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研究成果の概要（和文）： 
 多色のフェムト秒整形光パルス列を励起（脱励起）光源として用いることで、細胞内や細胞
外マトリックスに 存在する多数の蛍光種から、特定成分の蛍光像を選択的に増幅・抑制する手
法開発を行った。二次元空間位相変調器を用いた波形整形システムの構築を行い、任意のパルス
列を生成することが可能となった。また、蛍光プローブに対して、適切なパルス列で励起・脱励
起を行うことで、電子状態だけでなく、振動励起状態の個性を反映した分子選択が可能であるこ
とを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We have demonstrated that the selective excitation and de-excitation (or 
re-excitation) method of a fluorescence molecule using femtosecond pulse train with 
multi colors, which is applicable to highly selective fluorescence imaging of a biological 
cell and its extra cellular matrix. We constructed the pulse shaping system using two 
dimensional spatial light modulator and studied suitable pulse trains for the electronic 
and vibrational character of a target fluorescence molecule. 
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに、フェムト秒時間分解蛍光分光
法によって、光受容蛋白質を含む生体関連物
質の光誘起初期過程における、電子励起状態

のコヒーレント振動や振動緩和に関して研
究を行ってきた。さらに、２色のフェムトパ
ルス列を用いた励起・脱励起による励起状態
波束制御が、光受容蛋白質の光誘起初期ダイ
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 ナミクスの研究において有効であることを
示した。 ４．研究成果 

（１）波形整形システムの構築 その一方で、短時間で効率的に蛍光スペク
トル、励起スペクトル、蛍光寿命を取得でき
るイメージング法（多重蛍光分光イメージン
グ）を開発してきた。 

再生増幅 Ti:Sapphire レーザー（1kHz, 1mJ, 
150 fs）によって、複数の光パラメトリック
増幅器（ＯＰＡ）を駆動し、さらに非同軸光
パラメトリック増幅器（ＮＯＰＡ）を新規に
製作した。シグナル光とアイドラー光の両方
のパルス光を使用できる配置を設計し、４５
０～１７００nm の広帯域な範囲内での波長
可変パルス光（パルス幅は約 20 フェムト秒）
の発生が可能となった。 

本研究内容は、これまでの成果であるフェ
ムト秒パルス列による光誘起初期ダイナミ
クス追跡と蛍光分光イメージングとを発展
的に融合させるものである。 
 イメージング手法にパルス列を導入する
ことで、選択性の高い手法となる。例えば、
空間的選択性という視点からは、励起・脱励
起 過 程 を 用 い た Stimulated Emission 
Depletion (STED)顕微鏡が、回折限界を超え
た超解像顕微鏡としての先駆的な研究例が
ある。本研究課題は、個々の蛍光種が持つ振
電状態とその緩和過程に着目し、パルス整形
技術とを組み合わせることで、むしろ蛍光種
の成分分離に対する選択性を特徴とする。こ
れは、これまでの研究で得られた振動緩和過
程を含む光誘起初期ダイナミクスに関する
知見を十分に生かすことで実現される。 

ＮＯＰＡにおいて発生させたパルス光を
波形整形するために、二次元空間位相変調器
を用いた波形整形システムを構築した。二次
元面を有効に利用することにより、位相と振
幅の両パラメータを変調させることが可能
で、任意の整形光パルス列を発生させること
ができる（図１）。 
（２）電子励起状態の振動ポテンシャルを利
用した励起・脱励起 
定常蛍光測定および過渡吸収測定によっ

