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研究成果の概要（和文）：試料を染色することなく超解像度顕微鏡画像を取得するための新規方法の探索を行っ
た．本研究では特に，光合成細菌の光合成初期過程の可視化を目指す．そのため，近赤外領域において高感度で
超解像度画像の取得が可能となる装置の開発を行った．代表的な光合成色素について，超短パルス光励起の顕微
鏡下で起こることが期待される超高速光学応答や光学非線形性について調べた．クロロフィル分子においては，
アンチストークス蛍光が顕著に表れることを見出した．更に，カロテノイド分子の光学応答の理論と実験の整合
性を調べた．

研究成果の概要（英文）：A new methodology to observe super-resolution microscopic images using 
unstained specimens has been investigated. Here we focus our attention on the early steps of 
photosynthesis; the super-resolution microscope developed in this project was adjusted thus that the
 highest sensitivity can be attained in the near-infrared region. The optical properties of typical 
photosynthetic pigments, especially ultrafast phenomena and optical nonlinearity, have been 
investigated since these phenomena should be prominent in the optical measurements using 
high-resolution microscopes. It was found that very strong anti-Stokes fluorescence peaks appear 
from chlorophyll molecules. The ultrafast optical response of carotenoid molecules has also been 
investigated by comparing the experimental results with theoretical calculations.

研究分野：生体物性物理学

キーワード： 顕微鏡法　光合成
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 諸言 
顕微鏡の歴史は，約 400年前にオランダの

Janssen親子や van Leeuwenhoekから始ま
ったとされている．特に van Leeuwenhoek
の作製した顕微鏡は空間分解能が 1.4m に
も達していたといわれている．現在市販され
ている通常の光学顕微鏡は，回折限界によっ
て決まる理論的な空間分解能（約 200nm）の
極限まで達成している．しかしながら，この
ことを言い換えると，光学顕微鏡の空間分解
能は，400年の間に僅か 7倍程度しか向上し
ていないということになる． 
この状況は，1994 年にフィンランド（現
在は独国マックスプランク研究所）の S.W. 
Hell 博士によりなされた理論的な提案に基
づくStimulated-emission depletion (STED) 
法の出現により一変した 1, 2．この原理に基づ
いた STED 顕微鏡が，数年前よりドイツの
Leica 社から市販されている．市販の STED
顕微鏡を用いて効率よく超解像度画像を得
ることためには，特別の蛍光ビーズやラベル
を用いて試料を染色し，その蛍光顕微イメー
ジを観測する必要がある 3．この時得られる
情報は，究極的には個々の分子の骨格構造
（原子核の配列）や分子の配列である． 
光学顕微鏡を用いた場合，その顕微イメー
ジは試料による光の吸収や蛍光過程を反映
するために，十分な空間分解能があれば電子
の密度分布を知ることも可能になる．蛍光マ
ーカー等を用いて試料を染色した場合には，
個々の試料の電子情報ではなく，単に蛍光マ
ーカーの電子情報が得られるにすぎず，貴重
な情報を失うこととなる．染色等をすること
なしに無蛍光試料の超解像度顕微鏡画像の
取得を可能とすることが可能となれば，『試
料をそのままの状態で手軽に観測すること
ができる』という光学顕微鏡の利点を最大限
生かすことができる． 
 
(2) 内外の動向 

STED 法は，その考案者である S.W. Hell
博士が所属するマックスプランク研究所を
中心に，ヨーロッパで活発に研究がおこなわ
れてきた．米国からの研究報告も急増してい
る．Web of Scienceで調査したところ，研究
開始前年までに発表された STED法の（単な
る顕微鏡観測ではなく）技術革新を目指した
報告は，ヨーロッパと米国からの報告が約
67%を占めていた．現在までのところ，日本
国内からの報告は非常に限られている．  
 
(3) 光合成初期過程 
光合成細菌の光合成系は，自然が創造した
超高速かつ高効率な光エネルギー変換機構
を達成するための本質的なバイオナノデバ
イスである．その機構を解明することは太陽
光エネルギーの有効利用という観点から眺
めた場合，次世代のクリーンエネルギー変換
器の基盤技術となり得る．化石燃料や原子力

