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要旨 
	 顕微鏡は，肉眼では見ることのできない細かな構造を可視化することにより，自然科

学や工学の分野において様々な知見をもたらしてきた．特に，生体試料を対象とした観

察において，顕微鏡の果たしてきた役割はあまりにも大きい．その中でも，蛍光顕微鏡

は，試料の構造を単に拡大するのではなく，生体機能をも可視化することのできる顕微

鏡として，現在の生体研究において非常に強力なツールとなっている．蛍光顕微鏡は，

励起光の照射により試料中の蛍光分子を励起し，発生した蛍光を観察する顕微鏡である

が，生体内の特定機能を担う分子に対して蛍光タンパク質のような蛍光分子を紐付けす

ると，蛍光の観察からその特定の分子の局在や動態を知ることができるという特徴を持

つ．また，回折限界を超えるような分解能を達成する超解像顕微鏡や，生体深部観察が

可能な二光子蛍光顕微鏡といった新たな蛍光顕微鏡の開発も成され，生体研究はますま

す発展することとなった． 

	 しかし，これらの顕微鏡には弱点もあった．例えば，超解像顕微鏡は観察可能な深さ

が浅く，一方で二光子励起蛍光顕微鏡は，空間分解能が高くない．また，レーザー走査

型の顕微鏡は，走査速度の制限があるために視野を広げると時間分解能が低減してしま

う．このようなトレードオフの関係が，空間分解能と観察可能な深さ，視野の広さ，時

間分解能の間にあり，このために脳のような分厚い生体組織の活動をリアルタイムで観

察することは困難であった．本研究では，このトレードオフの関係を打破するために，

超解像顕微鏡である構造化照明顕微鏡と，多光子励起蛍光顕微鏡である時空間集光顕微

鏡とを組み合わせ，さらに三光子励起蛍光を用いることで空間分解能を向上させた，干

渉時空間集光顕微鏡を開発した． 

	 本研究の出発点となる顕微鏡である時空間集光顕微鏡は，他の多光子励起蛍光顕微鏡

とは異なり，走査をせず，広視野による照明を行う．走査を伴わないため，視野を広げ

ても時間分解能を下げずにすむという利点を持つ顕微鏡である．しかし，発生した蛍光

が試料中で散乱されて背景光となることや，走査型の多光子励起蛍光顕微鏡と比べて深

さ方向の分解能が低い，つまり焦点面外において発生する蛍光が多いという欠点がある．

本研究においては，二光子励起蛍光ではなく三光子励起蛍光を用いることによって深さ

方向の分解能を向上させ，また，構造化照明の技術と組み合わせることによって発生し

た背景光を除去しながら空間分解能の向上も行なった． 

	 三光子励起蛍光を発生させるためには，ピーク強度の高い励起光源が必要であった．

そこでまず，Yb ファイバーを利得媒質としたチャープパルス増幅器を作製し，中心波

長 1060 nm，パルス幅 92 fs，パルスエネルギー 9 µJ，繰り返し周波数 200 kHzの出力
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を得た．次に，三光子励起蛍光を用いた時空間集光顕微鏡の開発を行なった．深さ方向

の分解能は，二光子励起蛍光を用いた場合は 2.1 µmであったのに対し，三光子励起蛍

光を用いた場合は 1.6 µmであり，二光子励起蛍光を用いた場合と比べて 1.3倍向上した．

また，焦点面外において発生する蛍光を 5.9倍抑制することに成功した．また，二光子

励起蛍光を用いることの可能な状況であれば，二光子励起と三光子励起により異なる蛍

光色素を同時に励起した二色イメージングを行うことが可能であることが示された．

後に，三光子励起蛍光を用いた時空間集光顕微鏡を構造化照明顕微鏡と組み合わせた，

干渉時空間集光顕微鏡を開発した．構造化照明の効果により，発生した背景光は除去さ

れ，深さ方向の分解能は 860 nm，面内方向の分解能は深さ約 100 µmにおいて 106 nm

に達した．つまり，深さ方向の分解能は励起光の波長 1060 nmを下回っており，面内方

向に至っては，1/10の大きさに相当する分解能を達成したことになる．また，時空間集

光顕微鏡，干渉時空間集光顕微鏡のどちらにおいても，生体試料を用いたイメージング

に成功しており，この顕微鏡が生体観察に極めて有効であることを示すことができた． 

	 本研究において開発した，三光子励起蛍光を用いた干渉時空間集光顕微鏡は，将来，

脳組織の活動のような生体現象を観察する強力なツールとなりうる．例えば神経科学の

分野において，この顕微鏡はシナプスの可塑化や樹状突起スパインの減少といった現象

の観察に応用が可能であると考えられる．ニューロン同士のコミュニケーションを観察

するためには視野を広げる必要があるが，視野面積の増加分だけ励起光の入射強度を増

加させるだけで，時間分解能を下げることなく対応が可能である．試料に照射される全

体としての平均強度が高くなることから熱による試料の損傷を招く可能性も考えられ

るが，励起光の繰り返し周波数を下げることによってこの問題は回避できる． 
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第1章	 緒言 
1.1 背景 

	 自然科学の探求において，現象を観測する手段の開発は，極めて重要な過程であると

言える．何故ならば，新しい観測手段が開発されることで，現象に対する新たな知見が

得られ，より深くにある現象へと研究対象を移してゆくことができるからである．様々

な観測手段が開発されてきたが，中でも，17 世紀にその原型が開発された光学顕微鏡

は，肉眼では見ることのできない細かな構造を可視化することによって，自然科学に関

する極めてたくさんの知見を人類にもたらした．特に生物に関しては，生物の基本単位

と言える細胞やその機能など，現在では常識となっている知見の多くが，顕微鏡なしに

は得られなかったものであると言える．今日，様々な顕微鏡が，自然科学から工学に至

るまでの様々な研究に利用されている．自然科学の中でも生物学，特に生体機能の観察

においては，蛍光タンパク質の発見と蛍光顕微鏡の開発により始まった蛍光イメージン

グが，大きなブレークスルーを生み出した．蛍光顕微鏡は，励起光の照射により試料中

の蛍光分子を励起し，発生した蛍光を観察する顕微鏡であるが，生体内の特定機能を担

う分子に対して蛍光タンパク質のような蛍光分子を紐付けすると，蛍光の観察からその

特定の分子の局在や動態を知ることができるという特徴を持つ．蛍光タンパク質は，生

体内において合成可能でありながら，蛍光を発する性質を持つタンパク質の総称であり，

下村らによって発見された緑色蛍光タンパク質（Green fluorescent protein: GFP）[1]をは

じめとして，様々な色の蛍光を発するものが報告されている[2,3]．蛍光タンパク質は，

遺伝子的に発現可能であることから，特定のタンパク質に結合させた蛍光マーカーとし

ての利用が可能である．すなわち，特定の機能を担うタンパク質等に蛍光タンパク質を

遺伝子的に紐付けしておくことにより，対象分子の局在や移動の様子から，対象分子の

生体内における機能や，生体現象に関する新たな知見を得ることができるようになる．

さらに近年，特定の波長の光を照射することで蛍光波長を変える蛍光タンパク質[4,5]

や，蛍光を発する状態と発しない状態とを切り替えることのできる蛍光タンパク質[6]

が発見されたほか，複数のタンパク質を組み合わせることによって，周囲の環境に応じ

て蛍光波長を変えることのできるセンサー[7]の開発も行われ，生体分子の単なる局在

や動態だけではなく，特定の個を識別することや，温度やカルシウムイオン濃度といっ

た環境の変化を観測することさえも可能となってきている．このように，蛍光イメージ

ングによって可視化することのできる情報は極めて多様である． 

	 一方で，蛍光イメージングを生物学における強力なツールたらしめた要因は，蛍光マ
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ーカーの開発だけではない．観察の手法もまた，大きな発展を遂げてきた．初期の蛍光

