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1章 序論 

1.1 蛍光寿命測定の意義 

物質情報の取得という観点で，蛍光分光法はあまたの分光分析手法の中で，一般的かつ有力な

手法の一つである．蛍光分光法は，より一般的で簡便な吸収分光法と比較して，蛍光を発する試

料でありさえすれすれば，原理的により高感度な測定が可能である[1]．そのような蛍光を特徴づ

ける代表的な事項として，1) 蛍光励起スペクトル，2) 蛍光発光スペクトル，3) 分極，4) 蛍光寿

命の４つが挙げられる[2-4]． 

1) の「蛍光励起スペクトル」は，試料が希薄であれば，通常の吸収スペクトルと同等な情報を

与える．2) の「蛍光スペクトル」は，試料の種類と量によって，それぞれ異なったスペクトルと

強度を与えるが，これが蛍光分光法で物質の定性定量分析が可能となる理由である [2-5]．3) の

「分極」は，試料分子の分極に起因する励起遷移モーメントと発光遷移モーメントに応じて，蛍

光の偏光状態が励起光のそれに対して変化する現象である．したがって，その波長依存性を調べ

れば，試料の異方性スペクトルが得られる．4) の「蛍光寿命」は，励起された分子が励起一重項

状態の最低電子レベルから基底状態の各振動レベルへ緩和する際の平均時間のことを指し，これ

も分子の種類によって変化する．この現象には蛍光を伴わない無輻射遷移や分子の周囲環境が関

係する．量子収率とも密接な関係があり，物理化学的に重要な情報を与える[2-4]．分析の観点か

らは，スペクトルが類似している場合でも蛍光寿命値は異なる場合が多く，分析の識別能力を向

上させるという意味で実用的な使い道もある[6]．このような蛍光寿命値の測定もしくは蛍光減衰

の時間的な挙動の測定を，その他のスペクトルや偏光測定と同時に行えば，時間分解スペクトル

や時間分解異方性スペクトルが得られる[2-4, 7, 8]．このような動的な測定手法は古くから提案さ

れ，現在でもますます多用され，今後も装置やデバイスの進歩と相まって進展すると考えられる． 

蛍光寿命値は対象とする分子の周囲環境に依存して変化すると述べたが，このことはすなわち

蛍光寿命値の変化を通してその周囲環境がモニタできるということである．すなわち，溶媒緩和 

[9-11]や，消光[11-12]，分子の回転ブラウン運動の可視化[13, 14]，分子のコンフォーメーションの

変化の推定[2-4, 15]，最近では蛍光共鳴エネルギー移動(FRET; Förster resonance energy transfer) [3, 

16, 17]などが，適切な蛍光プローブの開発と歩調を合わせて盛んに調べられている．このような

状況では，一成分とは限らず多成分の蛍光寿命値の正確な把握が必要である．また蛍光そのもの

は一般に微弱であり，通常のアナログ測光では測定しにくい場合もある．蛍光寿命値は，短いも

のはピコ秒以下から長いものでは遅延蛍光の数百マイクロ秒以上の範囲に亘る． 

一方，上で述べた試料の識別という観点では，特に生体関連試料の分析の現場において，測定

を必要とする蛍光寿命値の範囲はサブマイクロ秒からナノ秒領域に集中している．そこでは，ス

クリーニング目的という意味で蛍光寿命の概略値が分かればよいという場合も少なくない．しか

し，蛍光寿命計は励起光として定常光を用いる蛍光分光光度計に比べて高価であり，またその取

扱いにもある程度の熟練を要する．最近は，比較的多くのメーカーが専用の装置を市販するよう

になってきたが(例えば，EasyLife™series, Photon Technology International, Inc.や，Quantaurus- Tau
TM

 

series, 浜松ホトニクス)，それでもより目的に合った装置の開発が期待されている． 
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1.2 蛍光寿命測定手法 [18] 

蛍光寿命の測定手法は，蛍光寿命値の大小，蛍光強度の強弱，励起波長，繰り返し励起可能か

否かなどによっていかようにも分類できる．しかし，慣習的に励起手法に応じて，パルス励起法

と位相変調法に大きく分類する場合が多い．これは，蛍光の系を線形な系と見做して，インパル

ス応答を測定するか定常応答を測定するかに対応している．パルス応答法は自明であるが，定常

応答法では適当な周波数で変調した励起光を試料に照射し，生じた蛍光信号の励起波形に対する

変調度比，あるいは位相差を求める．その変調周波数を変化させながら測定を繰り返し行うこと

によって，初めてパルス励起法と同等の情報が得られる．したがって，測定時間を一定として蛍

光寿命値を求めるといった場合には，位相変調法はパルス励起法と比較して情報論的に精度の高

い情報を与える．これが，パルス励起法で時間的な蛍光減衰波形が直接測定できるという大きな

優位性に対して，位相変調法が数少ないながらも依然として活用されている大きな理由の一つと

思われる． 

パルス励起法を分類した結果を表 1.1 に示す．まず，現象が単発現象であるか繰り返し励起可

能であるかで分類される．単発現象の場合は，光量が十分大きければ，通常のアナログ測光に基

づいた，蓄積機能を有するオシロスコープによる直接観察が可能である[19]．程度にも依るが光量

が小さくなるとマルチチャネルのゲートを有するデジタルサンプリング法になる．これは，検出

器から出力される光電子パルス列をデジタル信号とみなし，それを計数することで光強度を測定

する手法である．フォトン数を直接計数するので発光強度の検出下限は低くなるが，分解時間は

ゲート幅で決まる．したがって，単発現象の場合には蛍光寿命の短いものを測定することは事実

上不可能である． 

表 1.1 パルス光励起による蛍光寿命測定法の分類． 

パルス励起法

繰り返し現象

光量大 アナログ測光 ― デジタルオシロスコープによる直接観察法

光量大 アナログ測光

デジタル（サンプリング）オシロスコープによる
直接観察法 [19]

光量小 統計的サンプリング法

単発現象

時間領域

周波数領域

光量小 マルチチャネルゲート法

時間相関単一光子計数法
(TAC法) [26, 27]

シングルチャネルゲート法 [24]

シングルチャネルTAC法

マルチチャネルTAC法

光量大 アナログ測光

光量小

ストリークカメラを用いる手法 [20, 21]

アナログゲート法
（ボックスカー積分器） [22, 23]

マルチチャネルゲート法 [25]
ゲート法

（高繰り返し周波数モードロックトレーザの使用が前提）

ロックイン検出法 [30]

スペクトラムアナライザを用いる手法 [29]

光電子パルス列同時検出法 [28]

[18]
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現象が繰り返し励起可能であれば，サンプリング法の原理にしたがって，SN 比と分解時間を向

上させた測定が可能となる．ここでは便宜上，時間領域測定法と周波数領域測定法に分類した．

時間領域測定法で蛍光強度が十分強い場合は，古くからあるアナログ測光法が適用でき，デジタ

ルサンプリングオシロスコープを用いる手法[20]，ストリークカメラを用いる手法[21, 22]，ボッ

クスカー積分器を用いる手法[23]などが利用される．これらを総称してアナログゲート法と呼ぶこ

ともできるが，サンプリングゲートの位置を測定システムのどの箇所に設けるかが問題となる．

当然ながら測定系のできるだけ前段に位置させるのが SN 比の観点で望ましく，検出器の前に適

切な変調器を設置するのが望ましい．しかし，適用波長やスピードなど技術的観点，または価格

などの考慮が必要である．一般には微弱蛍光を測定するための検出器としては光電子増倍管(PMT; 

photomultiplier tube)が用いられるが，そのダイノードを制御してゲート動作させる各種の手法が昔

から多く提案されている[24]．しかし， PMTの出力に市販のボックスカー積分器を接続するのが

ごく一般的である． 

蛍光強度が弱くなるとデジタル測光に基づいた統計的サンプリング法が用いられる．統計的サ

ンプリング法では，試料励起後の発生した光電子パルスの発生時刻の確率密度関数が，蛍光強度

が強い場合の減衰波形と相似であることを利用して，その発生頻度を発生時刻の関数としてヒス

トグラムを作成する．最も簡単には，単一ゲートを配置してその時刻を逐次走査するシングルチ

ャネルゲート法がある[25]．しかし信号の利用効率が非常に低い．これを改善したのがマルチチャ

ネルゲート法である[26]．この欠点は分解時間が高々5 ns程度であることである．それに対してピ

コ秒のオーダの分解時間を達成できるのが，時間相関単一光子計数法(TC-SPC; time-correlated 

single-photon-counting)[27, 28] である．この手法は時間分析に時間振幅変換機 (TAC; 

time-to-amplitude converter)を用い，ヒストグラム作成に波高分析器(PHA; pulse height analyzer)モー

ドで動作させたマルチチャネルアナライザ(MCA; multichannel analyzer)を用いる．問題となるのは，

やはりその信号利用率の低さとヒストグラム作成に要するシステムの不感時間である．信号利用

率の低さは TAC に起因し，たとえある程度の蛍光強度がある場合でも，ヒストグラムに波形歪を

生じさせないために，故意に減光させて測定する必要がある．これらの問題は励起繰り返し周波

数の上限を決めてしまう．結果として測定に膨大な時間がかかることになる．もともとの蛍光が

本当に微弱の場合には仕方がないが，多くはそれを甘受せざるを得ない場合が多い．しかし，多

くの場合，特に生体試料関連の測定においては，分解時間をある程度犠牲にしても測定に要する

時間を短縮させたいという要求が強い．これに応える手法が光電子パルス列同時検出法である[29]．

この手法の採用によって TACの信号利用率の低さを 2桁程度改善させられる．しかし，ヒストグ

ラム作成に関する不感時間の問題に関しては，完全解決には至っていない． 

パルス励起光源に関しては，古くから各種の気体放電管が用いられ，市販の Xeランプをナノ秒

パルス点灯させる方法なども開発されている[30]．しかし繰り返し周波数は高々10 kHz 程度であ

り，パルス幅も数 ns程度である．こういった背景から，現在主に使用されているのは依然として

モードロックレーザである．発振波長に大きな制限がつくものの，現在の大部分の装置では，こ

れと TACの組み合わせの形態をとっている．モードロックレーザのパルス幅は数 100 fsから数 ps
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であり理想的なパルス光源といって良い．また，繰り返し周波数も数 10 MHz 以上と高速である．

平均強度も数 100 mW と非常に強い．しかし，蛍光寿命を測定するという目的に対しては幾分大

掛かりであり，実験室レベルでは許されるものの，コストの面からも利用しづらい場合がある． 

モードロックレーザから得られる繰り返しパルス列は，周波数領域で見ると高次の高調波成分

を含む．したがってその高次の成分での振幅比，位相差から，複数成分の蛍光寿命値が推定でき

る．このことから，これを周波数領域測定法と分類した．実際には，検出器の出力をスペクトラ

ムアナライザやロックイン検出器に導き，それら高次高調波に対応した周波数の応答を抽出する

[31, 32]．マイクロチャネルプレートを組み合わせた PMT(MCP-PMT; microchannel-plate type 

photomultiplier tube)等の十分高速な検出器を利用すれば，10 GHzを超える応答が得られ，数 10 ps

の蛍光寿命値にも対応可能である[33]．しかし，この周波数領域測定法のデータ解析は，後で述べ

る位相変調法と全く同じである．したがって，このような分類自体に意味が無くなっているのか

もしれない． 

一方，近年では励起光源の選択肢の一つとして，LED や LD が着目されている．紫外波長域の

LED や LD が容易かつ安価に入手できるようになり，装置の形態も見直されるようになってきた

[34-36]．励起光源をコンパクトに構成でき，機械的に堅牢であり，また様々な波長に対応させら

れるからである．したがって，スクリーニングを目的とした蛍光寿命測定装置には，非常に魅力

的な励起光源と言える．しかし，駆動法にもよるが，パルス幅はサブ ns から数 ns 程度である．

図 1.1 には，以上のパルス励起法の各手法を，横軸を蛍光寿命値，縦軸を蛍光強度として整理し

た． 

 

図 1.1 パルス励起法において蛍光寿命および蛍光強度に依存した各種測定法の位置づけ． 

網掛部は統計的サンプリング法に基づく手法で，それ以外はアナログ測光法に基づく． 

蛍光強度

10-6 W

10-9 W

1 μs 蛍光寿命1 ns1 ps

cv
ストリークカメラ
を用いる手法

cv

時間相関単一光子
計数法

デジタルオシロスコープによる
直接観察法

cv

モードロックレーザを
用いた周波数領域法

cv
アナログゲート法
（ボックスカー積分器）

マルチチャネル

シングルチャネル

cv

cv

ゲート法

マルチチャネル

シングルチャネル
光電子パルス列
同時検出法
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次に，表 1.2 に位相変調法の分類を示す．パルス励起法の場合と同様に，現象が単発現象であ

るか繰り返し励起可能であるかで分類されるべきであるが，位相変調法では原則として単一の周

波数で変調するため，原理的に単発現象には対応できない．繰り返し現象に対しては，形式的に

は時間領域法と周波数領域法に分けた．時間領域法は，観測された時間波形から直接振幅比と位

相差を求める手法とする．パルス励起法の場合と同様に，光量が十分大きい場合であれば，サン

プリングオシロスコープが使用できる[37]．光量が小さい場合は原理的に対応できない．しかし，

それを克服する手法が提案されている．すなわち，パルス励起法の場合と同様に，統計的サンプ

リング法を用いて正弦波波形のヒストグラムを作成するという手法である[38]．この手法は光子計

数形位相変調法(PC-PMF; photon-counting-type phase-modulation- fluorometry)と名付けられている．

このようにして時間領域法で得られた波形をフーリエ変換により周波数領域で解析すると，ノイ

ズを除去と相俟って良好な解析ができる．この観点からは周波数領域法と呼ぶべきかもしれない． 

 一方，観測した時間波形をフーリエ変換し周波数分解する場合や，ロックイン検出やスペクト

ラムアナライザを用いることで周波数分解し，その後に解析を行う場合は周波数領域法に分類さ

せられる．周波数領域法においても，アナログ測光に基づいた測定が行われているが，やはり原

理的に微弱蛍光には対応できない．周波数分解する測定法の意義は，次の 2 つが挙げられる．(i) ノ

イズ除去による SN 比の向上．(ii) 複数個の励起周波数を用いた測定．(i)を達成する手段として，

ロックイン検出法を組み合わせた手法や，スペクトラムアナライザを用いた手法が提案されてい

る[31, 39, 40]．一方，(ii)の必要性であるが，単一の励起変調周波数だけでは，蛍光減衰波形が単

一指数関数減衰で表される試料しか原理的に対応できないからである．多成分から成る試料の測

定には，ノイズが皆無としても，少なくとも成分数だけ変調周波数を逐次切り替えた測定が必要

となる[41-43]．位相変調法では，1 つの変調周波数に対して，振幅比と位相差という２つの測定

が同時に行えるが，測定の精度の観点で，位相情報だけを使用する場合も多いからである．また，

たとえ試料が単一成分であったとしても，その事実を確認するためには複数の変調周波数におけ

る測定が必要となる．このような測定の煩雑さを解消するために，あるいは試料の経時変化を防

止する意味で，周波数多重正弦波を用いる手法[44]や，周波数チャープ波を利用する手法[45-46]