発電による環境への影響は古くから問題視
されているが，これらのエネルギー源に頼ら
ざるを得ない状況は現在も引き続き変わっ
ていない．安全でクリーンなエネルギー変換
器の開拓は，急務の研究課題と言える． 
光合成初期過程の機能発現には，LH2，

LH1 と呼ばれる 2 種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
種類の色素蛋白超分子複合体が関係してい
る．Photosynthesis（光合成)という言葉は
Ch. R. Barnesによって作られたと言われる．
光合成研究は，長い歴史の中で，主に生物
学・化学の分野で発展してきた．しかし近年，
単結晶 X 線構造解析により，LH，及び RC
の詳細な構造が徐々に明らかとなってきた
ことに触発され，光合成色素蛋白複合体の機
能，及び機構に対して，物理学的な側面から
アプローチをしていくという動きが世界中
から出てきた．色素蛋白超分子複合体におい
て非常に興味深い点は，エネルギーの散逸を
最小限に抑えた状態で，効率良く，LH2，及
び LH1 から RC へ太陽光エネルギーを到達
させることである．このような高効率のエネ
ルギー伝達効率を達成している物質は，非常
に類希な存在であり，その機構を明らかにす
ることは，新しい物理学概念の形成に繋がる
と考えられる．  
 
２．研究の目的 
本研究は以下の項目を実施することによ
り，上述の諸問題を解決することを最終目標
としている．そのために有効となるのは ①
透過型超解像度顕微鏡技術の開発と ②光合
成初期過程の解明を実現することである．し
かしこれらを達成することは非常に困難で
あるため，問題の洗い出しと克服のための基
盤を確立することを本研究の目的とした． 
先述のように STED法は，空間分解能が非
常に高く，光合成膜中に配列した色素蛋白複
合体を観測するために，非常に有用な手法と
考えられる．光合成色素蛋白複合体中の励起
エネルギー移動過程の実時間観測を可能と
するためには，超解像度顕微鏡へのパルスレ
ーザーシステムの組み込みを行うとともに，
パルスレーザーに対する線形，及び非線形光
学応答に対する知見が予め必要となる．  
 
３．研究の方法 
(1) 研究代表者が構築を行った STED 顕
微鏡を改良し，光合成色素の光学応答が顕著
に現れる近赤外領域で信号感度の最適化を
行う． 
(2) 光合成色素分子の超高速光学応答，
および光学非線形性を調べ，超解像度顕微鏡
観測を行うための最適化条件を明らかにす
る． 
 
４．研究成果 
(1) 顕微鏡の最適化 
独自に構築した超解像度顕微鏡に，パルス



レーザーを導入した．STED 顕微鏡観測を行う
ためには 2つのレーザー光を，観測試料の電
子励起状態に合わせたタイミングで光照射
を行う必要がある．従来の STED 顕微鏡観測
では，試料を一定の色素で染色をした上で形
状観測が行われていたが，今回の研究では，
試料それ自体の電子状態の寿命を反映した
光学応答を利用し，超解像度顕微鏡画像を得
ることを目指している．そのため，試料ごと
に時間遅延を最適化できるように，光学系を
工夫した．本研究では特に光合成色素の光学
応答に着目をするため，光学遅延は数ピコ秒
の範囲で変えられるようにしてある．一例と
して図 1(a)に時間遅延を 10 ピコ秒に合わせ
た状態を示す． 
良質の超解像度顕微鏡画像を得るために
は，励起レーザーと STED レーザーが重なっ
た領域で，効率よく蛍光の失活を起こさせる
必要がある．光学系を工夫することにより，
現在，80%程度の失活を起こさせることに成
功している．その結果，図 1(b)，1(c)に示す
ように，超解像度画像を得ることにも成功し
ている．今後さらに高分解能の画像の取得が
できるように改良を続ける必要がある． 
 
