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研究成果の概要（和文）：生体組織深部で高い分解能の蛍光観察を実現するため、蛍光標識となる蛍光タンパク
質を意図的に褪色させる二光子励起法を確立し、時空間集光法による広視野二光子観察と合わせて、超解像蛍光
イメージング技術を開発することを目的とした。eGFPの光褪色速度を測定したところ、二光子励起では励起状態
吸収（ESA）誘起光の有無による変化量が小さく、超解像観察に必要な程度まで光褪色を制御することは困難で
あった。この原因を明らかにするため全反射照明型顕微鏡を構築し１分子観察を行った結果、ESAに続く電荷移
動が可逆的な光明滅を引き起こしていること、不可逆的な光褪色はそれに連動して生じる副次的な現象であるこ
とが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to realize high-resolution fluorescence imaging in the deep part of
 living tissue, we have developed a two-photon excitation technique for intentionally bleaching 
fluorescent proteins, as well as wide-field two-photon imaging with spatio-temporal focusing. As a 
result of measuring the photobleaching rate of eGFP, the amount of change with or without the 
Excited-State Absorption (ESA)-induced light was small, which suggested that it was difficult to 
control the photobleaching to the extent necessary for two-photon excited super-resolution imaging. 
In order to clarify this cause, we constructed a total internal reflection fluorescence microscope 
to observe the fluorescent proteins at single molecule level. It was found that charge-transfer ESA 
causes reversible blinking, and irreversible photobleaching is a secondary phenomenon which is 
related to the blinking.

研究分野： 光工学および光量子科学関連
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛍光タンパク質の褪色現象はその原因が明らかでないなか、超解像観察などにおいて積極的に利用されている。
本研究では、深部観察に有効な二光子蛍光観察において褪色を利用することを試みたが、超解像観察に必要な程
度まで褪色を制御することは困難であった。励起状態吸収に続く電荷移動が可逆的な光明滅を引き起こしている
こと、不可逆的な光褪色はそれに連動して生じる副次的な現象であることが原因と考えられ、これは褪色現象の
さらなる解明と応用の展開に繋がるものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 微小物体の形態を回折限界を超える解像度で観察する超解像技術は、分子生物学や生命科学
に革命的な進歩をもたらす画期的な技術である。初の実証以来、実用化に向けて急速に技術開発
が進展し、現在では製品として広く普及している。しかしながら、超解像観察が可能な領域は試
料の表面近傍に限られ、深部まで三次元的に観察することは困難である。例えば、PALM、STORM
などの光活性化局在法では、観察できる深さは表面からわずか数 100 nm に過ぎない。このよう
に、これまで達成されている超解像観察は試料表面の二次元観察と言っても過言ではない。これ
を三次元観察に拡張するには、試料の深部を観察する二光子励起法に超解像技術を組み込む必
要がある。 
 
２．研究の目的 
 光活性化局在法などの超解像観察では発光の ON/OFF の切り替えが鍵となる技術であり、ONか
ら OFF への切り替えは蛍光タンパク質の光褪色を利用するのが常である。蛍光タンパク質の光
褪色は寿命の長い三重項状態や暗状態からの励起状態吸収（ESA）を経由して起きると考えられ
ており、励起波長の制御と合わせて、ESA に同調したレーザー光（ESA 誘起光）により狙った部
位およびタイミングで蛍光分子を光褪色させることができると期待される。本研究課題ではこ
れを実現するため、広視野蛍光観察において、ESA 誘起光を用いて蛍光タンパク質を光褪色させ
る。また、二光子励起顕微鏡においても光褪色を実証し、さらに１分子レベルでの光褪色法を確
立する。次に、時空間集光法による広視野二光子顕微鏡において、ESA 誘起光を用いて所要の部
位の蛍光タンパク質を褪色させる。これにより蛍光観察の二次元像、すなわちスライスごとに深
部に向かって蛍光発光と光褪色を繰り返して観察していく。その結果をもとに蛍光観察ならび
に光褪色を進めて超解像観察を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 蛍光タンパク質を褪色させる光励起法 
 これまでに取得した分光データをもとに緑色蛍光タンパク質（eGFP）の光褪色の速度を観測す
る。波長 473 nm の CW レーザーを用いた一光子励起による蛍光発光を観察しながら、励起状態
吸収（ESA）に同調した波長 750 nm の CW レーザーを用いて eGFP を褪色させて、蛍光強度の減
衰速度を測定する。二つのレーザー光の強度比と褪色速度を変えて分光結果と比較する。光褪色
は不可逆過程であるので、光褪色前の初期状態の試料を供給し続けなければならないことから、
試料となる蛍光タンパク質の拡散による濃度変動を抑制するため Mowiol あるいはアガロースゲ
ルで固定する。次に、CW レーザーに代えて広帯域フェムト秒レーザーを用いて、二光子励起に
よる蛍光発光とともに eGFP を褪色させて蛍光強度の減衰を観測する。 
 