が提案されている．  

他方，蛍光の系を線形とした場合，励起光をランダム変調し，生じた蛍光波形との相互相関を

求める手法も存在する．この手法はもっと考慮されるべきと思われるが，ナノ秒以下の蛍光寿命

値に対する適切な変調手段があまり見当たらないという事情と測定の SN 比の問題で，さほど多

くの報告例はない[47]． 

表 1.3 に，以上の各種法の特徴を，励起波形と多成分試料への対応可否に着目して整理したも

のを示す．また，図 1.2 には，位相変調法の各手法を，横軸を蛍光寿命値，縦軸を蛍光強度とし

て整理したものを示す． 
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表 1.2 位相変調法による蛍光寿命測定法の分類． 

 

 

 

表 1.3 位相変調法に用いられる励起波形の分類と多成分試料への対応可否． 

 

 

位相変調法

繰り返し現象

光量大

光量大 アナログ測光
デジタル（サンプリング）オシロスコープによる
直接観察法 [37]

光量小 統計的サンプリング法

単発現象

時間領域

周波数領域
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光量小 統計的サンプリング法

ロックイン検出法 [39, 40]

スペクトラムアナライザを用いる手法 [31]

周波数可変法 [41-43]

周波数多重法 [44]

周波数チャープ型位相変調法 [45, 46]

光子計数型位相変調法 [38]

励起波形 スペクトル 多成分試料への対応可否時間波形設定できる変数

チャープ波 ◎λ ,fstart, fstop, fr

λ；励起波長， tw ；パルス幅， fr ； 繰り返し周波数， f； 変調周波数， f1 , f2 , ... ； 多重する周波数，
fstart； 掃引開始周波数，fstop ； 掃引終了周波数

パルス ◎
time
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te
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y
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a
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lit
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λ ,tw ,fr
tw

正弦波 △λ , f
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fstart fstop

周波数多重正弦波 △λ , f1 , f2 , ...

f1 f2 f3
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図 1.2 位相変調法において蛍光寿命および蛍光強度に依存した各測光法の位置づけ． 

 

 以上，試料の蛍光寿命を点測定する手法について概説したが，次に 2次元画像を取得する手法

について言及する．これは，顕微蛍光寿命イメージング(FLIM; fluorescence lifetime imaging 

microscopy)として既に定着しており，蛍光ラベルを導入した生体試料の局所的な観察など，生化

学分野で広く利用されている [48]．  

従来の FLIMは，検出器に着目して 2種類に分類できる．すなわち，（i）共焦点顕微鏡を用いた

スキャン法と（ii）高速ゲート付きイメージインテンシファイアと CCD カメラのような 2 次元検

出器を組み合わせた wide-field FLIMである．前者の共焦点顕微鏡を用いたスキャン法では，試料

ステージまたは励起スポット位置を走査し，光電子増倍管（PMT）のような単一検出器を用いる

[49, 50]．そのため，微弱な蛍光に対応可能であり，高い 3次元空間分解能が達成できる．しかし，

機械的な走査方式のため測定に長時間を必要とする．したがって短時間で変質してしまうような

生体試料には対応させづらい．ガルバノ鏡を使用した高速走査も可能であるが[51]，やはり機械的

振動等への注意深い対応が要求される． 

そのような理由で， wide-field FLIMの採用も大いに要求されている．Wide-field FLIM では，観

察領域全体を同時に励起し，時間的なゲートを用いて時間分解蛍光イメージを得る[52]． FLIM

には，光源としてパルス励起光と正弦波変調光を用いる 2 つの方式がある．パルス励起光を採用

する場合には，ゲート時刻のタイミングを励起パルス時刻に対して時間的に遅延走査させながら

蛍光減衰波形を取得する。しかし、分解時間はゲート時間幅で決定されてしまい，たかだか数ナ

ノ秒オーダである．また信号の収集効率が低く、測定に要する時間も長くなってしまう．それを

克服するため，蛍光減衰時間内に複数個の時刻に固定ゲートを設け蛍光寿命値を算出する手法も

あるが[3, 48]，蛍光減衰波形が単一指数関数波形であることが前提であり，多成分試料には対応し

にくい．加えて二次元検出器のフレームレートで繰り返し周波数の上限が制限されるという問題

cv

蛍光強度

10-6 W

10-9 W

1 μs 蛍光寿命1 ns1 ps

ロックイン検出法

cv

cv
デジタルオシロスコープによる
直接観察法

周波数可変位相変調法

周波数多重位相変調法

周波数チャープ型位相変調法
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もある。高速の二次元検出器も開発されてはいるが高価である(例えば，pco.flim
TM

 seriese，

“Luminescence lifetime imaging camera”，PCO AG)． 

そこで，光源として正弦波変調光を採用し、位相変調法で蛍光寿命を算出する手法がよく用い

られている．この手法では、例えば、正弦波一周期内に互いに 90°位相の異なる 4つのゲートを

用意し，参照信号に対する位相差，もしくは振幅比から蛍光寿命値を算出する[53]。正弦波励起の

ため、試料に対するダメージが少なく、生体試料に対して多くの適用例の報告がある．しかし，

多成分試料に対応するためには複数個の変調周波数での測定が必用である．また、単一成分であ

ってもそれを確認するためには複数個の励起周波数での測定が必要となる。微弱蛍光や短い蛍光

寿命種の試料に対しては、パルス光励起の場合と同様に対応が難しい． 

一方，マルチプレックスイメージング法に基づいた蛍光寿命イメージング法が少数ながら提案

されている．これは，すりガラスを用いて励起光の空間強度をランダムに変調する相関イメージ

ング法である．走査型イメージングと同様に点検出器が利用できるが，空間変調パターンの特性

により測定時間が長く利用しづらい[54]．蛍光寿命イメージングの実施法の一つとして，多成分試

料に対して複数個の蛍光寿命値毎に、相対成分比率の画像取得法が提案されている[53]．たとえば，

生体試料の詳細な分析に有用な手法であるが，しかし，装置の分解時間や検出感度の限界から，

このようなイメージングは困難であった．したがって，多くの場合は視野内の局所位置ごとの平

均蛍光寿命値のマッピングに留まっていた． 

以上の FLIMの各手法を，図 1.3に，横軸を蛍光寿命値，縦軸を蛍光強度として整理した． 

 

 

図 1.3 蛍光寿命イメージング法において測定速度と，蛍光寿命および蛍光強度に依存した各手法

の位置づけ． 

cv
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蛍光強度
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1 μs 蛍光寿命1 ns1 ps

cv

時間分解共焦点顕微鏡法

ランダム変調励起光源を用いる手法

高速ゲート付きイン
テンシファイアと
CCDカメラを用いる
手法

cv

高速カメラによる
時間分解観察

測定時間；短

測定時間；長

測定時間；長

測定時間；短
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1.3 研究目的 

 本論文では，以上のような技術的背景を踏まえ，次に示すような位相変調方式蛍光寿命測定法

の改良を図った． 

(1) 位相変調法の多成分蛍光試料への対応を目的とし，「位相変調励起光源を用いた位相変調方

式蛍光寿命測定法」を初めて提案した．位相変調励起光源は，キャリア周波数 fc を中心とし，位

相変調周波数 fm間隔で複数の側波帯を有している．また，側波帯の数は最大位相偏移によって

変化させられる．これらの各々の側波帯を用いることで，複数の成分から成る蛍光試料の測定が

可能となる．チャープ波形や周波数多重正弦波と比較して，位相変調波は容易に発生できる． 

(2) 位相変調法の微弱光蛍光への対応と，分解時間の向上を目的とし，TC-SPC システムを導

入した，光子計数型位相変調法(PC-PMF; photon-counting phase-modulation- fluorometer)を初めて提

案した．これにより，フォトンカウンティングレベルの微弱蛍光に対応可能となる．さらに，検

出器のアナログ帯域を超えた測定が可能となる．原理的には TAC-MCA ペアに依存した高い分解

時間が得られ，サブナノ秒オーダの蛍光寿命の試料が測定可能になる．ここでは，LD を最大 1.0 

GHz で変調させる回路も自作した． 

(3) 多成分試料に対して複数個の蛍光寿命値毎に相対成分比率の画像取得を目的として，アダ

マール変換型蛍光寿命イメージング法を提案した．マルチプレックスイメージング法の一つであ

るアダマールイメージング法により，PMT等の点検出器が利用でき，高感度化，分解時間の向上

が見込める．また，観察点の機械的走査無く測定が行える．さらに，チャープ波形を用いた位相

変調法を導入することで，多成分試料へも対応させた．結果的に，信頼性の高い測定が可能とな

り，蛍光寿命値毎の相対成分比率の画像化が十分可能な SN 比が得られる． 

(1)および(2)では，位相変調法の新たな測定法を提案した．これら提案手法の位置づけを表 1.4 お

よび図 1.4 に追加した．また，表 1.5 で，励起光変調波形によりこれらの手法をまとめた．また，

(3)は蛍光寿命イメージング法のための新たな手法の提案である．この位置づけを図1.5に示した． 
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表 1.4 位相変調法の分類における，本論文で提案する手法の位置づけ．下線部が提案する手法． 

 

 

 

 

図 1.4 位相変調法における，提案手法の位置づけ．網掛部はデジタル測光に基づく手法で， 

それ以外はアナログ測光である．下線部が提案する手法． 
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繰り返し現象

光量大

光量大 アナログ測光
デジタル（サンプリング）オシロスコープによる
直接観察法
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光量小 統計的サンプリング法

ロックイン検出法

スペクトラムアナライザを用いる手法

周波数可変法

周波数多重法

周波数チャープ型位相変調法 （4章）

位相変調励起光源を用いる手法 （2章）

デジタルロックイン検出法

周波数多重励起光を用いる
光子計数型位相変調法 （3章）
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デジタルオシロスコープによる
直接観察法

周波数可変位相変調法

周波数多重位相変調法
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表 1.5 位相変調法で用いられる励起波形の分類と提案手法の位置づけ， 

および多成分試料への対応可否．下線部が提案する部分． 

 

 

 

 

 

励起波形 スペクトル 多成分試料への対応可否時間波形設定できる変数

位相変調正弦波 （2章） ○λ ,fc, fm, Δ

チャープ波 （4章） ◎λ ,fstart, fstop, fr

λ；励起波長， tw ；パルス幅， fr ； 繰り返し周波数， f； 変調周波数， f1 , f2 , ... ； 多重する周波数， fstart； 掃引開始周波数，
fstop ； 掃引終了周波数， c ； 搬送波周波数， fm ； 位相変調周波数， Δ ； 最大位相推移
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図 1.5 蛍光寿命イメージング法において測定速度と，蛍光寿命および蛍光強度に依存した各手法

の位置づけ．下線部が提案する手法． 

 

1.4 本論文の構成 

本論文は第 1 章を含めた本文 5 章から構成されている．本論文の構成と各章のつながりを図式

化したものを図 1.6に示す． 

第 1 章では従来の蛍光寿命計を概観し，本研究の意義と目的を述べた． 

 第 2 章では位相変調励起光源を用いた位相変調方式蛍光寿命計について述べる．提案する装置

の動作原理と，実際に構築した装置を示す．さらに，実際に複数の蛍光種で構成されたサンプル

を測定対象とした原理検証実験を行った結果を示す． 

第 3 章では光子計数型位相変調方式蛍光寿命計について述べる．装置の動作原理と，実際に構

築した装置の概要を示す．原理検証実験として，実際にサブナノ秒の蛍光寿命を有するサンプル

の測定を行った結果を示す． 

第 4 章ではアダマール変換型蛍光寿命イメージング装置について述べる．装置の動作原理，実

際に構築した装置の概要を示す．さらに，原理検証実験として，蛍光寿命イメージングを行った

結果を示す． 

第 5 章では，本研究で得られた成果を総括し，今後の課題と将来の展望について述べ，本論文

の結論とする． 

 

 

 

 

cv

cv

蛍光強度

10-6 W

10-9 W

1 μs 蛍光寿命1 ns1 ps

cv

時間分解共焦点顕微鏡法

ランダム変調励起光源を用いる手法
測定時間；長

アダマール変換型イメージング法（4章）
測定時間；短

cv

測定時間；短

測定時間；長

測定時間；短

高速ゲート付きイン
テンシファイアと
CCDカメラを用いる
手法

高速カメラによる
時間分解観察



13 

 

 

図 1.6 本論文の構成と各章のつながり 

  

第1章 緒論
各種蛍光寿命計の分類分けと，位相変調方式蛍光寿命計の課題

蛍光励起法 蛍光波形取得法 蛍光寿命イメージング法

第2章 位相変調励起光源を用いた位相変調方式蛍光寿命計

第3章 光子計数型位相変調方式蛍光寿命計

第4章 アダマール変換型蛍光寿命イメージング法

第5章 結論
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2章 位相変調励起光源を用いた位相変調方式蛍光寿命測定法 

2.1 緒言 

分析化学や，生化学，有機もしくは無機材料工学において，蛍光寿命の測定は蛍光試料

の成分分析において重要な役割を果たす．例えば，スペクトル形状が類似する試料の識別

に際し，蛍光寿命の値に基づいて 2 つあるいは複数の成分から構成される蛍光試料を分析

することができる． 

1章でも述べたように，蛍光寿命測定法はパルス励起法と位相変調法の 2種に大別できる

[1]．パルス励起法では，蛍光試料の系のインパルス応答を測定する．この手法を採用する

と直接蛍光減衰波形が取得できる．また，時間相関単一光子計数法(TC-SPC; time-correlated 

single-photon-counting)を採用するとこによって，微弱な蛍光を高い精度で測定できる．これ

が，パルス励起法が一般的に用いられている主な理由である．しかし，強いパルス励起エ

ネルギーは，試料へダメージを与える危険や非線形光学効果を引き起こす可能性もあるた

め，測定に際しては十分な配慮が必要となる．一方，位相変調法は，正弦波変調された励

起光を用いて，試料の定常周波数応答を測定する．したがって，位相変調法は，生体試料

の分析に有用と考えられる．しかし，一度の測定で単一の変調周波数の応答しか得られな

い．複数の成分で構成される試料の測定には，複数の変調周波数を逐次切り替えて測定を

行う必要がある．この問題を解決するために，励起光源として高繰り返し周波数モードロ

ックレーザを利用した位相変調法が提案されている．モードロックレーザによってもたら

される高速繰り返し周波数の高次の高調波は，多成分試料の測定に利用できる．しかし，

強いパルス励起エネルギーを試料へ与える恐れは依然として解消されていない．また，こ

のようなシステムは，実験室で利用する場合に適するが，生体試料のスクリーニング等の

実用目的では利用しづらい．システムが大型化し，高コストであり，またレーザの調整や

メンテナンスが複雑であるためである．なおかつ，波長選択の自由度も高くはない． 

以上のような背景に対し，近年の紫外または青色 LED や LD の登場は，システムの構成

を見直す機会となったと思われる．正弦波変調励起光源を用いる従来型の位相変調法に，

励起光源として LED や LD を利用することで，容易かつ安価にシステムを構築することが

できる[2-7]．LED や LD の発光波長は固定されているが，様々な発光波長のものが市販さ

れており，試料の吸収体と一致するものを適宜選択可能である．したがって，従来型の位

相変調法でも，生体試料のスクリーニングといった目的に対しては有用である．しかし，

実際の応用に際して，次の 2 つの問題がある．(i) 位相変調法の使用は量子収率が高い蛍光

試料に制限され，また(ii) 試料の蛍光減衰波形が単一指数関数で表される場合でしか利用で

きない．前者の問題は，3章で述べる光子計数型位相変調法を導入することによって緩和で

きる．後者の問題に対して，位相変調法による複数の変調周波数における同時測定が提案

されている[8-22]．また，LED を励起光源として使用したフーリエ変換型位相変調法や，周

波数多重方式位相変調法も提案されている[23-25]．しかし，これらの手法ではチャープ波
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形や，周波数多重正弦波を必要とし，その波形生成が幾分面倒であり，実際の分析装置と

