
ANALYTICAL CHEMISTRY 

Annual Research Highlights 

(1) “Multimodal and multiplex spectral imaging of rat 

cornea ex vivo using a white-light laser source” 

 

We applied our multimodal nonlinear spectral imaging 

microscope to the measurement of rat cornea. We 

successfully obtained multiple nonlinear signals of 

coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS), 

third-order sum frequency generation (TSFG), and 

second harmonic generation (SHG). Depending on the 

nonlinear optical processes, the cornea tissue was 

visualized with different image contrast mechanism 

simultaneously (Fig. 1). Due to white-light laser 

excitation, multiplex CARS and TSFG spectra were 

obtained. Combined multimodal and spectral analysis 

clearly elucidated the layered structure of rat cornea with 

molecular structural information. This study indicates 

that our multimodal nonlinear spectral microscope is a 

promising bioimaging method for tissue study.  

 

Fig. 1 Multimodal and multiplex spectral imaging of corneal 

epithelium in the in-plane (XY) direction; (a) TSFG, (b) SHG, 

(c) CARS at CH3 stretch, (d) CARS at CH2 stretch, (e) CARS at 

CH bend, (f) CARS at purine-ring stretch, (g) CARS at 

phenylalanine residues. The image corresponds to 100 × 100 

μm2.  
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(2) “Electronically resonant third-order sum 

frequency generation spectroscopy using a 

nanosecond white-light supercontinuum” 

 

Third-order sum frequency generation (TSFG) is one of 

the third-order nonlinear optical processes, and has the 

generation mechanism analogous to third harmonic 

generation (THG). By using a white-light 

supercontinuum, we can obtain broadband multiplex 

TSFG spectra. In the present study, we developed an 

electronically resonant TSFG spectrometer, and applied it 

to obtain TSFG spectra of hemoproteins. Analyzed TSFG 

ratio spectra clearly showed the resonant enhancement 

attributable to the electronic state of hemoproteins. This 

is a promising method for the imaging of electronic states 

of molecules inside living cells or tissues. 
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Fig. 2 (a) Intensity-corrected TSFG spectra of Hb solutions. 

Each plot corresponds to PBS, oxidized Hb, reduced Hb and 

albumin. For comparison, absorption spectra of oxidized and 

reduced Hb solutions are shown by solid lines. (b) Calculated 

ratio spectra of oxidized and reduced Hb solutions. 



  分析化学研究室 

研究ハイライト

(1)白色レーザー光源を用いたラットの角膜の ex 
vivoマルチモード・マルチプレックススペクトル

イメージング 
 
これまでに開発したマルチモード非線形スペクト

ルイメージング顕微鏡をラット角膜の測定に応用

し ，コヒーレントアンチストークス散乱（CARS），

第三次和周波発生（TSFG）および、第二次高調波発

生（SHG）に由来する非線形信号の同時観測に成功

した。 各々の非線形光学過程の発生機構の違いに起

因し、 用いた信号光の種類に応じて異なるイメージ

コントラストを有する角膜画像が得られた（図１）。

また、白色レーザー光源を利用することで，画像計

測だけでなく，CARS および TSFG スペクトルの同

時取得を実現した。複数の光学過程の画像・スペク

トル情報を同時に解析することにより，ラット角膜

の層状構造を明らかにし，それに関与する分子の分

子構造に関する知見を得た。当研究は我々が開発し

たマルチモード非線形スペクトル顕微鏡が生体組織

のバイオイメージング研究に有望な手法であること

を示すものである。 

 

図１ XY 平面での角膜表面のマルチモード・マルチプレ

クススペクトルイメージング (a) TSFG, (b) SHG, (c) 

CARS (CH3伸縮振動), (d) CARS (CH2伸縮振動), (e) CARS 

(CH 変角振動), (f) CARS (プリン環伸縮振動), (g) CARS (フ

ェニルアラニン残基) に由来する信号 

 

1.(1)-1) J. Biophotonics, 8, 705–713 (2014) 

(2)ナノ秒白色スーパーコンティニュームによる電

子共鳴第三次和周波発生分光法 
 
第三次和周波発生（TSFG）は第三次高調波発生

（THG）と類似した発生過程を持つ三次非線形光学

過程の一つである。白色スーパーコンティニューム

を使うことにより，広帯域マルチプレックス TSFG

が可能である 。本研究では，白色スーパーコンティ

ニュームを利用した電子共鳴TSFG分光計の開発と，

それを用いたヘムタンパクの TSFG スペクトル観測

を行った（図２）。 取得した TSFG スペクトルの解

析により，ヘムタンパクの電子共鳴が確かに TSFG

信号を増強していることを明らかにした。本結果に

より，TSFG 信号が生細胞や生体組織を対象とした新

たな電子分光(Electronic spectroscopy)画像計測手段と

なりうることが示された。 
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図２  (a) PBS, 酸化型 Hb, 還元型 Hb およびアルブミン

蛋白の強度較正済み TSFGスペクトル。比較のため，酸化

および還元状態の Hb 吸収スペクトルを実線で示す。 (b) 

酸化型および還元型 Hb の TSFG比スペクトル。 
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