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2B12 数 K における単一タンパク質分光を用いた 
可視蛍光タンパク質内のプロトン移動を伴った構造変化の観測 
○藤原正規 1、平野充遥 1、渡辺正勝 2、伊関峰生 3、藤芳 暁 1、松下道雄 1  

(1東工大院・理工、2光産業創成大・光バイオ、3東邦大・薬)  
 

  緑色蛍光タンパク質(GFP)は生体蛍光マーカーとして高い汎用性が示されている一方、複雑な発光過程

を持つ[1]。この発光過程の理解は低温における分光研究によって大きく前進した[2, 3]。GFP には中性状態

(A)と脱プロトン化状態(B)の二つの安定状態が存在する。温度 1.2 K において B の吸収極大 472 nm を励起

すると 482 nm に蛍光極大が出現する。一方、A の吸収極大 429 nm を励起すると 440 – 460 nm に弱い蛍光

帯、501 nm に強い蛍光極大が出現する。これは図 1(a)のように A が A*に電子励起された後(“*”は電子励起

状態を表す) 、励起状態プロトン移動(ESPT)が起き、A*→I*に変化する(I は中間状態を表す)。その後 501 nm
の蛍光を放出して I*→I へと脱励起すると解釈されている[2]。この解釈と GFP の立体構造解析から提案さ

れたGFP発色団と周囲のアミノ酸側鎖の相対配置を図1(b)に示す[4]。A↔I間では水分子W22、セリン(S)205
を経由して、発色団とグルタミン酸(E)222 の間でプロトンが移動する。一方、I↔B 間ではスレオニン(T)203
側鎖の回転を主とした構造変化が起きるとされる。しかし、このような構造変化が実際に実現されている

かを直接観測するのは困難である。これは通常の分光測定の場合、光励起と同期しない構造変化が熱運動

と集団平均の効果によって埋もれてしまうからである。構造変化を直接観測するには温度数 K に冷却して

熱運動を抑制し、タンパク質一個の発光を時間追跡する方法が有効である。そこで我々は GFP の一分子測

定から A, B 状態間の構造変化の観測を目指した。 
   GFP の A, B 状態間の構造変化を観測するには、各状態に対応するスペクトルが区別できなければな

らない。ここで、A、B 状態間の吸収極大の差(40 nm)は、I、B 状態間の蛍光極大の差(20 nm)の二倍大きい。

このように吸収極大の差が大きいと、各状態の吸収スペクトルの線幅と比較しても十分に状態を区別する

ことができる。従って我々は蛍光スペクトルではなく、吸収に相当する発光励起スペクトルから A, B 状態

を区別すること考えた。ただし、B 状態のストークスシフトは 10 nm と小さく、吸収帯の長波長端まで測

定ができない。そこで我々は GFP に蛍光色素 Alexa Fluor647(A647)を標識した。図 2 のように GFP の吸収

波長域である 400 ～ 500 nm の領域を光励起すると、発色団が蛍光を放出する代わりに Förster 型共鳴エネ

ルギー移動(FRET)によって励起エネルギーが A647 に移動してから蛍光を放つ。A647 の蛍光極大は 680 nm
のため、実効的なストークスシフトを 200 nm に拡大することができ、発光励起スペクトルの吸収の長波長

端まで測定可能となる。 

 

図 1(a): GFP の三状態エネルギーダイアグラム。図中の波長は温度 1.2 K での測定

値[3]を引用。(b): 三状態に対応した発色団及びアミノ酸側鎖の配置。赤点線は

水素結合を表す。文献[4]を参照して作図。 

図 2: 標識した蛍光色素への Förster 型共鳴エネ

ルギー移動(FRET)を利用した単一 GFP の発光励

起スペクトル測定。 
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  低温、単一 GFP の発光励起スペクトル測定には二つ