顕微鏡は，水銀ランプのような短波長の光源を視野全体に照射し，発生した蛍光を目や

カメラを用いて観察する，広視野の顕微鏡であった．この顕微鏡は空間分解能が高くな

く，また観察可能な深さも極めて浅かった．この時，観察可能な深さを制限していた主

要な原因は，背景光と呼ばれるものであり，その発生メカニズムは２つある．1つ目は，

焦点面外から発生する蛍光である．この顕微鏡では，一光子励起により蛍光分子を励起

していたため，励起光を厚みのある試料の視野全体に照射すると，観察したい焦点面だ

けでなく，励起光が届く全ての領域にある蛍光分子が蛍光を発する．信号として目やカ

メラに結像されるのは，対物レンズの焦点面より発生した蛍光であり，焦点面外から発

生した蛍光は結像されず，背景光（背景蛍光）となってしまう．2つ目は，試料内部で

散乱された蛍光である．焦点面において発生した蛍光も，試料内部において散乱されて

しまった場合，結像することができず，これも背景光となってしまう．これらの背景光

が信号に対して相対的に大きくなりすぎると，信号として取り出せる情報は少なくなる．

加えて，この場合に用いていた励起光は可視光から紫外光領域の，比較的短波長の光で

あったため，生体内の透過率も低かった．これに対し，今日の生体研究で も広く使わ

れている顕微鏡の 1 つである共焦点顕微鏡[8]は，およそ 200 nm の空間分解能を持ち，

観察可能な深さも数十 µm程度を達成するレーザー走査型の顕微鏡である．レーザー光

は空間コヒーレンスが高いため，対物レンズなどを用いると，極めて小さな点に集光す

ることができる．その集光点を空間的に走査しながら，発生した蛍光を検出し，集光点

の位置と蛍光の強度から試料の断層像を再構築するのがレーザー走査型の顕微鏡の特

徴である．共焦点顕微鏡の場合，対物レンズの焦点位置と共役な位置にピンホールを置

くことによって，集光点以外から発生した背景蛍光を取り除き，観察可能な深さをも向

上させている． 

	 観察可能な深さをさらに向上させるために，非線形光学現象の 1つである二光子励起

（吸収）を利用した，二光子励起蛍光顕微鏡も開発されている[9-11]．二光子励起は，

励起に必要なエネルギーの半分のエネルギーを持つ光子 2つが，同時に 1つの蛍光分子

と相互作用することによって蛍光分子を励起する過程である．光子密度，すなわち光強

度が極めて高くなければ蛍光が発生しないため，レーザー走査型の顕微鏡を用いている

場合，光強度の高くなる集光点近傍に蛍光の発生する領域を限定することができる．つ

まり，ピンホールを使うことなく，三次元的に高い分解能を得ることができる．また，

使用する波長は近赤外光領域となるため，生体組織の透過率も高く，より深部まで励起

光が到達する．この顕微鏡は高い強度を持つ励起光を必要とするが，蛍光強度が励起光

強度に対して非線形に増大することから，平均強度が同じでも瞬間的に光強度が増大す
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るパルスレーザーの方が，時間平均した蛍光強度は大きくなる特徴がある．つまり，パ

ルスレーザーを用いれば，平均強度を一定とした時，パルスの時間幅あるいはパルスの

繰り返し周波数を小さくすることによって，蛍光強度を増大させることができる．パル

スを作り出すためには，周波数の少しずつ異なる多数の発振モードを，位相を合わせて

重ねる必要がある．それを可能にしたモード同期と呼ばれる技術や，そのパルスを増幅，

整形する技術の発達により，現在では二光子励起蛍光顕微鏡の励起光源としてそのよう

なパルスレーザーが市販されるようになってきている．そのような経緯もあり，二光子

励起蛍光顕微鏡は，生体深部観察によく利用されるようになってきた． 

	 一方で，空間分解能の向上を目指した顕微鏡も開発されてきた．Hell らが 2014 年に

ノーベル化学賞を受賞する理由ともなった，超解像顕微鏡[12-20]である．超解像顕微鏡

は，励起の方法や信号取得の方法などに様々な工夫を凝らすことで，回折限界を超える

分解能を達成する顕微鏡である．レーザー走査型の超解像顕微鏡としては STED

（Stimulated emission depletion）顕微鏡[13]，広視野照明の超解像顕微鏡としては PALM

（Photo-activated localization microscopy）[14,15]，STORM（Stochastic optical reconstruction 

microscopy）[17]，構造化照明顕微鏡（Structured illumination microscopy: SIM）[18-20]

などが挙げられる．それまでは電子顕微鏡を用いなければ見ることのできなかった，100 

nm を切るような細かな構造を，蛍光イメージングにおいて可視化することができるよ

うになったため，生体研究においては極めて画期的な発明であった．こういった顕微鏡

を用いることで，他の方法では困難であった生体機能観察が可能となってきた． 

	 こうして生体機能の可視化ができるようになったことから，例えば脳のような，高度

な細胞間ネットワークによって構成された生体組織の観察に対する需要が高まった．特

に，人間の思考を司っている脳機能の解明は，研究者のみならず，多くの人々を惹きつ

ける課題であると言える．しかし，このような試料の観察は，蛍光顕微鏡にとっても，

困難を極める課題であった．その理由は，空間分解能と観察可能な深さ，視野の広さ，

時間分解能の間にあるトレードオフの関係である．前述した顕微鏡を例に挙げると，極

めて高い分解能を達成する超解像顕微鏡は，微弱な信号を用いているために，生体深部

にゆくほど増大する背景光によって信号光は容易に埋もれてしまい，観察可能な深さが

極めて浅い．一方で，深部観察に有用な二光子励起蛍光顕微鏡は，励起光の波長が長い

ために集光点の大きさが小さくならず，空間分解能は 1 µmを切る程度となってしまう．

また，レーザー走査型の顕微鏡の場合，視野を広げようとすると，走査する距離が伸び

るため，必然的に時間分解能が低下する．しかし，単純に走査速度を上げてしまうと信

号強度が低下してしまう．十分な信号を得られるように励起光の平均強度を上げた場合，

試料に熱などによる損傷を与える恐れがある．また，パルスレーザーを用いている二光
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子励起蛍光顕微鏡などの場合，平均強度を変えずに蛍光強度を増大させるためには，繰

り返し周波数を下げるか，あるいはパルス幅を狭くする必要があるが，走査速度に対し

て繰り返し周波数を下げ過ぎれば，焦点面を隙間なく励起して観察しているという前提

が崩れてしまう．また，パルス幅はスペクトル幅，すなわち使用する周波数帯域の広さ

と反比例の関係にあるため，パルス幅を短くするためにはスペクトル幅を広くする必要

があるが，スペクトル幅が広くなると，全ての周波数に渡って位相を揃えることが困難

となる．位相を揃えることができなければ，パルスの形状は崩れ，ピーク強度は低減し

てしまう．つまり蛍光強度を増大させることができなくなる．レーザー走査を用いない，

広視野照明の二光子励起蛍光顕微鏡として，時空間集光[21,22]という技術を用いた顕微

鏡も開発されてきた．視野を広げても時間分解能を低下させずに観察ができる特徴を持

ち，ビデオレートにおいて極めて広い領域（5000–20000 µm2）を観察した例もある[23,24]．

しかし，広視野照明を利用しているために，空間分解能は結像光学系により決まる回折

限界を超えることができず，また光軸方向の分解能はレーザー走査型の二光子励起蛍光

顕微鏡よりも低いという問題があった．以上のような問題に阻まれ，脳のような生体組

織の活動の観察は困難であった．近年になって，このトレードオフの関係を打ち破るた

めに，複数の技術を融合した顕微鏡が作られるようになってきた．例えば，レーザー走

査型の STED顕微鏡[13]と二光子励起蛍光顕微鏡とを組み合わせた二光子 STED顕微鏡 

[25-27]などが挙げられる．この顕微鏡は，背景光に強い二光子励起蛍光顕微鏡の特徴と，

超解像を達成する STED顕微鏡の利点が合わさり，超解像による深部観察を可能とした．

しかし，用いられたのがレーザー走査型の顕微鏡であったため，時間分解能を保ちなが

ら視野を広げることは困難である． 

 

