
端 学特論先端融合科学特論Ⅰ

１回 ２回

先端バイオ計測基礎

１回、２回

先端バイオ計測基礎

情報科学研究科 杉浦忠男

複数の異なる研究分野にまたがる学際的な研究領域について講義を行う。

先端融合科学特論Ｉ（10/7, 14, 21, 28）
「生命を測る技術」と題して、先端バイオ関連計測に焦点を当て、その基礎原理から
実現方法、適用分野までの講義を行う。
杉浦（情報）、駒井（バイオ）、徳田（物質）、佐甲靖志（理化学研究所）

先端融合科学特論ＩＩ（11/4, 11, 18, 25）
バイオインスパイアードサイエンス・シンセティックバイオロジー・システムバイオロジー

講義を う

2008/10/7

に関して講義を行う。
作村（情報）、別所（バイオ）、駒井（バイオ）、菊池（物質）、伊藤隆司(東京大学) 



先端融合科学特論Ⅰ

１回先端バイオ計測基礎（杉浦）
細胞レベルから生体組織にいたるバイオイメ ジング 分子計測

１０月７日(火)
細胞レベルから生体組織にいたるバイオイメージング、分子計測
技術についてその技術的基礎を解説する。

２回先端バイオ計測基礎（杉浦）２回先端バイオ計測基礎（杉浦）
一分子イメージング、一分子計測について技術的基礎から適用例
について解説する。

３回、４回脳神経科学計測（駒井）１０月１４日(火)

５回、６回バイオ計測デバイス基礎（徳田）

回 回先端バイオ計測（外部講師）

１０月２１日(火)

月 日(火) ７回、８回先端バイオ計測（外部講師）１０月２８日(火)
佐甲靖志（理化学研究所、 佐甲細胞情報研究室）

出席状況(30％)とレポート(70％)により評価



製薬医療

先端バイオ計測の関連分野

脳科学

医学発生生物学 薬学

波及分野
ターゲット

製薬医療

生物工学

生物物理学

発生生物学

バイオイメージング 一細胞計測

薬学タ ゲット
脳神経学応用生物

物理
環境植物学

微生物

３、４回脳神経科学計測（駒井）

先端バイオ計測

生物物理学

一分子計測
分子間相互
作用計測

微生物
７、８回先端バイオ計測（佐甲、理化学研究所）

先端バイオ計測
半導体デバイス

情報生命学

高速シーケンサーMEMS
５ ６回バイオ計測デバイス基礎（徳田）

半導体テクノロジー 光学顕微鏡

検出器

分子生物学

情報生命学

バイオチップ

先端バ オ計測基礎（杉浦）

５、６回バイオ計測デバイス基礎（徳田）

光技術

無機化学固体物理学
コロイド化学

分子生物学
基盤技術、
学問分野 有機合成、無機合成

光化学

１、２回先端バイオ計測基礎（杉浦）

有機化学

無機化学
合成化学

量子力学

固体物理学

光学 量子化学

物理化学



１０月７日(火)１０月７日(火)
１回先端バイオ計測基礎（杉浦、情報）

細胞レベルから生体組織にいたるバイオイメージング、分子計
測技術についてその技術的基礎を解説する。

２回先端バイオ計測基礎（杉浦 情報）２回先端バイオ計測基礎（杉浦、情報）

一分子イメージング、一分子計測について技術的基礎から適
用例について解説する。用例について解説する。



１０月１４日（火）
３回脳神経科学計測（駒井、バイオ）

脳や神経の解剖、生理学的特長を広い意味での「行動」と
の関連性を交えながら概説するの関連性を交えながら概説する。

４回脳神経科学計測（駒井 バイオ）４回脳神経科学計測（駒井、バイオ）

我々や動物の行動を支配している脳機能を計測する技術
の紹介と適用例について解説する。



細胞選択的個体脳記録

３、４回脳神経科学計測（駒井）

細胞選択的個体脳記録

Komai et al, Nature Neuroscience & Nature Protocols (2006) 
二光子レーザー走査顕微鏡でラットの脳内を観察している様子。緑色はウイルス感染によりGFPを発現してい
る大脳皮質の神経細胞。赤いものは電気生理記録に用いるガラス電極で、Alexa594が充填されている



１０月２１日(火)１０月２１日(火)
５回バイオ計測デバイス基礎（徳田、物質）

バイオ計測デバイス、特にバイオセンサについて技術的基礎
を解説する。

６回バイオ計測デバイス応用（徳田 物質）６回バイオ計測デバイス応用（徳田、物質）

バイオ計測デバイスの応用例について、実例を交えて解説す
る。る。



背景：世界のバイオメディカルデバイス研究

５、６回バイオ計測デバイス応用（徳田）

背景：世界のバイオメディカルデバイス研究

バイオメディカル分野への微細加工バイオメディカル分野への微細加工
技術の適用

DNAアレイチップ
μ-TAS，LOC (Lab on Chip)

