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研究成果の概要（和文）：４次ラマン散乱（FOCRS）分光顕微鏡を結晶化モニタリングに用いることを提案した．結晶
化は飽和溶液中でのプロセスであり，結晶と飽和溶液からの信号を分別する必要がある．偶数次の非線形光学現象は，
中心対称性を持つ物質からは禁制となるため，４次の非線形光学効果であるFOCRSを用いることで，非中心対称性の結
晶の分子振動情報の，溶液の影響ない観測が期待できる．　FOCRS分光顕微鏡を開発し，対称心を持つ水和DAST結晶と
対称心を持たない無水DAST結晶のFOCRSとCARSを観測した．CARSでは両者でラマンバンドが得られるが，FOCRSでは無水
結晶のみラマンバンドを示し，FORCSの選択性を示した．

研究成果の概要（英文）：We propose to use fourth order coherent Raman scattering (FOCRS) 
microspectroscopy for monitoring the crystallization process. The crystallization is a process in the 
saturated solution. The even order nonlinear phenomenon is prohibited from the solution and provides only 
the information of crystallized part. FOCRS also provides the information of crystal and the molecular 
information by the molecular vibration.
 We have developed a multiplex FOCRS microspectroscopy system using supercontinuum light generated by a 
photonic crystal fiber. We succeed in observation of FOCRS hyper-spectral image of a DAST 
(4-dimethylamino-N-methyl-4-stilbazolium tosylate) crystal in saturated solution. We also observed FOCRS 
and CARS (coherent anti-Stokes Raman scattering) hyper-spectral images of hydrated and anhydrated DAST 
crystals. CARS bands are clearly observed for both of crystals, but only the anhydrated DAST crystals 
show FOCRS bands. As a result, the selectivity of FOCRS was declared.

研究分野：顕微分光
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の構造解析には，その結晶化が
不可欠な技術である．ヒトゲノム解読が達成
された今日では，ポストゲノム研究としてタ
ンパク質にターゲットを置いた研究が盛ん
に行われている．タンパク質の構造を解析す
る手法には，X 線回折，NMR 等が用いられ
るが，なかでも X線回折は精緻な構造を決定
できるため，広くタンパク質の構造解析に用
いられている．しかしながら，タンパク質の
結晶化がしばしば問題となる．最近では超短
パルスレーザーを飽和溶液中に集光させる
等の新しい結晶化手法が開発されているが，
高品位な結晶作製のためには，結晶化プロセ
スの可視化が重要な課題である．また，近年
DAST 結晶などの有機イオン性結晶が THz
発生素子などの光学デバイスとして用いら
れるようになってきたが，高品位で大きな結
晶を作製するためには，結晶化プロセスにお
ける溶液の温度管理，濃度管理等が必要とな
るため，これもまた結晶作成プロセスのモニ
タリングが必要不可欠である． 
 
２．研究の目的 
 溶液法を用いた結晶化では，飽和溶液中で
結晶化が起きるため，結晶周囲の飽和溶液と
結晶化された物質を見分ける必要がある．本
研究では，溶液状態のランダムに配向した状
態と，結晶化されて高度に配向した状態を分
子対称性から見分け，また結晶化した物質の
状態を振動分光によって観察する，新しい可
視化手法の開発を行う． 
 
３．研究の方法 
 本研究では，狭帯域なω1光と，広帯域なω
2光を用い，一度にスペクトル情報を得るマル
チプレックス分光を採用した4次ラマン顕微
分光システムを開発し，結晶観察を行なった．
また，その高速化を目指して，4 次ラマンの
ヘテロダイン検出，ライン照明検出が可能な
非線形ラマン散乱顕微鏡の開発を行なった． 
 図１にマルチプレックス4次ラマンシステ
ムの構成図を示す．構成はマルチプレックス
CARS 顕微鏡とほぼ同等なものであるが[1]，
その観測波長領域が異なる．フェムト秒チタ
ンサファイアレーザーからの光を 2 分割し，
一方を光学フィルターにより狭帯域化し，ω
1光に用いる．そして，他方をフォトニック結
晶 フ ァ イ バ ー に 入 射 し ， 広 帯 域 な
supercontinuum 光を得る．これらの 2 つの
光を時間的・空間的に重ね合わせ，光学顕微
鏡へ導入し，試料へ集光する．発生した 4次
ラマン散乱光を光ファイバーで冷却CCDを検
出器とした分光器へと導き，そのスペクトル
を得る．ファイバーを用いることで，透過側，
反射側同時にスペクトルを得ることが可能
である．イメージは，試料を乗せた PZT ステ
ージを走査することで得る．まずは，狭帯域
光の波長を 808 nm とし，広帯域光にこれよ
り長波長の光を用いたシステムを構築した． 

