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研究成果の概要（和文）：時間領域でのラマン分光計測と蛍光エンコーディング法を融合することにより，
Fluorescence-encoded time-domain coherent Raman spectroscopy (FLETCHERS)を開発し，低振動数領域
（200-750 cm-1）での高感度ラマン分光計測を実現した．FLETCHERSでは，分子振動を超短パルス光で一斉に励
起し，その時間発展を別の超短パルス光によって計測される蛍光の強度変化によって計測する．Rhodamine 800
を測定対象としてFLETCHERSの原理検証実験を行い，濃度250 nMの溶液での振動スペクトル計測が可能であるこ
とを実証した．

研究成果の概要（英文）：Fluorescence-encoded time-domain coherent Raman spectroscopy (FLETCHERS) was
 developed by combining time-domain Raman spectroscopy and fluorescence encoding to achieve highly 
sensitive Raman spectroscopy in the low-frequency region (200-750 cm-1). FLETCHERS is a time-domain 
coherent Raman spectroscopy technique that uses a single ultrashort pulse of light to excite 
molecular vibrations and measure the temporal evolution of the vibrations by changing the intensity 
of the fluorescence measured by another ultrashort pulse of light. We have demonstrated that it is 
possible to measure the vibrational spectrum of Rhodamine 800 in a solution with a concentration of 
250 nM.

研究分野： 分子分光学

キーワード： 蛍光エンコーディング　ラマン分光法　振動分光法　蛍光
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ラマン分光法は化学分析やバイオイメージングにおける計測モダリティとして広く用いられている．ラマン分光
は無標識に分子構造情報を得られる強力な手法である一方で，その感度の低さから応用範囲が限定されている．
本研究で開発したFLETCHERSは蛍光分子の振動スペクトルを高感度に検出でき，バイオイメージングの多色化，
材料中の欠損の評価，1分子レベルでの環境ゆらぎの検出などへの応用が期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ラマン分光法は化学分析やバイオイメージングにおける計測モダリティとして広く

用いられている．ラマン分光は無標識に分子構造情報を得られる強力な手法である一方
で，その感度の低さから応用範囲が限定されている．表面増強ラマン散乱（Surface-
enhanced Raman scattering: SERS）をはじめとする様々な高感度化がこれまでに提案・実
証されてきた．しかしながら，SERS では金属ナノ粒子近傍の分子のみを高感度に計測
するため，再現性や生体適合性が低いという問題がある． 
 表面プラズモン共鳴に頼らない振動分光計測の高感度化の方法として，蛍光エンコー
ディング法が近年注目されている．蛍光エンコーディング法では，振動励起状態の分布
を電子励起状態へと遷移させることで蛍光強度の変調として読み出す方法である．それ
により，振動分光法の高い化学的特異性を保ちつつ，蛍光分光法と同等の感度を得るこ
とができる．これまで，赤外活性・ラマン活性な振動モードの蛍光エンコーディング計
測が報告されているが，測定帯域が 1500 cm-1 以上でかつ狭帯域の計測に限定されてい
る．指紋領域から低振動数領域の振動分光計測を高感度化することができれば，蛍光タ
ンパク質の構造情報の取得や計測する分子と周辺分子との相互作用に伴う振動など新
たな分子科学研究を展開することができる． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，時間領域でのラマン分光計測と蛍光エンコーディング法を融合することにより，
Fluorescence-encoded time-domain coherent Raman spectroscopy (FLETCHERS)を開発し，
低振動数領域（200 – 750 cm-1）での高感度ラマン分光計測を目的とする．FLETCHERS では，
分子振動を超短パルス光で一斉に励起し，その時間発展を別の超短パルス光によって計測され
る蛍光の強度変化によって計測する．本研究では，Rhodamine 800 を測定対象として
FLETCHERS の原理検証実験を行い，nM レベルの溶液での振動スペクトル計測の実証をゴー
ルとする。 

また、若手研究最終年度である 2022 年度には，FLETCHERS を用いたバイオイメージング
への応用を予定している．2021 年度において，FLETCHERS を用いたイメージング光学系の
開発を進めているが，仮に FLETCHERS を用いて１分子感度を実現することができれば，１分
子蛍光イメージングに基づく超解像振動分光イメージングや１分子振動スペクトルのピーク位
置に基づく分子周辺環境の不均一性の研究など，その応用可能性が大きく広がることとなる．そ
のため，若手研究課題の発展的内容として基盤 B 研究を早期に開始し，１分子感度の実現とイ
メージング装置の開発を並行して行うことで，最終的に得られる成果のインパクトを向上させ，
その後の生命科学・物質科学分野における応用研究への展開を加速させることが出来ると考え，
基盤 B 研究への前年度応募を行った。結果として採択され若手研究としての研究機関は当初の
予定から 1 年繰り上げられたため、イメージングの内容に関しては本報告書には掲載しない． 
 
