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1 はじめに

生物・化学発光は現在バイオ、医療、環境研究の

分野で利用されており、研究で用いたり、また新し

く開発された発光試薬等の発光量子収率を測定する

事は必要不可欠である。生物発光および化学発光の

発光量子収率とは 1個の基質分子が 1個のフォトン
を放出する確率の事である。

現在行なわれている量子収率測定は、発光量の相

対値測定により求められている場合が多い。過去に

量子収率が報告されている 2次発光標準溶液の発光
量と試料の発光量を比較することによって量子収率

を求めるという方法である。しかし、2次発光標準
の多くは 1960～1970年代に報告されてものであり、
その後の追試が十分だったとは言えない。この様な

事から、検出器や光学系の校正が正確に行なわれ、

その校正値が長期に渡って有効であり、その様な測

定装置が一般的に入手可能になれば、発光量絶対値

測定はより正確かつ簡便に、広く行なわれるように

なるだろうと考え、測定法および校正法の開発に取

り組んできた。

生物発光の中でも最も有名なのがホタルの発光で

あろう。発光効率の高さから様々な分野で関心を持

たれ研究されている。ホタルの発光量子収率は 1959

年に初めて Seliger、McElroyによって 88 ± 25%(pH
7.6)と報告された [1]。しかしその後、同じグループ
が、当時使用していたサンプルがラセミ化によって

劣化していた可能性があり、再測定が必要であると

報告している [2, 3]。ところがその後追試した報告は
無く、現在に至るまでこの値が参照されてきたとい

う経緯がある。

また、ホタルの発光スペクトルは pHや酵素の種
類を変えるとスペクトル形状が変わる事が知られて

おり [4, 5]、この発光色変化は応用の観点からも興味
を持たれている。しかし、発光色決定メカニズムに

関して諸説発表された [6, 7, 8]ものの未だ解明には
至っていない。この様な背景から、本測定系を用い

てホタルの発光量子収率を測定し、また発光スペク

トルの定量解析を行なった。

2 発光量絶対値測定法

2.1 測定系

発光量絶対値測定系を図 1に示す。まず発光基質
と酵素やその他の補因子をセルの中に入れておく。

セルを測定系にセットした後、発光トリガー溶液を

加え反応を開始させる。



溶液からの発光はセルの底面から出た後、そこか

ら 87mmのところに置かれた焦点距離 50mmのレ
ンズで集光され、焦点距離 300mm(F値 : 4)の分光
器の入り口に結像する。レンズの直前にはアイリス

が置かれ、分光器への Fマッチングが取れる範囲で
NA値が最大になるよう設定されている。

検出器として量子効率の高い背面照射タイプの冷

却CCDカメラを使用した。CCD検出器のシャッター
はある設定時間毎 (5-30sec)に開閉を行い、露光中に
CCD 素子に入った光は電荷に変換され読み出され
る。読み出された電荷はプリアンプで増幅され AD
変換された後、カウント値としてデータ処理される。

PC

Mirror

Lens f=50mm
Iris 20mm

Cell (acrylate tube cell) 

73.5
   mm

121mm

CCD

        Grating

       Mirror

Mirror

Slit

Spectrometer   [Top view]

