光度計 (Fluorolog， SPEX, USA) を

用いた。

3.4 材料

タンパク質の調製

アクトミオシン系

すでに 2.4で述べた。ミオシンは、ウサギの骨格筋から得たものを用いた。

タンパク質の蛍光標識

アクチンの蛍光 2 重標識

アクチン 1 分子内の 2 つのアミノ酸残基 (Cys374 、 Gln41) に、それぞれ Cy5

と TMRCD (Tetramethylrhodamine-cadaverjne) を蛍光標識した。蛍光標識の}Il員序

はどちらが先でもよいが、 Cy5 、 TMRCD の順にした。

72 



Cy5 によるアクチンの蛍光標識

すでに、 2.4で述べた。

TMRCD によるアクチンの蛍光標識

アクチンの Gln41 を、 トランスグルタミナーゼの酵素反応を用いて、 TMR で

蛍光標識した (Takash i. 1988) 。ダンシルカダペリンは、トランスグルタミナー

ゼの仲介を受けて Gln に結合する。

まず、 TMRCD (Tetramethylrhodamine cadaverine，入ex = 544 nm，入em = 571 nm; 

Molecular Probesヲ USA) を G アクチン (μM のオーダー)に対して、モル比にし

て 5 倍量入れる。酵素であるトランスグルタミナーゼを加えて、低温室で振と

うし一晩反応させる。反応物溶液にに、 KCl の最終濃度が O.lM になるように

KCl を加え、室温で 2 時間静置し G アクチンを重合させ、 F アクチンとする。そ

の後、 100，000/rpm 、 10 分、 4
0

C の超遠心機 (TL100) にかけ、蛍光標識された F

アクチン(沈殿)と、トランスグルタミナーゼ(上清)に分ける。 F アクチンを

G バッフ ァー (0.5mM ATP, 0.2mM CaCb, 20mM HEPES pH = 7.8) に溶かし、 G

アクチンとした後、 G バッファーで 3 回透析する。

2 重蛍光標識 G アクチンと無標識 G アクチンの共重合

蛍光 1 分子イメージングが可能なように、まばらに 2 重蛍光標識アクチンを

存在させるため、無標識のアクチンと共重合 (-1:100) させ、アクチンフィラメ

ントとした。

3.5 結果

3.5.1 TMRCD，Cy5 二重蛍光標識アクチン 1 分子の FRET分光スペク

トル

溶液(図 28(a)) 、 l 分子(図 28(b)) ともに、 Tl\I1RCD と Cy5 のピークが見ら

れた。このことは、アクチン 1 分子で FRET がおこっていることを示している。

73 



3ふ2 TMRCD，Cy5 二重蛍光標識アクチン 1 分子の実時間 1 分子

FRET イメージン夕、

蛍光 1 分子イメージングが可能なように、まばらに 2 重蛍光標識アクチンを

存在させるため、無標識のアクチンと共重合(-1:100) させ、アクチンフィラメ

ントとしたものを、ミオシンで石英ガラス基板上に ngor の状態で固定した。ア

クチンフィラメント中の TMRCD を、エバネッセント光を用いて励起し(図 27) 、

アクチン 1 分子内の 2 つのアミノ酸残基聞の位置関係を、蛍光エネルギー移動

(FRET) 法を用いて、 TMRCD と Cy5 の蛍光強度を定量することで、実時間イ

メージングした。蛍光像の強度と時間変化の解析は以下のようにしておこなっ

た。ビデオに録画した蛍光像は、光デ、イスク (LQ・ 4100A， Panasonic, Japan) に複

製し、イメージプロセッサー (EXCEL-2， Nippon l\vionics, Japan) で、デジタル

化し解析した。

3ふ31 分子 FRET を用いた蛍光色素間の距離の導出方法

蛍光強度が比較的安定している図 29 の場合を例にとって考える。この場合は

1 分子のドナー-アクセフタ一間で、最初の数秒間|、蛍光エネルギー移動が見ら

れた。その後、アクセプターが槌色し次いでドナーが槌色した。 IET = 134 、 10 = 

518 となるので、
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E = ---::r.Rυr の関係式より R を求めると (Ro = 5.6nm , K2 = 2/3 を適用)、 R = 4.7nm 
R(;l +R 口

