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【序】羽毛は、羽軸を中心に羽枝そして小羽枝へと

分岐した形状を持ち（図 1）、それぞれの直径は~ 200 

m、~ 100 m及び~ 5 mと明瞭な違いがある[1]。

各部位では、共通の主成分である -シート構造を有

するケラチンタンパク質（ -ケラチン）が階層的に

収束し、繊維状構造を形成している。図 2に羽軸の

赤外吸収スペクトルを示す[2]。主成分の –ケラチ

ンの Amide I バンド（CO 伸縮振動）に対応する吸

収が 1630 cm-1 付近で非常に強く見られ、さらにそ

の 1650 cm-1 付近にショルダーが観測されている。

この吸収は振動数から –へリックス構造を有する

タンパク質の Amide Iによるものだと考えるのが妥

当だが、X線回折の結果から、ねじれている -シー

ト構造をもつケラチンタンパク質（Twisted  -ケラ

チン）の Amide Iに由来すると現在考えられている。

つまり、羽毛は主に –ケラチンと Twisted  –ケラチ

ンの二つの成分で構成されていると言われている。

さらに、-ケラチンと Twisted  -ケラチンが羽軸、羽枝また小羽枝では異なった比で存在してい

ると報告されている[3]。しかし、 -ケラチンの組成が異なるこれらの二成分が、各部位でどのよ

うに分布し、配向しているかは、一般的な赤外顕微鏡の空間分解能が低い（~ 10 m）ために分光

学的に解明されていない。 

 そこで、赤外光と可視光による二次の非線形光学過程である振動和周波発生（VSFG）法を顕微

技術に応用し、空間分解能を~ 1.0 mまで向上した VSFG検出赤外超解像顕微鏡を用いて、羽毛

 -ケラチンの分布の解明を試みた。また VSFG 信号強度は VSFG、可視光そして赤外光の偏光に

影響し、分子配向によってその応答が変化することから、 -ケラチンの分子配向の観察が期待さ

れる。本研究では、まず比較的観察しやすいサイズの羽軸における-ケラチンの分布に加え分子

配向を解明することを目的としている。 

【実験】励起光源の可視光と赤外光を発生するために、ピコ秒レーザーシステム（パルス幅：2 ps）

を採用した。赤外光は 5500 ~ 9000 nmまで波長を可変できるようにし、可視光は 613 nmに固定し

図 1：(a) 羽毛の全体像（破線：切断方向）、

(b) 拡大像（スケールバー：100 m） 
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図 2：羽軸の赤外吸収
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て使用した。同軸に合わせた赤外光と可視光は、羽毛試料に対して下から垂直に照射し、発生し

た VSFGのみを照射方向の反対側の対物レンズで集光し、ICCDカメラに結像した。 

 羽毛試料の調製には、生体試料を薄片化する技術として一般的なミクロトーム法を採用した。

ガチョウの胸部の羽毛をエポキシ樹脂で包埋し、 -ケラチンの熱変性が起きないように 65 ℃で

約 18時間熱重合させてサンプルチップを作製した。ミクロトームを用いて、このチップを切断方

向が図 1 - a上に示した破線の通り羽軸の長軸方向に対して垂直に厚さ 3 mに薄切した。切り出

した羽軸横断面はカバーガラス上に吸着させ、半固定したものを測定に用いた。 

【結果・考察】図 3 – a中の羽毛横断面の実線で囲った羽軸の領域を拡大して、 -ケラチンの Amide 

Iバンド（CO str., 1630 cm-1）と Twisted  -ケラチンの Amide I（1650 cm-1）に対して VSFGイメー

ジングを行った（図 3-c, d）。図 3-cより羽軸の大部分に -ケラチンが分布していることの可視化

に成功した。一方、図 3-d（Twisted  -ケラチン）では、-ケラチンより強度が明瞭に落ちている

ものの分布に差がある様には見られない。羽軸の内側（画面上の上部）と外側（画面上の下部）

で代表点を取り、強度比で比較したところ、内側の方が外側より -ケラチンが Twisted  -ケラチ

ンより約 10 %多く存在している結果が得られた。この差が分布の差を示唆する有意な値であるの

か精査するために、分子配向の違いつまり VSFG信号強度の偏光依存性を測定した。 

VSFG、可視光及び赤外光を電場がそれぞれ画面上で縦方向と横方向になるように偏光させ、全

8 通りの偏光の組合せで-ケラチンと Twisted  -ケラチンの Amide I に対する VSFG イメージン

グを行った。二成分の結果を比較したところ、Twisted  -ケラチンの Amide I振動によるイメージ

ングでは信号強度が著しく低下しただけで、 -ケラチンと同じ偏光依存性を示した。従って、我々

は -ケラチンを選択的に観測していると考え、図 3-c, dでは二成分の分布ではなく –ケラチンが

羽軸の大部分を占めていると結論付けた。さらに偏光の組合せを変えると、 -ケラチンの分布に

偏りが見られた。発表では、この偏光依存性に対するより詳細な議論をする予定である。 
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図 3：(a) 羽毛横断面の透過像（スケールバー：100 m）、 (b) 羽軸横断面の透過像（スケール

バー：20 m）、(c)  -ケラチン（1630 cm-1）に対する VSFG像、(d) Twisted  -ケラチン（1650 

cm-1）に対する VSFG像 


