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研究成果の概要（和文）：本研究課題において、２波長レーザー分光法を利用した新規な赤外超解像顕微鏡を開発し、
生体分子計測に適用した。装置の空間分解能はおよそ800 nmまで達し、ナノ空間における赤外情報を抽出する事を実現
した。この装置を用いた超解像赤外イメージングにより、赤外マッピングが超解像で得られるだけでなく、分子配向や
キラルの情報もイメージングする事が可能な、まさに新規な「ナノ空間機能解析」法の確立に成功した。今後、本手法
が様々な分野で利用される事を期待する。

研究成果の概要（英文）：IR microscope is a powerful tool to measure molecular images of biological 
samples based on molecular information. However, microscopic objects such as biological cells cannot be 
measured by conventional IR microscope, because of its low spatial resolution about 10 μm. To overcome 
this problem, we have developed a novel type of IR super-resolution microscope based on vibrational 
sum-frequency generation detection. The application of this IR microscope to the biological samples was 
also carried out in this project.

研究分野：物理化学

キーワード： 超解像　赤外分光　イメージング　ナノ空間　振動和周波

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 赤外顕微鏡で細胞内部を観察するといえ
ば聞こえも良く簡単にできそうであるが、従
来の赤外顕微鏡で実現することは困難であ
った。これは、赤外波長（2.5〜25 µm）とレ
ンズの開口数によって一意に決まる回折限
界のため、赤外顕微鏡ではマイクロメートル
以下の高い空間分解能で試料を観察するこ
とが物理的に不可能であることに起因する。
例えば生体試料の場合、組織レベルでの観察
は可能であるが、細胞内部の観察はできない
ことを意味する。しかし、もし、特定の赤外
吸収の空間分布を細胞のサイズ以下（サブマ
イクロメートル）の空間分解能でマッピング
し、その時間的な変化を追跡することが可能
になれば、細胞内部の不均一な環境で起きる
反応ダイナミックスを分子レベルで可視化
できるはずである。これらの実現は、細胞観
察を生業とする化学／物理／生物学者の悲
願であった。 
 このような背景のなか、我々は２波長レー
ザー分光法を顕微鏡技術と融合することで、
光の回折限界を突破した極めて高い空間分
解能、すなわち超解像を有する赤外顕微鏡の
開発に取り組んだ。開発の根幹をなす赤外超
解像は、１）赤外可視２波長レーザー分光法
を適用し、赤外情報を可視発光に変換する、
２）発生する可視発光のみを集光・結像する、
ことで原理上は達成可能と考えた。１つは過
渡蛍光検出赤外分光法であり、もう１つは振
動和周波発生（VSFG）法である。前者は、赤
外光で分子を振動励起した後に、可視光（エ
ネルギーは S1-S0遷移よりも小さい）で振動
励起分子のみを選択的に電子励起する。これ
により生成した S1 状態からの蛍光（過渡蛍
光）を観察することで赤外情報を得ることが
できる。この手法は蛍光性の試料を高感度に
検出することが可能である。一方、非蛍光性
の試料には、後者を適用する。細胞の膜表面
など非対称な環境にある分子やキラルな対
称性を持った分子に赤外光と可視光を同時
に入射すると、実際には存在しないエネルギ
ー準位（仮想準位）に遷移した後、２つの振
動数の和に相当する VSFG 光が発生する。こ
の VSFG 光の強度は赤外光の波長が分子の振
動に一致したときに著しく増大する。従って、
試料からの VSFG 光を観察することで赤外情
報を得ることができる。上述の２法は、いず
れも、赤外情報を可視波長領域の発光として
観測するため、空間分解能は赤外光の回折限
界より遥かに小さな可視光の回折限界まで
容易に向上することができ、赤外超解像が達
成される。これにより、細胞内部の赤外顕微
鏡観察が実現可能となる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題の最終目標は「超解像赤外分光
イメージングによるナノ空間機能解析」であ

る。２波長レーザー分光法を顕微鏡に利用す
ることで光の回折限界を凌駕する極めて高
い空間分解能、すなわち超解像を実現するこ
とが可能である。本研究課題では、この超解
像レーザー顕微鏡法を赤外波長領域まで拡
張した超解像赤外分光イメージング技術を
生体試料切片から生細胞に至るまで幅広く
適用し、極微小空間における局所構造・機能
を分子レベルで観察・解析することが可能な
「ナノ空間機能解析」法の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
 研究の方法・計画は以下の通りである。 
１）ピコ秒波長可変赤外可視レーザーシステ
ムの準備（事前準備） 
２）中赤外波長領域観察用の超解像赤外分光
イメージングシステムの設計・構築 
 第１ステップとして中赤外波長領域観察
用の光学系を設計・構築し、超解像赤外分光
イメージングによって観察できる領域をよ
り長波長である 7-8 µm のアミドⅢバンドの
領域まで拡張する。光学系は、非走査型から
設計する。設計において、特に注意すべき点
は、光学部品の材質である。赤外波長が 3 µm
領域なら市販のガラス・石英製の光学部品で
も赤外光が十分透過するのでそのまま利用
可能であったが、6-9 µmの中赤外波長領域で
は、赤外光がガラスや石英を全く透過しない
ため利用できない。よって、集光レンズ、サ
ンプル基板ともに中赤外波長が透過する特
殊な光学材料（CaF2, BaF2等）で設計を行う。 
３）超解像赤外分光イメージングによる標準
試料計測 
４）高感度・高 S/N 化と超解像赤外分光イメ
ージングによる生細胞観察 
 標準試料として毛髪サンプルを用い、シス
テムの性能評価を行い、空間分解能、検出感
度等の評価基準を決定する。また、この装置
を用いて、がん細胞の発現機構、赤血球の異
常発現などの赤外超解像イメージングを行
い、機能解析を推進する。 
 