して適用しづらい場合もある． 

以上のような背景において，本章では位相変調励起光源を用いた位相変調方式蛍光寿命

測定法を提案する．位相変調励起光源では，キャリア周波数 fcを中心としたその上下の周波

数帯域に変調周波数 fm の間隔で多数の側波帯が得られる．これら多数の側波帯を用いるこ

とで，複数の成分から成る蛍光試料の測定が可能となる．このような位相変調波は，市販

の位相同期回路(PLL; phase locked loop)を利用することで容易に得られる．表 2.1は，励起光

変調波形に着目し従来のパルス励起光源も含めて，位相変調励起光源を用いた手法の位置

づけを示したものである．上述の装置構成の簡便さに加えて，多成分試料へ適用可能であ

ることからも魅力的な手法であることが直観的に理解できる． 

本章では，原理検証を目的として，任意波形発生器によって位相変調波を生成し，デジ

タルオシロスコープで波形を記録するという，非常に簡便な位相変調方式蛍光寿命計の構

成と実験結果について述べる．装置の基礎性能評価のために，3種類の無機蛍光ガラス，1 M

ローダミン 6G エタノール溶液と 1 Mクマリン 152エタノール溶液の混合溶液の蛍光寿命

測定を行った． 
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表 2.1 位相変調法で用いられる励起波形の分類と多成分試料への対応の可能性． 

 

 

  

励起波形 スペクトル 多成分試料への対応可否時間波形設定できる変数

位相変調正弦波 （2章） ○λ ,fc, fm, Δf

チャープ波 （4章） ◎λ ,fstart, fstop, fr

λ；励起波長， tw ；パルス幅， fr ； 繰り返し周波数， f； 変調周波数， f1 , f2 , ... ； 多重する周波数， fstart； 掃引開始周波数，
fstop ； 掃引終了周波数， c ； 搬送波周波数， fm ； 位相変調周波数， Δf ； 最大位相推移

パルス ◎
time

in
te

n
s
it
y

frequency

a
m

p
lit

u
d
e

λ ,tw ,fr
tw

正弦波 △λ , f

f

fr

fc

周波数多重正弦波 △λ , f1 , f2 , ...

f1 f2 f3

ランダム λ ○

fstart fstop
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2.2位相変調励起光源を用いた位相変調法の動作原理 

 図 2.2 に，位相変調励起光源を用いた位相変調法の動作概念図を示す．図 2.2(a)に示す位

相変調励起波形 e(t)は，時刻 tの関数として， 

 

 )}2cos(2cos{)( mc tftfAte f  ， (2.1) 

 

と表される．ここで，fcはキャリア周波数，fmは位相変調周波数，およびfは最大位相偏移

である．このとき，蛍光波形は図 2.2(b)のように，励起光波形と蛍光減衰波形のコンボリュ

ーションとして表される．これら時間波形を測定した後に，計算機上でフーリエ変換した

後に解析を行う．図 2.2(c)および(d)は，励起光波形の振幅スペクトル A1(f)と位相スペクトル

1(f)を表し，また図 2.2(e)および(f)は，蛍光波形の振幅スペクトル A2(f)と位相スペクトル2(f)

を表す．(c)および(e)から分かるように，変調波形はキャリア周波数 fc を中心とし，位相変

調周波数 fm間隔で複数の側波帯成分を有している．また，側波帯の数はfによって変化さ

せられる．これらの各々の側波帯に対して，励起光と蛍光波形の振幅および位相スペクト

ルから，変調度比 M(f)=A2(f)/A1(f)，および位相差(f)=2(f)1(f)が測定できる．したがって，

それぞれの周波数で蛍光寿命値が同時に算出できる．ここで，振幅が小さい側波帯の位相

の値はノイズの影響を受けやすいため，しきい値を設けて破棄する．その閾値を(c)および(e)

中に破線で示す．こうして，励起光および蛍光のスペクトルの位相値の差をとることで離

散的な位相差スペクトル(f)を得る．これを(g)に示す．試料の蛍光減衰波形を単一指数関数

と仮定する場合，蛍光寿命値は(f) から tan(f)=2ftの関係式を用いて算出できる．ここ

で fは励起光変調周波数である．多成分試料であっても，周波数領域法を適用することで蛍

光寿命が算出できる． 

本手法によって正確な測定を行うためには，蛍光寿命に応じた最適な fc，fm，およびfの

設定が必要である．tan(f)=2ftから，次のような式が導出できる． 

 

 








2sin

2



． (2.2) 

 

測定に適した変調周波数 foptは，が最小となる場合であり，そのとき得られる位相差は

= /4 となる．したがって，位相変調波形の変数を設定する場合，試料の大まかな蛍光寿

命が分かっていれば foptの近傍に fcを設定するとよい．蛍光寿命が未知の場合には，広い周

波数帯域を測定できるように，fm を大きく設定するか，fを大きく設定することで対応で

きる．ただし，fを大きく設定すると広い周波数帯域に多数の側波帯が現れるが，その側

波帯 1 つ当たりの振幅は小さくなることに留意しなければならない．したがって，適切に

しきい値を設けて，SN比が低い周波数領域を破棄する必要がある．ノイズにも依存するが，

経験的には，fm = fc /10 と設定しf を 2と設定することで，fcを中心とした 12本の側波帯
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が得られ，2fcまでの周波数帯域に対応できる．振幅スペクトルのピーク値に対して 10％の

閾値レベルを設定することで，これらの周波数において位相測定が可能である． 
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図 2.1 位相変調励起光源を用いた位相変調方式蛍光寿命測定法の原理の説明図． 
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2.3 数値シミュレーション 

提案手法の原理の正当性を検証するために，多成分試料の蛍光寿命測定を想定した数値

シミュレーションを行った．図 2.2(a)に，位相変調励起波形を示す．ここで，fc = 100 MHz，

fm = 10 MHz，f = 2とした．波形の測定条件は，サンプリング周波数 fs = 25 GHz（サンプ

リング周期t = 40 ps），サンプリングレコード長 N = 10,000と設定した．図 2(b)に蛍光波形

を示す．これは，位相変調励起波形と蛍光減衰波形をコンボリューションしたものである．

蛍光減衰波形は 2成分を仮定し， 

 

 )/exp()/exp()( 2211  tatatf  ， (2.3) 

 

とした．ここで，1=10.0 ns，2 = 1.0 ns，および a2/a1 =5.0 とした．励起光と蛍光には，それ

ぞれ独立した 1 = 5%のガウシアンノイズを重畳した．(a)のフーリエ変換により得られた振

幅スペクトルおよび位相スペクトルを，それぞれ図 2(c)および(d)に示す．同様に，(b)のフ

ーリエ変換により得られた振幅スペクトルおよび位相スペクトルを，それぞれ図 2(f)および

(g)に示す．図 2(e)は，(c)に示す 10%のしきい値により(d)から選択した各変調周波数におけ

る位相を示している．同様に，図 2(h)は，(f)に示す 10%のしきい値により(g)から選択した，

各変調周波数における位相を示している．図 2(i)は，(e)および(h)から算出された位相差スペ

クトルを示している．ここで，図中の実線は，2成分試料と仮定しフィッティングにより得

た位相曲線である．以上の数値シミュレーションを，独立したノイズ源を用いて 30回行っ

た．その結果，蛍光寿命の推定値として1=9.9±0.1 ns，2 = 1.0±0.1 ns，および a2/a1 =4.9±

0.1 が得られた．励起波形および蛍光波形の両者に独立した 5%-ガウシアンノイズを重畳し

ている状況であっても，良好に測定が行えることを確認した． 
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図 2.2 位相変調励起光源を用いた位相変調法の数値シミュレーション結果．(a)位相変調

励起光波形．ここで，Δf = 2π，fc = 100 MHz，fm = 10 MHz，fs = 25 GHz，N = 10,000 とした． 

(b)蛍光波形．ここで，τ1 = 10.0 ns，τ2 = 1.0 ns，a2/a1 = 5.0 とした．(a)および(b)には，それぞ

れ独立した 5%のガウシアンノイズを重畳した．(c)および(d)は，(a)をフーリエ変換すること

で得られた振幅スペクトルと位相スペクトルである．(f)および(g)も同様に，(b)から得られ

た振幅スペクトルと位相スペクトルである．(e)および(h)は，(d)および(g)から選択した変調

周波数に対する位相である．位相を選択するにあたり用いたしきい値は，(c)および(f)中に

点線で示している．(i)位相差スペクトル．実線は，τ1 = 10.0 ns，τ2 = 1.0 ns，a2/a1 = 5.0にお

ける位相差を表している．  
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2.4 装置構成 

図 2.3に，位相変調励起光源を用いた位相変調方式蛍光寿命計のブロック図を示す．また，

図 2.4に，構築した装置の外観を示す．性能の実証のために，2つの基本的な測定実験を行

った．第一の実験では，蛍光ガラスであるルミラス B，ルミラス G9，ルミラス R7(住田光

学ガラス)の蛍光寿命測定を行った．図 2.5 に，それらの蛍光スペクトルを示す．吸収ピー

ク波長と蛍光ピーク波長は，ルミラス B は 353 nmおよび 413 nm，ルミラス G9は 315 nm

および 543 nm，ルミラス R7は 393 nmおよび 613 nmである．本測定装置では，試料の吸

収波長を考慮し，紫外 LED ( = 365 nm，NSHU590E，日亜化学工業)を励起光源として用い

た．紫外 LEDは 15 mAの DCバイアス電流で駆動し，任意波形ジェネレータ(AWG 520，テ

クトロニクス)から得られた 20 mApp をその DC バイアス電流に重畳することで位相変調さ

せた．試料表面での励起光の平均パワーは約 10 nW であった．蛍光の検出に際しては，光

電子増倍管(PMT, 7400U，浜松ホトニクス)の前段に長波長透過フィルタ(LPF)を挿入した．

LPFとしては，ルミラス B の場合は SCF-50S-42L (カットオフ波長 420 nm，シグマ光機)，

ルミラス G9の場合は SCF-50S-48Y (カットオフ波長 480 nm，シグマ光機)，ルミラス R7の

場合は SCF-50S-58O (カットオフ波長 580 nm，シグマ光機)を用いた．PMT の出力信号は直

接デジタルオシロスコープ(TDS5054B，テクトロニクス)に導入させた．ここで，サンプル

レコード長 N = 5,000とし，オシロスコープ上で 1,000回の積算を行った．なお，サンプリ

ング周波数は，測定時間窓内に位相変調波形が 20周期分得られるように適宜設定した．位

相変調波形のパラメータのうち，(fc，fm)は各試料毎に 2種の条件を設定し，一方でfは

に固定した．(fc，fm)の条件は，ルミラスBにおいて(i) (50 kHz, 5.0 kHz)と(ii) (500 kHz, 50 kHz)，

ルミラス G9において(i) (500 Hz, 50 Hz)と(ii) (5.0 kHz, 500 Hz)，ルミラス R7において(i) (500 

Hz, 50 Hz)と(ii) (5.0 kHz, 500 Hz)とした．なお，励起光変調波形を取得する場合には，試料

の位置にアルミニウム製の拡散板を設置した． 

第二の実験では，エタノール中の 1 M ローダミン 6G，エタノール中の 1 M クマリン

152，および 2 成分試料を想定し 2 つの溶液を体積比 1:1 で混合した溶液について蛍光寿命

測定を行った．混合溶液において再吸収や FRET等への配慮が必要であるが，溶液の濃度を

十分に低くすることでそれらの影響を排除している．図 2.6に，それらの蛍光スペクトルを

示す．ローダミン 6Gの吸収および蛍光のピーク波長はそれぞれ 531 nmと 553 nmであり，

またクマリン 152ではそれぞれ 400 nmおよび 505 nmであった．これらの測定においては，

励起光源として青紫色 LD ( = 405 nm，NDV4313，日亜化学工業)を用いた．その駆動条件

は，70 mAの DCバイアス電流に 40 mAppの振幅の位相変調波を重畳させた．試料セル部

での励起光の平均パワーは約65 Wであった．LPFは，クマリン 152の測定ではSCF-50S-48L 

(カットオフ波長 480 nm，シグマ光機)，ローダミン 6Gと混合溶液の測定では SCF-50S-42L 

(カットオフ波長420 nm，シグマ光機)を用いた．蛍光波形測定条件は，レコード長N=100,000，

積算回数 10,000 と設定した．位相変調波形のパラメータは，fとし，また(fc，fm)は，

(i) (20 MHz, 2.0 MHz) および (ii) (100 MHz, 10 MHz) と，2種類の条件を設定した．   
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図 2.3 位相変調励起光源を用いた位相変調方式蛍光寿命計のブロック図． 
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図 2.4 測定装置の外観．(a)装置全体，(b)光学系． 
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図 2.5 蛍光ガラスの蛍光スペクトル．(a)ルミラス B，(b)ルミラス G9，(c)ルミラス R7． 

 

 

 

図 2.6 多成分試料を想定した蛍光寿命測定に用いた蛍光試料の蛍光スペクトル．(a)1 M

ローダミン 6G エタノール溶液，(b) 1 Mクマリン 152エタノール溶液，(c)は(a)および(b)

を体積比 1:1で混合した溶液．   
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2.5 実験結果および考察 

