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研究成果の概要（和文）： 

サブ 8 fs の時間幅を有する超短光パルスを用いた光学顕微鏡を開発した。チャープミラー
と空間光変調器を用いて群速度分散補償を行い、誘導パラメトリック発光(SPE)顕微鏡の感
度を 28 dB 以上高めることに成功した。更に、この顕微鏡を用いて様々な生体観察を行い、
赤血球や花弁組織などにおいて、強い SPE 信号が得られることを見出した。また、誘導ラ
マン散乱(SRS)顕微法のアイデアに至り、その原理確認を行うとともに、ロックイン周波数
の高周波化による高感度化に成功した。以上を通じて、超短光パルスの応用による強力な
生体可視化手法を開発できたと考えている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have developed nonlinear optical microscopy by use of ultra-short laser pulses with a duration 
of <8 fs. Specifically, we succeeded in the group-velocity dispersion compensation with 
chirp-mirrors and a spatial light modulator to enhance the sensitivity of stimulated parametric 
emission (SPE) microscopy by 28 dB. We observed various samples with this system, and found 
that red blood cells and petal cells exhibit strong SPE contrast. Furthermore, we came up to the idea 
of stimulated Raman scattering (SRS) microscopy, confirmed its principle, and improved its 
sensitivity. These results suggest successful development of powerful biological imaging tools by 
use of ultra-short laser pulses. 
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ル伝達メカニズムを解明する研究が盛んに
進められている。そこでは、生細胞内部の小
器官やタンパク質・核酸等の生体分子を低侵
襲な条件で長時間追跡観察する手法が不可
欠である。現在、細胞内部の観察手法の主流
は蛍光顕微鏡であるが、染色によるアーティ
ファクトや蛍光褪色の問題がある。そこで、
蛍光染色の不要な非線形光学顕微鏡が注目
されている。これまでに、第 2 高調波、第 3
高調波、コヒーレント反ストークスラマン散
乱(CARS)など、様々な非線形光学効果を用い
た方式が実証されてきた。いずれの方式にお
いても無染色細胞の 3 次元イメージングが可
能である。また、研究代表者らは、非線形光
学顕微鏡の一方式として，電子由来の 4 光波
混合過程を利用した誘導パラメトリック発
光（stimulated parametric emission: SPE）顕微
鏡を提案している．SPE 顕微法の特長の一つ
に，励起光パルスの時間幅が短いほど信号強
度が増大し，高感度化する点が挙げられる．
一方，レーザー技術の進展に伴い，現在では，
サブ 10 fs 領域のパルスレーザーが入手可能
である．このような極短光パルスは，光学素
子の分散が招く波長ごとの時間ずれによっ
て，パルス時間幅広がりが生じやすく，その
扱いが困難である．しかしながら，上記のよ
うな SPE 顕微法の特長を鑑みると，SPE 顕微
鏡に極短光パルスを適用できれば，極めて魅
力的である． 
 
２．研究の目的 
本課題では、非線形顕微分光イメージング

において、数サイクル領域への極短パルス化
と超広帯域光パルス制御を導入し、感度及び
分子認識能力を向上させ、無染色小器官の長
時間追跡観察を狙うことを当初の目的とし
た。また、研究を進めるうちに、誘導ラマン
散乱(stimulated Raman scattering, SRS)を用い
た新しい非線形光学顕微鏡のアイデアに至
り、その原理確認を進めた。 
 
３．研究の方法 
3.1 顕微鏡下における極短光パルス発生 
顕微鏡下において極短光パルスを発生さ

せるためには、対物レンズが有する群速度分
散を補償する必要がある。そこで、2 次分散
をチャープミラーで補償し、チャープミラー
で補償しきれなかった残存分散は空間光変
調器(spatial light modulator: SLM)を含む 4f 光
学系で補償した。時間幅 8 fs の超短光パルス
を群速度分散補償系に導入し、出力光を対物
レンズでカバーガラスに集光し、SPE 信号を
発生させる。透過光をもう一つの対物レンズ
でコリメートした後、光フィルターによって
励起光を除去した後に、光電子増倍管によっ
て SPE 信号を得た。SPE 信号強度をモニター
しながら SLM 上の各ピクセルの位相を順次