４．研究成果 
 
 本研究課題推進の第１ステップとして、中
赤外波長領域観察用の光学系を設計・構築し、
超解像赤外分光イメージングによって観察
できる赤外波長領域を、より長波長である８ 
µm 帯のアミドⅢバンドの領域まで拡張する
ことに成功した。試料観察するための光学系
は、非走査型を採用した。非走査型光学系で
は、赤外光および可視光を試料全体に集光す
るため、可視発光の観察に用いる対物レンズ
の視野領域全体を非走査で一度に画像化す
ることが可能であり、走査型の測定に比べて
遙かに短時間で分子イメージングを実現す
ることができる。これは、光に対して敏感な
生体試料観察には極めて有効であると考え
られる。本研究課題において設計・構築した



光学系では、日本人黒髪の毛髪横断面（試料
の厚さ：３ µm）のアミドⅢバンドの赤外超
解像イメージをわずか３０秒で測定するこ
とが可能であり、光による試料損傷は全く観
測されなかった。 
 次に、新規に設計・構築した光学系で、中
赤外波長領域において超解像赤外分光イメ
ージングが実現されているか否かを評価し
た。ここでいう、超解像赤外分光イメージン
グとは、１）特定の赤外波長（振動数）で試
料を超解像で赤外イメージングする、かつ、
２）特定の超解像領域（空間）において赤外
スペクトルを測定する、ことを同時に行うこ
とである。 
 標準試料に毛髪を用いて新規設計・構築し
た光学系の評価を行った結果、空間分解能：
800 nm、エネルギー分解能：20 cm-1 を達成
しており、「ナノ空間機能解析」を行うに十
分な性能を実現している事を示した。加えて、
ICCD 検出器・フィルター類を最適化する事に
より、測定には１パルスあたり５マイクロジ
ュール程度の極めて低エネルギーの赤外光
及び可視光を100マイクロメートル径で試料
上に照射するだけで信号検出を可能とし、装
置の高感度・高 S/N 化を実現した。 
 新規設計・構築した赤外超解像顕微鏡（空
間分解能：800 nm、エネルギー分解能：20 cm-1）
を用いて、ナノ空間機能解析の一環として、
毛髪の機能／特性の解析を中心に研究推進
した。毛髪は、様々な人種／年齢／生活様式
によってダメージ度が異なり、それにより強
度や形状も大きく変化する。これらの違いが
毛髪内部の局所構造変化から生じるのか否
かを中赤外領域における超解像赤外分光イ
メージングにより精査した。例えば、カール
の度合いの異なる毛髪に対してアミドⅢバ
ンドにおいて-ケラチンの毛髪内部の分布
の観測を行い、カールの度合いと-ケラチン
の分布との相関を精査した。結果は、-ケラ
チンは直毛においてはコルテックス全体で
均一な分布である一方、カールの度合いが大
きくなるにつれてカールの内側に偏って分
布していることが明らかとなった。この結果
は、-ケラチンの毛髪内部の分布といったミ
クロスコピックな構造がカールの度合いと
いったマクロスコピックな形状を決めてい
ることを示唆しており極めて重要である。加
えて、本研究推進の過程で、毛髪-ケラチン
の分子配向イメージングにも成功し、本顕微
鏡法は分子配向を含めた分子情報を抽出可
能であることも併せて示した。 
 加えて、振動和周波検出赤外超解像顕微鏡
法による毛髪α-ケラチンの分子配向イメー
ジングに精力的に取り組み、α-ケラチン由来
の VSFG 信号強度が著しい偏光依存性を示
す事を明らかにした。α-ケラチンの最小ユニ
ットであるコイルドコイル構造の対称性と
本研究における実験上の光学配置を考慮し
て、振動和周波発生の理論解析を行った結果、
信号が強く観測される偏光の組み合わせは

すべてキラル分子に由来するものであり、ア
キラル分子に由来する信号はほとんど観測
されていないことが明らかになった。この現
象は、α-ケラチンの最小ユニットであるコイ
ルドコイル構造の配向関係で説明する事が
できる。即ち、隣り合う２つのコイルドコイ
ル構造がパラレルに配向している場合は、キ
ラルおよびアキラル信号は理論上、共に強く
なる。一方、アンチパラレル配向をしている
場合は、キラル信号は強くなるのに対し、ア
キラルは打ち消し合い信号が観測されない。
実験結果は、後者と合致しており、これによ
り、毛髪α-ケラチンは最小ユニットであるコ
イルドコイル構造がアンチパラレルに配向
していると結論した。 
 以上のように、本研究課題において、超解
像赤外イメージングにより、赤外マッピング
が超解像で得られるだけでなく、分子配向や
キラルの情報もイメージングする事が可能
な、まさに新規な「ナノ空間機能解析」法の
確立に成功した。今後、本手法が様々な分野
で利用される事を期待する。 
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