1.2 本研究の目的と意義 

	 本研究においては，空間分解能と観察可能な深さ，視野の広さ，時間分解能の間にあ

るトレードオフの関係を打破するために，広視野の超解像顕微鏡である構造化照明顕微

鏡[18-20]と，広視野照明の多光子励起蛍光顕微鏡である時空間集光顕微鏡[21,22]とを組

み合わせた干渉時空間集光顕微鏡の開発を目的とした．三光子励起蛍光を用いることに

よって，蛍光の発生する領域を，二光子励起蛍光を用いた場合よりも光軸方向に局所化

し，焦点面外からの背景蛍光発生を抑え，観察可能な深さを向上させる．さらに，構造

化照明法を用いることによって，散乱蛍光の除去と空間分解能の向上も行う．この技術

によって，空間分解能と観察可能な深さのトレードオフを打破する．また，走査を必要

としない顕微鏡であるため，時間分解能を下げることなく視野を拡大させることが可能
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である．視野の拡大によって低減した蛍光強度は，励起光の平均パワーを維持したまま，

繰り返し周波数を下げることによっても回復させることができるため，熱による試料の

損傷も回避できる．このような，空間分解能と観察可能な深さ，視野の広さ，時間分解

能の間にあるトレードオフの関係を打破可能な顕微鏡の開発は，将来，脳組織の活動の

ような生体現象を観察する強力なツールとなりうる．例えば神経科学の分野において，

この顕微鏡はシナプスの可塑化や樹状突起スパインの減少といった現象の観察に応用

が可能であると考えられる．視野を広げることによって，ニューロン同士のコミュニケ

ーションも観察できると考えられる．  
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第2章	 本研究に関する理論及び実験

方法 
2.1 はじめに 

	 本研究においては，非線形光学現象の 1つである多光子励起を利用した蛍光顕微鏡を

観察に用いるため，高い強度の励起光が必要となる．パルスレーザーを励起光源として

用いると，平均強度が低くてもピーク強度は高い光パルスにより，多光子励起蛍光の強

度は増加する．レーザーパルスを作り出すためには，周波数の異なる複数の成分を適切

に重ね合わせて発振させる，モード同期を行なう必要がある．また，媒質中において感

じる屈折率の周波数依存性である分散によって，作り出されたパルスを構成する各周波

数成分の位相は，媒質中を伝搬するうちにずれる．そのため，パルスはチャープされ，

ピーク強度が下がる．よって，多光子励起蛍光を発生させたい場所においては全ての周

波数成分の位相が揃うようにする，分散補償を行なうことが必要である．また，本研究

においては非常に高いピーク強度を必要とする三光子励起蛍光を用いる必要があった

ため，それを引き起こすのに十分な強度までレーザーを増幅する必要があった．しかし，

増幅器内部において，ピーク強度が高くなりすぎると，様々な非線形光学現象によって，

スペクトル位相が変調され，分散補償が困難になる可能性や，利得媒質に損傷を与えた

りするなどの恐れがあった．そのため，あらかじめパルスをチャープさせることによっ

て，パルス幅を伸ばし，ピーク強度を下げたパルスを増幅した．増幅後に，分散補償を

行い，高いピーク強度のパルスを得る．この手法をチャープパルス増幅と呼ぶ．本章の

前半，2.2 節においては非線形光学現象について，そして 2.3 節ではパルスレーザーの

発振や分散などについて述べる． 

	 観察したい分子に蛍光分子を標識した試料に，適切な波長の励起光を照射し，発生し

た蛍光を観察すると，蛍光分子の分布から間接的に標的分子の分布を知ることができる．

このようなイメージング手法を蛍光イメージングと呼ぶ．蛍光分子は，特定のタンパク

質や生体内の構造に結合させることができるため，蛍光顕微鏡は近年の生体研究には欠

かせない技術となっている．蛍光イメージングを行なう顕微鏡には様々なものがあるが，

それらを総称として蛍光顕微鏡と呼び，励起光の照射や観察の仕方により 2種類に大別

されている．一方は，水銀ランプなどを励起光源として視野全体に照射し，発生した蛍

光を目やカメラにより観察する広視野型の顕微鏡であり，他方は，レーザー光を励起光

源として視野の一点に集光し，集光点の位置を視野上で走査しながら発生した蛍光の強
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度を記録して画像を構築するレーザー走査型の顕微鏡である．現在までに，様々な蛍光

顕微鏡が開発されてきたが，それぞれに特徴が異なり，得手不得手がある．例えば，現

在の生体研究で もよく用いられている蛍光顕微鏡の 1 つである共焦点顕微鏡[1]は，

空間分解能 200 nmによる観察を可能とするレーザー走査型の顕微鏡であるが，観察可

能な深さは 50 µm程度である．観察可能な深さが 1 mmを超える二光子励起蛍光顕微鏡

は[2-4]，分解能が 1 µmを切る程度と，それほど高くない．また走査型の顕微鏡である

ため，時間分解能を落とすことなく視野を広げるのは難しい．極めて高い分解能を達成

する超解像顕微鏡[5-13]は，観察可能な深さが極めて浅い．本研究においては，時空間

集光顕微鏡と呼ばれる，広視野照明を用いる多光子励起蛍光顕微鏡を，超解像顕微鏡の

1つである構造化照明顕微鏡と組み合わせた干渉時空間集光顕微鏡を作製した．本章の

後半，2.4 節においては，超解像顕微鏡である構造化照明顕微鏡，多光子励起蛍光顕微

鏡である時空間集光顕微鏡についての基本的な原理について説明する． 

 

2.2 非線形光学現象 

2.2.1 光と媒質（物質）の相互作用 
	 光が媒質に入射するとき，媒質を構成する原子や分子は，光電場によって分極する．

これは，原子や分子の電子雲が，光電場に引きずられるためである．この分極が，その

媒質や光の状態を変化させ，屈折や吸収などの様々な光学現象を引き起こす． 

光電場によって分極が発生したとき，その大きさ Pは，光電場の大きさが小さければ次

のように書くことができる． 

P = χE
         

(2.1) 

ここで，E は光電場の大きさであり，χ は媒質の電場に対する感受率である．このよう

な線形応答を示す分極は，光の屈折や，媒質による光子の吸収，あるいは誘導放出をも

たらす分極である．これに対し，光強度が大きくなってくると，非線形な分極 Pnonlinear

が現れ， 

P = χE + Pnonlinear
           

(2.2)
 

のようになる．この Pnonlinearもまた光電場に依存した分極であるため，先の，光電場に

比例した分極に関わる感受率を 1 次の感受率 χ(1)とし，光電場の 2 乗より大きな次数に

対する応答を示す項の感受率を χ(2)，χ(3)，…のように置くと，分極の大きさは次の式の

ように表すことができる．
 

 P = χ (1)E + χ (2)EE + χ (3)EEE + χ (4 )EEEE +!
   