2.5.1 蛍光ガラスの蛍光寿命測定 

図 2.7に，ルミラス B，ルミラス G9，およびルミラス R7の測定で得られた位相差，振幅

比スペクトルを示す．図中の実線は，各々の測定結果からフィッティングによって得られ

た位相差スペクトルと振幅スペクトルである．また，装置構成の節で述べたように，各試

料において 2 種類の条件で測定を行ったが，条件(i)での測定結果を白丸で，条件(ii)の結果

を黒丸で示している．ルミラス Bとルミラス R7においては，単一指数関数減衰の仮定のも

とで推定された蛍光減衰波形は，それぞれ 792±0.1 nsと 2.15±0.01 msとなった．一方，ル

ミラス G7 においては，単一指数関数減衰では近似できず，図 2.4(c)に示すように 2 つの指

数減衰関数の和として良く近似できた．このときの蛍光寿命の推定値は，1=2.31±0.01 ms，

2 = 35.5±0.1 nsで，それらの振幅比は a2/a1 =850±10となった．以上の結果は，複数のいず

れの測定条件においての結果と同様となった．一方，これら蛍光ガラスの組成については

十分な情報がメーカから提供されておらず，蛍光種およびその成分数についての詳細はな

お不明である．しかしメーカが提示している試料の蛍光減衰波形とは差異がない事を確認

している[26]． 
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図 2.7 蛍光ガラスの振幅比および位相差スペクトルの測定結果．それぞれ，(a)ルミラス B，

(b)ルミラス G9，(c)ルミラス R7 の結果を示す．測定値は，(fc，fm)の条件に応じて，条件(i)

を白丸，条件(ii)を黒丸で示す．また，図中の実線は，振幅比および位相差スペクトルの計

算値を表す．  
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2.5.2 クマリン 152およびローダミン 6G混合溶液の蛍光寿命測定 

図 2.8に，(a)エタノール中の 1Mローダミン 6G，(b)エタノール中の 1Mクマリン 152，

および(c)混合溶液の変調周波数に対する位相差の測定結果を示す．図中の実線は，フィッ

ティングにより得られた位相曲線を示している．このとき，それぞれの蛍光寿命は，(a) 

4.0±0.1 ns，(b) 1.6±0.1 ns，および(c) 1=4.0±0.1 ns，2 = 1.6±0.1 ns，および a2/a1 =11±0.5

となった．ローダミン 6Gおよびクマリン 152の蛍光寿命値は，既報の文献と良く一致した 

[27, 28]．さらに，以上の値を定常蛍光スペクトル測定の結果と突き合わせて考察する．図

2.6 に示した蛍光スペクトルの強度は ai iに比例する．ここで， iは成分 i の蛍光寿命であ

り，aiは成分 i の初期振幅である．図 2.6 のスペクトル測定結果から，クマリン 152 エタノ

ール溶液とローダミン 6G エタノール溶液のスペクトルの強度比は約 4.0である．位相変調

法により得た結果は a2 2 /  1a1 = 4.4 であり，さほど大きな相違が無く，提案装置が良好に動

作していると考えられる． 
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図 2.8 位相差スペクトルの測定結果．(a)ローダミン 6G，(b)クマリン 152，(c)ローダミ

ン 6G とクマリン 152の混合溶液． 
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2.6 結言 

 位相変調励起光源を用いた位相変調方式蛍光寿命測定法を提案した．本手法において

は，位相変調励起光源が有する複数の側波帯を蛍光寿命測定に適用する．その結果，一回

の測定で多成分試料への対応が可能となる．また，たとえ単一成分の試料であったとして

も，その蛍光減衰成分が単一成分であるどうか確認するといった目的に対しても，本手法

は利用価値がある． 

装置的には，原理検証のため，位相変調励起波形を任意波形ジェネレータで発生させ，

蛍光波形を記録するためにデジタルオシロスコープを用いたが，機器組込みを考える場合

には，波形の変復調には市販の PLL-IC を使用すればよい．提案した位相変調方式蛍光寿命

計は構築しやすく，操作が簡単であるため，蛍光試料のスクリーニングに有用である．ま

た，本提案法は位相変調励起波形を採用したが，周波数変調(FM; frequency modulation)を用

いてもよい．両者は本質的には同一の変調法であり，得られる側波帯の分布も同等である． 
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3章 光子計数型位相変調法 

3.1 緒言 

本章では，微弱蛍光に対応可能であり，かつ分解時間を向上させた，光子計数型位相変調

方式蛍光寿命計(PC-PMF; photon-counting-type phase- modulation-fluorometer)を提案する．そ

して，その有用性を基礎的な性能評価実験結果をもとに示す．PC-PMFそれ自体のアイディ

アと，原理確認のための初歩的な装置構成については，既に岩田らにより報告されている[1]．

しかし，PC-PMFの意義について，微弱光対応が可能になるということ以外には殆ど注意が

払われていなかった．さらに検討を進め，本章に述べる潜在的な重要性を認識するに至った． 

蛍光寿命測定は，分析化学，生化学，物性研究，医用応用など様々な分野で利用されてお

り重要である．たとえば，分析化学においては，蛍光スペクトル形状がほぼ同じような２つ

の試料を識別・同定する目的でも利用される．測定装置に着目すれば，偏光子と検光子を追

加することによって，試料の動的異方性偏光解消測定の目的にも使用できる[2]．  

蛍光寿命の測定方法は，古くからパルス励起法と位相変調法[3, 4]の 2 つに大きく分類さ

れてきた．より一般的な手法は蛍光減衰波形を直接観測できるパルス励起法であるが，後述

するように位相変調法も測定精度の点では有望とされる．しかし，位相変調法には大きな問

題点として，1) 単一の指数関数に従う蛍光減衰応答を与えるような試料にしか適用できな

いこと，2) 微弱蛍光には原理的に全く対応できないということがある．前者の問題点は，2

章のような手法を導入し，複数個の変調周波数における測定を行えば解決できる[5, 6]．後

者の問題点に対する解決策の一つが，本章で述べる PC-PMFである． 

位相変調法は，1965 年頃の高繰り返し周波数で短パルス幅を有するモードロックレーザ

(MLL; mode-locked laser)の登場によって周波数領域法に進化した[4, 7]．すなわち MLLを励

起光源とし，検出器出力をスペクトルアナライザに導入する[3, 8]．もしくは高速オシロス

コープで蛍光応答時間波形の測定を行いフーリエ変換する．そして，MLL の基本波と高調

波成分を参照信号とし，蛍光信号のそれらに対する振幅比及び位相差を測定する．この手法

によって複数成分を有する試料の高速同時測定が可能になった．近年では，検出系のエレク

トロニクスに細心の注意を払った変調周波数 10 GHz に達するシステムも報告されている

[9].一方，パルス励起法でもMLLを励起光源とし，時間分析器として時間振幅変換器(TAC)

とマルチチャネルアナライザ(MCA)を用いる時間相関単一光子計数法(TC-SPC)のシステム

の採用が一般的になった．チャネル当たりの分解時間は数 ps のオーダとなる．現在，これ

ら２つの方式の唯一の難点を挙げるとするならば，装置構成が複雑高価になるといったこと

と，励起波長の選択にやや自由度が不足するといった事ぐらいである． 

しかし，1995年以降は紫外 LED や LD などが安価で利用できるようになり，蛍光寿命測

定装置に対する考え方が少し変わってきた [10-13]．その結果，古くからの位相変調法でも，

蛍光寿命の概略値を素早く取得するといったスクリーニングのような限定した目的には十

分に利用できるようになった．ここで，位相法が利用できるという一番大きな理由は，パル
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ス法に対する大きな優位性があるからである．すなわち，測定対象とする蛍光寿命と比較し

て低い変調周波数であっても周波数分解測定により良好な S/N 比が確保でき，高精度に短

い寿命種の測定ができる．例えば，数 10 MHz 程度の変調周波数でも 10 ns以下のオーダの

蛍光寿命測定が精度よく行える．その根拠を定性的に説明すると次のようになると考えられ

る．すなわち，パルス法がインパルス応答として系の広帯域周波数応答を一度に測定してい

るのに対し，位相法は唯一つの変調周波数での系の定常応答を測定している．単純比較はで

きないが，同一測定時間でのターゲットとする変調周波数当たりの情報量と言う観点では位

相法のほうが有利である．したがって，LED や LD を励起光源とした従来の位相法でも十

分利用価値がある．しかし，既に指摘したように，古くからの位相変調法は原理的に単一成

分の蛍光寿命測定しかできず，複数成分に対しては複数個の変調周波数を採用しなければな

らない．この難点に対しては，単純に複数個の変調周波数を使用するというだけでなく，可

変変調周波数[14-16]，フーリエ変換型位相法[17, 18]，マルチプレックス周波数法[19, 20]，

および 2章で挙げた位相変調励起光源を用いる手法[21]が提案されている． 

しかしそれ以外にも，位相法にはこれまであまり注意が払われていない技術的な問題点が

いくつか存在する．その第 1の問題点は光検出器に関することである．微弱光の汎用高感度

検出器としては，高速光電子増倍管(PMT)の使用が一般的である．その際，PMT の負荷抵

抗の値は，それに接続される同軸ケーブルや高速アンプとのインピーダンスマッチングのた

めに通常は 50Ωとする必要がある．この状態で通常のアナログ測光を行うと PMT の平均陽

極電流が容易に最大絶対定格を超えてしまい，カソードやアノード電極の劣化を早めてしま

う．これを防ぐために負荷抵抗を大きくすると変調信号に追随できなくなる．結果として，

従来の位相法は，蛍光強度が十分な試料に対しても，PMT へ入射する蛍光強度を故意に減

光せざるを得ない．PMT の印加電圧を下げてもよいが，あまり下げ過ぎると応答速度に悪

影響を与えるため推奨されない．最近では，検出器として，光子計数用ガイガーモードアバ

ランシェフォトダイオード（APD）の利用も報告されているが[22,23]，そのような高速 APD

は受光面積が例えば 0.1mm×0.1mm程度と極端に小さいため使いづらい．結局，従来の位相

法の適用対象は，現実的には中程度の蛍光強度を有する試料になってしまいがちである． 

 位相法の第 2の問題点は，達成できる分解時間の限界である．一般に，位相法のパルス

法に対する優位性の理由として位相測定の精度が高いことが挙げられる．しかし，PMT の

出力容量やそれに接続される同軸ケーブルの静電容量などを合成すると少なくとも 50 pF

になり，PMTの負荷抵抗の値を 50Ωに設定した場合，アナログ的な応答時定数は 2.5 ns以

上になってしまう．したがってこのような状況において得られた数ナノ秒の蛍光寿命値は，

たとえ数学的デコンボリューション法[24, 25]が導入されたとしても，結果として信頼性を

欠いている． 
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PC-PMFではこれらの問題点をすべて解決できる．PC-PMFは，従来の位相法のテクニッ

クと，通常はパルス励起法で用いられる単一光子相関法(TC-SPC)法のテクニックを組み合

わせた手法である．そこでは時間振幅変換機(TAC)とマルチチャネルアナライザ(MCA)が用

いられている．これらを結合させることにより極微弱蛍光に対応させている．微弱光測定が

目的なので光電面劣化の問題が大幅に緩和される．さらに，MCA のチャネル当たりの分解

時間も従来の TC-SPC 法と同じにでき，PMT の周波数帯域を超えた測定が可能となる．測

定時間の問題は残るが，もともと極微弱蛍光測定が目的であるからある程度は許容できる．

さらに極微弱光領域では，分解時間とのトレードオフを考慮しつつ，PMT の負荷抵抗をあ

る程度大きくして感度を稼ぐような試みも可能である[25-29]．このような背景のもとで，前

述のようにPC-PMFそれ自体のアイディアが既に岩田らにより報告されている[1]．しかし，

蛍光励起光源として LEDを用いた初期段階のものであり，変調周波数は高々20MHzであっ

た．MCAには変調周波数の 1周期未満の波形しか取得できず位相測定の精度も向上させに

くい状況であった． 

本章では，励起光源として高周波変調させた紫色 LD を採用することで，短い蛍光寿命へ

の対応を図った取り組みについて述べる．LD を光源として採用し，簡易な LD 駆動回路を

適用することで，変調周波数 1.0 GHzでの安定駆動を実現した．位相測定のために必要な，

複数周期に亘る波形取得を行うための方法を整理した．結果として，周波数 1.0 GHzにおい

ても十分な振幅を有した複数周期の正弦波を得ることができた．これにより，短い蛍光寿命

に対応可能となり，また同時に高い位相測定精度が得られる事を実験的に確認した．このよ

うに，性能を向上させた PC-PMFの位置づけを図 3.1に示す．本提案手法により，蛍光検出

器をアナログ動作させる従来型の位相変調法に比べ，微弱蛍光への対応と，短い蛍光寿命へ

の対応が拡張される． 

本章では，まず PC-PMF の動作原理について述べ，提案する装置構成を示す．装置の基

礎的な性能評価を行い，また従来のアナログ測光方式位相変調法と比較した結果について示

す．そして，実際にサブナノ秒の蛍光寿命を有する試料を測定し，本測定手法の有用性を示

す． 
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図 3.1 位相変調法における，提案手法の位置づけ．網掛部はデジタル測光に基づく手法で， 

それ以外はアナログ測光である．下線部が本章で提案する手法． 
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3.2 測定原理 

図 3.2 に光子計数型位相変調法(PC-PMF)の測定原理を説明するためのタイミング図を示

す．(a)に，周波数 f(=1/T)の励起光波形を示す．これが参照波形となる．このとき，蛍光強

度が十分に強ければアナログ測光が可能となり，蛍光波形は(b)に示すようになる．図に示

す位相角 は, 励起光に対する蛍光波形の位相差である．従来型の PMF において，蛍光寿

命値 は，蛍光減衰波形が単一の指数減衰関数で与えられると仮定できる場合には(a)，(b)

