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Abstract 
 We measure the two-photon photoconversion 
spectrum of photoconversion fluorescent protein called 
Kaede using Fourier transform nonlinear spectroscopy. 
The two-photon induced photoconversion spectrum of 
Kaede at SH wavelengths ranging from 375～438 nm 
(maximum peak is 397 nm) is obtained for the first time. 
It is also revealed that the photobleaching spectrum of 
Kaede varies by incident power of the broadband laser 
pulse. Therefore, the photobleaching process is not 
induced by simple two-photon absorption. 

1 はじめに 

蛍光タンパク質の研究開発が進み，光変換型蛍光タ

ンパク質[1]が発見され注目を集めている．光変換型蛍

光タンパク質はある特定の光を入射することで発光波

長を変化させる蛍光タンパク質のことである．この蛍

光タンパク質を使用することで 3 次元的に入り組んだ

構造をしている神経細胞から単一の神経細胞を明確に

可視化したり，光変換領域を回折限界まで限定できる

ために単一の細胞小器官(ミトコンドリア等)の動態解

析が可能となる．一方で，生細胞イメージング分野で

は 2 光子励起蛍光顕微鏡が広く使われる時代になって

いる．2 光子励起蛍光は，通常の 1 光子励起蛍光と違

い光子密度の高い領域でしか発光しないために三次元

分解能の向上，焦点以外での光褪色の抑制という特徴

を持ち，さらに長波長の励起光源を使用できるために

1 光子励起蛍光顕微鏡に比べて侵達度が高いという長

所がある．そのために人間の大脳皮質のような厚みを

持つ生体組織の観測に広く使われている．このような

現状の中で，光変換型蛍光タンパク質の 2 光子励起特

性を調べることが世界的に求められている．蛍光タン

パク質の非線形特性の計測方法は様々なものがあるが，

我々は広帯域な情報を SN 比良く測定できることから

フーリエ変換非線形分光法を使用した． 

2 フーリエ変換非線形分光法の原理  

 この章では，超広帯域フェムト秒パルスレーザーを

使用したフーリエ変換非線形分光法により蛍光タンパ

ク質の２光子励起スペクトルを測定する原理について

説明する．Fig. 1は２次高調波発生（SHG）と２光子励

起蛍光（TPEF）のエネルギー遷移図である。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 Energy diagrams of (a)SHG and (b)TPEF. 

 

2光子励起蛍光の非線形分極は 

³
f

f�
� 1

2
11 ),()(),( dttEttrtP WW           （1） 

となる。ただし，W はパルス間の時間遅延であり，r(t)

は応答関数である。（1）式を，二次の干渉自己相関波

形（IAC）の式に代入し，フーリエ変換すると，整流

成分，基本波成分，２倍波成分が分かれて出てくる。

（詳細は参考文献[2]）その２倍波成分は， 
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となる。ただし，:は周波数軸， 0Z は励起光の中心

周波数を表している。これは，２光子励起スペクトル

と励起光源のSHスペクトルを掛けたものであるので，

SHGのような非共鳴過程を利用して光源のSHスペク

トル（以下参照SHスペクトルとする）を取得しておき，



 

割り算することで２光子励起スペクトルが求まる。 

3 実験セットアップ 

 Fig.2 に示す実験系で，光変換型蛍光タンパク質

Kaede の2 光子誘起光変換スペクトルを測定した．超

広帯域フェムト秒レーザー及び589 nmのCW レーザー

の入射パワーは緑及び赤Kaedeの光褪色を抑制するた

めに，それぞれ1 mW, 40 μW とした．自己相関波形を

構成する各時間遅延での超広帯域フェムト秒レーザー

の照射時間150 msとしたため，ピエゾステージの掃引

長は±15 μm に設定し，自己相関のサンプリングポイ

ントは2048とした．サンプルは，できる限り大きな光

変換信号を取得するためにグリセリンと90 mg/mlの蛍

光タンパク質溶液との混合溶液を使用した． 

Fig.2 Experimental setup 

4 実験結果 

4.1 2 光子誘起光変換スペクトル測定 
 ある時間遅延での蛍光の時間推移をFig.3に示す．最

初は超広帯域フェムト秒レーザーがサンプルに入射し

ていないため，緑の蛍光は見られないが，589 nm のCW 

レーザーは常にサンプルに照射されているので赤の蛍

光は観測されている．この赤の蛍光はサンプル作製時

に変換されてできた若干量の赤Kaedeであると思われ

る．その後シャッターを開き，超広帯域フェムト秒レ

ーザーがサンプルに入射されると，緑の蛍光が観測さ

れ，赤の蛍光も時間と共に増加していることがわかる．

そして再びシャッターを閉じると，緑の蛍光は無くな

り赤の蛍光は増加した状態のままとなる．これは生成

された赤Kaedeが589 nm のCW レーザーの照射領域に

留まっていることによる．その後，次の時間遅延に移

る前にステージをXYスキャンすると赤の蛍光は元のベ

ースラインまで落ちていることから，次の遅延時間で 

589 nmのレーザーの照射領域に存在するサンプルはフ 

レッシュなものになっていると言える．今回の実験で 

 

 

Fig.3 Temporal variations of the TPEF and photoconverted 

signal within one cycle of the measurement at a certain 

delay time . 

Fig.4 Autocorrelation waveform of (a)two-photon induced 

photoconversion and (b)TPEF. 