(2.3)
 

この式の各項は，応答の次数によって 1次の分極，2次の分極のように呼ばれる．いわ



 11 

ゆる非線形光学現象は，この式の 2次以上の分極によってもたらされる現象である．例

えば，和周波発生や差周波発生は 2次の分極に基づく現象であり，二光子吸収，自己位

相変調や相互位相変調などは 3次の分極に基づく現象である．本研究においては，自己

位相変調，相互位相変調，そして多光子吸収という非線形光学現象が重要なキーとなる

ため，以下にて概説する． 

 

2.2.2 自己位相変調と相互位相変調 
	 自己位相変調と相互位相変調は共に，非線形光学現象である光カー効果によって引き

起こされる現象である．光カー効果とは，屈折率が光強度に依存する現象であり，3次

の感受率を持つ媒質に高強度の光を入射した際に生じる，3次の分極に基づいて引き起

こされる．光カー効果による屈折率の変化の大きさは，光強度に比例する．そのため，

光強度 I(t)=|E(t)|2の光が 3 次の感受率を持つ媒質に入射した時の屈折率 n(t)は次のよう

に表される． 

n t( ) = n0 + n2 E t( ) 2

= n0 + n2I t( )        
(2.4)

 

ここで，n0は媒質の持つ線形の屈折率であり，n2は光カー効果によってもたらされる非

線形屈折率の係数である．媒質中の屈折率が光強度に依存して変化することから，伝搬

する光はその影響を受け，位相が変調される．ここで，光カー効果を誘起した光自身が

位相変調される現象を自己位相変調，他の光が誘起した光カー効果によって位相変調さ

れる現象を相互位相変調と呼ぶ． 

 

2.2.3 多光子吸収 
	 1次の分極に基づいて発生する吸収は，原子や分子が光子を 1つ吸収して，現在の状

態からよりエネルギーの高い状態へと遷移する現象である（Fig.2.1(a)）．この時，光子

のエネルギーは状態間のエネルギー差に対応している必要がある．光子の，粒子として

の性質に基づけば，遷移に必要なエネルギーの半分のエネルギーを持つ光子 2つが同時

に分子等と相互作用することによって 2 つの光子による励起が引き起こされるものと

考えることができる．これは二光子吸収と呼ばれる，3次の分極に基づく非線形光学現

象であり，光強度の 2 乗に比例した応答を示す（Fig.2.1(b)）．同様にして，相互作用す

る光子の数が 3つの三光子吸収，4つの四光子吸収のような非線形光学現象が存在する．

そのような現象をまとめて多光子吸収と呼ぶ．また，吸収を起こした分子は励起状態へ

と遷移していることから，多光子励起と呼ぶ．吸収断面積は，典型的な蛍光分子におい
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ては二光子吸収の場合 10-49 cm4s/photon と低く，三光子吸収の場合に至っては

10-83cm4(s/photon)2と，極めて小さい[14]．そのため，多光子吸収を引き起こすためには，

きわめて高い強度の光電場を作り出さなければならない． 

 
Fig.2.1	 分子のエネルギーダイアグラム 

 

2.3 超短パルス発生と分散補償 

2.3.1 波の重ね合わせ 
	 光は，粒子であると同時に，時空間的な電磁場の変異が伝搬する波である．よって，

波の性質の 1つである，重ね合わせの性質を持つ．レーザーのような，時空間コヒーレ

ンス（可干渉性）の高い光を用いると，重ね合わせの効果により，極めて高い強度の光

電場を生成することが可能である．空間的には，レンズなどによってレーザー光を集光

すると，レーザー光の波は重ねあわさり，極めて高強度の電場を作り出すことができる．

これは，光子密度が上がったと捉えることもできる．一方で，時間的には，周波数の異

なる光を重ね合わせてパルスを生成することによって，瞬間的に電場強度の高くなる光

を作り出すことができる．したがって，パルスレーザーは，高い励起光強度を必要とす

る非線形光学現象を引き起こすのに有利であると言える．しかし，時間に対して強度の

変化しない連続波のレーザー光から，パルスを作り出すためには工夫が必要となる． 
	 ここで，連続波として発振している光を用いてパルスを作り出すために，波の重ね合

わせの原理を利用する．一般に，CW（連続波）レーザーの光電場は，一定の周波数で，
振幅が変化することなく振動している．この振動に僅かに周波数の異なる光電場を加え

ると，波の重ね合わせにより強め合う領域と弱め合う領域が生まれる．この様子がビー
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トと呼ばれており，２つの振動の周波数差で定義されるビート周波数でビートの振幅，

つまり包絡線の形状が変化する．多くの成分を，位相を揃えて加えていくと，周期的に

非常に強い振幅を持ったパルスの列となる．つまり，基準となる周波数から等間隔な周

波数差を持つ振動を，初期位相が揃うように重ね合わせることで超短パルスが生成でき

るのである．これを数学的に表現すると，以下のようになる．レーザー共振器の縦モー

ド次数を m，共振器長により決定されるモード間隔をΔω，中心周波数をω0，各周波数

の振動の振幅を Em，各周波数の位相定数をφmとし，多モードの光電場を 

E t( ) = Em exp −i ω 0 +mΔω( )t +φm⎡⎣ ⎤⎦{ },
m
∑    (2.5) 

と表す．各モードが同期されているものとし，φm=0 とする，また簡単のために各周波

数の振動の振幅を Em=1とおくと， 

E t( ) = exp −i ω 0 +mΔω( )t⎡⎣ ⎤⎦
m
∑ .         (2.6) 

mが ±(N-1)/2となるまでこの式を足し合わせると，  

E t( ) = sin NΔωt 2( )
sin Δωt 2( ) exp −iω 0t( ),         (2.7) 

となる．この式より，分母が限りなく０に近づく点（Δωt/2 = nπ; nは整数）で電場 E(t)

は鋭いピークを持つことになることがわかる．この繰り返し周期を Tとおくと， 

T = 2π
Δω

,           (2.8) 

であり，ピークの電場は１つのモードの振幅を𝑁倍したものとなる．また光電場のパル

ス幅を Δ𝘵𝘱とおくと，これは𝑇/𝑁に近似できる．つまり，パルス幅を狭くするためには繰

り返し周波数を高くするか，重ね合わせるモードを増やすということになる．一般に，

重ね合わせるモード数𝑁を 104から 106とすることでピコ秒からフェムト秒のパルスと

なる．このように超短パルスを発生させるためには，広い周波数成分を持つ光を用意し，

かつ各周波数成分の位相を揃える必要があることになる．そのような光電場を持つレー

ザーを作り出すのが，モード同期と呼ばれる技術である． 

 

2.3.2 モード同期 
	 パルスレーザーを作り出すためには，特定のパルス以外が共振器内に発振しないよう

な条件を作り出さなければならない．そのような条件を作り出し，パルス発振を引き起

こすのが，モード同期と呼ばれる技術である．モード同期にもいくつかの手法があり，

外部から共振器内の損失や利得の大きさを周期的に変調してパルスを作り出す能動モ
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ード同期，光強度に対して非線形な応答をする過飽和吸収体などを共振器内に設置して

レーザー光自身により内部変調をかけてパルス発振を有利にする受動モード同期など

がある．本研究では，光ファイバー中を伝搬する光が，非線形光学効果である自己位相

変調と相互位相変調を受けて，その偏光が変化することを利用した，非線形偏波回転

[15]と呼ばれる手法を利用したモード同期を行なった． 

	 高い強度の光を光ファイバー中に伝搬させると，非線形光学効果である光カー効果が

発生する．伝搬している光が直線偏光であれば，光カー効果によって自己位相変調のみ

が引き起こされる．一方で，楕円偏光の光が伝搬している場合は，光カー効果を主に引

き起こした偏光とは垂直の成分も存在しているために，直交する偏光間での相互位相変

調も引き起こされることとなる．したがって，偏光方向によって光の受ける位相変調量

が代わり，偏光が回転することになる．このようにして偏光の変化する現象を非線形偏

波回転と呼ぶ．非線形偏波回転の量は，パルスのピーク強度に依存する．そのため，波

長板や偏光子を用いると，ピーク強度の高いパルス光が非線形偏波回転をした時だけ光

が共振器内を伝搬するように調整でき，それ以外の光強度での発振を抑制することがで

きる．これが，非線形偏波回転を用いたモード同期である（Fig.2.2）．一般に，ファイ

バーレーザーにおいては，半導体過飽和吸収体を用いたモード同期がよく用いられるが，

この素子は損傷を受けやすく，定期的なメンテナンスが必要となる．一方，非線形偏波

回転によるモード同期では光ファイバーと波長板，偏光子を用いているだけであるため

損傷を受けることは少ない．よって，一度適切な条件を出すことができれば，以降はほ

とんどメンテナンスフリーの系として使用することが可能である．ただし，偏波は光フ

ァイバーの温度によっても回転の様子が変わるため，温度の制御が重要となる． 
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Fig.2.2	 非線形偏波回転を用いたモード同期レーザーの概念図．1/4 波長板によって楕