(2) クロロフィルの非線形光学応答 
光合成細菌や高等植物，藻類の光合成の初
期過程において光捕集や励起エネルギー伝
達の中心的な役割を果たす色素としてクロ
ロフィルをあげることができる．顕微鏡下で
蛍光観測を行う際に一般的に用いられる染
色液と比較すると，蛍光波長や可視領域のエ
ネルギー構造が類似しているとみなすこと
ができるが，超解像度顕微鏡観測が行われた
例はない．STED 顕微鏡法に適応するためには，
蛍光波長よりも長波長のレーザー光（STED 光
と呼ぶことにする）を試料に照射したときに
蛍光の失活が起こることが必須となる．この
現象を確認するために，ジエチルエーテルに
分散させたクロロフィルa分子をマクロ配置，
及び顕微鏡下で蛍光観測を行った．結果の一
例を図 2に示す．蛍光波長の約 2000cm-1とい
うかなり低エネルギー側に合わせた STED 光
を照射した場合，蛍光の失活ではなく増大現
象が確認された．このことはすなわち，クロ

ロフィルを多く含む光合成色素蛋白複合体
を超解像度顕微鏡観測するためには，STED 法
をそのまま適応することができないことを
意味する．現在のところ，この蛍光の増大現
象は，二光子励起を経たアンチストークス蛍
光に起因すると考えている．今後，一光子吸
収係数が二光子吸収係数を上回るエネルギ
ー領域の探索が必要となる． 
 
(3) カロテノイドの超高速光学応答 
STED 顕微鏡観測を行う際，試料の染色に用
いる蛍光物質に必要とされる条件の一つと
して，はっきりとした二準位系を形成してい
ることがあげられる．三つ以上の準位をうま
く用いることにより，STED 顕微鏡観測を行う
ための手法もいくつか報告がなされてきて
いるが，一般的にそのような手法は，二準位
系の場合に比べ複雑になる．背景で述べたよ
うに，染色物質ではなく，試料そのものの蛍
光を観測することが可能となれば，たとえば
物質間でエネルギーをやり取りする様子を
分子スケールで観測可能となる．これを実現
するためには，電子状態の時間スケールをあ
らかじめ見積もり，STED 顕微鏡観測に用いる
全てのレーザーの波長と，試料にレーザーを
照射するタイミングに対する戦略を立てて
おく必要がある．このことは，単に効率の良
い励起の条件を見積もるというだけではな
く，二光子吸収過程などの非線形光学効果に
より，実効的な誘導放出過程の減少に伴う顕
微鏡画像の劣化を最小限に抑える条件を探
索することを意味する．特に前述のように，
STED 光照射時のクロロフィルの蛍光は複雑
であるため，別の蛍光失活経路を探索する必
要がある． 
このような点を鑑みて，研究実施期間中に
いくつかの光合成色素の超高速光学応答，及
びエネルギー伝達過程を調査した．ここでは
その一例として代表的なカロテノイドであ
る-カロテンについて非線形光学応答の時
間変化を調べた結果について述べる．自然界
に700種類以上存在するといわれているカロ
テノイドは，光合成初期過程において光捕集
や光保護の役割を担う重要な色素として知
られている 4．そこでは，カロテノイドから

 
図 1：(a) 顕微鏡測定に用いる 2つのレーザーパルスの時間遅延の様子．これらのレーザー
を用いて測定した超解像度顕微鏡画像(b)と通常の蛍光顕微鏡画像(c)．空間分解能が格段に
向上していることが分かる． 

(a) (b ) (c)



クロロフィルへの超高速・低エネルギー損失
での励起エネルギー移動が起こることから，
その機構を明らかにするために，多くの研究
グループがコヒーレント分光を試みてきて
いる
の電子状態を持つのか
ること
には太陽電池などに応用するうえで非常に
重要となってくるが，その詳細についてはい
まだ多くの点で謎が残されている．
測定装置の改良により，広いスペクトル領
域で三次非線形光学応答を示す四光波混合
信号測定が可能となった．図
カロテンの非線形光学応答を反映して，スペ
クトルは時間とともにそのピークエネルギ
ーが変化していくことが分かる．図
すように，量子光学の基本原理に基づいたモ
デル計算を行った結果と比較をしてみると，
一見，「ピークエネルギーが高エネルギー側
に移動しながら強度
実験結果をよく再現しているように思われ
る．しかしながらその時間スケールや信号強
度は，実験で観測された値と全く異なってい
る．また，図
ペクトルの実験結果を同じモデルを用いて