を測定し， を求めることによって， の関係式から算出する． 

しかし，蛍光強度が微弱になると，PMT の出力波形は(c)に示すような光電子パルス列状

態となり，もはやアナログ測光ができなくなる．ここで，光電子パルス発生時刻の確率密度

関数は，蛍光強度が大きい場合の(b) に示した蛍光強度に比例する．さらに蛍光強度が微弱

になると，(d) に示すような単一光子状態となる．すなわち，全測定時間範囲の間に高々1

個の光子しか到来しないような状況になる．しかし，この状態であっても，光電子パルスの

検出時刻の確率密度関数と蛍光強度の比例関係は保たれている．この状態で，従来のパルス

励起の TC-SPC 法で用いられている TAC を動作させる．TAC の計時スタート信号は，励

起光周波数 f を n で分周したクロックパルス(e)とする．そして，(d)の単一光電子パルスを

ストップ信号として入力する．TAC では，(f)に示すように，クロックパルスエッジと光電

子パルスのエッジの時間差を振幅に変換し，この出力信号を波高分析(PHA)モードで動作す

る MCA に導入する．こうして多数回の励起を繰り返せば，MCA には蛍光強度が強い場合

の蛍光波形と相似なヒストグラムが取得できる．PC-PMFの場合には，正弦波形のヒストグ

ラムが作成できる．この構成では，システムクロックパルスの周期が全時間測定範囲となり，

そこに周期 T の複数個のサイクルの正弦波が現れる．もともと測定対象からの蛍光が微弱

なので，入射光強度に由来する波形歪の問題は殆ど存在しない．また，1 サイクル毎の波形

が等しいため，入射光強度を十分に落とせばどのサイクルを計数しても波形歪の問題は生じ

ない．このようにして最終的に得られる蛍光波形のヒストグラムを(g) に示す．以上のよう

な手順で，参照波形と蛍光波形を取得する．蛍光寿命値の算出手法は，従来の PMFの場合

と同様である．以上が微弱蛍光に対応可能な PC-PMFの動作原理である． 

一方で，本システムは，TAC-MCAペアを用いる TC-SPC システムそのものであり，光子

を受け入れられない時間である「デッドタイム」が存在する．これは，TAC の測定時間幅

Ts中に 1 個の光子しか検出できない事によるデッドタイムと，MCA 上にヒストグラムを作

成する際の A/D変換時間 ADC time に由来するデッドタイムが存在するが，一般に MCAの

デッドタイムが支配的である．デッドタイム中に光電子パルスが入力されても計数されない

ため，結果としてカウント効率が低下し，場合によっては測定波形が歪む．これについては，

q



q  f2tan 
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3.4.1 節で再び取り上げる．しかし，微弱蛍光を測定対象とする場合光子検出頻度は低いの

で，多くの場合問題にならない．蛍光が強い場合は，NDフィルタ等で検出頻度を下げるこ

とで容易に対応可能である．  

TAC とMCAを導入することによって，従来の TC-SPC 法の場合と同様に，PMT の周波

数帯域を超えた分解時間が達成できる．すなわち，従来のアナログ方式の PMFの分解時間

を大幅に改善できる．実質的には，分解時間を制限する要因は，光源，もしくは使用する

PMTの電子走行時間のばらつきに起因するジッタのみとなる． 
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図 3.2 光子計数形位相変調法の動作概念図．(a)励起光波形，(b)強度が十分強い場合の蛍光

波形，(c)強度が微弱な場合の蛍光波形，(d)単一光電子パルス状態の蛍光波形， 

(e)システムのクロック波形，(f)TACの出力信号，(g)MCA 上で作成されるヒストグラム波形． 
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3.3 装置構成 

3.3.1 高周波変調 LD 駆動回路 

 図 3.3 に，高周波変調 LD 駆動回路を示す．励起光源として，紫色 LD(NDV4313, wavelength 

= 405 nm, maximum output power = 140 mW, threshold current = 35 mA, Nichia)を用いた．この

LD は，測定する試料の励起波長帯域に応じて，容易に他の発振波長の LD に交換可能であ

る． 

LD の強度変調にあたり，駆動電流を直接高周波変調させる内部変調方式を採用した．こ

れにより，1.0 GHz程度までであれば，小規模な回路構成で十分な変調度が得られる．提案

する駆動回路は，DC駆動部と AC 変調駆動部の 2つの部位で構成される．DC 駆動部は LD

の発光強度を長期的に安定化制御し，また LD のしきい値電流に対し十分なバイアス電流を

与える．一方で，AC 変調駆動部により正弦波を重畳させている． 

DC 駆動部は，LD の発光強度をモニタリングし，フィードバック制御によりその発光強

度を安定化させている．LD に内蔵されているフォトダイオード(PD; photo-diode)の光起電力

を，オペアンプ(TL072AP, Texas Instruments)を用いた電流-電圧変換回路により検出する．そ

れと同時に，同オペアンプにより制御電圧と比較し DC駆動電流を決定している．制御電圧

を 1.40 Vと設定した場合，LD に流れる DC駆動電流は 70 mA となった．オペアンプの出力

電圧は，高周波トランジスタ Q1(BFG591, transition frequency 7.0 GHz, maximum collector 

current 200 mA, NXP Semiconductors)で構成されたエミッタフォロア回路により電圧-電流変

換され，LD に DC バイアスが印加される．以上の閉ループにより負帰還がかかり，DC 発

光強度が安定化される．なお，この制御の応答速度は電流-電圧変換回路のフィルタ時定数

によって決定される．ここでは，変調周波数より十分小さな値とし，100 kHzのカットオフ

周波数を設定した． 

AC 駆動部は，発振器からの正弦波を，高周波トランジスタ Q2(BFG591, NXP 

Semiconductors)で構成されたエミッタフォロア回路により電圧-電流変換し，LD に印加した．

ここで，Q2 で構成された電圧-電流変換回路を線形動作させるために，入力した正弦波に

DC バイアスを重畳した．入力する正弦波の振幅を 1.0 Vpp とした場合，LD に流れる AC 変

調電流は 20 mAppとなった． 

以上の構成によって LD 駆動回路を実際に製作した．この外観を図 3.4に示す．このよう

に，プリント基板上に部品を実装することにより小型な変調光源の製作が可能である．この

LD は前述のように，他の波長のものに容易に交換可能であるし，また回路規模が小さいの

で波長毎に取り揃えることも難しいことではない． 

製作した励起光源の変調度は，変調周波数 100 MHz において 75 %，変調周波数 1.0 GHz

において 50 %であった．ここで，変調度は，発光の時間波形の振幅と平均強度の比と定義

した． 
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図 3.3高周波変調 LD 光源の回路図． 

 

 

図 3.4 作成した高周波変調 LD 光源の外観． 
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3.3.2 光子計数型位相変調方式蛍光寿命計 

図 3.5 に，構築した PC-PMF のブロック図を示す．励起光源として 3.3.1 節に示した LD

光源を利用した．変調のための正弦波信号は位相同期回路(PLL IC, ADF4350BCPZ, Analog 

Devices)により発生させた．PLL IC は，基準発振器(AWG520, Tektronix)からの 10 MHz をも

とに周波数をアップコンバートさせ，100 MHz から 1.0 GHzのレンジで同期発振させた．サ

ンプルからの蛍光は，ロングパスフィルタ(LPF, SCF-50S-44Y, 透過波長 440 nm, Sigma Koki)

を透過させた後に PMT (R7400U, カソード-アノード間電圧 -1000 V, Hamamatsu Photonics)

で検出した．検出する蛍光強度を調整するために，適宜サンプルと PMTの間に ND フィル

タを挿入した．PMT からの光電子パルスは低雑音高速アンプ (LNA, type 574, Ortec)を経て

定比率型波高弁別器 (CFD, type 584, Ortec) に導入した．その出力をスタート信号として，

時間振幅変換器 (TAC; type 566, Ortec)に入力した．TAC のストップ信号は，オシレータから

のシステムクロックパルスを，高周波プリスケーラ(HMC434, Hittite Microwave)およびプロ

グラマブル分周器(74HC163, Toshiba)により n 分周したものを入力した．分周比 n は，スト

ップ信号の周波数が 10 MHzとなるように設定した．このように，スタート信号を光電子パ

ルスとし，ストップ信号にシステムのクロックパルスを用いる接続法は「リバース接続」と

呼ばれる[2]．リバース接続により，光子が検出された場合のみカウント動作が行われるの

で，計数効率が向上する．TAC の出力はマルチチャネルアナライザ (MCA; TRUMP CARD 8k, 

Ortec) に入力し，ヒストグラム波形を作成した． 

位相変調法を実施するにあたり，まず励起光波形を取得した．この場合，サンプルセルを

設置する位置に，反射率に波長依存性が無いアルミニウム製の拡散板を設置した．TAC と

MCA の動作条件は，TAC の測定時間幅は 50 ns とし，MCA のチャネル数を 8192とした．

したがって，チャネル当りの分解時間は 6.1 psである．前述のように，本システムの測定時

間の大部分は，TAC-MCA ペアにおける AD 変換時間である．今回用いたMCA の変換時間

は 8.0 sであるため，したがってヒストグラムに光子をカウントする最大繰り返し周波数は

125 k counts/sに制限される． 
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図 3.5 PC-PMFのブロック図．LD:レーザダイオード，LPF: 長波長透過フィルタ，PMT: 光

電子増倍管，CFD：定比率波高弁別器，TAC：時間振幅変換器，MCA：マルチチャネルア

ナライザ，PC：パーソナルコンピュータ． 
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3.4 実験結果および考察 

3.4.1 入射光量に対する検出光子数の直線性とチャネル間幅微分直線性 

PC-PMFの基礎特性を評価した．本節では定常光入射における PC-PMFの動作特性につい

て示す．定常光入射における評価内容は，チャネル間の計数量の均一性を表す微分直線性と，

入射光量に対する光子計数効率の直線性とした． 

光子計数効率 Q の定義は，パルス励起における TC-SPC システムで利用される場合は，

励起パルス 1 周期あたりに TAC-MCA ペアによって光子を検出・記録できる確率である．

一方で PC-PMF では，固定された励起パルス 1 周期という単位時間が存在しないため直接

適用することができない．簡易的には変調に用いる正弦波 1周期で代替できるが，PC-PMF

を運用する場合において fは可変であるので，それに依存してQが変化してしまう．そこで，

変調周波数を同期分周して 10MHzの基準クロックを作り，これによって TAC-MCAペアを

駆動した．この場合における光子計数効率 Q は， Q=Nn/Rfと定義した．ここで，N はヒス

トグラム中の全光子カウント数であり，R は全測定時間である．また，f / nは，光源の変調

周波数 fを n分周することで 10 MHzとなるように設定した．すなわち，本定義によるQは，

100 ns中にカウントされる光電子パルスの平均数を表す．このように，従来の TC-SPC シス

テムで使用される定義とは異なっているため，直接に値の比較はできないが，その一方で相

対的には従来の Q と同等の意味を有している． 

図 3.6(a)に，入射光強度 Pに対する Qの測定結果を示す．ここで，測定時間 R = 2400 sと

設定した．使用した光源は，直流駆動した白色 LED(NSPW510BS，日亜化学工業)を用いた．

LED からの光を NDフィルタで適宜減光し，光パワーメータ(1830-C, Newport)を用いてあら

かじめ光強度を較正した．(a)において，比例関係を示す実線から，5.0%までの偏差を許容

した場合，Pに対する Qの線形性は入射光量 20 nW まで維持された．したがって，波形歪

無く PC-PMFを利用するためには，PMT への入射光量を P<20 nWとして使用する必要があ

る． 

次に，定常光を入射した場合における，チャネル間幅の微分直線性を評価した．装置構成

は上記のものと同一である．図 3.6(a)に示した，線形領域の点 A において取得されたヒスト

グラム波形を(b)に示す．ここで，R = 4790 s，P = 10 nWとした．この条件では，チャネル

間で均一なヒストグラム波形が得られた．チャネル当たりの平均カウント数は 9945であり，

相対標準偏差(RSD)は 1.1％であった．光電子パルスの検出数のゆらぎはポアソン分布に従

うことから，提案する PC-PMFシステムが正常に動作していることを示している．また，(a)

中の非線形領域の点 Bにおいて取得されたヒストグラム波形を(c)に示す．ここで，R = 940 s，

P = 45 nWとした．(c)は，チャネル間で一様な計数が行われていないことを示している．こ

の歪は，TAC の動作速度を上回る頻度で光電子パルスを検出したため，カウントされない

光電子パルスが発生したためと考えられる． 
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図 3.6 (a)入射光量 Pに対する光子計数効率 Qの測定結果，(b)入射光量 P=10 nWにおいて

取得したヒストグラム波形，(c)入射光量P=45 nWにおいて取得したヒストグラム波形． 
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3.4.2 光子計数型位相変調法とアナログ測光型位相変調法の比較 

(i) 微弱光測定における PC-PMFと従来型 PMFの比較 

 アナログ光検出法を用いる従来の PMF は，3.1 節で述べたように中程度の蛍光強度が得

られる場合において適用できるが，一方で提案する PC-PMF は極めて弱い蛍光の検出にお

いて有用である．従来型の PMFと PC-PMFのそれぞれで蛍光強度の適用範囲を比較するた

めに，強度が異なる励起光の変調波形の測定を行った．光源は f = 100 MHz で変調された

LD とし，PMT上の平均入射光強度 Pを段階的に変化させた． 

図 3.7 の左側は PC-PMF，右側は従来型の PMF によって取得した励起光波形を示す．

PC-PMFにおける P は，(a)100 nW，(b)10 nW，(c)1.0 nWとし，最大計数値が 10
4となるま

で光子計数を行った．このとき，測定時間 R と計数効率 Qは，それぞれ(a) R = 210 s, Q = 14.2

×10
-3

, (b) R = 2370 s, Q = 1.7×10
-3

, (c) R = 24120 s, Q = 0.17×10
-3となった．各条件において

入射光に対する光子計数量は，3.4.1 節の結果によると(a)では P が強すぎるため線形増加と

はならないが，(b)および(c)では線形性が保たれる範囲である．ここで，TAC-MCA ペアの

非線形性による歪を受けた，チャネル番号 0 ~ 424 および 7986 ~ 8191 における計数量は除

去した． 

従来型の PMF による測定では，デジタルオシロスコープ(TDS5054B, Tektronix)を用いて

アナログ波形を記録した．P は，(d) 10 μW, (e) 1.0 μW, (f) 100 nWとした．ここで，S/N 比良

く波形を記録するために，オシロスコープ上にて 10
4回の波形の平均処理を行った．ここで，

PMTは PC-PMFと同じものを使用し，負荷抵抗は 50 Ω，カソード-アノード間電圧は-900 V

とした．(d)において，100 MHz の正弦波が得られたが，P < 1.0 μWに相当する(e)および(f)

の場合において S/N 比が極めて低いため，もはや正弦波を得ることが困難である．一方

PC-PMFでは，P < 10 nWに相当する(b)および(c)において正弦波が得られた．(a)の P =100 nW

においては歪んだ正弦波が得られているが，これは図 3.6(c)と同じく高すぎる Q により線形

性が悪化したためである．しかし，このように入射光強度が強すぎる場合であっても，ND

フィルタ等を用いて十分減光させることで歪み無く波形の取得が可能である． 
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図 3.7 微弱光測定におけるPC-PMFと従来型PMFの比較．光源の変調周波数は f = 100 MHz

である．(a) PC-PMFによる取得波形，P = 100 nW, (b) PC-PMFによる取得波形，P =10 nW, 

(c) PC-PMFによる取得波形，P =1.0 nW, (d) アナログ PMFによる取得波形，P =10 μW, (e) 

アナログ PMFによる取得波形，P =1.0 μW, and (f) アナログ PMFによる取得波形，P =100 

nW． 
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(ii) 高周波変調光の測定における PC-PMFと従来型 PMFの比較 