円偏光となった入射パルスは，光ファイバー中においては強度に依存して偏波が回転し，

その後 1/4波長板および 1/2波長板によって直線偏光に戻る．偏光ビームスプリッター

を用いて，非線形偏波回転により偏波の回転した高強度のパルス以外を減衰させ，透過

したパルスは再び共振器へと戻る． 

 

2.3.3 分散 
	 二光子励起や三光子励起と言った非線形光学過程を引き起こすためには，高いピーク

強度を持つパルス光が有用である．ピーク強度を 大にするためには，発振している全

ての波長について，位相が揃っている必要がある．しかし，発振器から出力された後，

光は伝搬する間に通過する媒質の分散の影響を受け，周波数（波長）ごとの位相がずれ

ていく．角周波数 ωの光が媒質から受ける屈折率は，n(ω)のように関数で表されるため，

初期位相を ϕ0として，距離 Δl進んだ時に角周波数 ωの光の位相は 

φ ω( ) = φ0 +ωn ω( )Δl c    (2.9) 

となる．この ϕ(ω)は中心角周波数 ω0について Taylor展開すると次式のように表せる． 

 
φ ω( ) = φ0 +

dφ ω( )
dω ω=ω0

ω −ω 0( ) + d
2φ ω( )
dω 2

ω=ω0

ω −ω 0( )2 + d
3φ ω( )
dω 3

ω=ω0

ω −ω 0( )3 +!					(2.10)	

ここで，位相の角周波数による二階微分 d2ϕ/dω2を二次分散，あるいは群遅延分散（Group 

delay dispersion: GDD）と呼び，三階微分 d3ϕ/dω3を三次分散（Third order dispersion: TOD）

と呼ぶ．さらに高い次数の係数は四次分散，五次分散のように呼ばれる．光路中の所要

の位置でパルスのピーク強度を 大とし，パルス幅を 小とするためには，そのパルス

が光路中の媒質などから与えられた分散の合計と同じ大きさで，逆符号の分散を，何ら
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かの光学系により与える必要がある．このように，媒質中を伝搬する間に与えられる分

散を逆符号の分散で相殺することを分散補償と呼ぶ． 

 

2.3.4 分散補償 
	 パルスのピーク強度（パルス幅）に対する影響が大きいのは低次の分散であるため，

分散補償の対象となるのは，多くの場合は二次分散や三次分散といった低次の分散であ

り，特に二次の分散を重要視することが多い．レンズ等の透過光学素子の媒質は，可視

光領域や，近赤外光領域においては正常分散媒質であり，二次分散と三次分散は必ず正

となる．そのため，分散補償を行う光学系は，少なくとも二次分散は負となるように設

計される．具体的には，回折格子対を用いたもの，プリズム対を用いたもの，特殊な多

層膜ミラーを用いたものがよく使用される．回折格子対とプリズム対では，幾何学的に

波長ごとの光路長を変え，負の二次分散を与える．三次分散は，回折格子対では正とな

り，プリズム対では負となる．補償可能な二次分散は回折格子対よりプリズム対の方が

小さいものの，プリズム対では，負の三次分散を与えることができる特徴を持つ．3 つ

目は，チャープミラーと呼ばれる特殊な多層膜ミラーを用いる方法であり，多層膜を用

いて，波長ごとに異なる深さから反射するようにすることで，原理的には任意の分散を

与えることができるものである．その代わりに，1 回反射あたりの補償量は極めて小さ

い，または使用可能な波長帯域幅が狭い．以上に挙げた手法は，いずれも低次の分散を

補償するために使われる光学系であるが，高次の分散も，十分に大きな値であれば，パ

ルスのピーク強度低減を引き起こす．そのため，高次の分散補償も必要となる場合があ

る．そのような時によく使われる装置が，4-f パルス整形器である．パルスのスペクト

ル位相，すなわち周波数成分ごとの位相に対して，任意の変調を与えることができるた

め，高次の分散まで補償することが可能である．しかし，二次分散や三次分散といった

低次の分散を補償するのはそれほど得意としていない欠点もある．本研究においては，

低次の分散を回折格子対によって，そして高次の分散を 4-f パルス整形器によって補償

した．	

	

2.3.4.a 回折格子対による分散補償  

	 回折格子対は，非常に大きな負の二次分散を与えることのできる分散補償光学系であ

る．その模式図を，Fig.2.3に示した．対となった回折格子は互いに平行となるように設

置されている． 初の回折格子により角度分散を与えられた入射光は，色ごとに異なる

光路を通過して，2つ目の回折格子により全ての波長成分が平行となる．ルーフミラー

により高さを変えて折り返し，今度は高さを変えて同様な光路を逆に辿り， 初の回折
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格子によって再び全ての波長成分の揃った光パルスとして出射される．この時，出力パ

ルスには巨大な負の二次分散が与えられる事となる．与えることのできる二次分散が極

めて大きいため，様々なパルスレーザーの分散補償に利用されている．ただし，この光

学系が与える三次分散は媒質の三次分散と同じ正であるため，三次分散の影響は大きく

なる．三次分散の影響によって，パルスのピーク強度が著しく低下する場合は，別の素

子を利用して，負の三次分散を与えておく必要がある． 

 

Fig.2.3	 回折格子対  

 

2.3.4.b 4-fパルス整形器による分散補償  

	 4-fパルス整形器とは，4-f光学系と位相変調器から成るパルス整形器である．その概

略を Fig.2.4に示す．4-f 結像光学系の物体面および像面にあたる位置に回折格子を置く

と，フーリエ面に当たる位置においては，回折格子により分散させた軸方向の空間位相

が，入射光のスペクトル位相と等価となる．つまり，この位置において空間位相を変調

すれば，スペクトル位相の変調を行うことができる．一般に 4-f パルス整形器において

は，このフーリエ面に液晶の空間光変調器（Liquid crystal - spatial light modulator: 
LC-SLM）を設置して，任意の位相変調を行う．液晶素子１画素に，１つの縦モード（１

波長）が入射し，2π rad分の位相変調を任意に与えることができれば，原理的にはどの

ような分散をも補償することが可能である．しかし，スペクトル分解能を縦モードの周

波数間隔より小さくすることは困難であるため，補償可能な分散が制限される．よって，

低次の分散は回折格子対やプリズム対などによって補償しておくことが望ましい．	
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Fig.2.4	 4-fパルス整形器 
 

2.3.5 チャープパルス増幅 
	 ピーク強度の高いレーザーパルスを作り出すためには，レーザー発振器より出力され

たパルスを，外部で増幅する必要がある．しかし，増幅器内において，ピーク強度が極

端に大きくなれば，利得媒質内における自己位相変調などの非線形光学現象によって，

位相が非線形に変調され，増幅後のパルスの扱いが難しくなる．また，媒質に光損傷を

与える場合もある．そのような問題を解決するために作り出された手法が，チャープパ

ルス増幅である． 

	 チャープパルス増幅の概念図を Fig.2.5 に示した．この手法の鍵となるのは，あらか

じめパルスに大きな分散を与えて，周波数チャープさせておくということである．すな

わち，パルス幅を十分に引き伸ばした後に増幅を行えば，ピーク強度を抑えたまま，パ

ルスエネルギーを目標となる大きさになるまで増幅できるということである．増幅され

たパルスは，利得媒質から出力された後， 後に分散補償によって，元のパルス幅に戻

す．本研究においては，光ファイバーを用いて作られたストレッチャーを用いて分散を

与え，回折格子対を用いてその分散を補償した． 

 

Fig.2.5	 チャープパルス増幅の概念図 
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2.4 蛍光顕微鏡 

