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研究成果の概要（和文）：光合成初期過程を明らかにするために，その光学応答が重要となる近赤外領域で高い感度を
持つ超解像度顕微鏡を構築し，その評価を行った．構築した装置を用いて顕微画像測定を行ったところ，通常の蛍光顕
微鏡配置における空間分解能は回折限界で制限されるが，超解像度顕微鏡配置においては１００ナノメートル程度を達
成することができた．この値は，用いた顕微鏡ステージの最小ステップにより制限されていると考えられる．また，時
間分解ユニットの作製と評価も行った．

研究成果の概要（英文）：A microscope with a super-high spatial resolution, especially in the near infrared
 spectral region, has been constructed to elucidate the early events of photosynthesis, and its performanc
e has been tested. Images taken using the conventional fluorescence microscope configuration were spatiall
y diffraction-limited. However, it was found that a spatial resolution of around 100 nm has been attained 
when the super-resolution configuration was employed, which is limited by the mechanical steps of the samp
le stage of the microscope used in the experiment. An add-on unit for taking time-resolved micro-images wa
s also contracted and its temporal resolution was measured.
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様 式

１．研究開始当初の背景
(1) 緒言
光合成は，地球上に降り注ぐ太陽光エネル
ギーの実に
した最高の光エネルギー変換機関である．こ
の初期過程を担うのは，光合成膜中に規則正
しく配列した
ナ色素蛋白超分子複合体という天然のナノ
デバイスである．
紅色光合成細菌の光合成初期過程におけ
る機能発現には，
類のアンテナ色素蛋白複合体と光反応中心
複合体（
が関係している（図
LH2
は，複数の
ア複合体に非常に高効率に到達する．このア
ンテナ複合体間の高効率エネルギー伝達の
メカニズムを解決するためには，光合成膜中
に配列した状態で観測すること
る． 

 
(2) 内外の動向
光合成膜から単離精製したアンテナ複合
体一個の顕微発光測定に関しては，オラン
ダ・ライデン大学の
ドイツ・バイロイト大学の
り報告がなされている．今後，光合成膜中に
配列したままでの色素蛋白複合体の観測が
望まれる．しかし現在一般的に行われている
顕微分光法では，装置の空間分解能が観測対
象物に比べ余りにも乏しいため，新しい方法
論が必要となる．
色素蛋白複合体が光合成膜中に配列した
様子は，電子顕微鏡（
鏡（AFM
かしこれらの手法
や凹凸を調べるために使われるため
の本質である光応答を調べることができな
いという不都合が生じ
本研究代表者は，これまで国内外において
顕微分光測定用装置を自作し，半導体量子ド
ットや光合成生物の物性測定を行ってきた．
例えば図
定を行うために構築したものである．時間分
解能は約

図 1
ルギー伝達の時定数も併せて記されてい
る．
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１．研究開始当初の背景
緒言 
光合成は，地球上に降り注ぐ太陽光エネル
ギーの実に 50％を有効利用する，自然が創造
した最高の光エネルギー変換機関である．こ
の初期過程を担うのは，光合成膜中に規則正
しく配列した 5～
ナ色素蛋白超分子複合体という天然のナノ
デバイスである．
紅色光合成細菌の光合成初期過程におけ
る機能発現には，
類のアンテナ色素蛋白複合体と光反応中心
複合体（RC）の合計３種類の色素蛋白複合体
が関係している（図
LH2 で補集された太陽光の励起エネルギー
は，複数の LH2を経由し最終的に
ア複合体に非常に高効率に到達する．このア
ンテナ複合体間の高効率エネルギー伝達の
メカニズムを解決するためには，光合成膜中
に配列した状態で観測すること

 

 
内外の動向 
光合成膜から単離精製したアンテナ複合
体一個の顕微発光測定に関しては，オラン
ダ・ライデン大学の
ドイツ・バイロイト大学の
り報告がなされている．今後，光合成膜中に
配列したままでの色素蛋白複合体の観測が
望まれる．しかし現在一般的に行われている
顕微分光法では，装置の空間分解能が観測対
象物に比べ余りにも乏しいため，新しい方法
論が必要となる．
色素蛋白複合体が光合成膜中に配列した
様子は，電子顕微鏡（