現状：MEMS技術の寄与
ガラス 高分子基板上の微細加工ガラス，高分子基板上の微細加工

今後はSi-LSI技術適用が発展の鍵
分子イメージング分子イメ ジング
マウス脳深部へのLSIデバイス埋植によ
り細胞活動の空間分布をリアルタイム計
測可能に

医療分野
脳深部刺激，人工視覚



５、６回バイオ計測デバイス応用（徳田）

バイオメディカルフォトニックデバイスの技術体系(1)

生体機能分子
脳 神経

代謝物質等 ターゲット

バイオメディカルフォトニックデバイスの技術体系(1)

(DNA, タンパク)脳・神経 (血糖・尿酸・脂肪 etc.) ターゲット

光
電気 神経伝達物質：薬物

メディア光 (ドーパミン等) メディア

デバイスデバイス
・

システム



５、６回バイオ計測デバイス応用（徳田）

バイオメディカルフォトニックデバイスの技術体系(2)バイオメディカルフォトニックデバイスの技術体系(2)

電子回路

コントロールシステム
ソフトウェア

電子回路

無機・有機・ハイブリッド
パッケージング材料

無機電極材料
ナノ テリ

Siプロセス
有機材料プロセス

ナノマテリアル

フレキシブル実装
半導体物理



１０月２８日(火)
７回、８回先端バイオ計測（外部講師）

７回、８回先端バイオ計測（外部講師）

７回、８回先端 イオ計測（外部講師）

脳神経科学やナノバイオをキーワードに先端分野で活躍する
外部講師を招き講義する。

佐甲靖志先生
理化学研究所理化学研究所

佐甲細胞情報研究室

細胞内反応のゆらぎ
EGF受容体が細胞外で受け取った情報は、細胞質のアダプター蛋白質Grb2によって認受容体 細胞外 受け取 情報 、細胞質 アダ タ 蛋白質 よ 認
識されます。１個の細胞中の枠で囲った範囲で、蛍光標識したGrb2の膜結合量の時間変
化を１分子計測しました。情報伝達反応はつねにゆらいでいます。