の課題を解決する必要があった。一つは GFP の吸収波長

から A647 の蛍光波長にいたる 400 ~ 800 nm の波長域に

おいて色収差が無視できる低温用光学系が必要であった。

これは我々が開発した一体成形反射対物レンズ[5]を中心

とした低温用共焦点顕微鏡によって解決した[6]。もう一

つは単一 GFP の蛍光測定のため、回折限界のスポットに

100 W/cm2 以上の強度密度を持つ可視波長可変光源が必

要であった。これはスーパーコンティニューム光(SC 光)
と和周波発生(SFG)を利用した波長可変光源を開発する

ことで解決した。本光源の概略図を図 3(a)に示す。フェ

ムト秒パルスレーザーから射出した波長 λ = 785 nm の基

本光の一部をフォトニック結晶ファイバー(PCF)に入射

し、λ = 500 ~ 1600 nm まで連続的に強度を持つ SC 光を発

生させた。SC 光と残りの基本光をノッチフィルター上で

同軸に揃えた後、BBO 結晶に集光し、SFG を起こした。

このSFG光をシングルモードファイバーで単一の空間モ

ードに整形した後、共焦点顕微鏡へ導入した。SFG 光の

波長掃引は位相整合条件を利用し、BBO 結晶の回転によ

って実現した。ただし、結晶の回転によって生じる基本

光とSC光の光路長のずれ、及びSFG光の光路のずれは、

それぞれ光学遅延路と結晶直後の色消しレンズの位置調

整で補正した。また、波長に依らず強度を一定に保つた

め可変 ND フィルター(VND)を用いて調整した。これら 4
つの光学部品をそれぞれ電動ステージに配置し、SFG 光

の波長ごとに自動制御した。図 3(b)にシングルモードフ

ァイバー射出直後の SFG 光の強度を示す。SFG 光の強度

が波長に対して一定になるように VND で調整した結果、

波長402.5 nm ~ 507.5 nmの範囲で一定の強度4.5 µWを実

現した。この強度を試料基板上の強度密度に換算すると

100 W/ cm2以上になる。図 3(c)に SFG 光スペクトルの半

値全幅(FWHM)を示す。FWHM は波長に対してほぼ単調

増加し、分解能 2.0 ~ 3.5 nm で波長掃引が実現できた。 
  図 4 に温度 1.5 K で測定した単一 GFP の発光励起スペクトルの時間変化を二例示す。図 4(a)は測定開

始後 6 分まで 430 nm にピーク波長を持つスペクトルが、次の瞬間にスペクトル全体が 70 nm 長波長側に移

動した。この変化は A*→I*への ESPT からアミノ酸側鎖の構造変化が生じ、B*または B への遷移の瞬間を

捉えたものと考えられる。一方、図 4(b)は測定開始後 470 nm のピークを持つスペクトルが数分間隔で発光

と消光を繰り返した。この過程の中で、測定 12 分目にスペクトル全体が 10 nm 長波長に移動した後、15
分目には再び 15 nm 短波長に移動した。この変化は A、B 状態間の吸収極大の差と比較して小さく、A↔B
間の構造変化とは考えにくい。おそらく、B 状態における発色団周囲の水素結合ネットワークが少なくと

も二通り存在し、その間の移動が観測できたものと考えている。 
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図 3(a): 可視波長可変光源。赤点線で囲まれた四つの光学部

品の位置を自動制御することで、強度を一定に保ったまま波長

400 – 500 nm まで波長掃引を可能にした。(b) & (c): シングル

モードファイバー射出後の和周波光の強度とスペクトル線幅。

図 4(a) & (b): 温度 1.5 K で測定した単一 GFP の発光励起

スペクトルの測定例。各矢印の領域をそれぞれ平均したスペ

クトル右側に示す。 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <FEFFd5a5c0c1b41c0020c778c1c40020d488c9c8c7440020c5bbae300020c704d5740020ace0d574c0c1b3c4c7580020c774bbf8c9c0b97c0020c0acc6a9d558c5ec00200050004400460020bb38c11cb97c0020b9ccb4e4b824ba740020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c2edc2dcc624002e0020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b9ccb4e000200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee563d09ad8625353708d2891cf30028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f003002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c4fbf65bc63d066075217537054c18cea3002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f3002>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