AFM）を用いて観測がなされている
しこれらの手法
や凹凸を調べるために使われるため
の本質である光応答を調べることができな
いという不都合が生じ
本研究代表者は，これまで国内外において
顕微分光測定用装置を自作し，半導体量子ド
ットや光合成生物の物性測定を行ってきた．
例えば図 2に示した装置は，過渡吸収顕微測
定を行うために構築したものである．時間分
解能は約 300 フェムト秒

1：色素蛋白超分子複合体の構造．エネ
ルギー伝達の時定数も併せて記されてい
る． 
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１．研究開始当初の背景 

光合成は，地球上に降り注ぐ太陽光エネル
％を有効利用する，自然が創造

した最高の光エネルギー変換機関である．こ
の初期過程を担うのは，光合成膜中に規則正

～10 ナノメートルのアンテ
ナ色素蛋白超分子複合体という天然のナノ
デバイスである． 
紅色光合成細菌の光合成初期過程におけ
る機能発現には，LH2，LH1と呼ばれる
類のアンテナ色素蛋白複合体と光反応中心

）の合計３種類の色素蛋白複合体
が関係している（図 1）．周辺アンテナ複合体
で補集された太陽光の励起エネルギー

を経由し最終的に
ア複合体に非常に高効率に到達する．このア
ンテナ複合体間の高効率エネルギー伝達の
メカニズムを解決するためには，光合成膜中
に配列した状態で観測すること

 
光合成膜から単離精製したアンテナ複合
体一個の顕微発光測定に関しては，オラン
ダ・ライデン大学の T.J. Aartsma
ドイツ・バイロイト大学の J. Köhler
り報告がなされている．今後，光合成膜中に
配列したままでの色素蛋白複合体の観測が
望まれる．しかし現在一般的に行われている
顕微分光法では，装置の空間分解能が観測対
象物に比べ余りにも乏しいため，新しい方法
論が必要となる． 
色素蛋白複合体が光合成膜中に配列した
様子は，電子顕微鏡（EM）や原子間力顕微

）を用いて観測がなされている
しこれらの手法は，基本的には試料の形状
や凹凸を調べるために使われるため
の本質である光応答を調べることができな
いという不都合が生じてしまう
本研究代表者は，これまで国内外において
顕微分光測定用装置を自作し，半導体量子ド
ットや光合成生物の物性測定を行ってきた．

に示した装置は，過渡吸収顕微測
定を行うために構築したものである．時間分

フェムト秒，空間分解能は

：色素蛋白超分子複合体の構造．エネ
ルギー伝達の時定数も併せて記されてい
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光合成は，地球上に降り注ぐ太陽光エネル
％を有効利用する，自然が創造

した最高の光エネルギー変換機関である．こ
の初期過程を担うのは，光合成膜中に規則正

ナノメートルのアンテ
ナ色素蛋白超分子複合体という天然のナノ

紅色光合成細菌の光合成初期過程におけ
と呼ばれる 2

類のアンテナ色素蛋白複合体と光反応中心
）の合計３種類の色素蛋白複合体

）．周辺アンテナ複合体
で補集された太陽光の励起エネルギー

を経由し最終的に LH1-RC
ア複合体に非常に高効率に到達する．このア
ンテナ複合体間の高効率エネルギー伝達の
メカニズムを解決するためには，光合成膜中
に配列した状態で観測することが必要とな

光合成膜から単離精製したアンテナ複合
体一個の顕微発光測定に関しては，オラン

T.J. Aartsma 博士，及び
J. Köhler博士によ

り報告がなされている．今後，光合成膜中に
配列したままでの色素蛋白複合体の観測が
望まれる．しかし現在一般的に行われている
顕微分光法では，装置の空間分解能が観測対
象物に比べ余りにも乏しいため，新しい方法

