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【序】単一分子分光実験の目的を一般的に述べると、不均一な混合物試料に対して構成成分の寄

与を分離し、独立成分の数および各成分の濃度や成分ごとの分光情報（スペクトルなど）を決定

する、ということである。我々は近年、不均一系の各成分の寄与を分離する新しい方法として二

次元蛍光寿命相関分光法を提案した[1,2]。この方法では、低濃度の蛍光性試料溶液から発せられ

る蛍光光子の励起‐発光遅延時間を計測し、その時間揺らぎの相関を二次元蛍光遅延時間相関マ

ップとして表現する。この二次元マップを指数関数減衰の和を用いてフィッティング解析するこ

とで、独立成分の数と各成分の蛍光減衰曲線を得る。本講演ではこの解析法を一歩進めて、蛍光

信号の揺らぎの三次相関を用いることで、指数関数などのモデルを使わずに独立成分の蛍光減衰

曲線を一意的に決定できることを示す。これを応用すれば、蛍光寿命以外の分光パラメータに対

しても多次元相関計測による解析法を有効に活用できると期待される。 

【原理】蛍光強度の時間揺らぎを I(T; )と表す。Tは測定開始後の経過時間、は注目する分光パ

ラメータであり、以下ではを励起‐発光遅延時間とする。I(T; )の揺らぎを表す二次元相関行列

は );();();();(),(   TITITITIM と定義される。（ただし、相関の遅延時間は零としてい

る。）M(, ʹ)を独立成分の寄与に分割することを考える。異なる独立成分の間には揺らぎの相関が

ないため、M(, ʹ)は以下のように独立成分の和に分解される。 
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n は独立成分数、gi, di()はそれぞれ成分 iの自己相関振幅、蛍光減衰曲線である。我々の目標は、

実験データから n, gi, di()をモデルフリーで決定することである。そこで、M(, ʹ)を以下のように

固有値分解してみる。 
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すると非零固有値iの数 n（M(, ʹ)の階数）から独立成分数を決定できるが、固有ベクトル vi()

は互いに直交化されており、一般に di()に一致しない。すなわち、vi()と di()の間には以下の直

交変換の自由度が残されている。 
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uij を正しく決定できれば上記の目標が達成される。しかし、指数関数減衰など何らかのモデルを

用いない限り、M(, ʹ)のみから uijを決定することはできない。 

 そこでM(, ʹ)の自然な拡張として、I(T; )の揺らぎの三次元相関テンソル T(ʹ, ʺ)を考える。 
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式(1)に対応して T(ʹ, ʺ)は独立成分の和として 
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と分解できるが、三次のテンソルの場合、二次の行列の場合とは異なりこのような成分分解は一

意的であることが知られている[3]。すなわち、三次元相関分光を行って T(ʹ, ʺ)を評価し、これ

を式(5)の形に分解すれば、各成分のスペクトル情報 di()が求められる。さらに di()と式(1-3)より

二次の自己相関振幅 giが求められ、iの濃度を決定できる。 

【方法】解析に用いる蛍光光子のデータは、共焦点顕微鏡を用いた蛍光相関分光計を用いて収集

する。パルスレーザーと時間相関光子計数装置により、各光子について励起‐発光遅延時間を計

測する。得られた励起‐発光遅延時間の時系列データを基に揺らぎの二次元相関行列 M(, ʹ)と三

次元相関テンソル T(ʹ, ʺ)を構築する。次にM(, ʹ)を固有値分解し、有意に零でない値をもつ

固有値の数 n を調べるとともに、非零固有値i (i=1~n)に対応する固有ベクトル vi()を求める。こ

れらを用いて、T(ʹ, ʺ)を以下のように変形する。 
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こうすることで、三次テンソルの要素数が n3に縮減される。このテンソルは式(3,5)から 
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のように表される。そこでフィッティングにより直交行列の要素 uji を求め、さらに式(3)から gi, 

di()を決定する。 

【応用】以上に述べた方法の妥当性を検証するために、動的

モンテカルロシミュレーション[1]により人工的に作成した

光子データに対して応用した。シミュレーションでは蛍光寿

命が 1 ns, 5 nsの２つの独立成分を仮定した。図にこのデータ

に対して計算した M(, ʹ)の固有ベクトル vi() (a)と上記の方

法で求めた di() (b)（それぞれ i=1,2）を示す。(c)は光子デー

タから２つの独立成分それぞれに由来する光子を抽出して蛍

光減衰曲線を再構成したものである。(b)と(c)は良い一致を示

しており、本手法が期待通りの結果を与えていることが分か

る。講演では、本手法を実験データに適用した結果について

も紹介する。 
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図 シミュレーションデータに対す

る応用結果。 
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