 
３．研究の方法 
本研究では 2 年間の研究期間中に以下の 3 つの研究項目を遂行した。 
(a) FLETCHERS 光学系の構築, (b) 蛍光色素溶液を用いた FLETCHERS 分光法の原理検証および
性能評価, (c) FLETCHERS 測定に最適なラマンタグの開発 
蛍光色素溶液を用いた FLETCHERS 分光法の原理検証を行い，FLETCHERS を生命科学研究ツ
ールとして利用できる道筋をつけることが本研究課題の目標である．具体的には，各研究項目は
以下の計画で進める． 
 
(a) FLETCHERS 光学系の構築 
これまでに開発した TDCRS 分光装置を拡張し，FLETCHERS 光学系を開発する．フェムト秒レ
ーザーからの出力を 2 分割し，ポンプ・プローブ光としてサンプルに照射する．ポンプ-プロー
ブ間の遅延を，レゾナントスキャナを用いた光学系で高速走査（24 kHz）し，各遅延時間での蛍
光強度をフォトンカウンティング法によって定量する．高速走査により，レーザー強度の揺らぎ
や蛍光色素の退色による誤差の影響を最小限に抑え，高感度な FLETCHERS 検出を目指す． 
 
(b) 蛍光色素溶液を用いた FLETCHERS 分光法の原理検証および性能評価 
FLETCHERS で検出できる色素として，光源の発振波長である 750 – 850 nm（11764 – 13333 cm-

1）では電子状態が励起されないが，分子振動のエネルギー（400 – 1600 cm-1）が加わることによ
って電子状態が励起されるような分子が望ましいと想定される．すなわち，670 – 750 nm
（13,333cm-1 – 14,925cm-1）に吸収を有し，蛍光強度が強い分子を原理検証用の試料として用い
る．様々な分子の測定・解析を通してどのような電子状態，振動モードにおいて信号が強くなる



 

 

かの解析を行い，(c)におけるラマンタグ開発の指針とする． 
 
(c) FLETCHERS 測定に最適なラマンタグの開発 

開発した FLETCHERS では，通常のラマン分光のように生体内分子をそのまま測定すること
は出来ないため，実際に生命科学研究のツールとして用いるには，FLETCHERS 信号を強く発生
するラマンタグ分子の開発が必要となる．(b)で用いた分子に様々な官能基を付加することで分
子振動数を変調し，スペクトル形状を変化させる．蛍光計測に比べたときの FLETCHERS の利
点は色数の多さであるが，おおよそ帯域（400 – 1600 cm-1程度）と線幅（10 cm-1程度）の比から
80 色程度の超多色イメージングが可能である．研究機関中に 80 色分のラマンタグを合成するの
は困難であるため，まずは 3-5 色程度の分子を合成し，超多色化への道筋を示すことを目的とす
る． 
 
４．研究成果 
(a) FLETCHERS 光学系の構築 
FLETCHERS では図 1a に示すスキームで分子振動の計測を行う．広帯域な pump 光を分子に照
射することで，ラマン活性な分子振動をコヒーレントに励起する．遅延時間𝜏 の後に probe 光
を分子に照射し，それによって生じる蛍光の強度を𝜏 の関数として計測する．得られたイン
ターフェログラムをフーリエ変換することで振動スペクトルを取得することができる．Pump, 
probe 光はそれ自身の 1 光子過程では分子の電子励起を誘起しない，かつ，分子振動のエネルギ
ーが加算されたときに電子励起を誘起するようにスペクトルを整形する．図 1b に実際に開発し
た FLETCHERS 光学系である．フェムト秒レーザー（Coherent, Vitara-T-HP, 中心波長 800 nm, ス
ペクトル半値全幅 100 nm, 繰り返し周波数 80 MHz）からの出力をマイケルソン干渉計へと導
入し，pump-probe パルス対を生成する．生成されたパルス対は波長フィルターで上記の条件を
満たすようにスペクトル整形し，高 NA の対物レンズを用いてサンプルへと照射する．サンプル
前方では青方に発生する散乱光を𝜏 の関数として計測することで，Fourier-transform coherent 
anti-Stokes Raman scattering (FT-CARS)分光計測を行う．後方では，発生した蛍光信号をフォトン
カウンティングモジュールを用いて測定し，FLETCHERS 計測を行う．蛍光光子は光学遅延走査
と同期させた Time-correlated single-photon counting (TCSPC)法を用いて計数することで，高感度
な遅延依存蛍光強度の測定を実現した． 