先端バイオ計測基礎（杉浦忠男、情報）

１回先端バイオ計測基礎（杉浦）
細胞レベルから生体組織にいたるバイオイメージング、分子計測技術について
その技術的基礎を解説する。

・ バイオ計測とは
バ オ ジ グ・ バイオイメージング

光学顕微鏡、蛍光
共焦点顕微鏡、二光子顕微鏡

マイクロマ ピ レ シ ン（光ピンセ ト）・ マイクロマニピュレーション（光ピンセット）

２回 先端バイオ計測基礎（杉浦）
一分子イメージング、一分子計測について技術的基礎から適用例について
解説する。
・ 一分子計測

分子イメ ジ グ一分子イメージング
・ 蛍光イメージングを用いた計測

蛍光共鳴エネルギー移動
蛍光相関分光法蛍光相関分光法

・ 一分子マニピュレーション、力計測



先端バイオ計測基礎（杉浦忠男、情報）

１）先端バイオ計測 －基礎ー
・ バイオ計測とは
・ バイオイメージング
バイオイメージングの基礎
光学顕微鏡、蛍光光学顕微鏡、蛍光
共焦点顕微鏡、二光子顕微鏡

・ マイクロマニピュレーション（光ピンセット）
光ピンセットの基礎光ピンセットの基礎

２）先端バイオ計測 ー応用ー
分 計測

ｒ
ｒ2

・ 一分子計測
一分子計測の基礎
一分子イメージング

・ 蛍光イメージングを用いた計測
蛍光共鳴エネルギー移動
蛍光相関分光法蛍光相関分光法

・ 一分子マニピュレーション、力計測



計測は境界（バイオインフォマティクスの場合）場

生命科学の探求、バイオテクノロジーへの応用、
医学・医療・製薬、環境問題への適用

バイオインフォマティクス ・ゲノム解析
・相同性解析D 相同性解析
・クラスター解析
・‥データベース

Dry

計測計測

Wet
生体、細胞、生体分子

Wet



計測は境界 ーバイオイメージングではー

生命科学の探求、バイオテクノロジーへの応用、
医学・医療・製薬 環境問題への適用医学・医療・製薬、環境問題への適用

ズ生物学的知見 分子メカニズム、分子間相互作用、
細胞内構造‥

画像処理、信号処理
信号強度解析、画像計測（粒子解析、
測長、重心解析‥）、タイムラプス‥

イメージング、計測
位相差顕微鏡法、蛍光イメージング、
蛍光共鳴エネルギー移動、蛍光相関分光、
蛍光寿命イメージング‥

ターゲッティング
実験設計：
遺伝子ノックアウト、RNAi‥

蛍光寿命イ ジング

生体、細胞、生体分子

蛍光プローブ、レポーター分子‥



バイオ計測の特徴

• 生物、組織、細胞 の中には分子がいっぱい生物、組織、細胞 の中には分子がいっぱい

– DNA、RNA、蛋白質、糖質、脂質、小分子、‥
– 種類が多い －＞ 網羅的種類が多い ＞ 網羅的

– 複雑な相互作用 －＞ 相互作用計測

• 分子によっては少ないけれど 重要な働きをするものがある• 分子によっては少ないけれど、重要な働きをするものがある
– 高感度検出、一分子計測

• 条件が変わると働きが変化するものが多い
水 i i– 水

– pH、イオン強度
in vitro in vivo

in situ



生体計測の特徴 ー生体の階層構造ー

生体はいくつもの階層から成り立つ

生体（個体） （ヒト、マウス、ショウジョウバエ...）

器官

組織

（心臓、肝臓、脳...）

（上皮組織 神経組織 ）組織

細胞

（上皮組織、神経組織...）

（白血球、プルキンエ細胞...）

細胞内小器官 （核、ミトコンドリア、小胞体...）

生体分子 （DNA、RNA、タンパク質...）

どの階層の構造を計測するかで計測方法が異なる！



細胞の構造

細胞の中だけを見てもさまざまな構造がある

核 DNAがある
リボソーム タンパク質を合成質
する

粗面小胞体 細胞膜やタンパ
ク質を合成する。
ゴルジ体 合成されたタンパク
質はここを通って細胞内の
各所へ運ばれる

（細胞骨格）サイトスケルトン（細胞骨格）
細胞の形を保持する
ミトコンドリア ATPを産生する
細胞膜 細胞を包む膜 様々細胞膜 細胞を包む膜。様々
な受容体やチャネルがある



対象物の大きさと計測方法

750nm380nm
可視光

0.1 1 10 100 1 10 100 12nm
nm nm nm nm μm μm μm mm

ウィルス

タンパク質

DNA直径 組織細菌類
細胞
φ7μm2 3μm

対象物

光学顕微鏡

タンパク質
大腸菌 赤血球

φ7μm2~3μm

走査型電子顕微鏡（SEM)

原子間力顕微鏡（AFM）

NMR分光法

X線結晶解析

走査型トンネル電子顕微鏡（STM）

代表的観察法、計測法
NMR分光法

計測対象によって計測方法（計測装置）が異なる



先端バイオ計測基礎（杉浦忠男、情報）

１）先端バイオ計測 －基礎ー
・ バイオ計測とは
・ バイオイメージング
バイオイメージングの基礎
光学顕微鏡、蛍光光学顕微鏡、蛍光
共焦点顕微鏡、二光子顕微鏡

・ マイクロマニピュレーション（光ピンセット）
光ピンセットの基礎光ピンセットの基礎

２）先端バイオ計測 ー応用ー
分 計測

ｒ
ｒ2

・ 一分子計測
一分子計測の基礎
一分子イメージング

・ 蛍光イメージングを用いた計測
蛍光共鳴エネルギー移動
蛍光相関分光法蛍光相関分光法

・ 一分子マニピュレーション、力計測



バイオイメージングの流れ

実験計画、前準備

蛍光染色
・ 蛍光分子
蛍光性タンパク質（GFP等）

蛍光イメージング 観察

・ 蛍光性タンパク質（GFP等）
・ 多色染色、蛍光共鳴エネルギー移動

蛍光イメ ジング、観察

・ 顕微鏡技術
・ 微弱光検出技術

撮影、画像処理

・ 後処理

・ 画像取り込み
・ タイムラプス計測
・ ビデオ顕微鏡法

後処理、実験報告

ビデオ顕微鏡法



光学顕微鏡

CCD
・明視野、暗視野顕微鏡法
・位相差顕微鏡法
・微分干渉顕微鏡法
・蛍光顕微鏡法

水銀ランプ
フィルター

接眼レンズ

水銀ランプ

対物レンズ

ダイクロイックミラー

対物レンズ

試料台
コンデンサ レンズ

ハロゲンランプ

コンデンサーレンズ

ハロゲンランプ



光学顕微鏡

・拡大して観察
・形形
・色



光学顕微鏡の特徴

拡大して観察 ＞ 形 分布 （形態情報）• 拡大して観察 －＞ 形、分布 （形態情報）

• 色の情報、分光情報 (物質情報)
蛍光なら 蛍光プロ ブを識別できる– 蛍光なら ‥‥蛍光プローブを識別できる

– スペクトル‥‥原子、分子の電子準位の情報
非接触• 非接触
– 光を当てるだけで測定できる
非破壊• 非破壊
– 光が透過すれば対象物を壊さなくても観察できる



抗原-抗体反応による蛍光染色

H l C llHela Cell
ゴルジ体をIgGにて染色、
核はDAPIで染色している核はDAPIで染色している。

Alexa Fluor 488 緑
DAPI 青紫

HeLa cells were labeled with anti–golgin-97 and detected using Alexa Fluor 
488 goat anti–mouse IgG. The cells were counterstained with DAPI

