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 蛍光分子が不可逆的に蛍光を発しなくなる光褪色は、２光子励起蛍光観察における観察障害の

一つである。一般に、１光子励起に比べて２光子励起の方が光褪色しやすく、励起状態吸収（Excited 

State Absorption: ESA）がその一因であると報告されている [1]。本研究では、２次元の反射型空

間光変調器を用いて励起光のスペクトル位相とスペクトル強度を変調することで、それぞれ２光

子励起による蛍光強度の向上と光褪色の抑制の両立を試みた。 

 励起光として Ti:Sモード同期レーザー（波長帯域 650-1200 nm、繰り返し周波数 120 MHz、パ

ルス幅 5 fs、平均パワー200 mW）を用いた。スペクトル変調を行う 4-f光学系は、プリズム、円

筒面鏡（f=254 mm）、LCOS-SLMによって構成した（Fig. 1）。LCOS-SLMのピクセル数は 512×512、

ピクセルサイズは 15 μmである。SLMの水平方向で励起光のスペクトル位相を変調し、垂直方向

に回折格子のパターンを描画することで励起光のスペクトル強度を変調した（Fig. 1）。スペクト

ルの制御は適応制御を用いており、フィードバック制御における探索アルゴリズムとして擬似焼

きなまし法を用いた。試料は精製された緑色蛍光タンパク質 eGFP の水溶液（60 mg/ml）とMowiol

を 1:7 で混合したものを用い、試料内における分子の拡散を抑制した。結果として、スペクトル

強度変調によって褪色を抑制することができ、適応制御の前後で励起光のスペクトルは Fig. 2 の

ように変化した。詳細は講演にて報告する予定である。 

 

Fig.1 Setup for phase and amplitude modulation with 

a LCOS-SLM 

Fig. 2. Excitation laser spectra before and after 

the spectral amplitude optimization for eGFP 
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