色素蛋白複合体が光合成膜中に配列した
）や原子間力顕微

）を用いて観測がなされている．
は，基本的には試料の形状

や凹凸を調べるために使われるため，光合成
の本質である光応答を調べることができな

てしまう． 
本研究代表者は，これまで国内外において
顕微分光測定用装置を自作し，半導体量子ド
ットや光合成生物の物性測定を行ってきた．

に示した装置は，過渡吸収顕微測
定を行うために構築したものである．時間分

，空間分解能は 2 

 
：色素蛋白超分子複合体の構造．エネ
ルギー伝達の時定数も併せて記されてい

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

光合成は，地球上に降り注ぐ太陽光エネル
％を有効利用する，自然が創造

した最高の光エネルギー変換機関である．こ
の初期過程を担うのは，光合成膜中に規則正

ナノメートルのアンテ
ナ色素蛋白超分子複合体という天然のナノ

紅色光合成細菌の光合成初期過程におけ
2種

類のアンテナ色素蛋白複合体と光反応中心
）の合計３種類の色素蛋白複合体

）．周辺アンテナ複合体
で補集された太陽光の励起エネルギー

RCコ
ア複合体に非常に高効率に到達する．このア
ンテナ複合体間の高効率エネルギー伝達の
メカニズムを解決するためには，光合成膜中

とな

光合成膜から単離精製したアンテナ複合
体一個の顕微発光測定に関しては，オラン

博士，及び
博士によ

り報告がなされている．今後，光合成膜中に
配列したままでの色素蛋白複合体の観測が
望まれる．しかし現在一般的に行われている
顕微分光法では，装置の空間分解能が観測対
象物に比べ余りにも乏しいため，新しい方法

色素蛋白複合体が光合成膜中に配列した
）や原子間力顕微

．し
は，基本的には試料の形状

，光合成
の本質である光応答を調べることができな

本研究代表者は，これまで国内外において
顕微分光測定用装置を自作し，半導体量子ド
ットや光合成生物の物性測定を行ってきた．

に示した装置は，過渡吸収顕微測
定を行うために構築したものである．時間分

 m

程度である．このような装置を用いることに
より，例えば孤立した単一分子の光学特性の
時間応答についての知見を得ることが可能
となる．すなわち，アンサンブル平均の中に
埋もれた情報を引き出すことができる．しか
しながら，例えば，空間分解能よりも狭い領
域に複数の分子が存在するような場合にお
いて，その分子間の相互
ことは非常に困難である．特に，光応答する
波長
には，いくら顕微分光装置を用いたとしても，
得られる情報は，マクロ配置にて得た情報と
何ら変わりないものとなってしまう．
前述したように，光合成
複合体
り，
に比べて圧倒的に小さい．このような小さな
色素蛋白複合体が光合成膜中に密に詰まっ
ているために，
光合成膜中に配列した色素蛋白複合体の光
学応答を観測することは不可能となる．もち
ろん，色素蛋白複合体を単離することにより，
単体の光学応答を観測することは可能では
ある．しかし光合成初期過程のエネルギー伝
達機構を明らかにするためには，色素蛋白複
合体が光合成膜中に配列したままで，
白複合体間
的な手法に
なる．

 
(3) 
光学顕微鏡の空間分解能は約
トルである．これは
Rayleigh
ら理解することができる．顕微鏡が
年の歴史を大きく塗り替える出来事として，

 
：色素蛋白超分子複合体の構造．エネ
ルギー伝達の時定数も併せて記されてい

図
システム．
コープ，
E
測定した，色素蛋白複合体と同程度の粒
径を持つ
ペクトルとその時間変化．

 

程度である．このような装置を用いることに
より，例えば孤立した単一分子の光学特性の
時間応答についての知見を得ることが可能
となる．すなわち，アンサンブル平均の中に
埋もれた情報を引き出すことができる．しか
しながら，例えば，空間分解能よりも狭い領
域に複数の分子が存在するような場合にお
いて，その分子間の相互
ことは非常に困難である．特に，光応答する
波長領域が重なっ
には，いくら顕微分光装置を用いたとしても，
得られる情報は，マクロ配置にて得た情報と
何ら変わりないものとなってしまう．
前述したように，光合成
複合体の大きさは
，これは現有の顕微分光装置の空間分解の
に比べて圧倒的に小さい．このような小さな
色素蛋白複合体が光合成膜中に密に詰まっ
ているために，
光合成膜中に配列した色素蛋白複合体の光
学応答を観測することは不可能となる．もち
ろん，色素蛋白複合体を単離することにより，
単体の光学応答を観測することは可能では
ある．しかし光合成初期過程のエネルギー伝
達機構を明らかにするためには，色素蛋白複
合体が光合成膜中に配列したままで，
白複合体間で行われている
的な手法にて直接観測することが不可欠と
なる． 