DAPI 青紫

488 goat anti mouse IgG. The cells were counterstained with DAPI 



波長と色との関係（可視域）長

350 400 450 500 550 600 650 700 750

ROYGBV

800[nm]波長

ROYGBV

380 430 490 550 590 640 750

フォトン
エネルギー
大

フォトン
エネルギー
小380 430 490 550 590 640 750

780nm
LD

632.8nm
He-Ne Laser

488, 514.5nm
Ar+ Laser

532nm
Nd:YAG Laserd G ase

（2ω）



何が見えるのか？

・ 形、形状
- 二次元分布、三次元形状

・ 蛍光分子の分布
- Cy3 Cy5 FITCなどCy3, Cy5, FITCなど

・ 特定のタンパク質やDNAなどの分布
- 蛍光抗体法、YOYO1

遺伝子発現の様子 分布・ 遺伝子発現の様子、分布
- 蛍光性タンパク質、 など

・ カルシウム濃度、ｐＨなどの分布カルシウム濃度、ｐＨなどの分布
- カルシウムインジケーター、Camereon

・ 一分子の挙動
分子イメ ジング- 一分子イメージング

・ 分子間相互作用
- FRET, FCSなど,



何が見えるのか？

遺伝子発現の様子

FCS:  Fluorescence Correlation Spectroscopy
FLIM: Fluorescence Life-time Imaging Microscopy
FRAP: Fluorescence Recovery After Photobleaching 
FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer

特定の分子間相互作用

遺伝子発現の様子

カルシウム波生体分子分布

FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer

FRAP一分子の挙動

活動電位FRET
蛍光寿命

ＦＬＩＭ
FRAP

Ca2+濃度、pH

蛍光寿命
FCS

形 形状 分布

蛍光性タンパク質
蛍光プローブ
インジケーター

蛍光抗体プローブ 膜電位蛍光プローブ

形、形状、分布
蛍光顕微鏡 ラマン散乱

第 高 波 生

二光子顕微鏡
共焦点顕微鏡

第二高調波発生位相差顕微鏡法

微分干渉顕微鏡法



先端バイオ計測基礎（杉浦忠男、情報）

１）先端バイオ計測 －基礎ー
・ バイオ計測とは
・ バイオイメージング
バイオイメージングの基礎
光学顕微鏡、蛍光光学顕微鏡、蛍光
共焦点顕微鏡、二光子顕微鏡

・ マイクロマニピュレーション（光ピンセット）
光ピンセットの基礎光ピンセットの基礎

２）先端バイオ計測 ー応用ー
分 計測

ｒ
ｒ2

・ 一分子計測
一分子計測の基礎
一分子イメージング

・ 蛍光イメージングを用いた計測
蛍光共鳴エネルギー移動
蛍光相関分光法蛍光相関分光法

・ 一分子マニピュレーション、力計測



レンズによる結像

CCDレンズ CCDレンズ
(焦点距離 f )

カメラの場合

レンズで結像すると、

場

CCD
a b

が成り立つ

1
a

1
b

1
f+      =

レンズ が成り立つ。

倍率：
b
a

レンズ

顕微鏡の場合

ba b



光学顕微鏡

像面
像面

反射型顕微鏡
透過型顕微鏡

反射型顕微鏡
落射型顕微鏡

・生物などの観察に適している

光源

対物レンズ

試料

光源

対物レンズ

試料試料

コンデンサーレンズ

光源

試料

・金属面など不透明試料や
蛍光顕微鏡に使われる光源 ・蛍光顕微鏡に使われる



回折限界 －光学顕微鏡の分解能ー

光は波の性質があるので レンズを通して光は波の性質があるので、レンズを通して
観察すると一点として見えない。
＝＞回折限界（Rayleighの分解能限界）

Airy Disk

rm = 0.61
λ

NA

y

NA: 開口数（Numerical Aperture）

NA = n sinθNA = n sinθ

x100,  0.95
x60 1 30

倍率 開口数

θ n
顕微鏡の分解能は、レンズの開口数で決まる。
対物レンズの倍率ではない！！

x60,    1.30

2 rm
対物レンズの倍率ではない！！



回折限界近傍でのイメージング

(a)

(b)
rm Airy Disk

(c)

(a)
(b)

Airy Disk
( )

(c)

・点を観察したとき
・レーザー光を集光したとき
これらはどちらもAiry DiskになるこれらはどちらもAiry Diskになる。

rは波長500nm、NA=1.2で 250nm になる



先端バイオ計測基礎（杉浦忠男、情報）

１）先端バイオ計測 －基礎ー
・ バイオ計測とは
・ バイオイメージング
バイオイメージングの基礎
光学顕微鏡、蛍光光学顕微鏡、蛍光
共焦点顕微鏡、二光子顕微鏡

・ マイクロマニピュレーション（光ピンセット）
光ピンセットの基礎光ピンセットの基礎

２）先端バイオ計測 ー応用ー
分 計測

ｒ
ｒ2

・ 一分子計測
一分子計測の基礎
一分子イメージング

・ 蛍光イメージングを用いた計測
蛍光共鳴エネルギー移動
蛍光相関分光法蛍光相関分光法

・ 一分子マニピュレーション、力計測



蛍光発光の原理

蛍光発光では、
１）蛍光分子が励起光のエネルギーを吸収して、
２）無放射遷移によってエネルギーを失った後、）無放射遷移によって ネルギ を失った後、
３）蛍光発光
が起こる。

蛍光分子の例

② 無放射遷移

励起波長λem＜ 蛍光波長λex

励起フォトンE ＞ 蛍光フォトンEfl

①

②

③

無放射遷移

蛍光発光

励起フォトンEex＞ 蛍光フォトンEfl

hνex＞ hνfl  

③
励起
hνex

蛍光発光
hνfl

Excitation ‥励起
Emission ‥発光
Fluorescence ‥蛍光



蛍光励起と蛍光発光

励起
（Excitation）

蛍光
（Fluorescence）

493 513[nm] 500 526[nm] 588 601[nm]