2.4.1 蛍光顕微鏡 
	 17 世紀に光学顕微鏡が発明されて以来，人類は様々な方法を使って，目に見えない

ほど小さな世界を見えるようにしようと努力してきた．しかし，可視光領域の光を用い

た観察においては，その分解能は回折限界に制限されていた．より細かい構造を調べる

ことのできる技術としては，電子顕微鏡と呼ばれるものがある．真空中に置いた試料の

表面について，非常に細かい構造を調べることのできる顕微鏡であるが，試料を真空中

に置かねばならず，また観察する領域が表面となるように試料の必要な部分をスライス

する必要があった．つまり，生体組織などの生きたままでの観察は不可能であった．生

きたままの生体試料を超解像で可視化できるようになったのは，蛍光イメージングの手

法が開発されてからである．蛍光イメージングでは，試料に対し，あらかじめマーカー

となる蛍光分子を特定の機能に関わるタンパク質などの生体分子に紐付けしておき，特

定の波長の光をあてることによって発生した蛍光を光学顕微鏡により観察する．生体内

で合成可能な蛍光分子である蛍光タンパク質[16]を蛍光マーカーとして使えるように

なったこともあり，蛍光イメージング，つまり蛍光顕微鏡を用いた生体観察は急速に発

展してきた．当初は，可視光から紫外線に至る短波長領域の光を出すことのできる水銀

ランプなどを励起光源とした，いわゆる広視野照明の顕微鏡であったが，レーザー技術

の発展に伴い，レーザー走査型の顕微鏡が作られるようになってきた．ここでレーザー

走査型顕微鏡とは，励起光を集光した集光点を，試料の面内方向に動かし，各位置から

発生した蛍光の強度をプロットして蛍光マーカーの分布の画像を得る顕微鏡である．中

でも，焦点に共役な位置にピンホールを置いて焦点以外から発生した蛍光，すなわち背

景蛍光を遮断する共焦点顕微鏡[1]は，空間分解能が 200 nm程度と高い上に，光軸方向，

すなわち深さ方向にも分解能を持つため，現在も非常によく用いられている．しかし，

共焦点顕微鏡は，深さが 100 µmを超えるような領域の観察には不向きであった．それ

は，励起光の波長が短いために試料からの散乱の影響を受けやすく，十分な蛍光を得る

ことのできる深さに限りがあったためである．この問題を打破したのが，二光子励起蛍

光顕微鏡[2-4]である．二光子励起蛍光顕微鏡は，非線形光学効果である二光子吸収を用

いて蛍光分子を励起状態へと遷移させて蛍光を発生させる．蛍光強度が励起光強度の二

乗に比例するため，蛍光の発生する領域を集光点の近傍に限定することができる．すな

わち，背景蛍光の発生自体を劇的に抑えることが可能となる．そして励起波長は共焦点

顕微鏡で用いられていた波長の約 2倍となる近赤外光であり，より生体内を透過しやす

い特徴がある[17]．この顕微鏡の開発により，1 mmを超える深部観察が可能となった．
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また，励起されている領域が集光点のみであるため，発生した蛍光が試料中で散乱され

ても，広い受光面積の検出器で空間積分すれば，全て信号とすることができる利点もあ

った．しかし，この顕微鏡にも問題があった．それは，蛍光の発生する領域が集光点の

大きさに依存してしまうために，空間分解能が 1 µmを切る程度となってしまうことで

あった．励起光の波長がおよそ 1 µmであるため，どのように高い光学的開口数 NAを

持つ対物レンズを用いても，回折限界により焦点の大きさは 1 µm程度となってしまう

のである．  

	 一方で，回折限界を超える分解能を持つ，超解像顕微鏡も開発された[5-13]．それま

で，光学的に分解できない大きさの構造を調べるには，電子顕微鏡のような，試料を真

空中に置く顕微鏡を使わねばならなかった．すなわち，生きた生体試料の観察はできな

かった．STED（Stimulated emission depletion）顕微鏡[6]をはじめとする超解像顕微鏡の

登場により，生きた生体試料の観察において，100 nm を切るような大きさの構造を識

別できるようになった．しかし，超解像顕微鏡は，観察可能な深さについてはデメリッ

トが大きい．分解能を向上させた結果，信号に寄与する分子数がその体積減少分だけ低

下し，信号が微弱となってしまったためである．このような微弱な信号は，容易に背景

光に埋もれてしまうため，超解像顕微鏡の使うことのできる領域は，試料表面近傍に限

られていた．このように，空間分解能と観察可能な深さの間にはトレードオフの関係が

あった．本研究においては，この関係を打破するために，広視野の超解像顕微鏡である

構造化照明顕微鏡[11-13]と，広視野の多光子励起蛍光顕微鏡である時空間集光顕微鏡

[18,19]とを組み合わせた，干渉時空間集光顕微鏡を開発した．この節においては，まず

超解像技術である構造化照明顕微鏡の基本的な原理について説明し，その後，広視野の

多光子励起蛍光顕微鏡である時空間集光顕微鏡について説明する． 

 

2.4.2 超解像顕微鏡 
	 回折限界を超えるような分解能を持つ顕微鏡のことを，超解像顕微鏡と呼ぶ．STED

顕微鏡[6]や，PALM（Photo-activated localization microscopy）[7-9]，構造化照明顕微鏡

[11-13]など，様々な超解像顕微鏡が開発され，今日の生体研究においても広く使われる

ようになってきた．使用している光の波長からは本来達成できないような分解能を発揮

するために，超解像顕微鏡はいずれも，情報の取得方法や処理方法に工夫が凝らされて

いる．例えば，STED顕微鏡では，誘導放出の原理を利用し，誘導放出を引き起こす光

を励起光の焦点の周りにドーナツ型の強度分布で照射することにより，蛍光を発する領

域を 小で数 nmまで制限することに成功している．PALMや STORM（Stochastic optical 

reconstruction microscopy）[10]の場合，蛍光分子が 1 分子ずつ光るようにすることによ
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って，取得画像に映った輝点からその蛍光分子の位置を精度よく計算し，回折限界より

高い分解能を達成する．構造化照明顕微鏡は，励起光強度の焦点面における空間分布を

構造化し，撮影した蛍光画像の中から構造に依存した応答成分を抽出することで，回折

限界よりも細かい試料の構造を調べる．本研究においては，構造化照明を用いた． 

 

2.4.2.a 構造化照明顕微鏡  

	 構造化照明の原理を理解するために，まず，観察しようとしている試料の構造が，様々

な空間周波数を持つ空間構造，すなわち回折格子の重ね合わせであると考える（Fig.2.3）．

そのため，試料からの出力光は，その空間周波数と波長に応じた回折角を持って出力さ

れるものと考えられる．この試料を，レンズを用いて結像しようとすると，回折角の極

端に大きな成分はレンズを外れてしまい，結像されなくなってしまう．これが回折限界

である．結像された像は，高い空間周波数成分が存在しないために，本来の構造よりも

ぼけたものとなる．この様子を空間領域で表現したものが点像分布関数（Point spread 

function: PSF）である．PSFをフーリエ変換すると，空間周波数軸上での表現を導くこ

とができる．それが，レンズによって結像される空間周波数応答，すなわち光学伝達関

数（Optical transfer function: OTF）である（Fig.2.7）．この OTFの遮断周波数よりも高周

波成分は，像を結ぶことができない．構造化照明においては，このような成分を検出す

るために，励起光に空間構造を与えて照射する．その様子を Fig.2.8 に示した．まず，

試料が様々な空間周波数の構造の重ね合わせであることを踏まえると，試料の構造 S(r)

は次式のように表される． 

S r( ) = aS cos kSr( )∑ .
    

(2.11) 

ここで，aSは各項の周波数成分の大きさを表し，kSはその項の空間周波数を表す．この

うち，OTFのすぐ外側にあるような，空間周波数 kSの成分のみを抜き出すと，Fig.2.8(a)

に示したように，単純なコサイン関数で表すことができる． 

S r( ) = aS cos kSr( ).
    

