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研究成果の概要（和文）：本研究では、サブミクロン領域にサブ100 fsの光パルスを集光し、光強度を変調させること
で、フォトクロミック分子系の消色（二光子）及び着色（三光子）反応を選択的に誘起した。実験と併せて理論的（計
算）シミュレーションも行い、得られた実験結果の解釈が妥当であることを確認した。本研究と過去に実施した研究の
結果から、一波長のパルス光の強度変化によって三光子反応と二光子反応の反応性制御が様々な系で可能であることを
実験、計算両面から明らかにし、本アプローチの一般性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we constructed a laser confocal-microscope allowing 
photoexcitation of a small area in samples at sub-100 fs pulse duration in the near infrared region. By 
using the microscope, we selectively induced the decoloration (two-photon process) and coloration 
(three-photon process) of diarylethene derivatives only by changing the intensity of incident light 
pulse. We also conducted numerical calculations, confirming that the reactions are safely ascribed to the 
two-photon and three-photon absorptions. Through these investigations we successfully demonstrated the 
universality of one-color multiphoton reversible switching of photochromic reactions.

研究分野： レーザー光化学

キーワード： 高次多光子反応　フェムト秒レーザー顕微鏡　フォトクロミック反応

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
微小領域における光化学反応は、半導体微細
加工におけるフォトリソグラフィーや超解
像蛍光顕微鏡など、重要な産業技術や生物系
を含む科学計測の先端的手法として用いら
れている。光化学反応の進行する空間の大き
さは、基本的には集光サイズに依存する。光
(電磁波)には回折限界が存在するため波長の
約 1/2 以下に集光することは原理的には不可
能であり、従って、可視光を用いた場合では
200-300 nm が最小の集光サイズとなる。 
 このスポットサイズを下回るプロセッシ
ング技術やイメージング法は、基本的には光
学的な手法に基づくが、種々の光物理・光化
学プロセスをうまく組み合わせることによ
り飛躍的な空間分解能の向上を達成する場
合も多い。 
 一例として、視野内に少数の蛍光分子しか
存在しない(個々の分子が回折限界距離の 
200-300 nm 以上離れている)条件において
蛍光像を観測した場合には、個々の蛍光輝点
の中心は蛍光分子の位置と見なすことがで
き、簡単な解析から数 nm から 10nm 程度
の精度でその位置を決定できることが知ら
れている（Localization 法と呼ばれる）。蛍光
を出す(ON)状態と出さない(OFF)状態をと
る異性化色素を用い、その大多数を OFF 状 
態として染色し、弱いスイッチ光を用いて 
OFF→ON と ON→OFF のスイッチングを
繰り返し、得られた多数の蛍光画像を組み合
わせることで、回折限界を超えた分解能で観
測体の蛍光画像を取得する PALM や 
STORM は、生体組織のナノ構造観測などに
広く用いられている。 
しかしながら、上記 2 種の方法は、検出・
解析手法の工夫に基づく超解像イメージン
グ法であり、励起光を局所的に集光し、ナノ
空間で励起状態を生成するために用いるこ
とは出来ない。一方、誘導放出による励起状
態失活を用いる STED(Stimulated emission 
depletion)法は、励起状態の局在化は達成可
能であるが、そのためには複数の光源による
複雑な励起系の構築と極小ステップの試料
走査などが必要であり、この方法を微小領域
の選択的反応に利用することはかなり高度
で精緻な実験系が必要であり、容易なことで
はない。 
 一方申請者は近年、フェムト秒 1.3 μm レ
ーザー光を用いた非共鳴高次多光子吸収を
利用することにより、顕微鏡下で一波長フォ
トクロミック反応の可逆制御(3 光子吸収に
より着色、2 光子吸収により消色)が可能と 
なることを見いだした (JACS 2011, JACS 
Select #14, 2012)。更にレーザー光の空間分
布に従い、光強度の強い所で 3 光子吸収によ
る着色が、弱い箇所で 2 光子消色が進行し一
波長微小空間パターン形成も可能であるこ
とを示している。多光子吸収では光強度に対
して非線形性が存在するため、反応を微小領