Wavelength [nm] Wavelength [nm] Wavelength [nm]

Fluorescein Acridine Orange Texas Red

蛍光励起スペクトル、蛍光発光スペクトルは分子ごとに異なる。
→ 励起スペクトル 蛍光スペクトルから蛍光分子の種類がわかる→ 励起スペクトル、蛍光スペクトルから蛍光分子の種類がわかる。



蛍光分子の構造

Fluorescein Acridine Orange Texas Reduo esce g



シアニン系蛍光色素 －Cy3、Cy5ー

Cy3Cy3
緑

Cy5
赤 λex =552緑 赤

λem =568

Cy５
λex =650
λ =667λem =667



半導体ナノクリスタル、ナノパーティクル、Qdot‥

コア（CdSe）コア（CdSe）

シェル（ZnS）シェル（ZnS）

ポリマーコーティングポリ ティング

• 直径数nmの半導体素材のコア（CdSe）からなる蛍光プローブ
• 外殻は半導体ZnSがコーティングされている
量子サイズ効果を利用した光学特性• 量子サイズ効果を利用した光学特性

• 表面にアミン基が存在しており、DNAとそこで結合する

Chem. Mater. Vol, 14, 2113-2119 (2002).



ナノクリスタルの長所と短所長

長所 短所長所

・ 従来の蛍光物質と異なり
退色が無い

短所

・ 重金属が含まれている

実験機器が有機蛍光分子退色が無い

・ 粒子の大きさにより発光蛍
光スペクトルが異なる

・ 実験機器が有機蛍光分子
に対して最適化されている

光スペクトルが異なる

・ 生細胞にも用いることがで
きるきる

・ 検出波長がシャープであり、
量子効率が高い量子効率が高い



ナノ粒子（金属粒子）

ナノメートルサイズの金属粒子では吸収波長の違いによって色が付く

・ミー散乱
・レーリー散乱レ リ 散乱

これらをプロ ブに用いると色の違いからそれぞれを識別できるこれらをプローブに用いると色の違いからそれぞれを識別できる

蛍光プローブの代用蛍光プロ ブの代用

特徴：蛍光退色が起こらないので、光を照射し続けても大丈夫



ランタノイド錯体 蛍光分子

タ ド族 蛍光を す が多種存在タ ド族 ランタノイド族は蛍光を発する原子が多種存在
・テレビのブラウン管の蛍光体
・Nd (ネオジウム)はNd:YAGレーザーの媒質

ランタノイド族

ユーロピウム

Eu3+



ランタノイド錯体

キレ ト化合物 金属イオンと配位結合する物質キレート化合物： 金属イオンと配位結合する物質
配位結合で形成された分子 －＞ 錯体

蛍光寿命がミリ秒オ ダ と非常に長い・ 蛍光寿命がミリ秒オーダーと非常に長い
－＞ 励起とタイミングをずらせて検出可能

・ 半値幅10nm以下のスパイク状発光スペクトル
＞ 分子識別能を持たせられる－＞ 分子識別能を持たせられる

・ 150nm以上のストークスシフト
－＞ 励起光との分離が容易

・ 量子収率～１ －＞高い発光効率・ 量子収率～１ ＞高い発光効率
・ 優れた溶解性

この部分で光を受ける（感光部位）この部分で光を受ける（感光部位）

吸収された光エネルギーはEu3+に速やかに渡される

蛍光発光が起こる



GFP（Green Fluorescent Protein）
蛍光性タンパク質

GFP（Green Fluorescent Protein）
GFPは238個のアミノ酸から構成されるタンパク質

1   MSKGEELFTG VVPILVELDG DVNGHKFSVS GEGEGDATYG KLTLKFICTT 
51  GKLPVPWPTL VTTFSYGVQC FSRYPDHMKQ HDFFKSAMPE GYVQERTIFY 
101 KDDGNYKSRA EVKFEGDTLV NRIELKGIDF KEDGNILGHK MEYNYNSHNV 
151 YIMADKQKNG IKVNFKIRHN IEDGSVQLAD HYQQNTPIGD GPVLLPDNHY 
201 LSTQSALSKD PNEKRDHMIL LEFVTAAGIT HGMDELYK* 

Clontech IncClontech, Inc.