 また，結晶化プロセスを観測する場合，観
測の高速性が要求される．そこで，試料から
発生した和周波と４次ラマン散乱を干渉さ
せて高強度な４次ラマン散乱光を検出する
ヘテロダイン検出を試みた．この場合，EF(エ
ッジフィルター)をノッチフィルターに，
LPF(長波法透過フィルター)を SPF（短波長透
過フィルター）取り替えた． 
 一方，高速に観測するために観測光の強度
を高くすると，結晶は簡単に破壊される．そ
こで，ライン照明と CCD の２次元性を利用し
たライン照明非線形ラマン散乱顕微鏡を開
発した．これにより，露光時間を長くして S/N
比を減少させ，試料の破壊を防ぎながらの観
測が可能となる．ただし，光源にフォトニッ
ク結晶ファイバーを用いる場合，十分な光強
度を得ることができない．そこで，光源に広
帯域な10 fs とピコ秒レーザーを同期させた
システムを用いたマルチプレックスライン
照明非線形ラマン散乱顕微鏡を開発した． 
 
４．研究成果 
 有機イオン性結晶で高い非線形感受率を
持 つ DAST (4-dimethylamino-N-methyl-4- 
stilbazolium tosylate)結晶の飽和溶液中で
の４次ラマン散乱スペクトルイメージング
を行なった．狭帯域（ω1）光のみで観測する
と，2ω1に高強度な第二高調波が現れ，その
低周波側に 3 つのハイパーラマンバンド
（1175 cm−１,1350 cm−１, and 1580 cm−１）が
観測された．この状態に，広帯域なω2光を照
射すると，第二高調波の短波長側に，ハイパ
ーラマン散乱に鏡対象なスペクトルが観測
された．これにより，4 次ラマンスペクトル
を観測可能であることが分かった． 
 また，構成分子は同じで，対称性の異なる
２種類の試料を用意して CARS(coherent 
anti-Stokes Raman scattering)と４次ラマ

 

図１ フォトニック結晶ファイバを用い
た４次ラマン散乱顕微鏡の構成図 



ン散乱の観測を行なった．非線形光学結晶と
して用いられる DAST 結晶は，単斜晶系の結
晶構造を有する赤い結晶（無水 DAST 結晶）
であるが，水を含有する場合中心対称性を持
つ構造を持つオレンジ色の結晶（水和 DAST
結晶）となることが知られている[2]．これ
らの試料の4次ラマン散乱スペクトルとCARS
スペクトルを観測した． 
 CARS では，両結晶から先に示した３つのラ
マンバンドが観測されたが，4次ラマンでは，
無水 DAST 結晶で３つのラマンバンドが観測
されたが，水和 DAST 結晶では信号が現れな
かった．4 次ラマン散乱は，偶数次の非線形
光学現象であるため，対称心を持つ試料から
は発生しない．一方，３次の非線形光学効果
であるCARSでは，そのような選択則はない．
このため，対称心を持たない結晶からは４次
ラマン散乱信号が得られたが，対称心を持つ
結晶からは信号が得られず，4 次ラマン散乱
によって，非中心対称性の物質からのみ信号
が得られることが明瞭に示された． 
 また，高強度な 4次ラマン散乱信号を得る
為に，ヘテロダイン検出を試みた．狭帯域ω
1光と高帯域ω2光をω1 <ω2とすると，発生
する和周波と4次ラマン光の周波数が重なる．
このため，両者が干渉し，結果的に 4次ラマ
ン光を増強することが可能である[3]．そこ
で，コンティニウム光の短波長側を用いるシ
ステムを構築し，その取得を試みた．その結
果，四次ラマン散乱信号の強度を２桁向上で
きることが分かった． 
 さらに，CCD 検出器の２次元性を生かして，
高速なハイパースペクトル観測を実現する
ために，励起光をシリンドリカルレンズで直
線状にしたライン走査非線形ラマン散乱顕
微鏡を開発した．これまで用いていた，フォ
トニック結晶ファイバーでは，数 10 mW の出
力しか得られないため，励起光をライン状に
した場合，光強度が弱すぎて非線形光学効果
を十分に発揮できない可能性がある．そこで，
励起光源に広帯域な 10 fs レーザーと ps レ
ーザーを用い，両者を同期させて試料に照射
するシステムを構築した．これにより，指紋
領域と呼ばれる 500-1700 cm-1を一度に観測
可能であり，検出器の２次元性を生かして，
数十倍の高速イメージングが可能であるこ
とを示した． 
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