 
 超解像度顕微鏡について
光学顕微鏡の空間分解能は約
トルである．これは
Rayleigh によって完成された光の
ら理解することができる．顕微鏡が
年の歴史を大きく塗り替える出来事として，

図 2：(a) 研究代表者が構築した顕微分光
システム．A：光源レーザー，
コープ，C：顕微鏡，
E：分光器．(b) 
測定した，色素蛋白複合体と同程度の粒
径を持つ CdSSe
ペクトルとその時間変化．

程度である．このような装置を用いることに
より，例えば孤立した単一分子の光学特性の
時間応答についての知見を得ることが可能
となる．すなわち，アンサンブル平均の中に
埋もれた情報を引き出すことができる．しか
しながら，例えば，空間分解能よりも狭い領
域に複数の分子が存在するような場合にお
いて，その分子間の相互作用を直接観測する
ことは非常に困難である．特に，光応答する

重なっている多数の分子
には，いくら顕微分光装置を用いたとしても，
得られる情報は，マクロ配置にて得た情報と
何ら変わりないものとなってしまう．
前述したように，光合成アンテナ
の大きさは 5～10 ナノメートルであ
現有の顕微分光装置の空間分解の

に比べて圧倒的に小さい．このような小さな
色素蛋白複合体が光合成膜中に密に詰まっ
ているために，通常の顕微分光装置を用いて
光合成膜中に配列した色素蛋白複合体の光
学応答を観測することは不可能となる．もち
ろん，色素蛋白複合体を単離することにより，
単体の光学応答を観測することは可能では
ある．しかし光合成初期過程のエネルギー伝
達機構を明らかにするためには，色素蛋白複
合体が光合成膜中に配列したままで，

で行われている
直接観測することが不可欠と

超解像度顕微鏡について
光学顕微鏡の空間分解能は約
トルである．これは 19 世紀に
によって完成された光の

ら理解することができる．顕微鏡が
年の歴史を大きく塗り替える出来事として，

研究代表者が構築した顕微分光
：光源レーザー，
：顕微鏡，D：光ファイバー，

(b) 装置の性能評価のために
測定した，色素蛋白複合体と同程度の粒

CdSSe 量子ドットの過渡吸収ス
ペクトルとその時間変化．

程度である．このような装置を用いることに
より，例えば孤立した単一分子の光学特性の
時間応答についての知見を得ることが可能
となる．すなわち，アンサンブル平均の中に
埋もれた情報を引き出すことができる．しか
しながら，例えば，空間分解能よりも狭い領
域に複数の分子が存在するような場合にお

作用を直接観測する
ことは非常に困難である．特に，光応答する

多数の分子の場合
には，いくら顕微分光装置を用いたとしても，
得られる情報は，マクロ配置にて得た情報と
何ら変わりないものとなってしまう． 

アンテナ色素蛋白
ナノメートルであ

現有の顕微分光装置の空間分解の
に比べて圧倒的に小さい．このような小さな
色素蛋白複合体が光合成膜中に密に詰まっ

の顕微分光装置を用いて
光合成膜中に配列した色素蛋白複合体の光
学応答を観測することは不可能となる．もち
ろん，色素蛋白複合体を単離することにより，
単体の光学応答を観測することは可能では
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で行われている相互作用を
直接観測することが不可欠と