Optical Sectioning の例
PartII-(5)

Apoptotic nucleus from an HT1080 
cell expressing H2B Histone-GFP 
fusion protein 

← 0.25μm間隔のスライス0 5μ 間隔のスライス



先端バイオ計測基礎（杉浦忠男、情報）

１）先端バイオ計測 －基礎ー
・ バイオ計測とは
・ バイオイメージング
バイオイメージングの基礎
光学顕微鏡、蛍光光学顕微鏡、蛍光
共焦点顕微鏡、二光子顕微鏡

・ マイクロマニピュレーション（光ピンセット）
光ピンセットの基礎光ピンセットの基礎

２）先端バイオ計測 ー応用ー
分 計測

ｒ
ｒ2

・ 一分子計測
一分子計測の基礎
一分子イメージング

・ 蛍光イメージングを用いた計測
蛍光共鳴エネルギー移動
蛍光相関分光法蛍光相関分光法

・ 一分子マニピュレーション、力計測



レンズによる結像 ボケ画像の重なり

CCDレンズ CCDレンズ
(焦点距離 f )

カメラの場合

レンズで結像すると、

場

CCD
a b

が成り立つ

1
a

1
b

1
f+      =

レンズ が成り立つ。

倍率：
b
a

レンズ

顕微鏡の場合

ba b



共焦点レーザー走査顕微鏡

Confocal Laser Scanning Microscope

ザ 光を 点 集光 試料を

点検出器
・PMT

共焦点光学系（Confocal Optics）

ピンホール レーザー光を一点に集光して試料を照明し、
戻ってきた光をピンホールを通して検出する。
→ 画像を得るには測定場所を移動させる
（走査型）

・APD

少しピントが外れたところから戻ってきた光はレーザー光

（走査型）

少 外れ 戻 き 光
検出器に入らない
→ スライス像を取得可能
→ ピンぼけしない、奥行き分解能

Scanning Unit

試料走査

XY

Z 微弱光検出器走査 Z 微弱光検出器
PMT: 光電子増倍管（Photo Multiplier Tube）
APD: Avalanche Photo Diode



スポット付近の光強度分布

Airy Disk



３次元画像

共焦点顕微鏡ではスライス像が取得で共焦点顕微鏡ではスライス像が取得で
きるので、それをスタック（積み重ね）す
れば物体の３次元形状が分かる。

１枚のスライス像

画像のスタックで３次元形状が分かる



Optical Sectioning の例

Apoptotic nucleus from an HT1080 
cell expressing H2B Histone-GFP 
fusion protein us o p o e

← 0 25μm間隔のスライス← 0.25μm間隔のスライス



共焦点顕微鏡と通常の顕微鏡の比較

・共焦点顕微鏡共焦点顕微鏡
○ある面のみをスライスして観察できる。

→ 他の面の情報が像に重なってこない
○断層像や三次元形状を再構築できる。
×走査するのに時間が掛かる

・通常の顕微鏡
○一度に画像が取れる → 高速での観察が可能○ 度に画像が取れる → 高速での観察が可能
×見ている面と違う面にある構造がボケとなって像にのる

※面内の分解能は基本的に変わらない
（観測波長と対物レンズの開口数で決まる）（観測波長と対物レンズの開口数で決まる）



高速走査可能な共焦点レーザー走査顕微鏡

光源からの光をピンホールアレイ（ニポウ
ディスク）に通してサンプルを照明し、戻りディスク）に通してサンプルを照明し、戻り
光をピンホールを通して検出する。

・走査速度 大走査速度 大
・同時に複数の点を観察できる
・肉眼でも共焦点像が観察可能

実時間観察（フレームレート30分の1秒）
で観察可能で観察可能



共焦点顕微鏡によるマルチスライス像

サンプル：マウス小腸スライス

スライス間隔0.5μmで撮影ライ 間隔 μ で撮影

細胞中のDNAが蛍光発光

75x75μm



DeltaViewerによるレンダリング



三次元再構成結果の一例

サンプル：マウス小腸スライス

75x75μm



三次元再構成結果（マウス小腸）

75x75μm



２光子励起共焦点蛍光顕微鏡

• エネルギーの高いレーザー光を用いると蛍光分子が同時に２個のフォトンを
吸収する現象が起きる

－＞ ２光子吸収、２光子励起

ν：振動数 c

吸収

緩和

蛍光

ν：振動数
λ：波長

λ=
c
ν

緩和

蛍光
ν1

2
λ2 = 2λ

2λ吸収
蛍光
発光

ν
非線形光学効果

蛍光
発光ν

2
1
2

励起できない

ν1
2

2λ

2λλ

１光子励起

２光子励起では、
励起波長は吸収波長 倍（振動数 /2）

１光子励起では、
励起波長は吸収波長

２光子励起

・励起波長は吸収波長の２倍（振動数1/2）
・瞬間的エネルギー密度 大 でのみ起こる
・蛍光励起確率がエネルギー密度の２乗に比例

・励起波長は吸収波長
・弱くても蛍光励起可能
・発光強度は強度に比例

P ∝ I2P ∝ I



レーザーの特徴 －エネルギー密度が高いー

• 小さいスポットにまで集光できる（指向性が高いことに対応）

– 回折限界まで集光できる
• 短いパルスの光を作ることができる

最短は 4 fs 1 fs = 10-15s– 最短は 4 fs 。 1 fs = 10 15s
– ns, ps オーダーのレーザなら容易に入手可能。10 fsも市販。

