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研究成果の概要（和文）：顕微鏡により、試料の蛍光スペクトルを測定する顕微蛍光分光法はこれまでよく行われてき
たが、励起スペクトルの測定を効率的に行える顕微鏡システムはなかった。励起スペクトルの測定には、試料を励起す
る波長を走査する必要があるため、蛍光スペクトルを測定するより時間がかかるのが一般的である。フォトニック結晶
ファイバを用いてフェムト秒パルスレーザーの光を白色光に変換しそれをプリズムで分光して、励起光とした。試料の
異なる場所に異なる励起波長を照射する光学設計とすることで、励起スペクトルを効率的に取得できる顕微鏡を初めて
開発した。

研究成果の概要（英文）：Although the fluorescence microscopy has been applied to obtain the fluorescence 
spectra of a sample, it has not been applied to obtain the excitation spectra. A measurement of an 
excitation spectrum takes more time than that of an emission spectrum because it requires scanning of the 
excitation wavelength. I used the photonic-crystal fiber to convert the femto-second pulsed laser light 
to a white light for the excitation. I developed an optical design in which the excitation laser spots 
with different wavelengths are focused to different positions of the sample. This optical design enable 
me to realize a microscope capable of the measurement of both excitation and emissino spectra.

研究分野：光生物物理化学

キーワード： 顕微分光　励起スペクトル

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
光学顕微鏡の技術は、現在も革新が続いてお
り、従来空間分解能の理論的な限界と考えら
れてきた光回折限界を超える分解能を備え
た光学顕微鏡が開発されている。一方で、蛍
光スペクトルを測定することでより詳細な
試料の分析を行えるようにする機能も、スペ
クトル測定の高効率化を目指す技術革新が
行われてきた。そのような中、顕微鏡を用い
て効率的に試料の励起スペクトルを測定で
きる顕微鏡はこれまで開発されていなかっ
た。励起スペクトルは、試料を励起する光の
波長を走査して励起波長に対する蛍光強度
のプロットしたものである。励起スペクトル
は、ある条件下では吸収スペクトルと等しく
なるので、顕微鏡下の微小領域の吸収スペク
トルを測定するのは困難な場合が多いが、励
起スペクトルを測定すれば吸収スペクトル
と同等の情報を得ることができるようにな
る。励起スペクトル測定を効率的に行えるよ
うな顕微鏡の開発は、試料の詳細な分析を行
う上で、飛躍的に得られる情報量を増やすこ
とが期待される。 
 
２．研究の目的 
試料の微小領域の励起スペクトルを効率的
に測定可能となるような、レーザー走査型共
焦点顕微鏡を開発する。 
 
３．研究の方法 
励起スペクトル測定のための白色光は、フェ
ムト秒パルスレーザーの光をフォトニック
結晶ファイバに入射することで得る。白色光
は、アッベ数の大きな SF-11 ガラス製のプリ
ズムで分光された後、レンズとスリットを組
み合わせた光路を通った後顕微鏡の対物レ
ンズに入射する。入射された白色光は、試料
上で線状のスポットに集光され、スポットの
端から順番に異なる波長の光が並ぶ。このよ
うな励起光で励起された蛍光は同じ対物レ
ンズにより集められ、平行光束となった後、
ダイクロイックミラーにより励起光から分
離され、分光器のスリット上に集光される。
試料上の線状のスポットと同じ形の像がス
リット上に集光されるが、像の高さに依存し
て励起波長が異なっている。分光器に入射さ
れた蛍光は回折格子により分光された後、
CCD カメラにより検出される。CCD カメラの
横方向には、蛍光波長の異なる光が、縦方向
には励起波長の異なる光が並ぶこととなる。
縦方向への依存性をプロットすることで、励
起スペクトルが得られる。サンプル位置をピ
エゾステージにより走査し、各場所での CCD
の二次元像を取得することで、励起スペクト
ルのマップを得ることができる。 
 
４．研究成果 
フォトニック結晶ファイバにより生成され
た白色光は、非常に品質の高い光学ビームで
あり、対物レンズにより指向性の高い平行光

束とすることができた。プリズムで分光した
後、レンズとスリットの組み合わせによる光
学系を組んで、白色光のスペクトルのうち必
要となる波長領域だけを取り出すフィルタ
ーとした。小型分光器で観測されたスペクト
ルは非常に良好で、フィルター光学系の機能
も問題なく動作することが分かった。試料の
走査は、ピエゾステージにより行う。そのた
め、検出用 CCD カメラと同期してピエゾステ
ージをスキャンするLabViewのプログラムを
作成した。 
 標準試料として、ナイルブルーの溶液を用
いて開発している顕微鏡の動作確認を行っ
た。その結果、概ね期待通りの動作、性能が
得られることが分かった。一方で、フォトニ
ック結晶ファイバから出力される白色光の
スペクトルは時間とともに若干揺らぎがあ
ることが判明し、これを補正するための対策
が必要となることが分かった。そのため、プ
リズムで分光する前の白色光の一部を直接
蛍光を測定するための分光器スリットへ入
射し、試料からの蛍光と同時に励起レーザー
のスペクトルも測定できるように改良する
こととした。これについては、現在も作業が
続いている。 
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