超解像度顕微鏡について 
光学顕微鏡の空間分解能は約 200ナノメー

世紀に E. Abbe
によって完成された光の回折理論か

ら理解することができる．顕微鏡が持つ
年の歴史を大きく塗り替える出来事として，

研究代表者が構築した顕微分光
：光源レーザー，B：ペリス

：光ファイバー，
装置の性能評価のために

測定した，色素蛋白複合体と同程度の粒
量子ドットの過渡吸収ス

ペクトルとその時間変化． 

程度である．このような装置を用いることに
より，例えば孤立した単一分子の光学特性の
時間応答についての知見を得ることが可能
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の空間分解能は
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用すれば，光合成膜中に配列したままの色素
蛋白複合体間における相互査証の詳細を，直
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なるものと期待できる
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配列した色素蛋白複合体の可視化を実現す
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更にこの空間分解能を保ったまま，励起エネ
ルギーの伝達経路を
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ても，同時に
立することにより，
励起エネルギーの拡散経路の関係をマッピ
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カニズムとなる伝達経路
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３．研究の方法
上述の目標を達成するために，以下の手順
で研究を行った．
(1) STED
しその評価を行う
学応答が顕著に表れる近赤外領域で感度が
よくなるような設計にする．
(2) 超解像度顕微鏡を用いて得られた
信号の時間応答を調べる
法を用いたユニットを作製
う． 
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蛍光顕微システム．
のヘリウムネオンレーザー，半導体固体
レーザーを用いた．近赤外領域のダンプ
光光源にはチタンサファイアレーザーを
用いた．蛍光信号は，光ファイバーを使
ってフィルター分光器に取り付けた光電
子増倍管で検出した．
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3：(a) 本研究課題で
蛍光顕微システム．
のヘリウムネオンレーザー，半導体固体
レーザーを用いた．近赤外領域のダンプ
光光源にはチタンサファイアレーザーを
用いた．蛍光信号は，光ファイバーを使
ってフィルター分光器に取り付けた光電
子増倍管で検出した．

これまで常識となっていた回折限界を大き
く上回る分解能を持つ光学顕微鏡
，近年，注目を集めている．その代
年に第 1 報が行われた
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報告によると，特殊な条件下ではあるが，そ
の空間分解能は 2 ナノメートルほどまで向
上している．そのため，このような手法を応
用すれば，光合成膜中に配列したままの色素
蛋白複合体間における相互査証の詳細を，直
接，光学的な手法にて観測することが可能に
なるものと期待できる． 

 
では，通常の光学顕微鏡よりも

優れた空間分解能を達成する超解像度顕
微分光法により，光合成細菌の光合成膜中に
配列した色素蛋白複合体の可視化を実現す
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ルギーの伝達経路を 100フェムト秒の時間分
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信号の時間応答を調べるように
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レーザーを用いた．近赤外領域のダンプ
光光源にはチタンサファイアレーザーを
用いた．蛍光信号は，光ファイバーを使
ってフィルター分光器に取り付けた光電
子増倍管で検出した． 

これまで常識となっていた回折限界を大き
く上回る分解能を持つ光学顕微鏡法が複数
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報が行われた Stimulated 
）法である．最新の
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ナノメートルほどまで向

上している．そのため，このような手法を応
用すれば，光合成膜中に配列したままの色素
蛋白複合体間における相互査証の詳細を，直

観測することが可能に

では，通常の光学顕微鏡よりも格段
優れた空間分解能を達成する超解像度顕
微分光法により，光合成細菌の光合成膜中に
配列した色素蛋白複合体の可視化を実現す

ことを目的とする
更にこの空間分解能を保ったまま，励起エネ

フェムト秒の時間分
解能で可視化するという新たな手法につい

これらの手法を確
色素蛋白複合体の配列と

励起エネルギーの拡散経路の関係をマッピ
高効率励起エネルギー伝達のキーメ

解明されること

上述の目標を達成するために，以下の手順

法を用いた超解像度顕微鏡を構築
．その際，光合成色素の光

学応答が顕著に表れる近赤外領域で感度が
よくなるような設計にする． 
超解像度顕微鏡を用いて得られた蛍光

ように，カーゲート
しその評価を行

構築した超解像度
励起光光源には小型

のヘリウムネオンレーザー，半導体固体
レーザーを用いた．近赤外領域のダンプ
光光源にはチタンサファイアレーザーを
用いた．蛍光信号は，光ファイバーを使
ってフィルター分光器に取り付けた光電

