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研究成果の概要（和文）：本研究は、金属錯体をベースとしたプローブを用いて生体深部での三次元多色イメー
ジングを実現することを目指した。希土類金属錯体をデザインする上で、最適な配位子を明らかにし、実際に生
体透過性の高い、1030nmで発振するフェムト秒ファイバーレーザーでの多光子イメージングに成功した。また、
研究期間内において、金属錯体プローブのさらなる機能化にも取り組み、金属錯体プローブを用いた生体中の酸
素マッピングを実現した

研究成果の概要（英文）：In this study, I aimed to achieve 3 dimensional multi-photon multi-color 
imaging of biological material by using coordination complex. During the project, I clarified the 
appropriate ligand for designing metal complex probe for deep tissue imaging. By using metal complex
 equipped with appropriate ligand, 1030 nm excited multi-photon imaging was experimentally achieved.
 In addition, I tried to further functionalization of metal complex. As a result, oxygen 
concentration monitoring by using multi-photon excitation microscope was achieved in living cell.

研究分野：機能物質化学
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１．研究開始当初の背景 
 多光子励起過程における光吸収レートは、
入射光強度の累乗に比例する。したがって、
励起光を適切な条件の下にレンズでしぼっ
て入射すると、光強度の高い焦点付近でのみ
多光子吸収が生じ、光励起に空間選択性を付
与することができる。この空間選択性により、
多光子励起顕微鏡を用いれば“原理的”には
組織や臓器の深部の営みを三次元的に観察
することが可能である。 
 多色イメージングは、生体内の異なるター
ゲットを、発光色が重なり合わないプローブ
で染め分け、ターゲット間の協奏的な動きを
見る技術である。この多色イメージングを多
光子励起顕微鏡により行えば、生体内でのタ
ーゲット間の協奏的な動きが三次元的に可
視化できるはずである。しかしながら、生体
深部(〜mm)の多色イメージングは未だでき
ていない。 
 生体深部からの発光を外部から観察する
ためには、励起光、発光とも水の吸収帯(1300 
nm 以上)より短く、ヘモグロビンの吸収(600 
nm 以下)よりも長い波長範囲にする必要があ
る。多光子励起に用いうる短パルスレーザー
の波長で、この波長範囲内で最も長いものは
1030 nm である。多光子励起発光は励起波長
よりも短い波長で生じるので、600〜1000 nm
の範囲で発光を示し、その発光帯が互いに重
なり合わない多光子励起発光プローブが複
数得られれば、深部の多色イメージングが行
える。しかしながら、従来から発光プローブ
に広く用いられてきた一般的な有機化合物
では、発光帯のバンド幅は〜300 nmにも及ぶ。
したがって、600〜1000 nm の範囲で発光を示
し、その発光帯が重なり合わないプローブを、
有機化合物により複数得ることは現実的で
はない。 
  
２．研究の目的 
 本研究では、深奥部の三次元多色イメージ
ングを実現するために、発光帯が狭い(バン
ド幅〜30 nm)希土類金属錯体を多光子励起用
発光プローブとして活用することを着想し、
そのような化合物の開発を行った。1030 nm
で効率よく多光子励起できる金属錯体の配
位子の調査を行った。また、さらに 1030 nm
で励起できる金属錯体の機能化もあわせて
目指した。 
 
３．研究の方法 
 Eu錯体をモデルに、1050 nmで三光子励
起効率の大きい希土類金属錯体を得るため
の配位子の設計指針、発光量子収率が高く
なる配位子の構造を明らかにする。 
 摂動論に基づいて考えると多光子励起効
率は、遷移双極子モーメントと分子の対称
性によって決まると考えられる。一般(一光

子の)の光吸収と同様、多光子吸収も吸光度
の波長による違いが大きい。目的の達成の
ためには、①1050 nm での三光子励起が可
能な配位子を設計することに加え、②錯体
を形成した際の対称性を最適化する分子設
計の二つを行う必要がある。 
 三光子励起極大波長は実際には一光子吸
収極大波長の三倍よりも短い波長に現れる
ことが多い。そのため、1050 nm の 1/3 の
波長である350 nmに吸収帯がある配位子が
適した配位子とは限らない。そこで、希土
類金属錯体と錯形成が可能な配位子の中か
ら 350〜450 nm に吸収極大がある配位子を
選び、配位子だけの三光子吸収スペクトル
を測定する。光源には、研究室所有のフェ
ムト秒再生増幅器を用い、絶対法により正
確に測定する。 
 