域に閉じ込めることが可能で、フォトクロミ
ック反応に対する 2状態間のスイッチングの
双方に非線形性を組み合わせた場合には、よ
り高い空間分解能におけるパターン形成が
期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
 上記のような背景の下、近赤外フェムト秒
レーザーの波長、空間強度分布等のレーザ
ー光源の特性を変化させた実験を行い、顕 
微鏡下における電界強度の計算なども併せ
て実施し、多光子吸収により到達した電子状
態におけるフォトクロミック反応収率など
を実験的に明らかにする。これら一連の研究
で得られた知見に基づき、一本の単一波長レ
ーザーのみで超解像空間パターニングを達
成することを目標に研究を遂行した。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究遂行のため、まずレーザー共焦点顕
微鏡をベースに、フェムト秒高次多光子顕微
鏡の立ち上げを行った。光源としては、波長
可変（700〜1000 nm）のチタンサファイアレ
ーザーを用いた。典型的なパルス幅は 60〜70 
fs である。この近赤外フェムト秒パルスを導
入する光学系と、共焦点検出系を有する顕微
鏡システムを構築した。このとき、顕微鏡下
でのパルス幅評価のために、光パルスを２つ
に分割し、一方のパルスを可変光学遅延装置
を通した後同軸で重ね合わせ、顕微鏡に導入
可能な構成とした。装置評価のため、有機色
素の微小集合体や単一蛍光分子などをポリ
マー薄膜に固定化した試料を準備し、単一粒
子/分子からの蛍光を共焦点検出系で検出し
た。 
 次いで、光ビームの位相の空間分布を液晶
デバイスにより変調し、対物レンズ下で集光
された光強度分布を制御する、即ち光干渉型
フォトマスクを形成するための光学系構築
を行った。参照用に、連続発振レーザー光を
用い、ドーナツ型の空間強度分布を回折限界
程度まで集光可能な照射光学系を構築した。
光強度の空間プロファイルは、半導体の蛍光
性ナノ粒子（量子ドット）を極希薄に固体基
板上に分散させ、その蛍光強度の空間分布を
ステージ走査型共焦点イメージを取得する
ことで評価した。 
 構築したフェムト秒レーザー顕微鏡にお
いて、サブ 100 fs のパルス幅を顕微鏡対物
レンズ透過後の試料面上で実現するための
最適化を行った。比較的 NA の大きな（0.6〜
1.3 程度）対物レンズにおける屈折率分散補
償のためにプリズム対を用いて光学系を最
適化し、蛍光及び第２高調波検出に基づき光
パルスの自己相関関数測定からパルス幅を
見積もった。 
 次いで、上記顕微鏡を用い、一波長の光パ
ルスの強度変調により三光子反応が優位に



進行する状態と二光子反応が優位に進行す
る状態のスイッチングに挑戦した。このため
の試料には種々の蛍光性ジアリールエテン
誘導体(DE)を用いた。用いた DE の閉環体は
強い蛍光を示し、一方開環体は非蛍光性であ
る。 
 
 
４．研究成果 
 構築した顕微鏡装置の精度が本研究に適
するか否かを評価するために、単一量子ドッ
ト及び粒径 20 nm 程度の蛍光分子のナノ結晶
を用いて共焦点イメージを数分間隔で取得
し、顕微鏡装置のアライメントが時間経過と
共に変化しないことを確認した。また、この
イメージングにより集光スポット形状の評
価も行い、当初計画通りの集光スポット形状
が実現されることを確認した。 
 その後、構築したフェムト秒レーザー顕微
鏡において、蛍光及び第 2高調波検出に基づ
き光パルスの自己相関関数測定を行った。結
果の一例を図１に示す。得られた自己相関波
形を解析したところ、半値全幅が数十フェム
ト（典型的には 70 〜 100 fs）秒であった。
このことは、構築した装置において、光源の
スペクトルから予測される限界値にほぼ近
い時間幅の光パルスをサブマイクロメート
ルの領域に集光することに成功したことを
示している。 
  

 
図１ 干渉型自己相関波形の例． 

 
 
 
 次に、ジアリールエテンを含む高分子薄膜
にフェムト秒光パルスを照射し、着色及び消
色反応の進行具合と光パルス強度との相関
に関する情報を取得した。各光照射条件にお
ける開環体 DEと閉環体 DEの存在比は 2光子
蛍光強度から見積もった。光強度が比較的弱
い場合は二光子反応（開環反応による消色、
蛍光 OFF）が支配的となり、光強度が高い場
合は３光子反応（閉環反応による着色、蛍光
ON）が進行した。結果の一例を図２に示す。

実験と併せて理論的（計算）シミュレーショ
ンも行い、得られた実験結果の解釈が妥当で
あることを確認した。 
 本研究と過去に実施した研究の結果から、
一波長のパルス光の強度変化によって三光
子反応と二光子反応の反応性制御が様々な
系で可能であることを実験、計算両面から明
らかにし、本アプローチの一般性を示した。 

図２ 蛍光性 DE の二光子／三光子蛍光スイ
ッチングの例． 
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