これまで常識となっていた回折限界を大き
が複数

注目を集めている．その代
Stimulated 
最新の

報告によると，特殊な条件下ではあるが，そ
ナノメートルほどまで向

上している．そのため，このような手法を応
用すれば，光合成膜中に配列したままの色素
蛋白複合体間における相互査証の詳細を，直

観測することが可能に

格段
優れた空間分解能を達成する超解像度顕
微分光法により，光合成細菌の光合成膜中に
配列した色素蛋白複合体の可視化を実現す

ことを目的とする．
更にこの空間分解能を保ったまま，励起エネ

フェムト秒の時間分
につい

これらの手法を確
色素蛋白複合体の配列と

励起エネルギーの拡散経路の関係をマッピ
高効率励起エネルギー伝達のキーメ

解明されること

上述の目標を達成するために，以下の手順

法を用いた超解像度顕微鏡を構築
．その際，光合成色素の光

学応答が顕著に表れる近赤外領域で感度が

蛍光
，カーゲート
しその評価を行

４．研究成果
(1) 
上述の実際に構築した装置の図
超解像度顕微鏡では励起光と（不要な蛍光を
消去するための）ダンプ光を用いるため，
台のレーザー光が必要となる．本研究におい
ては近赤外領域の信号測定が可能となるよ
うに装置の設計を行っている．具体的には，
光合成膜中で光捕集により得たエネルギー
を伝達する際に中心的な役割を果たす，クロ
ロフィルの光学特性が顕著となる波長領域
での信号
要な蛍光を消光するため
ンサファイアレーザーを用いた．このレーザ
ーは
せることができるが，最小数の光学部品を用
いて顕微鏡を構築できるように，連続光
を選択した．このことにより，不確定要素を
最小限に抑えることができる．
方の光源（励起光）には半導体固体レーザー
（発振
オンレーザー（
を切り替えて使用できるようにした．これは，
光合成初期過程において，光捕集の重要な役
割を果たすカロテノイドの波長に合わせる
ための選択である．すなわち，これらのレー
ザーの組み合わせにより，カロテノイドで光
捕集されたエネルギーが，クロロフィル間を
伝達していく様子が観測できるよ
となっている．顕微鏡内にレーザー光を導く
前に，ダンプ光
り，円形からドーナッツ型に変形をさせる．
その後，ダイクロイクミラーを用いて励起光
とダンプ光を同軸とした上で顕微鏡内に導
いた．
を取り付けた．試料からの信号は，再び励起
光と同軸を戻り，途中でダイクロイックミラ
ーとハーフミラー
イバーで検出器へと導いた．
床からの振動により信号が不安定となる
ことを避けるために，光学
した光学部品の光軸の高さはなるべく低く
なるようにした．また，顕微鏡の筐体を用い
て対物レンズ周りの安定性も高めるように
した．
微小領域からの信号を検出する際には，微
弱蛍光を観測するための工夫が必要となる．
特に超解像度顕微鏡においては，ダンプ光と
して強いレーザー光を用いるため，余計な散
乱光を取り除く必要がある．そのため，本研
究で構築した装置においては，
ーと複数の光学フィルターを用いることに
より信号の波長選択を行う，
ンプを用いて励起光散乱を周波数領域で取
り除く，ということを行った．
じて
ダンプ光の波長領域をカットした．
構築した装置を用いて観測した顕微画像
の一例を図
出が容易となるように，試料としては一般的
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レーザーを用いた．近赤外領域のダンプ
光光源にはチタンサファイアレーザーを
用いた．蛍光信号は，光ファイバーを使
ってフィルター分光器に取り付けた光電
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 超解像度顕微鏡を構築とその評価
上述の実際に構築した装置の図
超解像度顕微鏡では励起光と（不要な蛍光を
消去するための）ダンプ光を用いるため，
台のレーザー光が必要となる．本研究におい
ては近赤外領域の信号測定が可能となるよ
うに装置の設計を行っている．具体的には，
光合成膜中で光捕集により得たエネルギー
を伝達する際に中心的な役割を果たす，クロ
ロフィルの光学特性が顕著となる波長領域
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要な蛍光を消光するため
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割を果たすカロテノイドの波長に合わせる
ための選択である．すなわち，これらのレー
ザーの組み合わせにより，カロテノイドで光
捕集されたエネルギーが，クロロフィル間を
伝達していく様子が観測できるよ
となっている．顕微鏡内にレーザー光を導く
前に，ダンプ光
り，円形からドーナッツ型に変形をさせる．
その後，ダイクロイクミラーを用いて励起光
とダンプ光を同軸とした上で顕微鏡内に導
いた．顕微鏡には倍率
を取り付けた．試料からの信号は，再び励起
光と同軸を戻り，途中でダイクロイックミラ
とハーフミラー
イバーで検出器へと導いた．
床からの振動により信号が不安定となる
ことを避けるために，光学
した光学部品の光軸の高さはなるべく低く
なるようにした．また，顕微鏡の筐体を用い
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微小領域からの信号を検出する際には，微
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特に超解像度顕微鏡においては，ダンプ光と
して強いレーザー光を用いるため，余計な散
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究で構築した装置においては，
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上述の実際に構築した装置の図
超解像度顕微鏡では励起光と（不要な蛍光を
消去するための）ダンプ光を用いるため，
台のレーザー光が必要となる．本研究におい
ては近赤外領域の信号測定が可能となるよ
うに装置の設計を行っている．具体的には，
光合成膜中で光捕集により得たエネルギー
を伝達する際に中心的な役割を果たす，クロ
ロフィルの光学特性が顕著となる波長領域