高周波変調光の測定において従来のアナログ測光に基づく PMF は，3.1 節に述べたよう

に装置構成上の制約から SN 比の良い波形取得が困難である．一方 PC-PMF では，PMT の

アナログ帯域を超えた分解時間が発揮できる．両者を実験的に比較し，PC-PMFで対応でき

る最大変調周波数を確認した．光源は，3.3.1 節に示したように最大変調周波数 1.0 GHz ま

で対応できる．平均入射光強度 Pを固定し，変調周波数 fを段階的に変化させた． 

図 3.8の(a), (b), (c)は，PC-PMFによって得られた励起光のヒストグラム波形である．それ

ぞれの Pおよび fは，(a) P = 10 nW, f = 250 MHz, (b) P = 10 nW, f = 500 MHz, (c) P = 10 nW, f = 

1.0 GHzとし，ヒストグラム中の最大計数値が 10
4となるまで光子計数を行った．このとき，

測定時間 R と計数効率 Qは，全ての条件において R = 2400 s，Q = 1.7×10
-3であった．この

条件では，3.4.1節と3.4.2節に示すように，入射光量に対して検出光子数は線形性を有する．

なお，取得したヒストグラム波形のうち，TAC-MCA ペアの非線形性を無視できる時間幅が

46 ns分得られた．図 3.8では波形を明示するために 20 ns幅の結果を抜き出して示している．

(c)では，f = 1.0 GHz としたにも関わらず 100 MHzに相当するわずかな歪が見られる．これ

はPLLを構成するVCOの長期の不安定性に由来するものである．いずれの結果においても，

光源の変調波形が十分な振幅で得られている． 

比較として，従来のアナログ測光に基づく PMFを想定し，アナログ測光によって励起光

波形を取得した．得られた波形を図 3.8(d), (e), (f)に示す．それぞれの Pと fは，(d) P = 10 μW, 

f = 250 MHz, (e) P = 10 μW, f = 500 MHz, (f) P = 10 μW, f = 1.0 GHzとした．ここで，3.4.2(i)節

と同様に，デジタルオシロスコープ(TDS5054B, -3dB カットオフ周波数 500 MHz, Tektronix)

を用いて波形を取得した．PMTの陰極陽極間電圧は-900 V とし，PMTとデジタルオシロス

コープ間は 0.5 mの RG-58A/U 型 BNCケーブルで接続した．(e)と(f)では，波形が大きく減

衰している．これは，PMT の出力容量や同軸ケーブルの静電容量で構成される RC ローパ

スフィルタと，デジタルオシロスコープのアナログ帯域による影響である．使用した同軸

ケーブルの静電容量は 50 pFであり，PMT の負荷抵抗は 50Ωと設定した．したがって，PMT

出力部に形成される RCローパスフィルタの-3dBカットオフ周波数は 63.7 MHzである．さ

らにデジタルオシロスコープのカットオフ周波数も加味すると，500 MHz を超える波形の

取得は困難である． 

一方，PC-PMF においては 1.0 GHz と，PMT 出力回路のアナログ帯域を大きく超えた周

波数帯域まで波形が得られている．これは，次のように説明できる．PC-PMF では PMT が

出力する光電子パルスをデジタル信号とみなし，そのパルスの立ち上がりタイミングを波

形取得に用いる．光電子パルスの時間波形はアナログ帯域に依存して高周波成分が減衰す

るが，その一方で光電子パルスの立ち上がりタイミングに変化は無い．結果としてアナロ

グ測光よりも高い時間分解能が得られる．さらに，TAC-MCA ペアの最小分解時間は TAC

の時間幅(Ts = 50 ns)と MCA のチャネル数(8192)で決定され，6.1 psと十分な分解時間を有し

ている．実際に PC-PMFを利用する際に分解時間を決定する要因は PMT内における電子走
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行時間の拡がりによる時間的ジッタが支配的である．例えば，提案装置で使用している光

電子増倍管であれば，約 0.2~0.3 nsとの報告例がある[2]．電子走行時間拡がりを低減する解

決法として，MCP-PMTの利用が最適である[9]．その他に，アパーチャを用いて光電面にお

ける蛍光検出スポット径を小さくすることや，陰極-陽極間印加電圧を増加させることによ

っても電子走行時間拡がりを低減させることができる． 

PC-PMF システム全体としての分解時間は，光電子パルスの時間的ジッタだけでなく LD

の変調周波数の安定性にも依存する．変調周波数は PLL-IC の発振安定性に依存し，約 300 ps

のジッタを含む．このとき，長時間波形を積算すると，f = 1.0 GHzにおいて振幅が-3dBと

なる．この観点から，3.3.1節に示した LD の最大変調周波数は 1.0 GHzとした．  
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図 3.8 高周波変調光の取得による PC-PMF と従来型 PMF の比較．それぞれの変調周波数

は，(a) f = 250 MHz, (b) f =500 MHz, (c) f =1.0 GHz, (d) f = 250 MHz, (e) f =500 MHz, and (f) f 

=1.0 GHzとした．また，入射光強度は，(a)，(b)，(c)において 10 nW，(d)，(e)，(f)にお

いて 10 Wとした． 
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3.4.3 蛍光寿命測定結果 

PC-PMFの性能を検証するために，標準的な蛍光試料である 1.0 nMクマリン 152 エタノ

ール溶液の蛍光寿命を測定した．励起ピーク波長と発光ピーク波長は，それぞれ 405 nmお

よび 480 nmである．励起光源は，3.3.1節で示したように 405 nmの LD を用いた．一方，

蛍光測定のために，検出側にカットオフ波長 440 nmの LPF (SCF-50S-44Y，シグマ光機)を

挿入した．1.0 nMの濃度では，アナログ測光に基づく従来型の PMFアナログ測光では検出

できない．図 3.9に，測定により得られた励起光ヒストグラム波形と，蛍光ヒストグラム波

形を示す．測定条件は，f = 100MHz，R = 2400 sと設定した．このとき，Q = 1.7×10
-3となっ

た．得られたヒストグラム波形から，畳み込み自己回帰モデルに基づくデータ解析法[29]に

より蛍光寿命を推定した結果，τ = 1.6 ± 0.1 ns (θ = 68.0 ± 2.0°)が得られ，文献値と良く一致

した値となった[31]． 

さらに，サブナノ秒オーダの短い蛍光寿命を示す試料として，1.0 mg/L DAPI (4’, 

6-diamidino- 2-phenylindole) - Tris/EDTA (tris (hydroxymethyl) aminomethane / ethylenediamine- 

tetraacetic acid) 溶液の測定を行った．これは，DNA プローブとして応用される蛍光色素で

ある．励起ピーク波長と発光ピーク波長は，それぞれ 360および 460 nmである．励起光源

として 405 nmの LDと，蛍光フィルタとしてカットオフ波長 440 nmの LPF (SCF-50S-44Y，

シグマ光機)を再び用いた．図 3.10(a)，(b)，(c)は，それぞれ，f=250 MHz，500 MHz，1.0 GHz

と設定した場合に得られた励起光ヒストグラム波形と蛍光ヒストグラム波形を示す．ここで，

全ての測定において測定時間 R = 2400 sとした．それぞれの条件において得られた Qおよ

び θは，(a) Q = 1.7×10
-3

, θ = 72°, (b) Q = 1.7×10
-3

, θ = 75°, (a) Q = 1.7×10
-3

, θ = 80°であった．こ

こで，図を見やすくするために 20 nsの時間幅だけを抜き出して示している．図 3.11は，変

調周波数に対する位相差の測定結果を示している．100 MHzから 1.0 GHz までの各変調周波

数における測定を 5回繰り返し，平均値と標準偏差を求めた．各点は 5回の平均値であり，

またエラーバーは標準偏差を表している． 

ここで，試料の減衰波形が二つの指数関数減衰で表現されると仮定しフィッティングを行

った結果，蛍光寿命値 τ1 = 2.8 ± 0.1 ns, および τ2 = 0.19 ± 0.05 ns, 初期振幅比 a2/a1 = 2.7 ± 0.1

との仮定下において良好にフィットした．得られた蛍光寿命値により算出された位相曲線を，

図中に実線で示している．この結果においても，文献とよく一致した値が得られた[32]． 
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図 3.9 PC-PMFによって得られた励起光ヒストグラム波形と，1.0 nM クマリン 152エタノ

ール溶液の蛍光のヒストグラム波形．変調周波数は 100 MHzである．蛍光寿命を単一指数

関数減衰と仮定した場合，測定結果から蛍光寿命は t =1.6±0.1nsと算出された． 
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図 3.10  PC-PMFによって得られた励起光ヒストグラム波形と，1.0 mg/L DAPI - Tris/EDTA 

溶液の蛍光のヒストグラム波形．変調周波数は，(a)250 MHz，(b) 500 MHz，(c) 1.0 GHzで

ある． 
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図 3.11 測定により得られた，変調周波数に対する位相差の分布．実線は 2成分系と仮定し

た場合の位相曲線を示す．この結果から ns1.08.21  ， ns05.019.02  ，および初期振

幅比 1.07.2/ 12 aa と推定した． 
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3.5 結言 

 アナログ測光に基づいた従来の PMF を改良し，感度と分解時間を向上させるために，

TC-SPC法に基づいた蛍光検出システムを導入した PMFを構築した．LD を励起光源とした

PC-PMF は，シンプルかつ小型な装置構成が実現できる．LD の最大変調周波数は 1.0 GHz

であり，従来のアナログ測光による測定周波数帯域を上回る．従来の PMF に TC-SPC 技術

を導入することで，低量子収率の蛍光試料の測定のためだけでなく，分解時間の向上におい

ても有効であることを実験的に確認した．これによって，感度と分解時間は検出器の性能に

制限され，パルス励起に基づいた TC-SPC 法と同等の性能が達成できた．以上で提案した

PC-PMFは，試料のスクリーニング目的に対してとくに有効である．多成分蛍光試料を測定

対象とする場合においては，2章で提案した PM-PMFの導入も可能である． 
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4章 アダマール変換型蛍光寿命イメージング法 

4.1 緒言 

蛍光寿命は，発光スペクトル，励起スペクトル，蛍光の偏光とともに，蛍光を特徴づけ

る重要な項目の一つである．スペクトル情報に蛍光寿命という情報を新たに付加すること

により，試料の識別能力を向上させられるだけでなく，分子の動的挙動や蛍光共鳴エネル

ギー移動(FRET; fluorescence resonance energy transfer)などに関する重要な情報も取得できる

[1, 2]．特に顕微蛍光寿命イメージング(FLIM; fluorescence lifetime imaging microscopy)は，適

切な蛍光ラベルを導入することにより，生体試料の局所的な観察など生化学分野で広く利

用されている [3,4]．  

従来の FLIMは，検出器に着目して 2種類に大別できる．すなわち，(i)共焦点顕微鏡を用

いたスキャン法と(ii)イメージインテンシファイアと CMOSカメラのような 2次元検出器を

組み合わせた wide-field FLIM (WF-FLIM)である．前者の共焦点顕微鏡を用いたスキャン法

では，試料ステージまたは励起スポット位置を走査し，光電子増倍管（PMT）のような単

一検出器を用いる[5,6]．そのため，微弱な蛍光に対応可能であり，高い 3次元空間分解能が

達成できる[7]．しかし，機械的な走査方式であるため測定に長時間を必要とする．したが

って短時間で変性してしまうような生体試料には対応させづらい．ガルバノ鏡を使用した

高速走査も可能であるが，やはり機械的振動等への注意深い対応が要求される． 

そのような理由で，WF-FLIMの採用も大いに必要である．WF-FLIMでは，観察領域全体

を同時に励起し，時間的なゲートを用いて時間分解蛍光イメージを得る．しかし検出感度

は，PMT や APD のような高感度シングルチャネル検出器には及ばない．ここで，FLIMに

は，光源に着目すると，パルス励起光と正弦波変調光を用いる 2 つの方式が存在する．パ

ルス励起光法では，励起パルス時刻に対してゲート時刻のタイミングを時間的に遅延走査

させながら蛍光減衰波形を取得する．しかし，分解時間はゲート時間幅で決定されてしま

い，たかだか数ナノ秒オーダである．また信号の収集効率が低く，測定に要する時間も長

くなってしまう．それを克服するため，蛍光減衰時間内に複数個の時刻に固定ゲートを設

け蛍光寿命値を算出する手法もあるが[8]，蛍光減衰波形が単一指数関数波形であることが

前提であり，多成分試料には対応しにくい．加えて二次元検出器のフレームレートで繰り

返し周波数の上限が制限されてしまうというという問題もある．高速掃引可能な二次元検

出器も開発されてはいるが [9]，やはり画素数の制限があり高価である．そこで，光源とし

て正弦波変調光を採用し、位相変調法で蛍光寿命を算出する手法がよく用いられている．

この手法では、例えば、正弦波一周期内に互いに 90°位相の異なる 4つのゲートを用意し，

参照信号に対する位相差，もしくは振幅比から蛍光寿命値を算出する[10, 11]．正弦波励起

のため，試料に対するダメージが少なく，生体試料に対する多くの適用例がある．しかし，

多成分試料に対応するためには複数個の変調周波数での測定が要求される．また，たとえ

単一成分であってもそれを確認するためには複数個の励起周波数での測定が必要となる．
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また，微弱蛍光や短蛍光寿命種の試料に対しては，パルス光励起の場合と同様に対応が難

しい． 

このような従来の FLIM の問題を解決するために，本章ではアダマール変換型蛍光寿命イ

メージング (HT-FLI; Hadamard transform fluorescence lifetime imaging) 法を新たに提案する．

HT-FLI は，既報の変調周波数を掃引する位相変調法(FT-PMF; Fourier transform phase 

modulation fluorometry) [12]とアダマール画像取得法 (HTI; Hadamard transform imaging) 

[13-15]を結合させた新規な手法である． 

類似の概念のシミュレーションベースの報告は既にある[16]．しかし，それはアダマール

変換に基づく測定のマルチプレックスアドバンテージに着目した提案である．検出器雑音

が優勢な場合の測定の SN 比と信号利用効率は確かに向上する．しかし，蛍光測定で必須と

なる PMTのような可視紫外波長域での光子検出器を利用する場合では，そのような状況は

少なく，結果的にマルチプレックスアドバンテージの寄与は小さい．ここでは，むしろ，

従来のWF-FLIMの感度と時間分解能の問題点を緩和する目的で，HTI法を利用することを

提案する．その結果，PMT のような高感度な単一検出器が使用できるため，ダイナミック

レンジの制約を受けることなく，高い分解時間で高感度測定が可能となる．また，巡回ア

ダマール励起パターンを利用すれば，高速な励起パターンマスクの電気的な走査が実現で

きる[13]．本提案手法においては，多成分試料に対して複数個の蛍光寿命値毎に，相対成分

比率の画像が比較的容易に取得できるようになる．これはもちろん従来手法でも取得可能

であるが，上述の理由により多成分試料に対応するのが難く実現させにくかった．したが

って多くの場合は視野内の局所位置ごとの平均蛍光寿命値のマッピングに留まっていた

[4-10]． 

提案の第一の目的は HT-FLIの概念を提案することである．第二の目的は，提案した概念

の原理検証のために試作した簡易バージョンの装置の構成とその性能評価について詳述す

ることである．そのため，製作した装置では手法の検証に重点を置き，蛍光の測定光学系

を単純なインライン配置とした．また，励起光源は自作の 8×8ピクセルで構成される青色

LED アレイとした．そのため，画像の空間分解と算出可能な蛍光寿命値の下限を犠牲とし

た．すなわち，試作機の画像の分解は LED の配置間隔である 3.0 mm であり，算出可能な

蛍光寿命値の下限は LED の変調周波数の上限 50MHz で決まる．したがって，現在の実用

的な FLIMの要求仕様と比較するとかなりの隔たりがある．実用的な FLIM の実現が喫緊の

課題であるが，その設計の指針については後述する．  
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4.2 フーリエ変換型位相変調法とアダマール変換型イメージング法の測定原理 