(2.12) 

ここに，空間周波数 k0 で空間変調された励起光が照射された場合，図中にも示したよ

うに，発生する蛍光の分布 Sfl は試料と励起光の構造を掛け合わせたものである．コサ

イン型の関数同士の掛け算であるため，これは次のように書き換えることができる． 

Sfl r( ) = aS cos kSr( )cos k0r( )
∝ cos kS + k0( )r⎡⎣ ⎤⎦ + cos kS − k0( )r⎡⎣ ⎤⎦.    

(2.13) 

この第二項を見れば，空間周波数 kSが空間周波数 kS-k0に周波数下方変換されることが

わかる．下方変換された周波数が OTF の遮断周波数より低ければ，これまで見ること

のできなかった高周波成分の情報を含んだ像を観察することができる（Fig.2.8(b)）．構
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造化照明によって撮影した後，下方変換された高周波の情報をデータ処理によって，元

の空間周波数 kS に戻すと回折限界を超えた分解能を達成することができる．ここで，

空間周波数 k0で変調された励起光を用いて試料を励起した時，検出される蛍光像 D(r)

は次のように表すことができる． 

D r( ) = S r( ) I0 1+ cos k0r +φ( )⎡⎣ ⎤⎦{ }⊗ h r( ).
   

(2.14) 

ここで，S(r)は試料の構造であり，I0 は励起光の平均強度，φは励起光に与えた縞構造

の位相であり，h(r)は点像分布関数を表す．なお，⊗は畳み込み積分を表す記号である．

この式に対し，データ処理後の再構築された画像は次のような式で表される． 

R r( ) = I0S r( )⊗ h r( ) a0 + a1 cos k0r( )⎡⎣ ⎤⎦{ }.
   

(2.15) 

ここで，a1は励起光の構造に依存して変化した成分であり，a0は変化しなかった成分で

ある．ここで，a0を無視し，a1のみを用いて画像を再構築すると，背景光を除去するこ

とができる．その理由について次に述べる． 

	 広視野の顕微鏡を使っている場合，焦点面外において発生した蛍光，及び，試料中に

おいて散乱された蛍光の２種類が背景光となって現れる．構造化照明を行った場合，焦

点面外では励起光の縞構造はない．また，焦点面で発生した蛍光が試料内部で散乱され

ると，像がぼけて縞構造が失われる．そのため，背景光は，縞構造の情報を持っていな

い．よって，背景光は，ホモダイン検出を用いると，構造の変化に依存せずに存在して

いた DC 成分，つまり(2.15)式の a0に全て入ることとなる．したがって，a0を 0 にする

と，背景光をデータ処理によって除去することが可能であると言える．ただし，背景光

が強くなりすぎると，検出器のダイナミックレンジを狭めてしまうため，a1に残るべき

試料の情報がなくなってしまう． 

 

Fig.2.6	 試料の構造 
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Fig.2.7	 光学伝達関数 

 

 
Fig.2.8	 構造化照明の原理 

 

2.4.3 多光子励起蛍光顕微鏡 
	 レーザーの開発とともに，様々な非線形現象が引き起こせるようになってきた．レー

ザー光は時空間コヒーレンスが高いため，レンズなどによってその波長の回折限界まで

比較的容易に集光することが可能であり，高強度の光電場を生み出すことができる．つ

まり，高い光電場強度を必要とする非線形光学効果を引き起こすのには好都合であった

と言える．様々な非線形光学現象が報告され，生体イメージング技術に応用されたもの

もある．その中でも現在 もよく使われている技術が，二光子励起蛍光を用いた二光子

励起蛍光顕微鏡[2-4]であろう． 

	 2.2.3 節で述べたような多光子吸収を起こして励起された分子から発せられる蛍光に

対しては，吸収した光子の数が 2つならば二光子励起蛍光，3つならば三光子励起蛍光

などと呼ぶ．つまり二光子励起蛍光顕微鏡とは，二光子吸収（励起）によって励起状態

へと遷移した分子が発する蛍光を用いた顕微鏡である． 

	 蛍光分子が n光子励起された時に発生する蛍光の強度 Iflは，励起光強度 Iに対して以
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下のような依存性を持つ． 

I fl ∝σ n I n t( )dt.∫           (2.16) 

ここで，σnは n光子吸収断面積である．N≧2，すなわち二光子以上の吸収断面積の値

は極めて小さい[14]ため，連続波レーザーを用いた場合は極めて高い平均強度が必要と

なる．一方で，パルスレーザーを光源に用いた場合は，蛍光強度が非線形な応答を示す

ことから平均強度を抑えたまま蛍光強度を高めることができる．平均強度 Iave，パルス

幅τ，繰り返し周波数 frepのパルスレーザーを光源とした場合，この式は以下のように

書き換えることができる． 

I fl ∝σ n
Iave
τ frep

⎛

⎝⎜
⎞

⎠⎟
τ frep

= σ nIave
n

τ frep( )n−1
.

          (2.17) 

平均強度を一定とした時，パルス幅を短くする，あるいは，繰り返し周波数を下げるこ

とによって，得られる蛍光信号の大きさは増加することとなる．また，n光子励起蛍光

の強度は，励起光強度の n乗に比例するため，励起光を試料中に集光した場合，発生す

る蛍光の強度は集光点から離れるほど急速に下がる．つまり，適切な励起光強度を選ぶ

ことによって，焦点近傍の蛍光だけを取得することが可能となる．Fig.2.9に蛍光溶液を

一光子励起あるいは二光子励起した時の蛍光分布の写真を示した[4]．一光子励起蛍光

は，励起光の通過した全ての領域から発生しているのに対し，二光子励起蛍光の発生す

る領域は焦点近傍に局所化していることがわかる．すなわち，焦点以外から発生する背

景蛍光が，二光子励起蛍光を用いることによって劇的に抑制されていると言える．これ

が，二光子励起蛍光顕微鏡が生体深部観察に有利である理由の 1つである．加えて，可

視光領域において蛍光を発する分子を励起するためには近赤外領域の波長を持つ励起

光が必要であるが，この波長帯は生体内を透過しやすいため，深部まで到達しやすい．

これもまた，二光子励起蛍光顕微鏡が生体深部観察において有利な点である．この集光

点を面内方向に走査することによって，試料の断層像が取得可能である．また，蛍光の

発生する場所が焦点近傍のみであるため，共焦点顕微鏡のようにピンホールを用いる必

要がないことも特徴である．光源さえあれば比較的簡単に導入できる二光子励起蛍光顕

微鏡は，生体試料の深部観察を行なう研究において欠かせない技術となった．しかし，

一般に二光子励起蛍光顕微鏡はレーザー走査型の顕微鏡であるために，さらなる応用に

は問題もあった．それは，観察の時間分解能を保ったまま視野を拡大することが困難で

あるということである． 

	 脳のように，複数の細胞が複雑なネットワークを形成している組織を観察するには，
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観察可能な深さが十分であるだけでなく，観察視野の広さと高い時間分解能が必要とな

る．走査型の蛍光顕微鏡の場合，画像構築に必要な蛍光強度を確保できなければ観察が

できない．しかし，走査速度を増加させれば，試料上の各点に励起光が照射される時間

は短くなり，そのぶん蛍光は少なくなる．焦点において発生する蛍光の強度を上げるた

めに，励起光の平均強度を上げると，熱などによる生体試料への損傷が発生するため，

これも望ましくない．加えて，二光子励起蛍光を観察している際に発生する光褪色[20]

は，蛍光分子の三重項励起状態からの励起状態吸収であることが示唆されており[21,22]，

少なくとも数マイクロ秒程度のパルス間隔を持つ，つまり繰り返し周波数が 1 MHzを

下回るようなパルスレーザーを使用することが望ましいが，走査型の顕微鏡では焦点が

高速で動くため，繰り返し周波数を下げることができない．以上の理由から，走査型の

二光子励起蛍光顕微鏡を用いて，時間分解能を保ちつつ広い視野における観察をするの

は困難である．一方で，走査を必要としない二光子励起蛍光顕微鏡も開発されている．

本研究においては，そのような顕微鏡の 1つである，時空間集光顕微鏡を用いて研究を

行なった． 

 