• 短いパルスの瞬間的なエネルギー密度は大きい

連続発振レーザー
t

I
光エネルギーが時間的に分散

パルス発振レーザー

t

I

時間的に集中している

• 高いエネルギー密度を使った応用もある

レーザー誘起ブレイクダウン、レーザーアブレーション

t



Ti: Sapphire レーザー

• fs オーダーのパルス光を発生するレーザー
T i l パルス幅 80f 繰り返し周波数 80MH

pp

– Typical: パルス幅 80fs、繰り返し周波数：80MHz
平均出力 ~1W

• レーザーでレーザーを励起して発振させるレ ザ でレ ザ を励起して発振させる

• 波長可変 可変域680nm～950nm(参考値）



２光子励起共焦点蛍光顕微鏡の構成

レ ザ 光を 点に集光して試料を照明し検出器前のピンホール

ピンホール

レーザー光を一点に集光して試料を照明し、
２光子励起で蛍光を発光させ、検出器で受光

ー＞レーザー光が照射されたところのみ蛍光

点検出器
・PMT
・APD

検出器前のピンホ ル
－＞ 不要

ー＞レーザー光が照射されたところのみ蛍光
励起されて発光が起こる（∵P ∝ I2）

少しピントが外れたところでは蛍光励起されな
い
→ スライス像を取得可能
ピ ぼけしな 奥行き分解能

レーザー光

Scanning Unit → ピンぼけしない、奥行き分解能

長い波長の光を使うので 組織など

Scanning Unit

試料走査

XY

Z

長い波長の光を使うので、組織など
強散乱性試料中も観察可能になる
ー＞脳神経回路網の観察に使用

ピンホールが不要なので検出面積を大きくできる －＞ SN比大幅改善



二光子顕微鏡による観察結果表面からの深さ
[μm]

0

Denk, Opt. Lett. (2003). 
マウスの脳組織中の血管を
イメージングした結果

200

p ( )

400

600

800

1000



先端バイオ計測基礎（杉浦忠男、情報）

１）先端バイオ計測 －基礎ー
・ バイオ計測とは
・ バイオイメージング
バイオイメージングの基礎

・ マイクロマニピュレーション（光ピンセット）マイクロマ ピュレ ション（光ピンセット）
光ピンセットの基礎
●放射圧の発生
●Optical Levitation●Optical Levitation
●Laser Trapping

２）先端バイオ計測 応用

ｒ
ｒ2

２）先端バイオ計測 ー応用ー
・ 一分子計測

一分子計測の基礎
一分子イメージング

・ 蛍光イメージングを用いた計測
蛍光共鳴エネルギー移動蛍光共鳴 ネルギ 移動
蛍光相関分光法

・ 一分子マニピュレーション、力計測



レーザートラッピング、光ピンセット
(Optical Tweezers)(Optical Tweezers)

光の放射圧で微粒子を捕捉して操作する技術

Particle: 40nm to 10μm⎞

Radiation Pressure by Laser

Trapped at Beam Spotpp p
(Optical Tweezers)

Manipulation of a Cell etc. 
under Microscope



光ピンセットによる操作光 操

粒子操作のビデオ粒子操作のビデオ

粒子：ポリスチレンラテックス
水中に分散

粒径：１μｍ



放射圧の発生

p h k p: フォトンの運動量

a b

収束したレーザービーム

p

p = h k p: フォトンの運動量

運動量保存則

F
F

θ

p

Δp = p’ - p = - F

Fb
Fa

n1 n0n1

φ F F

p
p’

Δp 0n0

θ

φ

b’ a’

図１ 光トラップの原理図

Snell’s Law
n0 sinθ=n1 sinφ

θ

p’



光ピンセットによる操作

粒子：ポリスチレン
水中に分散

粒径：１μｍ粒径：１μｍ

ビームをすばやく動かしてビ ムをすばやく動かして
粒子を配列させている



光ピンセットによる操作

粒子：ポリスチレン
水中に分散

粒径：１μｍ粒径：１μｍ

ビームをＸ方向にすばや
く動かして粒子を１次元
に配列させている



光ピンセットによる操作

粒子：ポリスチレン
水中に分散

粒径：１μｍ粒径：１μｍ

ビームをＸ方向にすばや
く動かして粒子を振動
させている



Manipulation by Optical Tweezers

10μm10μm

(a) (b)

Manipulation of Red Blood CellManipulation of Red Blood Cell



光による粒子操作

Atom Dielectric40nm
Manipulation

by
Metal

40nm by
Photon

0.1
nm

1.0
nm

10
nm

100
nm

1
μm

10
μm

100
μmμ μ μ

Optical MicroscopeDNA
Membrane

Virus Observation Membrane

Protein Cell

Organella

T tCell Target 



対象物の大きさと計測方法

750nm380nm
可視光

0.1 1 10 100 1 10 100 12nm
nm nm nm nm μm μm μm mm
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タンパク質

DNA直径 組織細菌類
細胞
φ7μm2 3μm

対象物

光学顕微鏡

タンパク質
大腸菌 赤血球

φ7μm2~3μm

走査型電子顕微鏡（SEM)

原子間力顕微鏡（AFM）

NMR分光法

X線結晶解析

走査型トンネル電子顕微鏡（STM）

代表的観察法、計測法
NMR分光法

計測対象によって計測方法（計測装置）が異なる



先端バイオ計測基礎（杉浦忠男、情報）

１）先端バイオ計測 －基礎ー
・ バイオ計測とは
・ バイオイメージング
バイオイメージングの基礎

・ マイクロマニピュレーション（光ピンセット）マイクロマ ピュレ ション（光ピンセット）
光ピンセットの基礎
●放射圧の発生
●Optical Levitation●Optical Levitation
●Laser Trapping