が必要となる．その
要な蛍光を消光するための光源として
ンサファイアレーザーを用いた．このレーザ
連続光とパルス光を切り替えて発振さ

せることができるが，最小数の光学部品を用
て顕微鏡を構築できるように，連続光
を選択した．このことにより，不確定要素を
最小限に抑えることができる．
方の光源（励起光）には半導体固体レーザー
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を切り替えて使用できるようにした．これは，
光合成初期過程において，光捕集の重要な役
割を果たすカロテノイドの波長に合わせる
ための選択である．すなわち，これらのレー
ザーの組み合わせにより，カロテノイドで光
捕集されたエネルギーが，クロロフィル間を
伝達していく様子が観測できるよ
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を取り付けた．試料からの信号は，再び励起
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とハーフミラーで分離したのちに光ファ
イバーで検出器へと導いた．
床からの振動により信号が不安定となる
ことを避けるために，光学除振台
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なるようにした．また，顕微鏡の筐体を用い
て対物レンズ周りの安定性も高めるように

微小領域からの信号を検出する際には，微
弱蛍光を観測するための工夫が必要となる．
特に超解像度顕微鏡においては，ダンプ光と
して強いレーザー光を用いるため，余計な散
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フィルター分光器を用いて励起光と

ダンプ光の波長領域をカットした．
構築した装置を用いて観測した顕微画像

に示す．試作した装置の信号検
出が容易となるように，試料としては一般的
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を選択した．このことにより，不確定要素を
最小限に抑えることができる．また，もう一
方の光源（励起光）には半導体固体レーザー

ナノメートル）とヘリウムネ
633 ナノメートル）

を切り替えて使用できるようにした．これは，
光合成初期過程において，光捕集の重要な役
割を果たすカロテノイドの波長に合わせる
ための選択である．すなわち，これらのレー
ザーの組み合わせにより，カロテノイドで光
捕集されたエネルギーが，クロロフィル間を
伝達していく様子が観測できるような設計
となっている．顕微鏡内にレーザー光を導く

ビーム形状を位相変調によ
り，円形からドーナッツ型に変形をさせる．
その後，ダイクロイクミラーを用いて励起光
とダンプ光を同軸とした上で顕微鏡内に導

の油浸対物レンズ
を取り付けた．試料からの信号は，再び励起
光と同軸を戻り，途中でダイクロイックミラ

で分離したのちに光ファ
イバーで検出器へと導いた． 
床からの振動により信号が不安定となる

除振台の上に配置
した光学部品の光軸の高さはなるべく低く
なるようにした．また，顕微鏡の筐体を用い
て対物レンズ周りの安定性も高めるように

微小領域からの信号を検出する際には，微
弱蛍光を観測するための工夫が必要となる．
特に超解像度顕微鏡においては，ダンプ光と
して強いレーザー光を用いるため，余計な散
乱光を取り除く必要がある．そのため，本研
究で構築した装置においては，①誘電体ミラ
ーと複数の光学フィルターを用いることに
より信号の波長選択を行う，②ロックインア
ンプを用いて励起光散乱を周波数領域で取
り除く，ということを行った．更に必要に応
フィルター分光器を用いて励起光と