４．研究成果 
(1)希土類金属錯体からなる多光子励起プロ
ーブ 
 多数の配位子を検討した結果、図１に構造
式を示す(a)及び(b)の発光量子に優れてお
り、プローブとして用いることに適切である
ことがわかった。そこで、これらの化合物の
一光子及び三光子の分光学的性質を精査し
た。 

図１、Eu(ntfa)及び Eu(hfa)の構造式 
 
 図２には、Eu(ntfa)及び Eu(hfa)の一光子
の吸収スペクトル及び発光スペクトルを示
している。吸収スペクトルにおいては、いず
れの化合物においても希土類金属錯体に典
型的な配位子由来の吸収帯のみが確認され
た。このことから、希土類金属錯体において
は、吸収の性質を決めるのは、配位子の種類
のみであり、金属の種類によらないことが確
認出来た。また、発光スペクトルにおいては、
どちらの化合物もほとんど同じ発光帯を示
していた。この発光帯は中心金属のユーロピ
ウムに由来するものであった。すなわち、希
土類金属錯体においては、発光特性は、中心
金属の種類だけに依存して変化する性質を
有していることを確認した。 
 これらの希土類金属錯体に由来する性質
は、多色化において非常に重要な性質である。
これまで、多光子吸収材料として普通に報告
されてきている物質は、有機分子や金属–配
位子間の電子移動がある遷移金属錯体であ
る。これらの物質は、多光子吸収の性質と発
光の性質をそれぞれ独立して、制御すること



が不可能である。一方で、希土類金属錯体は、
吸収の性質と発光の性質を配位子と、中心金
属の選択によって独立してコントロールす
ることが可能である。そのため、単一の励起
光源で複数の化合物を別々の色で発光させ
ることが必要な、多光子多色イメージングに
おいては、吸収の性質は同じで、発光の性質
のみを変化させた物質群を準備する必要が
ある。希土類金属錯体を用いれば、同じ配位
子を有し、異なる中心金属を選択するだけで、
そのような物質群を生み出すことが可能で
ある。 

図２、Eu(ntfa)及び Eu(hfa)の吸収（実線）、
及び発光スペクトル（破線） 
 
 次に 1030 nm での励起効率の調査を行なっ
た。より励起効率の高い配位子を用いること
がより低パワーでのイメージングを可能に
する。強いパワーのレーザーの照射は、生体
への侵襲を招くため、より低いパワーで励起
できる配位子を明らかにすることは重要で
ある。図３には、Eu(ntfa)及び Eu(hfa)の三
光子吸収スペクトルを示している。この調査
から、1030 nm においては、Eu(ntfa)がより
多光子励起効率が高い、すなわちより低パワ
ーでイメージング出来ることが明らかにな
った。実際、Eu(ntfa)を用いて付着細胞を染
色することで、1030 nm で発振するファイバ
ーレーザーで多光子励起顕微鏡像を取得す
ることが可能であった。このことから、1030 
nm 励起に適した配位子は、ntfa であること
が明らかになった。この配位子と異なる中心
金属を組み合わせれば、生体深奥部での多光
子励起多色イメージングが実現するはずで
ある。 
 

図３ Eu(ntfa)及び Eu(hfa)の三光子吸収ス
ペクトル 

 
(2)金属錯体からなる多光子酸素センシング
プローブ 
 希土類金属錯体からなる多光子励起プロ
ーブの開発の道筋を示すことができたため、
研究期間の後半ではプローブの更なる機能
化の可能性の探索を行った。その機能として
細胞中の酸素濃度に着目した。酸素濃度のセ
ンシング可能なプローブとして、イリジウム
錯体に着目した。用いたイリジウム錯体の構
造式を図４に示す。 

図４ 用いたイリジウム錯体の構造式 
 
 一光子及び二光子吸収特性を評価したと
ころ、この化合物も 1030 nm で発振するフェ
ムト秒ファイバーレーザーで励起可能であ
ることが明らかになった。窒素雰囲気下及び
常酸素状態下における多光子顕微鏡像を図
５に示す。窒素雰囲気下、すなわち酸素濃度
が低い状態の多光子顕微鏡像においては、細
胞の形が見られるが、常酸素状態下では細胞
を見ることが出来なかった。すなわち、この
イリジウム錯体を用いれば細胞中の酸素濃
度を多光子励起顕微鏡で観察出来ることを
意味している。 

図５ 常酸素及び窒素雰囲気下のイリジウ
ム錯体により染色した細胞の多光子イメー
ジング像 
 
 以上のように、本課題では、多光子多色イ
メージング用のプローブ材料の開発、及び金
属錯体からなる多光子プローブの機能化に
取り組んだ。また、これらの研究に止まらず、
関連する技術に関する研究の推進にも取り
組み、いくつかの業績を得ることにも成功し



た。 
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