13.5mm

Image mode

Spectral 
  mode

図 1: 発光量絶対値測定系

2.2 校正法

上記の測定系で絶対値発光量測定を行なう為には

次の 3つの校正が必要である。セルの集光効率、光
学系の透過率、検出器の絶対波長感度校正である。

セルの集光効率 セルに入った溶液からの発光は、

液面やセル表面での透過、反射、散乱によって光学

系に達する事から、その集光効率を見積もるのは容

易ではない。そこで我々は、集光効率が幾何学的計

算により求められる校正用プレートセルを開発し、

この校正用セルと実際に量子収率測定に使用する実

験用セルの発光量比較測定を行なう事により、実験

用セルの集光効率を間接的に導く方法を用いた。

校正用プレートセルは 3枚の薄いガラスで構成さ
れており、四角く穴の開いた中央のガラスを上下か

ら挟み、このガラスの間に薄いギャップが出来るよ

うな構造になっている。このギャップの中に発光溶

液を入れる。セルの端から十分に離れたセルの中央

部分では溶液からの発光が均しく放射されている状

態になっている。校正用プレートセルの下面に 4.5φ

の穴の空いた黒いマスクを付け、穴の空いたの中央

部分からのみ光が出て行くようにする。

校正用プレートセルの集光効率は、幾何学的計算

により容易に求める事ができる。本測定系を用いた

場合、集光効率は ηplate=0.260%と計算される。続い
て発光溶液を校正用プレートセルに入れ、溶液の単

位体積、単位時間あたりの発光量 Iplateを求める。同

じ溶液を今度は実験用セルに入れ同様に発光量 Icell

を求める。αcell = Icell/Iplateという式で校正用セル

に対する実験用セルの集光効率の割合を求める。校

正用プレートセルの集光効率は求まっているので、

ηcell = ηplate ×αcellという式より実験用セルの集光

効率が得られる。

光学系の透過率 溶液からの発光は CCD検出器で
検出されるまでに多くの光学系を通るので、これら

の全透過率を見積もる必要がある。レーザーは指向

性が良くパワーも大きいので、ある波長に対する光

学素子の透過率、または反射率を正確に測定する事

ができ、可視領域において波長依存性があまり無い

光学素子の透過率の測定に適している。

検出器の絶対波長感度 CCD 検出システムの絶対
波長感度校正には、ある波長に対する絶対感度校正

と、相対感度波長依存性校正の 2段階に分けて行なっ
た。

ある波長に対する絶対感度校正には光源としてレー

ザーを用いた。予めパワーメーターでレーザー光強度

(W)を測っておき、透過率を校正してある NDフィ
ルターでCCD検出器で測定出来る強度までパワーを
落とす。この既知のパワー (フォトン数)のレーザー
光を照射した時の CCD検出システムのカウント数
を求める事により、あるレーザー波長におけるCCD
素子の絶対感度が得られる。

相対感度波長依存性測定には光源として白色ラン

プを使用した。この白色ランプを光スペクトルアナ

ライザーで校正し、同ランプのスペクトルを CCD
検出器で測定する事によって、CCD検出器の波長感
度と分光器の回折効率を合わせた、相対波長感度が

得られる。あるレーザー波長における絶対感度と、

相対波長感度を合わせる事により、CCD検出器シス
テムの絶対波長感度が得られる。

セルの集光効率、光学系の透過率、検出器の絶対波

長感度全てを考慮する事によって、測定して得られ

た全カウント数から、反応により放出された全フォ



トン数求められる。各校正の不確かさをそれぞれ、

セルの集光効率±12%、光学系の透過率±8%、検出
器の絶対波長感度±11%と見積もっているので、測
定値の不確かさは ±18%となる。

3 ホタルルシフェリンの発光量子収率

3.1 発光反応と測定条件

ホタルの発光反応の発光基質分子はホタルルシフェ

リンである。ホタルルシフェリンがホタルルシフェ

ラーゼ (酵素)、ATP、Mgイオンの存在下で酸化さ
れ、励起一重項状態のオキシルシフェリンになり、こ

のオキシリシフェリンが基底状態に戻る時に光が放

出される。本測定では、全てのルシフェリン分子が

十分に反応に与れる環境にする為に、ルシフェリン

溶液濃度よりも他の試薬濃度を濃くしている。測定

は室温 23.5 - 26.5oCで行なわれた。

3.2 測定結果

ホタルルシフェリンの発光量子収率 pH依存性を
図 2に示す。pH 8.0 - 8.5付近で最も高い値を示し、
Tris pH 8.5での量子収率の平均値と値のバラツキは
41.0 ± 1.1%であった。量子収率は pHが低くなるに
つれ徐々に下がり、pH 5.4では全く発光しなくなっ
た。測定値のバラツキは量子収率の 3%程度と小さ
い値であり、量子収率の値に寄与するのは測定のバ