ダンプ光の波長領域をカットした． 
構築した装置を用いて観測した顕微画像

試作した装置の信号検
出が容易となるように，試料としては一般的

 
示す．

超解像度顕微鏡では励起光と（不要な蛍光を
消去するための）ダンプ光を用いるため，2
台のレーザー光が必要となる．本研究におい
ては近赤外領域の信号測定が可能となるよ
うに装置の設計を行っている．具体的には，
光合成膜中で光捕集により得たエネルギー
を伝達する際に中心的な役割を果たす，クロ
ロフィルの光学特性が顕著となる波長領域

ために，不
の光源としてチタ

ンサファイアレーザーを用いた．このレーザ
連続光とパルス光を切り替えて発振さ

せることができるが，最小数の光学部品を用
て顕微鏡を構築できるように，連続光発振
を選択した．このことにより，不確定要素を

また，もう一
方の光源（励起光）には半導体固体レーザー

ナノメートル）とヘリウムネ
ナノメートル）

を切り替えて使用できるようにした．これは，
光合成初期過程において，光捕集の重要な役
割を果たすカロテノイドの波長に合わせる
ための選択である．すなわち，これらのレー
ザーの組み合わせにより，カロテノイドで光
捕集されたエネルギーが，クロロフィル間を

うな設計
となっている．顕微鏡内にレーザー光を導く

位相変調によ
り，円形からドーナッツ型に変形をさせる．
その後，ダイクロイクミラーを用いて励起光
とダンプ光を同軸とした上で顕微鏡内に導

の油浸対物レンズ
を取り付けた．試料からの信号は，再び励起
光と同軸を戻り，途中でダイクロイックミラ

で分離したのちに光ファ

床からの振動により信号が不安定となる
に配置

した光学部品の光軸の高さはなるべく低く
なるようにした．また，顕微鏡の筐体を用い
て対物レンズ周りの安定性も高めるように

微小領域からの信号を検出する際には，微
弱蛍光を観測するための工夫が必要となる．
特に超解像度顕微鏡においては，ダンプ光と
して強いレーザー光を用いるため，余計な散
乱光を取り除く必要がある．そのため，本研

誘電体ミラ
ーと複数の光学フィルターを用いることに

ロックインア
ンプを用いて励起光散乱を周波数領域で取

更に必要に応
フィルター分光器を用いて励起光と

構築した装置を用いて観測した顕微画像
試作した装置の信号検

出が容易となるように，試料としては一般的



な蛍光色素を用いた．ただしこの色素は，目
標とするクロロフィルに近い波長特性を有
するために，「近赤外領域で高い感度特性を
持たせる」という設計方針を確認する上で適
していると考えられる．図
試料ステージを
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用いた試料ステージの最小分解能で
ている．
顕微鏡法の延長であるためにこれらの手法
間の切り替えは簡単に行うことが可能であ
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4(b)の通常の蛍光配置の画像はともに，試料
中の同じ領域を観測した結果である．両方の
画像で輝点が同じ位置に現れていることか
ら，それぞれが試料からの蛍光を表している
ことが分かる．通常の蛍光配置である図
においては，最小の輝点の大きさはおよそ
300 ナノメートルである．これは光の回折限
界で制限されている．同じ位置に現れる蛍光
を超解像度顕微鏡配置で観測すると，輝点の
大きさが，
いることが見て取れる．このことは，
領域で高い効率を持つ超解像度顕微鏡の構
築に成功したことを意味している．
前述したように，今回作製した
分解能は，用いた試料ステージにより
ノメートルに制限されている．試料の移動方
法，もしくはビームのスキャン方法を改良す
ることにより，光学配置の大きな変更なしに，
さらに高分解能の装置にすることができる
ものと期待される．また，
いくつかショットノイズが現れていること
が分かる．これは高効率の検出器を用いるこ
とにより改善できると考えている．これらの
改良につい
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