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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では，白色レーザー光を用いて，coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS)をはじめ

とする様々な多光子過程を同時に実現する，新しい分光イメージング装置を開発することを目

標として研究を遂行した。白色レーザーの持つ幅広いスペクトル帯域を利用することで， 
CARS 過程に加え，第二高調波，第三高調波，そしてマルチプレックス三次和周波も同時測定

できることがわかった。これを応用して，テトラモーダル非線形光学イメージング装置の開発

を行い，生細胞へと適用した。 
     
研究成果の概要（英文）：  

In the present project, we extended our CARS work further to obtain CARS and other multi-photon 
processes simultaneously. Owing to the ultrabroadband spectral profile of the white-light laser source, 
we developed label-free tetra-modal molecular imaging system for the SH (second harmonics), TH 
(third harmonics), multiplex TSF and multiplex CARS processes, and applied this technique to a living 
cell. 
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１．研究開始当初の背景 
生きた細胞中での化学反応をリアルタイ

ムに追跡することは，分子科学・生命科学双
方における究極の目標の一つである．このよ
うな視点に基づいて，生細胞内で機能する分
子の動的な振る舞いが様々な形で研究され
ている．このうち最も広く使われている手法
は，蛍光タンパク質による蛍光イメージング

である．しかしながら，この手法では試料自
身に蛍光タンパク質という異物を導入する
ため，細胞の本来の姿を忠実に描写している
か否かが深刻な問題となる．生細胞内での分
子の真の振る舞いを可視化し，理解するため
には，非染色・非侵襲的アプローチが必須で
あったが，研究開始当初は，そのような戦略
を取った研究は非常に少なかった． 
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２．研究の目的 
ラマン分光法は，生きた細胞内の分子分布

やそのダイナミクスを，非染色・非破壊で観
測することのできる，非常に強力な方法であ
る．特に，ラマンスペクトルを高効率に取得
し，高速にイメージングを行う coherent 
anti-Stokes Raman scattering (CARS)顕微
鏡は，次世代のラマン顕微鏡として注目を集
めている．そこで本研究では，CARS をはじ
めとする様々な多光子過程を同時に実現す
る，新しい分光イメージング装置を開発する
ことを目標として，研究を遂行した．研究期
間中に，領域内の研究者との綿密な研究結果
の交換により，オルガネラレベルから生体分
子レベルまで対象を深く掘り下げ，細胞内，
細胞間に生じる化学反応のメカニズムにつ
いて，分子レベルで統一的な知見を得ること
を目標とした． 
 
３．研究の方法 
本研究では，白色レーザー光という新しい

光源を用いた．白色レーザー光の発生には，
フォトニック結晶ファイバーという，新しい
タイプの非線形光ファイバーを用いた．この
光源の導入にあたって，日仏間で緊密な研究
協力体制を構築し，本研究で開発する多光子
分光イメージング装置に最適な光源の開発
を行った．その結果，サブナノ秒マイクロチ
ップレーザーをベースとした光源システム
（パルス幅 800 ps，繰り返し 33 kHz，出力
300mW）と，カスタムメイドのフォトニック
結晶ファイバーを用いた，まったく新しい多
光子分光イメージングシステムの構築に成
功した． 
 
４．研究成果 

研究期間内に，次の３つの成果を上げるこ
とに成功した． 
（１） CARS による molecular fingerprinting 法
の開発 

白色レーザーの持つ幅広いスペクトル帯
域を利用することで，生細胞における分子振
動指紋領域の分子分光イメージングに初め
て成功した(CARS molecular fingerprinting)．
本手法により，細胞内の分子分布とその動態
を高速に可視化することが可能となった． 
 
（２）テトラモーダル非線形光学イメージン
グ法の開発 

システムの測定波長域を近赤外から可視
まで拡張したところ，マルチプレックス
CARS 過程に加え，第二高調波 (second 
harmonics; SH)，第三高調波(third harmonics; 
TH)，そしてマルチプレックス三次和周波
(third-order sum frequency; TSF)も同時測定で
きることがわかった．出芽酵母生細胞の

CARS, SH, TH, TSF テトラモーダル・イメー
ジングを行い，異なる非線形信号間の相関イ
メージが得られることを示した． 
 
（３）キラル敏感な新しい非線形ラマン分光
手法の開発 
白色レーザーによる CARS 測定を，ラマン

光学活性（Raman optical activity; ROA）に応
用した．(-)-pinene を試料として用い，入射
偏光と直交する検光子角度にて発生した
CARS 光を高感度ヘテロダイン検出したとこ
ろ，キラル由来の CARS 信号を世界で初めて
観測することに成功した． 
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