となる。

3ふ4TMRCD，Cy5 二重蛍光標識アクチン 1 分子の FRET効率のゆら

ぎ

74 



Dual-color microscopy を用い、アクチンフィラメント中のアクチン 1 分子の

TMRCD1 分子と Cy51 分子の蛍光像をビデオに録画して、画像解析装置で解析

した。図 30 が 2 つの蛍光色素の蛍光強度の時間変化である。 ドナーである

TMRCD の蛍光強度の増加(減少)にともなって、 Cy5 の蛍光強度の減少(増加)

が見られる。 2 つの蛍光色素間で、エネルギー移動が起こっているという 1 つの

証拠である。蛍光強度の変化が、秒オーダーでおこっており、アクチン 1 分子

内で遅い構造のゆらぎが起こっている可能性を示唆している。

3ふ5TMRCD-アクチン、 Cy5・アクチン 1 分子の偏光実時間イメージ

ング

TMRCD アクチンと Cy5 アクチンそれぞれの場合について、 1 分子蛍光偏光顕

微鏡を用いて 、 アクチンに標識されている蛍光色素の配向の時間変化を調べた。

図 32 にあるように、蛍光の互いに直交する Horizonta l な成分の蛍光強度と

Vertica l な成分の蛍光強度を同時に測定した。 TMRCD 、 Cy5 いずれの場合も、

Horizontal な成分と Vertica l な成分の蛍光強度がほぼ同 じ時間変化を し、 1 分子

の色素の配向は、 秒オーダーでは変化していないようである。

3.6 考察

3.6.1 FRET 効率の理論式 (Förster の式)を、 1 分子 FRET に適用す

る場合の問題点、

FRET 効率の理論式は次式で与えられる。

1 rr R，~ 
E =1 -~ム = --_U__ 
J() R(~ + R

O 

R (, _ 9ooo( ln 10)K 2QDJ 
υ 128π 5n 4 N A 

(55) 

(56) 

Förs ter 距離 Ro の中には、よくわかっ ていないパラメー ターがい く つかある 。



1) ,é :方向ファクター

この値は、 ドナーの発光ダイポールとアクセプターの吸収ダイポールの相対

的な向きによって決まる。これまでのなされてきた仮定は、 J!-= 2/3 というも

のである。この仮定は、 ドナー、アクセプターがどちらも高速で制限なくラン

ダムに回転しているときのみ成り立つ。この仮定を満足するのは、蛍光分子が

小さく、高速で歳差運動jをする分子に限られる。アミノ酸残基に共有結合でつ

なぎとめられた蛍光分子を考えてみると、制限のない回転運動jを想像するのは

難しい。理論的には、 ぷは 0 から 4 の値をとりうる。最小値である 0 と最大値

である 4 は、色素の向きが高度に偏っていなればならないので、実際にはあり

そうにない。

Dale ら (1979)は、 ドナーとアクセプターの偏光度と d の値を関連づけた。

その値から d の最大値と最小値をもとめた。しかし、 Ro のなかに不確かさが残

った。

Stryer と Haugland (1967) は.、この問題に合成ポリプロピレンオリゴペプチ

ドを用いた。 FRET 効率が、蛍光色素問の距離の 6 乗に反比例する関係が確認さ

れ、その距離は X 線回折の構造とも一致した。どうやら、ぷ= 2/3 という仮定は、

小さいタンパクについてのみ成り立つようである。

この方向ファクターの不確実性を克服するために、 1 分子 FRET では Dual-dual

microscopy (図 33) が有効ではないかと考えた。 ドナー1 分子とアクセプター1

分子の蛍光強度のみならず、色素の向きも同時に見ょうというものである。

2) QD :ドナーの量子効率

1 分子 FRET が起こっているときに、 ドナーの量子効率が変化すると、 ドナー

の蛍光強度が変化するほか、アクセプターの蛍光強度もその分だけ変化すると

期待されるので問題はないと考えられる。

3)J(=jfA(川) :重なり積分
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(ん(入) :は波長スケールで規格化したドナーの発光スペクトル)