図
クが高エネルギー側に移動し
デルを用いて三次非線形光学応答スペクトルの時間発展を計算した結果．実験結果をよく
反映しているように見えるが，その応答時間や強度について僅かな不一致がみられる．
50fs
験（実線）と計算（丸印）の比較．全体的に形状が一致しているように見えるが，矢印の
近傍で不一致がみられる．

図 2
せたクロロフィル
ル．励起波長は
起を
る．そのため
た場合は，
光の増大現象が現れる．
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クロロフィルへの超高速・低エネルギー損失
での励起エネルギー移動が起こることから，
その機構を明らかにするために，多くの研究
グループがコヒーレント分光を試みてきて
いる 5-7．「カロテノイドは可視領域にいくつ
の電子状態を持つのか
ることは，光合成の初期過程を理解し，さら
には太陽電池などに応用するうえで非常に
重要となってくるが，その詳細についてはい
まだ多くの点で謎が残されている．
測定装置の改良により，広いスペクトル領
域で三次非線形光学応答を示す四光波混合
信号測定が可能となった．図
カロテンの非線形光学応答を反映して，スペ
クトルは時間とともにそのピークエネルギ
ーが変化していくことが分かる．図
すように，量子光学の基本原理に基づいたモ
デル計算を行った結果と比較をしてみると，
一見，「ピークエネルギーが高エネルギー側
に移動しながら強度
実験結果をよく再現しているように思われ
る．しかしながらその時間スケールや信号強
度は，実験で観測された値と全く異なってい
る．また，図 3(c)
ペクトルの実験結果を同じモデルを用いて

図 3：(a) -カロテンの三次非線形光学応答スペ
クが高エネルギー側に移動し
デルを用いて三次非線形光学応答スペクトルの時間発展を計算した結果．実験結果をよく
反映しているように見えるが，その応答時間や強度について僅かな不一致がみられる．
50fsのスペクトルは
験（実線）と計算（丸印）の比較．全体的に形状が一致しているように見えるが，矢印の
近傍で不一致がみられる．

2：（青線）ジエチルエーテルに分散さ
せたクロロフィル
ル．励起波長は
起を 770nm で行った場合でも蛍光が現れ
る．そのため 2つの波長で同時励起を行っ
た場合は，633nm
光の増大現象が現れる．
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クロロフィルへの超高速・低エネルギー損失
での励起エネルギー移動が起こることから，
その機構を明らかにするために，多くの研究
グループがコヒーレント分光を試みてきて
．「カロテノイドは可視領域にいくつ

の電子状態を持つのか?」という問い
は，光合成の初期過程を理解し，さら

には太陽電池などに応用するうえで非常に
重要となってくるが，その詳細についてはい
まだ多くの点で謎が残されている．
測定装置の改良により，広いスペクトル領
域で三次非線形光学応答を示す四光波混合
信号測定が可能となった．図 3
カロテンの非線形光学応答を反映して，スペ
クトルは時間とともにそのピークエネルギ
ーが変化していくことが分かる．図
すように，量子光学の基本原理に基づいたモ
デル計算を行った結果と比較をしてみると，
一見，「ピークエネルギーが高エネルギー側
に移動しながら強度が増加していく」という
実験結果をよく再現しているように思われ
る．しかしながらその時間スケールや信号強
度は，実験で観測された値と全く異なってい

(c)で示すように，定常吸収ス
ペクトルの実験結果を同じモデルを用いて

カロテンの三次非線形光学応答スペ
クが高エネルギー側に移動し
デルを用いて三次非線形光学応答スペクトルの時間発展を計算した結果．実験結果をよく
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