 
 
(b) 蛍光色素溶液を用いた FLETCHERS 分光法の原理検証および性能評価 
図 2 に Rhodamine 800 のエタノール溶液（濃度 10 μM）で計測した FLETCHERS インターフェ
ログラム及びスペクトルを示す．図 2a に示すインターフェログラムは𝝉𝐝𝐞𝐥𝐚𝐲を走査して測定した
蛍光強度から，非振動成分をフィッティングによって除去したものである．複数の振動成分が計
測されており，分子振動情報の蛍光エンコーディングが時間領域でできていることが示されて
いる．蛍光インターフェログラムのフーリエ変換によって得られるスペクトル（図 2b, 赤線）で
は，229 および 475 cm-1 にピークが観測された．これらは DFT 計算によって得られる振動数と
よく一致している．FT-CARS 計測では 475 cm-1のピークは再現されたが，より低波数の 229 cm-

1のピークは FT-CARS 計測が低振動数領域で感度が低いために再現されなかった．FLETCHERS
を用いることで，FT-CARS と比較してより低波数のピークを高感度に計測できることが示され
た． 
より詳細に本手法の検出限界を見積もるために，信号強度のサンプル濃度依存性を調べた．図

3 は Rhodamine 800 溶液から得られる FLETCHERS 信号の濃度依存性であるが，250 nM でも信
号のゆらぎの標準偏差よりも十分大きい信号強度が得られており，250 nM 以下の検出限界を有

図 1. FLETCHERS のコンセプト. (a) 原理. Pump パルスによってラマン活性な分子振動を コヒーレントに励起する．

遅延時間𝝉𝐝𝐞𝐥𝐚𝐲後に照射される Probe パルスによって生じる蛍光を様々な𝝉𝐝𝐞𝐥𝐚𝐲について計測することで，分子振動の時

間発展を計測する． (b)FLETCHERS 光学系の概略図. フェムト秒レーザーからの出力をマイケルソン干渉計で分割し，

パルス対を生成する．生成したパルス対をサンプルへと照射し，各遅延時間で発生する蛍光強度をフォトンカウンティ

ング法で計数する． 



 

 

することが示された．本実験の条件では，250 
nM は focal volume 内に 12 分子程度存在する
濃度に対応しており，今後，1 桁程度の感度向
上を行うことで 1 分子振動分光計測が実現す
ると期待される． 
FLETCHERSは振動分光法のもつ豊富な分子
構造情報と，蛍光分光法のもつ非常に高い検
出感度を同時に実現できる方法である．特に，
本研究では，これまでの蛍光エンコーディン
グ法では実現されていなかった，低振動数領
域の分子振動計測を実現した．仮に 1 分子感
度で FLETCHERS 計測すれば，振動スペクト
ル情報を有する超解像スペクトラルイメージ
ングへの応用も視野に入る．今後は，入射光の
波長，スペクトル形状や遅延走査メカニズム
の最適化によって装置の高感度化を進めると
ともに，1 分子イメージングとの融合をすす
め，1 分子振動分光イメージングの実現を目指
す． 
 
(c) FLETCHERS 測定に最適なラマンタグの

開発 
 強い FLETCHERS 信号を発生するラマンタ
グとして、シアニン色素をベースとして約 650  
nm に吸収を有するラマンタグを開発した（図
4）。末端に異なる官能基を導入することで（図
4 の 場 合 は 水 素 と メ チ ル 基 ） 有 意 に
FLETCHERS スペクトルを変化させられ、線
形独立なタグとして使用できることが示された。 
 

 

 
 

 

図 3. Rhodamine 800 溶 液 の
FLETCHERS 信号（475 cm-1）の濃度依
存性． 

図 2. FLETCHERS の原理検証測定. (a) Rhodamine 800 溶

液の 蛍光インターフェログラム．縦軸が蛍光強度で横軸が

pump-probe 遅延(𝝉𝐝𝐞𝐥𝐚𝐲)．(b) 蛍光インターフェログラムの

フーリエ変換によって得られる FLETCHERS スペクトル

（赤）．比較のために，FT-CARS スペクトル（青）及び密度

汎関数法による計算で得られたスペクトル（緑）を示した．

 

図 4. 新規開発した FLETCHERS 用タグの
FLETCHERS スペクトル 
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