ドナーの発光スペクトルが変化すると、 FRET 効率も変化する。蛍光色素 1 分

子の発光スペクトルの変化については既に報告されている (Lu and Xie, 1997) 。

Dual-color microscopy では、 ドナーとアクセフターの蛍光強度をモニターしてい

るだけなので、 ドナーの発光スペクトルの変化は追うことができない。この問

題点を克服するためには、時間分解能をあげて、 1 分子蛍光分光を行わなければ

ならない。 TMR のスペクトルが割合は少ないが変化することがある。

4) E A (λ) :アクセプターのモル消光係数

このパラメーターが変化すると、 FRET 効率が:変化するので、見かけ上ドナ

ーとアクセプターの位置関係が、実際とは異なり変化しているように見える。

色素の蛍光のオン、オフの現象はブリンキングと呼ばれている。蛍光を発する

タンパク質である GFP で報告されている (Dickson et al. , 1997) 。アクセプター

がブリンキングしているかどうかを見るために、 ドナー - アクセプターのの蛍

光と、アクセプターのみの蛍光を交互にみる方法を考えた(図 34) 。アクセプ

ターがブリンキングしていないときには、アクセプターのみを励起したときに、

アクセプターの蛍光強度は通常の 1 分子の蛍光強度となるが、ブリンキングし

た場合には、アクセフターが消えていたり、あるいは暗かったりすることが予

想される。

3.6.2 アクチンの構造

X 線構造回折

1990 年に 2.8入分解能の G アクチンの原子構造 (Kabsch el al. , 1990) が提出さ

れた。 F アクチンの構造は、この G アクチンの構造をもとに推定された (Holmes

et al. , 1990, ] 993. , Kabsch et al. , 1990) 。また、ミオシンと相互作用中の構造も提

出されている (Rayment el al. , 1993 ヲ Schroder et al. , ]l 993) 。しかし、これらのデ

ータはすべて莫大な分子数の平均であり、実際におこっているであろうタンf。
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ク質の精造のゆらぎに関しては、情報を与えてくれない。

FRET 

アクチンのあらゆるアミノ酸残基に蛍光楳識が可能なことから、 FRET 分光法

によって溶液中の構造の情報がたくさん得られている CMiki et al. , 1992, Moens et 

α 1. ， 1994, dos Remedios and Moens, 1995, Kim et al. , 1995, Moraczewska ef al. , 1996, 

Moens and dos Remedios, 1997) 0 FRET から得られたデータのほとんどは、 Cys10

を蛍光標識したものを除いては、この構造とよく一致している。方向ファクタ

ーはすべて 2/3 と仮定している。こちらの場合も、条件は天然に近いが、溶液系

や X 線構造解析の場合と同じく、すべて莫大な分子数の平均であり、実際にお

こっているであろうタンパク質の構造のゆらぎに関しては、情報を与えてくれ

ない。

Gln41-Cys374 聞の距離

溶液系の FRET のデータから、 Gln41-Cys374 聞の距離は 2.5nm CMiki et al. , 

1992) であった。この距離は、アクチンの原子モデルから得られた値 C4.1nm)

よりかなり小さい。 1 分子の測定で FERT 効率がゆらがない場合(図 29) 、蛍光

色素問の距離を計算してみると、 4.7nm であった。この値は、原子モデルから得

られた値に近い。 X 線回折から得られたデータとの違いは、 Gln41 が Pro38 と

Ser52 のやわらかいと考えられているループの中に存在しているのが 1 つの原因

であると考えられる。

アクチン 1 分子内のゆっくりした構造のゆらぎ

エネルギー移動効率の変化を、すべて距離の変化に換算すると、 1nm 以上の

大きな構造変化が秒オーダーのゆっくりした時間スケールでおこっていること

になる。アクセフターのブリンキングや、色素の配向の寄与でこのような現象

が起こっているのかもしれない。

ブリンキングの寄与を見るために、図 34 のような実験系を考えた。 エネルギ
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一移動中の、 ドナー蛍光色素とアクセプター蛍光色素を交互に励起し、エネル

