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新しい超解像顕微イメージングの方法論に蛍光差分法（fluorescence emission difference (FED)法）

がある。これは、STED 法[1]と同じコンセプトによって超解像を達成する方法である。この方法

ではガウシアンスポット励起で得られた蛍光イメージから、ドーナツスポット励起で得られたイ

メージを計算機上で引く。FED 法では差分を数値計算して得るので、ガウス型スポットとドーナ

ツ型スポットの波長は同一で良く、STED光の波長の選択の際の制約と、STED法の多色化に対す

る制限が緩和される。さらに、ドーナツスポットも蛍光の励起に用いられるので、STED 法のよ

うに高出力である必要が無く、退色などの試料の破壊の可能性が抑えられる。従来の FED法では、

ガウシアンスポット励起のイメージを取得後にドーナツスポット励起のイメージを取得し、差を

観測するので、それぞれのイメージを取得する実験の時刻が異なる。従って試料のガウシアンス

ポット励起の場合とドーナツスポット励起の場合の測定点がずれるおそれがある。特に生きた生

体試料などのダイナミックな試料の観測に大きな障害となる。今回開発した方法は、ガウス型ビ

ームとドーナツ型ビーム由来のイメージを同時に得ることにより、それぞれのイメージの位置が

異なってしまう問題を解決したものである。その装置を図１に示す。光源をガウス型ビームとド

ーナツ型ビームを得るために 2 分割し、双方を異なる周波数で強度変調する。片方のビームを位

相板(VPP)に通し、ドーナツビームとする。双方のビーム同士が干渉しないよう、偏光ビームスプ

リッタ（PBS）上で偏光方向を直交させて重ねる。これらビームを顕微鏡に入射し、試料を励起

する。2 つのビームによって励起された蛍光（黄色線で示す）を同時に検出する。検出信号を 2

台のロックインアンプ（2LIA）を用い、それぞれの周波数によって検波する。これによってガウ

スビームとドーナツビーム由来の同時刻のイメージをクロストーク無しに得ることができる。	
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