ラツキよりも測定値の不確かさである。現段階では、

その値を±18%と見積もっているので、これを考慮
するとTris pH 8.5での量子収率は 41.0 ± 7.4%とな
る。pH 8.6 - 8.9付近では値が大きくばらついてい
るが、この pH領域では分子や反応の状態が不安定
になっている可能性がある。

図 3.2(a)に発光スペクトルを示す。ルシフェリン
2.98×1011分子数に対する測定結果であり、グラフ

の縦軸はフォトン数/eVで表されている。従って、ス
ペクトルを積分し、その値を分子数で割れば量子収

率が求まる。pH 7.6 - 8.5では 2.2eV付近にピーク
を持つ発光成分が優勢であるが、pH 7.2では 2.2eV
ピークの成分が減少し、2.0eV付近に肩が見え始め
る。pH 7.0以下では、2.2eVピークの成分が更に減
少する一方で 2.0eVピークの成分が残り続け、徐々
に優勢になっていく様子が分かる。

この発光スペクトル変化を定量的に解析する為、明

らかにピークが存在するだろうと確認できる 2.2eV、
2.0eV付近にピークを持つ成分と、低エネルギー側
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図 2: ホタルルシフェリンの発光量子収率 pH依存
性. 左軸は量子収率を示し、右軸はその値の時の校
正による誤差を示している。

に存在する裾の部分を再現する為の 1.85eV付近に
ピークを持つ成分の、3成分のガウス分布を用いて
フィッティングを行なった。得られたガウスフィッティ

ングスペクトルを図 3.2(b)に示す。図 3.2(a)の発光
スペクトルを上手く再現する事が出来ているのが分

かる。図 3.2(c)は 3成分それぞれのガウス分布を示
している。エネルギーの高い成分から順に peak a、
peak b、peak cと呼ぶ事にする。

図 3.2には 3成分それぞれの (a)ピークエネルギー、
(b)半値全幅、(c)量子収率 (各成分の積分強度をル
シフェリン分子数で割ったもの)の pH依存性を示し
ている。図 3.2(a)、(b)よりピークエネルギー、半値
全幅の pH依存性は小さい事が分かる。図 3.2(c)よ
り、peak b、peak cの量子収率は pH変化に対し値
は殆ど変化せず、それぞれ 7.6 - 10.6%、2.2 - 3.1%で
ある。一方で、peak aは pHの変化に対し値が大き
く変化している様子が分かる。pH 8.0 - 8.5で最も
高い値になり、23.4%であるが、pHが低くなるにつ
れ徐々に値が小さくなり、pH 6.0付近では発光が観
測されなくなる。全量子収率の pH依存性と比較す
ると、その傾向がよく似ているのが分かる。つまり、

全量子収率や、発光スペクトルの pH依存性は peak
a成分の pH依存性由来であると言える。

3.3 まとめ

ホタルルシフェリンの発光量子収率はTris pH 8.5
の時に最も高い値を示し、41.0 ± 7.4%であった。

また、発光スペクトルの定量解析により、量子収

率、発光スペクトルの pH依存性が、2.2eVピーク
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図 3: (a)発光スペクトル、(b)ガウスフィッティン
グスペクトル、(c)3成分のガウス分布.

の発光成分の pH依存性に由来することが分かった。
2.2eVピークの成分は pH 7.8 - 8.5で最も量子収率
の値が高くなり、pHが低くなるにつれて徐々に値が
下がっていき、pH 6.0付近で発光しなくなる。一方、
2.0eVと 1.85eVピークの成分は pH 6.4 - 8.5の領域
で量子収率はほぼ同じ値である。現在提案されてい

るいくつかの発光色決定機構の中でも、オキシルシ

フェリンが 2つないし 3つの平衡状態で存在し、そ
れぞれの状態からエネルギーの異なる発光が観測さ

れる、つまり pHがその平衡状態に寄与しその結果
発光色が変化する、という描像だけではこの結果を

説明する事が出来ない。今回分かった発光スペクト

ル変化の pH依存性と、スピン一重項状態の統計確
率である 25%を超える高い発光量子収率が観測され
る事を矛盾無く説明出来るような発光反応機構の解

明が必要である。
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