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蛍光タンパク質をプローブに用いた二光子

励起蛍光イメージングは，生体深部の観察を可

能とする手法として注目されている．しかし光

褪色が生じやすいという問題がある．特に

FRET（蛍光共鳴エネルギー移動）イメージン

グではドナーとアクセプターの蛍光強度比を

用いる，いわゆるレシオイメージングを行うた

め，二つの蛍光タンパク質の褪色速度に差異が

あると正しく観測できなくなる．我々は，二光

子励起において支配的な光褪色過程が励起状

態からの一光子吸収であることを示唆する結

果を得た 1)．一光子吸収は光源のスペクトル振

幅のみに依存するため，振幅の変調により褪色

速度の制御が可能である．そこで，フーリエ面

に一次元の SLM（空間光変調器）を配置した

4-f パルス整形器を用いてスペクトル位相，あ

るいは振幅をそれぞれ試行錯誤的に変調して

褪色速度の制御を行ったところ，スペクトル振

幅の変調によって褪色速度の制御が可能であ

った 2)．しかしこの装置ではスペクトル位相，

振幅のどちらか片方の変調しかできないため，

蛍光強度と褪色抑制を同時に最適化すること

はできなかった．本研究では，二次元の反射型

SLM を用いてスペクトル位相と振幅を同時に

制御可能な 4-f光学系を製作し，蛍光タンパク

質の蛍光褪色を制御したので報告する． 

 

光源はスペクトル帯域 650~1200 nm，繰り返

し周波数 80 MHz，パルス幅 5 fsの Ti:Sモード

同期レーザーであり，その出力光を今回製作し

た 4-f光学系に入射させた．入射光はプリズム

によって水平方向に分散された後，焦点距離 

100 mmのシリンドリカルレンズによって平行

光にされ，ピクセル数 512×512 の反射型二次

元 SLMに入射した(Fig.1)．二次元 SLMの水平

方向に描いた位相マスクによりスペクトル位

相を変調し，鉛直方向に描いた回折格子でスペ

クトル振幅を変調する．光源の波長帯域が広い

ため，０次回折光を出力光とした．このためコ

ントラストは二桁未満となるが，褪色速度の制

御には十分である．講演では，スペクトル位相

と強度を同時に変調して蛍光タンパク質の蛍

光褪色を制御した結果を報告する予定である．

 

Fig.1 : Experimental setup 
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