 本章で提案する HT-FLI は，フーリエ変換型位相変調方式蛍光寿命計(FT-PMF)部とアダマ

ール変換画像処理(HTI)部で構成される．多成分蛍光寿命測定に対応できる FT-PMF をベー

スとし，それにHTIを組み合わせることで 2次元イメージングに対応できるよう拡張した．

以下，それぞれを簡単に説明する．両者を組み合わせたHT-FLIについては次章で説明する． 

 

4.2.1 フーリエ変換型位相変調法 

FT-PMF の動作原理については既に報告済であるため[12]，ここでは概要説明に留める．

図 4.1 に，FT-PMFにおける測定の概念図を示す．この手法では，励起変調周波数をある一

定の周波数範囲 fminから fmaxまで，時間幅 Tで掃引させる方式の位相変調方式蛍光寿命計で

ある．その結果得られる蛍光波形は，変調周波数に応じて振幅 A，位相とも時間的に変化

する．したがって，参照光と蛍光波形の両者を取得し，離散フーリエ変換(DFT)処理を経て，

それぞれの振幅比 m(f) = {Aem(f)/Aem(0)} / {Aex(f)/Aex(0)}，位相差 (f) = em(f)ex(f)を変調周波

数の関数として算出すれば，2章と同様の位相法のデータ処理手法にしたがって蛍光寿命値

が算出できる．ここで，A は振幅，θは位相を表しており，添字の exと emは，それぞれ励

起光波形と蛍光波形を表している．ここで，fmin = 0 とすれば，フーリエ変換処理を経て蛍

光減衰波形も算出できる[12]．単一成分試料のみならず多成分蛍光試料に対しても有用であ

る．なお，解析周波数の分解は，取得した波形のデータ点数 L，サンプリング周波数を fs

とおくと，Δf = fs / L となる．このうち，蛍光寿命の推定に用いることができるデータ点数 K

は， K=L ( fmax fmin ) / fsとなる． 

2章で述べた PM-PMFと対比させると，FT-PMFは励起光にチャープ変調波形を用いた場

合として取り扱える．ここでは原理検証を目的とするため，広い変調周波数帯域を同時に

測定できる FT-PMFを採用したが，PM-PMFでも構わない． 
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図 4.1 FT-PMFの測定概念図．  
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4.2.2 アダマール変換型イメージング法 

 HTI部には，励起照明用の構造化光源として n×n 個の LED からなる 2 次元アレイを用い

る．ここでの目的は 2次元の画像処理であるが，2次元 HT 処理は用いず，簡単のため 1次

元処理の手順を 2次元にそのまま展開して 1次元 HT処理を適用する．その概要を以下に述

べる．まず，測定システムを図 4.2(a)に示す．このシステムは，光源と，既知の N 個のアダ

マールマスク，試料 G，および点検出器で構成される．光源からの照明光を個々のアダマー

ルマスクに透過させ，そのときの試料を透過した光強度を点検出器により得る．結果とし

て，N個の時系列ベクトル値 yが得られる．yから，HTIに基づいた解析法によって試料の

像 G と等価な列ベクトル gを得る． 

 HTI に際し，本提案では，n×n ピクセルからなる LED アレイで構成された構造化照明に

よってアダマールマスクパターンを形成した．LED アレイを駆動するパターンの作成には，

単純に 1 次元アダマール変換を拡張した手法を利用した．まず，観察視野領域を n×n から

なる画素に分割し，図 4.2(b)に示すように N×1 の試料像列ベクトル g を作成する．ここで，

N = n×nである．すなわち，gは Gを再配置したものである．HTIにおけるマスクパターン

の投影は，この試料の像ベクトル g と，N×N のマスク行列 M を，図 4.2(c)に示すように乗

算することに相当する．結果として，N×1の観測列ベクトル y (= Mg)が得られる．マスク行

列 Mは，N×N のアダマール行列 Hから次のようにして得られる．Hは，1行目と 1列目の

要素が全て 1であり，残りの N-1×N-1の部分は巡回アダマール行列 H’とする．H’を構成す

る要素は{-1, 1}である．次に要素が全て 1である N×Nの行列 Bを作成する．そして，M = 

(B-H)/2の演算から，図 4.2(d)に示す N×N のマスク行列Mができる．その要素は{1, 0}から

成り，1は光を透過，0は遮光というように対応付けられる．Mの 1行 1列目の要素は全て

0 となる．M のその他の要素は，H’の要素の 1 を 0 に，-1 を 1 に置き換えたものとなる．

したがって M の中の H’に対応する部分も巡回行列となる．なお， H’の各行の巡回パター

ンは maximal length shift-register sequencesの方法にしたがって作成できる[13]．gは，測定に

より得られた yから次のように算出できる．まず，y = Mgにおいて，M = (B - H) / 2である

ので，y = (B - H) g / 2 となる．このとき，Mの 1列目の要素は全て 0であるので，gの第 1

要素を g1 = − (g2 + … + gN)としても測定に影響は無い．このとき，Bg = 0となるので，y = − Hg 

/ 2 となる．さらに，Hの転置行列 H
Tを両辺に掛けることで，H

T
y = −H

T
Hg / 2 となる．H

は正規化されており H
T
H=NI である．ここで，I は N×N の単位行列である．したがって，

H
T
y = −NIg / 2となり，g = −2H

T
y / Nとなる．さらに，Hはエルミート行列であるので，H

T
=H

である．したがって，g = −2Hy / N から gが得られる． 

 実際の照明に用いる LED のマスクパターンは，上記の N×N の行列 M から作成する．図

4.2(d)に示すように，このMの第 1行の要素を左から順番に n個ずつ取り出して、行方向に

順番に並べて n×nの正方配置とし，マスク番号 i = 1の照射パターンとする．次に第 2行に

対して同様の操作を行い，i = 2の照射パターンとする．以下同様の操作を第 N 行まで行い，

i = Nまで N個の照射パターンが得られる．行列Mの第 1行の要素は全て 0であるため，i = 
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1 におけるマスクパターンは完全な遮光マスクとなり，そこで測定される観測データ y1は 0

である．また，行列M の第 1列の要素は全て 0 であるため，復元された画素の(w, h) = (1, 1)

の要素は 0となる．ここで，w と hは画像中におけるピクセル位置を表し，wはピクセルの

高さ位置，hはピクセルの横位置である．なお，Mの{1, 0}のパターンを反転させても同様

の操作により測定が可能である． 
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図 4.2 1次元巡回アダマール行列を用いた 2次元画像取得法．(a) HTIシステムのブロック図，

(b)試料像の列ベクトル gと試料像 G の関係，(c)HTI法による観測列ベクトル yとアダマー

ル行列M，試料像の列ベクトル gの関係，(d)アダマール行列Mからマスクパターンの作成．  
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4.3 アダマール変換型位相変調方式蛍光寿命イメージング装置の構成と動作 

4.3.1 アダマール変換型位相変調方式蛍光寿命イメージング装置 

図 4.3に，FT-PMF と HTIを組み合わせた，HT-FLIシステムのブロック図を示す．励起

光源は，n×n個の LED (発光中心波長 525 nm, OSTG1608C1A, Opto Supply) を配置した LED

アレイとした．これをアダマールマスクパターンにしたがって，順次 ON/OFF駆動させる．

こうして得られる LEDアレイの像を試料上に結像させ，LED の位置に対応する点を励起さ

せる．用いた試作機では n = 8とした．LED の配置間隔は物理的に 3.0 mmであり，それを

試料上に等倍結像させた．試料からの蛍光は，長波長透過フィルタ(LPF)を経て，インライ

ン配置とした PMT(R7400U, Hamamatsu Photonics)に入射させた．PMT からは，励起マスク

パターンの切替えに同期した N (= n
2 
= 64) 個の時系列データが得られる． 

N 個の励起マスクパターンを切り替えるタイミング図を図 4.3(a)に示す．N個の励起マス

クパターンのそれぞれの照射時間幅 T (=2.0 μs) 内で，図 4.3(b)に示すように ON 状態のすべ

ての LED をチャープ波形で高速変調させる．すなわち，時間的に同期させて，周波数 fmin   

(=0 Hz)から fmax (=50 MHz)まで，時間的に線形な周波数掃引を行う．このとき PMT からは，

図 4.3(c)に示すように，試料上の画素毎の蛍光寿命値(場合によっては 0，もしくは複数点の

蛍光が重なり合った状態)に応じて振幅と位相が変化した蛍光の時系列信号が N (=64)セッ

ト得られる．それぞれの区間 Tの信号は，空間的な N/2 (=32)画素分の合成加算信号である．

それを，全データ点数 10
6，サンプリング時間間隔 400 ps，垂直分解能 11 ビットの測定条件

を設定したデジタルオシロスコープ(TDS5054B, Tektronix)を経て，パソコンに取り込み

LabVIEW(National Instruments)で処理する．ここで，個々の励起マスクパターンに対応した

蛍光波形のサンプリング間隔はt (=400 ps)とし，各区間のデータ点数は L (=5,000)とした．

したがって，1回の掃引に要する時間はtL (=2.0 μs)であり，パターン切り替えのためのデ

ットタイム Td (=2.0 μs)も含めると T (=4.0 μs)と設定できる．1回の画像測定に要する時間は

NT (=256 μs)となり，従来の通常に使用される 2次元検出器のフレームレートより高速な画

像取得が可能となる場合もある． 

得られた蛍光波形の解析では，まず，図 4.3(d)のように時系列信号をマスクパターンに

対応した区間に分けて L (=5,000)点の DFT を施すことにより，Nセットの実部と虚部のスペ

クトルペアを得る．ここで，SN比が高い k (<<N) 個の変調周波数成分を選択抽出する．実

際には f1から f2の周波数帯域をf ( = fs / N ) 毎に k (例えば，k=10) 分割する．その結果，k

個の各周波数において，N 個の要素からなる実部と虚部のスペクトル行列 N×k を得る．こ

れらの各列に対して逆 HT を施すことにより，図 4.3(e)のように k 個の異なる周波数に対す

る画像列ベクトルが算出できる．これらは，n×nの解像度を有する実部と虚部のスペクトル

画像である．同様の処理により参照信号をあらかじめ取得しておき，図 4.3(f)に示すように

k個の周波数に対する n×nの大きさの位相差イメージと振幅比イメージを得る．ここで，f = 

0 に相当する振幅比イメージは，通常の蛍光強度画像に相当する．これらのデータに対して，

図中 Pで表すように，1点ずつ従来の位相変調法に基づいた解析を行う[11]．任意の成分数
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を cと仮定して，図 4.3(g)のように各成分の蛍光寿命値毎の相対蛍光強度比率イメージ aが

得られる．分析可能な最大成分数は，ノイズが無いと仮定すれば，cmax = k / 2となる．なお，

測定の SN 比を確保するために，必要に応じて pセットの時系列信号の積算処理を行う．以

上の処理においては，測定した時系列データを DFT によって周波数領域データとした後，

有限個の k個の周波数のみを選択して逆 HTを行った．この操作によって，時系列データを

選択せずにそのまま逆 HT を行った場合と比較して，計算時間が大幅に低減できている．

DFT が線形演算であるためこのような処理が可能となる．  
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図 4.3 HT-FLIの動作とデータ処理の概念図．(a)巡回アダマールマスクパターン，(b)チャ

ープ励起波形，(c) 時系列蛍光波形，(d)N 組の実部スペクトルと虚部スペクトル，(e)(d)から

アダマール逆変換により得られた実部画像と虚部画像．(f)振幅比画像 mと位相差画像 θ，(g) 

蛍光寿命値毎の相対蛍光強度比率イメージ a． 
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4.3.2 LEDアレイ駆動回路 

図 4.4に，n×nの LEDアレイドライバ駆動回路の動作概念を示す．駆動回路は，n×n (=N=64)

ビットから成るアダマールパターンの巡回用のシフトレジスタ(CSR, cyclic shift register, 

74HC194 ×16，動作最大周波数 70 MHz，Toshiba)，システムの基準クロックの発生に用いた

ファンクションジェネレータ(WF1965, NF Corporation)，アダマールパターンの初期値設定

回路，チャープパルス発生器（AWG, arbitrary waveform generator, 最大周波数 1.0 GHz，

AWG520, Tektronix），そして LED 駆動用の 64 ビットのトランジスタアレイから成る．図

4.4(A)にシステムの基準クロックを示す．基準クロックの周期は Tc = 4.0 μsとし，パターン

の切り替えと周波数の掃引開始を同期させる．4.3.1 節で述べたように，LED アレイはアダ

マールパターンに基づいて ON/OFF 制御される．この切替えタイミングを図 4.4(B)に示す．

ON 制御されている光源は，同時にチャープ波形で高周波変調される．周波数の掃引は，パ

ターンの切替えが完了した後に周波数の掃引を行う．パターン切替えの待機時間は Td = 2.0 

μs とし，図 4.4(C)に示すように，基準クロックから Tdだけ遅延させた掃引開始パルスをも

とに周波数掃引を開始する．結果として，図 4.4(D)のようなチャープ波形が得られる．チャ

ープ波形掃引周期は T = 2.0 μsとし，fmin = 0 Hz，fmax = 50 MHz とした．こうして得られたア

ダマールパターンとチャープ波形を NAND ゲート(TC74AC00FT,最大出力電流 25 mA/gate, 

Toshiba)で重畳し，その出力で個々の LED を駆動する．NAND ゲートを用いるため，正弦

波が 2 値化され矩形波となるが，周波数分解の後に解析を行うため動作に影響は無い．そ

れぞれの LEDはピーク電流 6.4 mAで駆動した． 
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図 4.4 LED アレイ駆動回路．(A)システムのクロックパルス，(B)投影パターン切り替えタ

イミング，(C)波形取得トリガパルス，(D)チャープ変調波形，(E)得られる蛍光波形． 
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4.4 実験結果 