て、さまざまな蛍光プローブの電子基底・励
起状態における振動ポテンシャルに着目し、
与えたパルス列と、電子励起状態分布数との

図１ 波形整形されたパルス光のＳＨＧ－Ｆ
ＲＯＧパターン。 

図２ Fluorescein の定常吸収・蛍光スペクト
ル。 

 
２．研究の目的 
 細胞内や細胞外マトリックスにおける多
数の蛍光種（自家蛍光、蛍光プローブなど）
から、特定成分の蛍光像を選択的に増幅・抑
制する分光手法を開発する。本手法は、多色
のフェムト秒パルス列を用いることで、波
長・タイミング選択的に特定成分の励起・脱
励起（誘導放出）を行う。さらに、チャープ
やパルス列などのパルス整形を施すことで、
各蛍光種固有の電子基底・励起状態における
振動ポテンシャルを利用する。これらの手法
を、これまでに独自に開発してきた多重蛍光
分光イメージング法（蛍光スペクトル、励起
スペクトル、時間分解などの多くの蛍光パラ
メータを取得することで、未知多成分に対す
る成分分離能を高める）と融合させることで、
極めて成分分離能の高い手法へと発展する
ことが期待される。 
 
３．研究の方法 
 広い波長範囲での励起・脱励起イメージン
グのための光源として、新たに非同軸光パラ
メトリック増幅器（ＮＯＰＡ）を製作する。
さらに、二次元空間位相変調器を用いて、振
幅・位相の両方を変調可能な波形整形システ
ムを構築し、任意のパルス列を生成できるよ
うにする。 
 生成したパルス列を、定常蛍光測定あるい
は過渡吸収測定に導入する。さまざまな蛍光
プローブの電子基底・励起状態における振動
ポテンシャルに着目し、与えたパルス列と、
電子励起状態分布数との関係を詳細に検証
する。 



関係を詳細に検証した。 
 ま ず 、 一 般 的 な 蛍 光 プ ロ ー ブ
（Fluorescein）を用いて、蛍光スペクトル・
強度の脱励起光効果を詳細に検証した。定常
蛍光強度（観測波長 530nm）の脱励起光の有
無による減少量を、脱励起光の波長に対して
プロットした（図３）。励起直後の振る舞い
に着目するため、Time Delay（励起光と脱励
起光の時間間隔）として 0ps 付近の結果を表
示している。励起直後の脱励起光効果は、波
長依存性に構造が観測され、その構造は百フ
ェムト秒程度で消失する。フランクコンドン
因子の計算との比較から、この結果は電子励
起状態における振動励起状態を反映してお
り、振動状態の特性を積極的に利用した選択
的脱励起が可能であることを示している。 

また、電子励起状態における振動励起とし
て、第一励起光で電子励起し、続いて第二励
起光でインパルシブに振動励起する方法を
検討した。図４に Nile Blue 色素の過渡吸収
信号に現れたコヒーレント振動のフーリエ
変換結果を示す。第一励起光によって電子励

起した場合、振動周波数が低波数シフトした。
Nile Blue の Ring-breathing モードの振動数
は電子基底および励起状態で、それぞれ
586cm-1、568cm-1 であることが知られており、
観測した低波数シフトは、第一励起光を入射
させることによって、電子励起状態の振動を
選択的に励起することに成功したといえる。
現在、第二励起光として、振動周波数に同期
したパルス列を用いた手法を検討している。 
（３）多重蛍光分光イメージングによるエン
バクの感染応答追跡 
エンバクは感染シグナル物質であるエリ

シターによって、ファイトアレキシンと呼ば
れる抗菌性二次代謝産物を生成することが
知られている。エリシター刺激後のエンバク
葉肉細胞の感染応答反応を、自家蛍光をもと
に、多重蛍光分光イメージングを行い成分分
離を行った。感染応答に重要であると思われ
る自家蛍光成分（ファイトアレキシンのひと
つである avenanthramide、及び NAD(P)H、ク
ロロフィル）の検出、および各蛍光成分の感
染後の時間変化や消長の同時追跡に成功し
た（図５）。これにより、ファイトアレキシ
ンの細胞内局在や、ファイトアレキシン生合
成と過敏化反応との関連性について新たな
知見が得られた。 

図３ Fluoresceinの定常蛍光スペクトルにお
ける脱励起効果。脱励起光の波長依存性。 
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