ギー移動中にアクセプタ一色素の蛍光が完全の形であれば、ブリンキングは存

在せず、 1 分子 FRET はタンパク質の何らかの構造変化を反映していると考えら

れる(図 34(a)) 。これとは逆にエネルギー移動中にアクセプタ一色素の蛍光が

完全の形でなければ、ブリンキングが存在し、 1 分子 FRET はタンパク質の構造

変化を反映していないと考えられる(図 34(b))。

このアクチンの構造のゆらぎが真実のものであったとすると、タンパク質の

コンフォメーションは、唯一ではなくいくつかあり、その聞をいったりきたり

していると考えられる。 一般的に、タンパク質の構造は、Anfinsen のモデル: íア

ミノ酸配列に従って自発的に折りたたまれ自由エネルギー最小値のところで安

定化されている。」と考えられている(Anfinsen. 1973) 。 一方、タンパク質の

構造の柔軟性をとりいれ、タンパク質は自由エネルギー最小値に非常に近い値

をもっ準安定な極小構造を多数もち、熱エネルギーによってそれらの極小構造

問をゆらいでいるという考え方もされるようになってきた (Frauenfelder et al. , 

1991) 0 G タンパクの中には、構造多型があることも報告されている(Ito et alリ

1997) 。このアクチン 1 分子の構造のゆらぎが、エネルギー源である化学物質

ATP の熱ゆらぎ (~k8T) とあまり大きさの変わらない比較的小さい入力化学エ

ネルギーを力学エネルギーに変換するのに重要な役割をはたしているのかもし

れない。
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3.7 結論

蛍光 1 分子イメージング技術を発展させ、タンパク質 1 分子(アクチン)内

に、 ドナー蛍光色素 1 分子とアクセプター蛍光色素 1 分子を標識し、その問の

FRET を分光、あるいは実時間イメージングすることに成功した。その結果、

FRET 効率が秒オーダーでゆらぎ、 アクチン 1 分子内の構造が遅くゆらいでいる

らしいデータが得られた。この構造のゆらぎがタンパクの機能に重要な役割を

果たしているに違いない。この結果が、本当にアクチンの構造変化を反映して

いるのかについては、さらに詳細な実験が必要である。
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ドナーとアクセプターの蛍光強度と偏光の状態を同時にイメージングする。
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4.総括
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4.総括

本研究では、我々のグループが開発した蛍光 1 分子イメージング技術を発展

させ、表面プラズモン共鳴蛍光顕微鏡 (SPRFM) の開発と、タンパク質 1 分子

内 FRET の測定に成功した。これによって、タンパク質動態の 1 分子イメージン

グに成功した。

SPRFM によって、蛍光標識したタンパク質 1 分子を、世界で初めて①金属表

面上で、②低背景光で、③活性を保ったまま、④水溶液中で、⑤従来の全反射

のしみだし光を用いた場合よりも明るく(数倍から 10 数倍)、イメージングす

ることに成功した。

また、 1 分子蛍光エネルギー移動分光顕微鏡によってタンパク質(アクチン)

1 分子内の構造が遅くゆらいでいるらしいデータが得られた。

これらの技術により、表面が金属である利点を生かし、 Self-Assem b 1 ed 

Monolayer 技術などを用いてタ ンパク質や脂質分子を金属表面上に規則的に配

列させ、整列した生体分子集合体を作り、その中の生体分子 1 分子をイメージ

ングし、生体分子集団中での 1 分子の挙動を探索する道筋が開けた。また、細

胞内の情報伝達に重要なはたらきをしている G タンパク、遺伝の基本的メカニ

ズム (DNA→RNA→タンパク質合成)、細胞内での物質輸送、分子認識の機構

の研究に、 1 分子イメージング技術を用いれば、被雑系のなかの 1 分子の役割も

解明にも応用できる可能性がある。さらに、タンパク質 1 分子のフォールディ

ングの過程も追うことができると恩われる。

これらの研究が突破口となり、生物分野のみならず物理学、微小領域での科

学全体にフィードバックをもたらすのではないかと考えられる。
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