(2) 1 分子レベルでの光褪色 
 上記実験で用いた顕微鏡を全反射照明型
（TIRF）の構成に代えて（図１）、蛍光観察におい
て 1分子レベルでの光褪色を観察する。観察には
高感度 EM-CCD カメラを用いる。試料には蛍光タ
ンパク質 eGFP をカバーガラス表面に固定して用
いる。光褪色や光明滅に ESA 誘起光（波長 750 nm）
がどのように関与しているかを明らかにするた
め、暗状態に滞留する時間と光褪色するまでの時
間を計測する。この結果を統計的に処理し、多分
子系の蛍光計測の結果と比較する。 
 
(3) 時空間集光法による広視野蛍光観察 
 時空間集光法を用いた広視野二光子顕微鏡は、
試料の深部を面状に励起することが可能であり、
深部観察を実現するための鍵となる技術である。
光褪色用の ESA 誘起光により、所要の部位の蛍光
分子を光褪色させる。実験装置は基本的に上記実
験と同様であるが、ここではフェムト秒レーザー
を用いて時空間集光の光学系を構築し広視野蛍
光観察を試みる。 
 
(4) 超解像二光子蛍光観察 
 これまでの結果をもとに時空間集光法を用いた二光子蛍光観察を１分子レベルで行い、さら
に光褪色を試みる。１分子レベルでの蛍光観察および光褪色からさらに進めて、光活性化局在法
型の超解像観察の可能性を探索する。 
 
 

 

図１ １分子観察の実験装置 



４．研究成果 
(1) 蛍光タンパク質を褪色させる光励起法 
 蛍光タンパク質 eGFP の光褪色速度を測定した。CWレーザー（励起光：473 nm）を用いた一光
子励起による蛍光発光を観察しながら、励起状態吸収（ESA）に同調したレーザー（ESA 誘起光：
750 nm）により褪色させて蛍光強度の減衰速度を測定したところ、二つのレーザー光の強度と褪
色速度の関係から、これまでに取得した分光データ（①,②）と整合する結果であることが確か
められた。 
 次に、フェムト秒レーザーを用いた二光子励起により蛍光分子の発光を観察しながら蛍光強
度の減衰を観測した。CW レーザーを用いた一光子励起の実験と同様の結果が得られたものの、
ESA 誘起光の有無による変化量が小さく、超解像観察に必要な程度まで意図的に光褪色を制御す
ることは困難であった。この原因を探索するには、多分子系の蛍光観察では可逆的過程である光
明滅と不可逆的な光褪色が十分に区別できないこと、試料の状態に依存して褪色速度が異なる
ことが障害であった。 
 
(2) 1 分子レベルでの光褪色 
 上記の原因を明らかにするため、１分子レベル
で光褪色を観察することが可能な全反射照明型
（TIRF）顕微鏡を構築し、これを用いて従来の蛍
光タンパク質溶液を試料とした多分子系の蛍光
観察と比較した。観察には高感度 EM-CCD カメラ、
試料には蛍光タンパク質 eGFP をカバーガラス表
面に固定して用いた。得られた蛍光画像を統計的
に処理しところ、ESA 誘起光の有無による変化は
認められたものの変化量が小さく、前述の結果と
同様であった（図 2）。また、多変量解析を行っ
た結果、ESA に続く電荷移動が暗状態への遷移を
促し、可逆的な光明滅を引き起こしていること、
不可逆的な光褪色はそれに連動して生じる副次
的な現象であることが示唆された。 
 
(3) 時空間集光法による広視野蛍光観察 
 落射蛍光顕微鏡に時空間集光光学系を組み込
み、広視野二光子蛍光顕微鏡を構築した（図 3）。
中心波長 900 nm、エネルギー1 nJ のフェムト秒
レーザーを励起光として用いて、Mowiol に埋め
込んだ模擬生体試料に照射し、蛍光像を CMOS カ
メラを用いて観察した。広視野二光子蛍光顕微鏡
の基本的な性能を評価した後、中心波長 800 nm、
エネルギー15 µJのフェムト秒レーザーを励起光
に用いて、同様にして模擬試料を観察した。当初
目標とした３次元画像の構築には深さ方向に高
い解像度が必要であり、今後、励起光のスペクト
ル帯域を拡げて改善を進める予定である。 
 
(4) 超解像二光子蛍光イメージング 
 これまでに得られた結果から、ESA 誘起光で褪色させる方法は今後の進展に委ねることとし、
別途に光活性型蛍光タンパク質を二光子励起により活性化する手法を提案した。 
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