 

は，光変換量として超広帯域フェムト秒レーザーが入

射している間に赤の蛍光信号が増加した量を用いた． 

Fig.4(a)に示したものが，光変換量の自己相関形,(b)

に示しているのが緑カエデの2光子励起蛍光の自己相

関波形である．光変換量の自己相関波形は大体1:8を満

足しているために，光変換が2光子励起過程で起こって

いると言って良いと思われる．光変換量の自己相関 

波形は若干SN比が悪いが，これはFig.3に示したように

光変換信号(赤の蛍光信号)が揺らぎを持っているため

と考えられる．この揺らぎの原因としては，黄色の照
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射領域を赤Kaedeが出入りする際に生じるものと考え 

られる．同じ条件で多くの自己相関波形を取得し，平

均化することでランダムなノイズを軽減させることが

できる．ただし，1回の自己相関波形を計測するのに30

分程度かかってしまうために，今回は自己相関波形を

同じ条件で10回測定し，2光子誘起光変換スペクトルを

測定した．その結果をFig.5に載せた．これより，Kaede

は375 ～438 nm の範囲で2 光子誘起光変換をし，励起

極大が397nmであることがわかった．Kaedeを2光子誘起

光変換させるためには，一般的なTi:sapphireモード同

期レーザーで十分であることが予想される．しかし，

実際にはTi:sapphire モード同期レーザーを使って

Kaedeを2光子誘起光変換させることは難しい．これは，

2光子誘起光変換断面積が非常に小さいためと考えら

れる．つまり，2光子誘起光変換スペクトルに合った光

を吸収した結果，極稀な確率で発色団の構造が変化し

て赤色で発光(光変換)し，大部分は光褪色を起こして

いるということが考えられる．しかし，この仮説を実

証するにはKaede の光褪色スペクトルを測定する必要

がある．  

 

Fig. 5 Two-photon induced photoconversion spectrum and 

TPE spectrum of Kaede. 

 
4.2 2 光子誘起光褪色スペクトル測定 

光褪色とは，光エネルギーや熱エネルギーの入射に

より不可逆的に発光しなくなる現象の総称である. 光

褪色のメカニズムに関しては，研究段階であり確証を

持った理論は提唱されていない．しかし，前述してき

たように Kaedeの 2 光子誘起光変換の実用化を阻んで

いるのは，光褪色であることは間違いなさそうである．

そこで，我々はフーリエ変換非線形分光法を用いて

Kaede の光褪色スペクトルを測定した． 

 

 

Fig.6 Temporal variation of the TPE at a certain delay 

time. 

Fig.7 Autocorrelation waveform of (a)two-photon induced 

photobleaching and (b) TPEF. 

 

Fig.6 に示している結果は，超広帯域フェムト秒レー

ザーの入射パワーを4.2 mWに設定した際のある遅延時 

間での蛍光の時間推移である．シャッターが開いた瞬

間に蛍光が発生し，照射時間と共に蛍光量が減少して 

いることが見てとれる．今回の実験では，超広帯域フ

ェムト秒レーザーが入射している間に減少する緑の蛍

光量を光褪色量として定義した．また，2 光子励起蛍

光量はシャッターが開いた直後の緑の蛍光量とした．

Fig.7 に光褪色量の自己相関波形と 2 光子励起蛍光量

の自己相関波形を示している．この自己相関波形をフ

ーリエ変換して光褪色スペクトルと 2 光子励起スペク

トルを導出した(Fig.8)．Fig.8(a),(b) は超広帯域フ

ェムト秒レーザーの入射パワーを変えて取得した結果
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である. 

Fig. 8 Two-photon induced photobleaching spectrum and 

TPE spectrum of Kaede when incident power of excitation 

laser pulse is (a)2.4mW, (b)4.2mW. 

 

2 光子励起スペクトルは入射パワーを上げても変化し

ていないが，光褪色スペクトルは大体 370～450 nm の

範囲で増加している様子があった．光褪色が 2 光子励

起過程のみであるならば，入射光のパワーを変えても

光褪色スペクトルは変化しないはずである. これより，

光褪色過程は単純な 2 光子吸収過程で説明されないと

いうことが言える．Fig.9 に今回の実験からわかった

ことをエネルギー準位図としてまとめた．(a)は 2 光子

誘起光変換過程，(b)は 2 光子励起蛍光過程, (c)は光

褪色過程(推定) である．2 光子誘起光変換は 2 光子励

起蛍光の準位より若干高いレベルにあると言える．光

褪色過程はあるパルスで 1 重項状態に励起された分子

が寿命の長い 3 重項状態に遷移し次のパルスにより 

褪色準位へ遷移するモデルが考えられる．  

Fig.9 The energy diagram of (a)two-photon                

photoconversion, (b)two-photon fluorescence, (c) 

photobleaching 

Watanabe らは中心波長 760 nm のフェムト秒パルスレ

ーザーを使用して Kaede を 2 光子誘起光変換させて単

一ミトコンドリアの動態解析をしているが[3]，今回の

測定から中心波長800 nmのフェムト秒パルスレーザー

を使用して，入射平均パワーを十分弱め，蛍光を長時

間露光する方法が Kaede を使用した 2 光子励起実験に

は有効であると考えられる。実際に使用する上でどの

程度の入射パワーが必要かということは絶対値を測定

する必要があり次の課題として残っている.  

5. まとめ 

 我々は，フーリエ変換非線形分光法により蛍光タン

パク質の 2 光子励起スペクトルを計測し，以下の結論

が得られた. 

(a) Kaede は，SH 波長にして 375～438 nm の範囲にわ

たり 2 光子誘起光変換し，励起極大は 397 nm に存在

する． 

(b) Kaede の光褪色過程は，2 光子励起スペクトルと

ほぼ重なる結果を示したが，入射強度を上げると， 

SH波長にして大体370～450 nm の範囲の光褪色に及ぼ

す寄与が増大する．これより，光褪色過程は単なる 2 

光子励起過程ではなく，複雑な励起過程が存在するこ

とを示していると思われる. 
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