 提案手法の原理検証として，2種の測定実験を行った．1つ目の実験では，単一成分試料

の蛍光寿命イメージングを行った．ここでは，次の 2 種類の蛍光標準試料を測定対象とし

た．(i)10Mローダミン 6G エタノール溶液(R6G，吸収極大波長 525 nm, 発光ピーク波長 555 

nm)，(ii)10Mローダミン B エタノール溶液(RB，吸収極大波長 555 nm, 発光ピーク波長 580 

nm)である．これらは，2つの石英製角型分光セルに別々に注入し，図 4.5(a)に示すように励

起視野内に並べた配置とした．以降はこの配置を(A)とする．(A)は，単一成分試料が空間的

に分布している場合のイメージングを想定している． 

 2つ目の実験では，多成分試料が空間的に分布している場合を想定した．R6G および RB

を異なる体積比で混合した 3種の試料の測定を行った．R6Gおよび RBの混合比は，それぞ

れ (iii) 0.25:0.75，(iv) 0.5:0.5，および (v) 0.75:0.25とした．これらは，図 4.5(b)に示すよう

な空間配置とした．この配置は以降(B)と表記する． 

 図 4.5(c)および(d)に，(i) R6G，(ii) RB，および (iv) R6G:RB=0.5:0.5の混合溶液の励起スペ

クトルと蛍光スペクトルを示す．それぞれの吸収ピーク波長は，(i)540nm，(ii)555 nm，(iv)550 

nmであり，また蛍光ピーク波長は(i) 560 nm，(ii) 575 nm，(iv) 569 nmであった．この結果

をもとに，励起光投影光路に透過波長 550± 10 nm のバンドパスフィルタ

(VPF-25C10-50-55000, シグマ光機)を設置し，蛍光検出光路にはカットオフ波長 580nmの蛍

光透過フィルタ LPF(SCF-50S-58O, シグマ光機)を挿入した． 
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図 4.5 検証に用いたサンプル．(a)および(b)サンプルの配置．(a)は 10 μMローダミン 6Gエ

タノール溶液(図中では(i)R6Gと表記)と 10μMローダミンBエタノール溶液(図中では(ii)RB

と表記)を配置した．(b)R6Gと RB を混合した 2成分試料を配置した．(c)試料の励起スペク

トル．図中では代表値として試料(i)，(ii)，(iv)のスペクトルを示している，同様に(d) 試料

(i)，(ii)，(iv)の蛍光スペクトル． 
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4.4.1 1成分試料の蛍光寿命イメージング 

 配置(A)における蛍光寿命イメージングの結果を図 4.6に示す．図 4.6(a)は，f = 0 における

蛍光強度画像である．画像中央部の 2 列は，セル間の空気層に相当する．また，4.2.2 節で

述べたように(x,y) = (1,1)の画像要素は情報を持たない．図 4.6(b)および(c)は，(a)における代

表点 X と Y における m(f)および位相差 θ(f)を示している．各点の蛍光減衰波形を 2 成分の

指数関数減衰と仮定しフィッティングにより蛍光寿命値を推定したところ，(b)では蛍光寿

命 τ1 = 4.2 ns，(c)では τ2= 2.5nsとなった．これらは，R6G と RB の蛍光寿命に相当する．こ

れらの値は，文献値とよく一致した[17, 18]．このとき，それぞれの点における蛍光相対強

度 a2/a1は，X において零，Y において 0.5 となった．これを各点毎に行い得られた蛍光相

対強度画像を図 4.6(d)に示す．これは，RBに相当する蛍光寿命 τ = 2.5 nsの成分の強度分布

を示しており，試料の配置通りの結果となった．図 4.6(e)は，τ = 4.2 nsの成分の初期振幅を

表しており，R6G の領域では発光が観察されているが RBの領域では信号が得られていない．

同様に，図 4.6(f)は τ = 2.5 nsの成分の初期振幅を表しており，当然ながら RB が存在する領

域のみにおいて信号が得られた． 
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図 4.6 (a)HT-FLIによる定常光成分の測定画像，(b) (a)における X 点で測定された周波数に

対する変調度と位相差の変化，(c) (a)における Y 点での周波数に対する変調度と位相差の変

化，(d)初期振幅比の相対強度分布，(e) 
1 =4.20.21 ns の成分に相当する a1 の分布. (f) 

2

=2.50.13 nsの成分に相当する a2の分布. 
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4.4.2 2成分試料の蛍光寿命イメージング 

配置(B)における蛍光寿命イメージングの結果を図 4.7に示す．図 4.7(a)は，f = 0における

蛍光強度画像である．図 4.7(a)中に示している X, Y, Zを代表点とし，それぞれの m(f)と θ(f)

を図 4.7(b), (c), (d)に示す．4.4.1節と同様に，蛍光減衰波形を 2成分の指数関数減衰と仮定

しフィッティングにより蛍光寿命値を推定した．その結果，視野内の全ての点において τ1 = 

4.2 ns，τ2 = 2.5 nsとして良好にフィットした．それぞれの点における蛍光相対強度 a2/a1は，

X において 0.52，Y において 0.81，Z において 0.92 となった．これを各点毎に行い得られ

た蛍光相対強度画像を図 4.7(e)に示す．これは，RB に相当する蛍光寿命 τ2= 2.5 nsの成分の

強度分布を示しており，試料中の RBの濃度分布と同様の結果となった．図 4.7(f)は，τ = 4.2 

ns の成分の初期振幅を表しており，R6G の濃度分布に対応する初期振幅が得られている．

同様に，図 4.6(f)は τ = 2.5 nsの成分の初期振幅を表しており，これは RB の濃度分布に対応

していることがわかる．また，これら R6G と RBの初期振幅は，4.4節冒頭におけるスペク

トル測定の結果と比較して妥当であることが確認できる． 

 

  



80 

 

 

図 4.7 (a)HT-FLIによる定常光成分の測定画像，(b) (a)における X 点で測定された周波数に

対する変調度と位相差の変化，(c) (a)における Y 点での周波数に対する変調度と位相差の変

化，(d) (a)における Z点での周波数に対する変調度と位相差の変化，(e) 初期振幅比の相対

強度分布，(f) 
1 =4.20.21 nsの成分に相当する a1の分布. (g) 

2 =2.50.13 nsの成分に相当す

る a2の分布. 
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4.5 考察 

本章で提案する HT-FLI システムは，その原理検証のために LED アレイを用いた装置構

成を採用したが，実用に際しては空間解像度が不足している．多数の LED を高密度で配置

することで高い空間解像度を達成できるが，DLP(Digital Light Processing)プロジェクタと

LD(Laser Diode)を組み合わせた光源の採用も有望である．例えば，13.6 μm ピッチで

1024×768ピクセルのミラーアレイを有する DLP Discovery 4100(Texas instruments)と×100の

蛍光顕微鏡を組み合わせることで回折限界で制限されるまでの空間分解能が実現できると

考えられる．このとき，励起パターンの最大切り替え速度は 32 k pattern / sec と非常に高速

であり，128×128 ピクセルであれば 0.5 秒でイメージングが可能である．また，提案シス

テムにおける LED の最大変調周波数は高々50 MHz 程度であったが，LED を LD に置き換

えることで最大変調周波数は 1.0 GHzまで向上できる．これにより，数十ピコ秒の速い蛍光

寿命の測定が可能となる[19]． 

一方で，HT-FLI で解像できる最大のピクセル数は，光学系と検出系の両方によって制限

される．たとえば，n×nピクセルで，1画素あたりのビット深さ l bitの画像を取得するため

には，検出システムのビット深さは q ( = l + log2 (n
2 
/ 2) )ビット必要である．例えば，n = 64，

l = 6 bitの場合，q = 17 bitとなる．qが制限された状況において nを増加させる場合は，測

定時間が許す限りの積算処理を行うことが有効である．実際に，p回の積算処理を行った場

合は，q = l + log2 (n
2
/2) + log2 pとなる．他に，光検出のダイナミックレンジそのものを拡大

するために，ヘテロダイン光検出法[20]や，微弱蛍光の測定であれば光子計数法[19]の利用

が有効である． 

 

  



82 

 

4.6 結言 

 アダマール変換に基づく蛍光寿命イメージング法(HT-FLI)を提案した．HT-FLI の原理検

証のために装置を試作し，検証を行った．HT-FLI 法は，HT イメージングとフーリエ変換型

位相変調方式蛍光寿命計を組み合わせたものである．提案装置では，従来のゲート付き 2

次元検出器を用いる場合に比べ，検出感度，分解時間，測定時間の面において高い性能が

得られる．原理検証として，蛍光標準試料であるローダミン 6G とローダミン B エタノール

中溶液の蛍光寿命イメージングを行った．結果として，それぞれの成分に相当した蛍光寿

命分布画像が得られた．空間分解能の向上は，DLP プロジェクタを用いれば，対応可能で

あり，将来的に実用的な FLIMとして利用できる可能性がある． 
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5章 総括 

 本論文では，位相変調方式蛍光寿命測定法の測定手法と装置の改良について論じた． 

第 1 章では，従来の蛍光寿命計を概観し，本研究の位置づけと目的を述べた． 

第 2 章では，位相変調法の多成分蛍光試料への対応を目的とし，位相変調励起光源を用いた位

相変調方式蛍光寿命測定法を提案した．原理検証実験として，励起光源に LED と LD を用いた測

定装置を構築し，蛍光標準資料として 3 種類の蛍光ガラスと，ローダミン 6G エタノール溶液，

クマリン 152 エタノール溶液，およびそれらの混合溶液の蛍光寿命測定を行った．本手法は，多

成分試料のみならず，たとえ単一成分の試料に対しても，それが単一成分であるかどうかを確認

するために有用である．ここでは，原理検証のために位相変調励起波形を任意波形ジェネレータ

で発生させ，蛍光波形を記録するためにデジタルオシロスコープを用いたが，実際の変調や復調

には市販の PLL-IC を使用することができる．提案した位相変調方式蛍光寿命計は製作し易く，操

作が簡単で，蛍光試料のスクリーニングという目的に有用である． 

第 3 章では，位相変調法の微弱光蛍光への対応と分解時間の向上を目的とし，通常はパルス暦

法で使用される TC-SPC システムを導入した光子計数型位相変調法(PC-PMF; photon-counting 

phase-modulation- fluorometer)を提案した．これにより，位相変調法においてもフォトンカウンテ

ィングレベルの微弱蛍光に対応可能となった．また，TC-SPCの導入によって，検出器の帯域を超

えた測定が可能となり，サブナノ秒オーダの分解時間を達成した．さらに，本測定装置は LD を

励起光源としており，簡易な装置構成でサブナノ秒の分解時間が得られる．実際に原理検証実験

として，LD を最大 1.0 GHz まで変調させ，サブナノ秒の蛍光寿命を有する DAPI-TRIS/EDTA 溶液

の蛍光寿命測定を行い，本測定装置の有用性を示した．  

第 4 章では，アダマール変換型蛍光寿命イメージング法を提案した．これは，イメージングの

ためのアダマールイメージング法と蛍光寿命測定のためのフーリエ変換型位相変調法を組み合わ

せた手法である．原理検証のために自作のLEDアレイを励起光源とした測定システムを構築した．

この装置は， 従来のゲート付き二次元検出器を用いる場合に比べ検出感度，分解時間，測定時間

のすべての面において高い性能が得られている．そして，蛍光標準試料である，エタノール中の

ローダミン 6G とローダミン B のイメージングにより，各成分に相当した蛍光寿命分布画像が得

られた． LEDアレイを自作したため，空間的な解像点が 64（8×8）点と悪いが，1.0 ms未満の測

定時間で高速にイメージングができることを実証した． 

 表 5.1と図 5.1に，第 1章で示した位相変調方式蛍光寿命測定法の位置づけを示した表と図を再

掲する．また，表 5.2と図 5.2には，第 1章で示した蛍光寿命イメージング法の位置づけを示した

ものである．これら表中および図中の下線部が本論文で提案した手法である． 

  



86 

 

表 5.1 位相変調法による蛍光寿命測定法の分類．下線部が提案した手法． 

 

 

 

図 5.1 位相変調法において蛍光寿命および蛍光強度に依存した各測光法の位置づけ．網掛部はデ

ジタル測光に基づく手法で，それ以外はアナログ測光による．下線部が提案した手法． 

  

位相変調法

繰り返し現象

光量大

光量大 アナログ測光
デジタル（サンプリング）オシロスコープによる
直接観察法

光量小 統計的サンプリング法

単発現象

時間領域

周波数領域

光量小

光子計数型位相変調法 （3章）

光量大 アナログ測光

光量小 統計的サンプリング法

ロックイン検出法

スペクトラムアナライザを用いる手法

周波数可変法

周波数多重法

周波数チャープ型位相変調法 （4章）

位相変調励起光源を用いる手法 （2章）

デジタルロックイン検出法

周波数多重励起光を用いる
光子計数型位相変調法 （3章）

cv

蛍光強度

10-6 W

10-9 W

1 μs 蛍光寿命1 ns1 ps

cv光子計数型位相変調法（3章）

ロックイン検出法

cv

cv
デジタルオシロスコープによる
直接観察法

周波数可変位相変調法

周波数多重位相変調法

周波数チャープ型位相変調法（4章）

位相変調励起光源を用いる手法（2章）
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図 5.2 蛍光寿命イメージング法において測定速度と，蛍光寿命および蛍光強度に依存した各手法

の位置づけ．下線部が提案した手法． 

 

 本提案手法の今後の展望として，次の 2つが挙げられる．1) 光子計数型位相変調法のカウント

レートの向上，および 2) アダマール変換型蛍光寿命イメージング法の顕微鏡観察への適用である．

1) において，TAC-MCAペアを利用する TC-SPCシステムを用いる場合，分解時間は非常に小さ

い値となるが，カウントレートは低い．一方，位相変調方式蛍光寿命測定法に適用する場合では，

装置の分解時間がサブナノ秒程度であっても，原理的にピコ秒オーダの蛍光寿命測定に利用でき

ると考えられる．そこで，光電子パルス列同時検出法を適用した位相変調法式蛍光寿命測定計を

現在検討している．カウントレートの問題に対しては，高速カウンティングの目的に最適化した

光電子パルス列同時検出回路を，FPGA(field programmable gate array)上に組み込むことで実現でき

る．一方，2) においては，4章に示した装置構成では自作 LED アレイを用いたため，たかだか数

mmの空間分解能であり，また全ピクセル数は 64であった．空間分解能の向上は，DLP プロジェ

クタを用いることで対応可能であり，これを適用したアダマール変換型蛍光寿命イメージング装

置(HT-FLIM; Hadamard-transformed fluorescence- lifetime-imaging microscopy)を現在検討している． 

 

cv

cv

蛍光強度

10-6 W

10-9 W

1 μs 蛍光寿命1 ns1 ps

cv

時間分解共焦点顕微鏡法

ランダム変調励起光源を用いる手法
測定時間；長

アダマール変換型イメージング法（4章）
測定時間；短

cv

測定時間；短

測定時間；長

測定時間；短

高速ゲート付きイン
テンシファイアと
CCDカメラを用いる
手法

高速カメラによる
時間分解観察
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