変化させ、SPE 信号強度が最大になるように
フィードバック制御をすることによって、分
散補償を行った。 
 
3.2 超短光パルスを用いた SPE 顕微鏡による
生体観察 

上記の群速度分散系を導入した SPE 顕微
鏡を用いて、様々な生体試料の観察を進めた。
試料として、赤血球や花弁組織など、可視・
紫外に強い吸収を有するものを選んだ。 

 
3.3 SRS 顕微鏡の原理確認 

SRS は 2 色の光パルスと分子振動の相互作
用によって、光のエネルギーが移動する現象
である。SRS を顕微鏡に応用することで，高
コントラストかつ高感度な非線形顕微イメ
ージングが可能になることを実証するため
に、SRS顕微鏡の開発を進めた。具体的には、
2 色の光パルスの一方に対して音響光学変調
器を用いて強度変調を施した後に合波して
試料に集光し、試料透過光をロックイン検出
した。特に、SRS の感度を高めるために、ロ
ックイン周波数の高周波化を行った。 

 
４．研究成果 
4.1 顕微鏡下における超短光パルス発生 

Second harmonic generation（SHG）強度自己
相関法を用いてパルス幅を測定した結果、集
光点で 7.6 fs のパルスの発生に成功した。一
方、補償前の光パルスの時間幅は 100 fs 以上
であった。分散補償前後で約 28 dB の飛躍的
な信号強度増大を達成し、SPE 顕微鏡におけ
るサブ 10 fs パルスの有効性を確認できた。 
 
4.2 超短光パルスを用いた SPE 顕微鏡による
生体観察 

SPE 顕微鏡により鶏の赤血球を観察したと
ころ、赤血球内部において強い SPE 信号が観
察された。これはヘモグロビンが有する 400 
nm 帯の吸収を反映したものと考えられる。
従来のヘモグロビン可視化手法として、エタ
ノール固定後、紫外線照射によって発生する
蛍光を検出する方式が知られているが、SPE
顕微鏡を用いることで、このような固定操作
を行うことなく、ヘモグロビンを可視化でき
る。また、SPE 顕微鏡を用いてエタノール固
定前後の赤血球を観察したところ、赤血球の
様態が大きく変化してしまうこともわかっ
た。このような様態変化を生じさせない上で
も、SPE 顕微鏡による無染色観察は有効であ
るといえる。 
また、花弁組織の観察したところ、細胞質

のみが強く光ることがわかった。コントラス
ト源を探るため、花弁から色素を抽出し、紫
外・可視吸収スペクトルを測定した。その結
果、400 nm 付近から短波長側に強い紫外吸収
があることがわかり、これが SPE 像のコント



 

 

ラストを生んだと考えられる。 
 

4.3 SRS 顕微鏡の原理確認 
ロックイン周波数を 100 kHz としてポリマ

ーからの SRS 信号検出に成功した。その後、
ロックイン周波数を 2 MHz まで高め、培養細
胞のイメージングに成功した。この結果を
2008年 11月に国内学会で発表するとともに、
2008 年 12 月上旬に米国の学会へ投稿した。
しかし、2008 年 12 月中旬に同方式がハーバ
ード大学から Science 誌に報告された。我々
はロックイン周波数を 10 MHz に高めた結果
と、SRS 顕微法の高感度性の理論検討を併せ
て 2009 年 1 月に Optics Express 誌に投稿し、
2009 年 2 月に掲載された。その後、シュツッ
トガルト大学のグループも2009年3月にSRS
顕微法を New J. Phys.誌に発表した。その後、
2009 年 6 月には上記 3 論文が Nature 誌の
News Feature に紹介された。その後、ロック
イン周波数を上限である 38 MHz まで高める
ため、高調波同期型 SRS 顕微鏡の開発を進め
た。 
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