２）先端バイオ計測 応用

ｒ
ｒ2

２）先端バイオ計測 ー応用ー
・ 一分子計測

一分子計測の基礎
一分子イメージング

・ 蛍光イメージングを用いた計測
蛍光共鳴エネルギー移動蛍光共鳴 ネルギ 移動
蛍光相関分光法

・ 一分子マニピュレーション、力計測



光の運動量
θ

p

• フォトンの運動量

θ

φ Fフォトンの運動量

p = h k
2π フォトン１個 h: プランク定数

k: 波数（ベクトル）
n1 n0

φ

φ

F

• 光束の運動量（単位時間当り）

I

k: 波数（ベクトル）
n: 媒質の屈折率
c: 光速 θ

P = n
I
c 強度 Ｉ [W = J/s]の光束 p’

屈折率n1の媒質からn2の媒質に光が入射すると運動量は n2 / n1 倍になる。



境界面での放射圧の発生（反射物体表面）

• 境界面に光が入射すると放射圧が発生する

垂直入射では、

n1

θ

x
P = n1

I
c

入射光の運動量 P

x

FF

反射物体
（金属など）

反射光の運動量 P' = -P

よって発生する力Fは
FF = 2 PP

z

FF FF = 2 P P 

空気中で 1W の光が反射物体で反射した
とすると そのときの力の大きさはとすると、そのときの力の大きさは

|FF| = 2 |PP| = 2 x 1 / 3.0x108 = 6.6nN



境界面での放射圧の発生（誘電体表面）

• 境界面に光が入射すると放射圧が発生する

kx = kx'     (n1sinθ1 = n2 sinθ2)

スネルの法則FF スネルの法則

n1

θ

x

FF

p

n2

x
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z
n1 n0
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φ

F

z n0

θ

φ

θ

p’



放射圧の発生

p h k p: フォトンの運動量

a b

収束したレーザービーム

p

p = h k p: フォトンの運動量

運動量保存則

F
F

θ

p

Δp = p’ - p = - F

Fb
Fa

n1 n0n1

φ F F

p
p’

Δp 0n0

θ

φ

b’ a’

図１ 光トラップの原理図

Snell’s Law
n0 sinθ=n1 sinφ

θ

p’
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Optical Levitation

すべてはこの論文から始まっている

フォトン

さて、どちらに回るでしょう？
１）左回り ２）右回り

フォトン
反射面 吸収面

１）左回り、２）右回り

フォトン



Optical Levitation
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光束中の粒子に働く力

n0Fa

I

z

n1

n1 > n0

a

b
F

FFscat

FFFFgrad

粒子は光の強い
光軸付近にzFbFFgradgrad

FFscat
引き込まれる

nF

散乱力：散乱によって発生、後ろから押す
勾配力：電場の分布で発生、勾配に依存

I
<

n1

n0

FFscat

FFgrada

b Fa

Fb

粒子は光ビーム

zn1 < n0

FFgrad FFscat

b Fa
の中から押し出
される



先端バイオ計測基礎（杉浦忠男、情報）

１）先端バイオ計測 －基礎ー
・ バイオ計測とは
・ バイオイメージング
バイオイメージングの基礎

・ マイクロマニピュレーション（光ピンセット）マイクロマ ピュレ ション（光ピンセット）
光ピンセットの基礎
●放射圧の発生
●Optical Levitation●Optical Levitation
●Laser Trapping

２）先端バイオ計測 応用

ｒ
ｒ2

２）先端バイオ計測 ー応用ー
・ 一分子計測

一分子計測の基礎
一分子イメージング

・ 蛍光イメージングを用いた計測
蛍光共鳴エネルギー移動蛍光共鳴 ネルギ 移動
蛍光相関分光法

・ 一分子マニピュレーション、力計測



Laser Trapping



A. Ashkin, et.al. Opt. Lett. Vol. 11, 288 (1986).

Laser TrappingLaser Trapping





近接場光学顕微鏡のプローブ
として使用可能として使用可能



光ピンセットの歴史

• 1970 A.Ashkin Optical Levitation
1986 A A hki L T i ( T )• 1986 A.Ashkin Laser Trapping (=Tweezers)

• 1986 S.Chu Laser Cooling
1992 T S i E t D i• 1992 T.Sugiura Evanescent Drive

• 1994 T.Sugiura LT-NSOM
• 1995 S.Block Force Measurement
• 1996 S.Chu Nobel Prize (Laser Cooling)
• 1997 T.Sugiura LT-NSOM with Gold 
• 2000 T.Sugiura Surface Force Measurement
• 2001 E.Cornell Nobel Prize (B-E Condensation)



歴史の１ページ

S ChuS. Chu
A. Ashkin

at Bell Lab. 1986

Steven Chu and Art Ashkin in front of the first optical trapping apparatus in 1986
Rev. Mod. Phys., Vol. 70, No. 3, July, 1998
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