 

Fig.2.9	 一光子励起蛍光と二光子励起蛍光[4] 

 

2.4.3.a 時空間集光顕微鏡  

	 時空間集光顕微鏡は，広視野照明を行いながらも深さ方向の分解能を持つ二光子励起

蛍光顕微鏡である[18,19]．走査を必要としないため，視野を広げても時間分解能を下げ

ずに観察ができる特徴があり，実際に，ビデオレートにおいて極めて広い領域（5000–
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20000 µm2）を観察した例もある[23,24]．時空間集光顕微鏡の模式図を，Fig.2.10(a)に示

した．時空間集光顕微鏡は，非対称な 4-fの結像光学系であり，回折格子の表面が試料

中に結像されるような構成となっている．励起光には百フェムト秒以下のパルス幅を持

つパルスレーザーを用いることが望ましい．回折格子によって波長ごとに分散された励

起光は，イメージングレンズ，対物レンズを通して試料中にある像面に結像され，分散

された光はその面においてのみすべての波長が空間的に重なる．Fig.2.10(b)に示すよう

に，照射される光は，波長ごとには平行光であるが，対物レンズの焦点面以外において

は，波長が重なっておらず，実効的なバンド幅は非常に狭い．すなわち，パルス幅は元

のパルス幅より極めて長くなっている．元のフェムト秒パルスに戻るのは焦点面のみで

あるため，二光子励起蛍光を発生させるために十分な強度となる領域は焦点面のみとな

る．つまり，蛍光は対物レンズの焦点面のみから発生し，焦点面外から発生する蛍光，

すなわち背景蛍光の発生を抑えることができる．蛍光は同じ対物レンズを通過して，ダ

イクロイックミラーにより反射した励起光と分けられる．焦点面において発生した蛍光

は，イメージングレンズを通してカメラのような二次元素子の表面に結像され，試料の

断層像として取得される．1つの断層像を取る際に走査を必要としないことが特徴であ

る．広視野照明のため，走査型の顕微鏡とは異なり，平均強度を抑えたまま視野を広げ

ることができるという特徴もある．励起光の照射される領域，すなわち観察可能な視野

は，イメージングレンズと対物レンズの焦点距離の比と元の励起光のビーム径によって

決まる．単純に視野を広げれば，対物レンズの焦点面上の各点における励起光強度が下

がってしまい，二光子励起蛍光の強度は低減してしまう．(2.17)式より，n光子励起蛍

光の強度は，パルス幅を短くする，あるいはレーザーの繰り返し周波数を下げることに

よって，励起光が同じ平均強度であっても増大することがわかる．ここで，パルス幅を

短くすると，スペクトル幅が広くなることから分散の影響を受けやすくなり，顕微鏡の

運用は難しくなる．時空間集光顕微鏡の場合，蛍光は，一度のパルス入射により視野全

体から発生するため，原理的にはシングルショットでの撮影を可能とする顕微鏡である．

つまり，繰り返し周波数を下げても運用には支障がない．したがって，時空間集光顕微

鏡を用いれば，視野を広げても，時間分解能を落とさずに観察をすることが可能である

と言える．しかし，時空間集光顕微鏡には主に 2つのデメリットがある．1つ目は，蛍

光像をカメラによって結像して取得しているために，発生した蛍光が試料中で散乱され

ると正しく結像されずに背景光となってしまうということ，2つ目は，深さ方向の分解

能が走査型の顕微鏡よりも悪く，背景蛍光が発生しやすいということである． 
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Fig.2.10	 (a)時空間集光顕微鏡の模式図，(b)時空間集光法の概念図 
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第3章	 Yb ファイバーチャープパルス

レーザーの作製 
3.1 はじめに 

	 多光子励起蛍光を観測するためには，まず，蛍光分子に対して多光子吸収（多光子励

起）を引き起こさなければならない．しかし，多光子吸収は極めて起こりにくい現象で

あり，その吸収断面積の大きさは，二光子吸収の場合は典型的には 10-49 cm4s/photonと

低く，三光子吸収の場合に至っては 10-83cm4(s/photon)2と，極端に小さい[1]．まして，

広視野照明を行なう時空間集光顕微鏡を用いて，三光子励起蛍光を発生させるためには，

ピーク強度の極めて高い励起光が必要である．加えて，時空間集光を用いるためにパル

ス幅は 100 fs程度まで短くなるようにしなければならない．一般に，このような高ピー

ク強度の超短パルスレーザーとしては，チタンサファイアレーザーが用いられることが

多かった．しかし，チタンサファイアレーザーの中心波長はおよそ 800 nmであり，三

光子励起を引き起こす場合はこれが波長およそ 270 nmの励起光による一光子励起に相

当する．この波長域は，デオキシリボ核酸に吸収されやすく，殺菌用の波長域として注

目されているほど，生体への毒性が強い．よって，チタンサファイアレーザーを光源に

採用することは好ましくない．一方で，Yb ファイバーを利得媒質とした Yb ファイバ

ーレーザー[2]は，利得の 大となる波長が 1030 nm 付近であり，三光子励起に用いて

もデオキシリボ核酸に吸収されやすい波長を回避できる．利得が 大となる波長域にお

いて増幅すると，スペクトルが狭まり，パルス幅が伸びてしまう問題はあるが，これは

レーザーの中心波長を利得帯域幅が広い 1060 nmに設定し，短波長側，すなわち 1030 nm

付近をロングパスフィルターによって抑制するようにすれば，避けることができる．本

研究においては，中心波長 1060 nm，パルス幅 92 fs，パルスエネルギー9.0 µJ，繰り返

し周波数 200 kHzの出力を持つ Ybファイバーチャープパルス増幅器を開発し，時空間

集光顕微鏡および干渉時空間集光顕微鏡の光源に用いた．そのシード光には，モード同

期の Ybファイバー発振器を用いた．本章では，3.2節と 3.3節において，開発した Yb

ファイバー発振器とチャープパルス増幅器についてそれぞれ説明する．3.4 節では出力

光の分散補償とパルス幅の評価について説明し，3.5節にてまとめを行う． 
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3.2 Ybファイバー発振器の作製 

	 シード光となるYbファイバー発振器の作製とその性能に関して説明する．Fig.3.1に，

作製した Ybファイバー発振器の模式図を示す．非線形偏波回転を利用したモード同期

Ybファイバー発振器であり，励起光には 976 nmで発振するレーザーダイオードを用い

た．レーザーダイオードの出力光を波長分割多重カプラ（Wavelength division multiplexer: 

WDM）により利得媒質である Ybファイバーに入射させるようにした．Ybファイバー

はアルミ製のリールに巻かれており，温度が大きく変化しないようにした．スリットを

図中に示したミラーM1の直前に設置することにより，1060 nmで連続発振するように

分散された光から 1060 nmより短波長をカットした．このスリットにより 1030 nmを中

心とした，利得のピークを避けるようにすることができた．共振器の内部で発生する分

散は，格子定数 600本/mmの回折格子対により補償した．回折格子対の入射角と間隔は

中心波長 1065 nmでモード同期発振するように調整した．ミラーM1はあおり方向をや

や傾けて設置してあるため，回折格子対を通って戻ってきた光の高さは入射光とは異な

っている．それを利用し，D型のミラーM2によって戻ってきた光は入射光と分けられ

る．M2にて反射した光は，光アイソレータを通過して，Ybファイバーへと通じるシン

グルモードファイバーにカップルされる．この光アイソレータを設置することにより，

パルスの進行方向を限定するようにした．パルス光は，その強度に依存して偏波が回転

する．Ybファイバーにおいて増幅されたパルスは，1/4波長板（Quarter wave plate: QWP）

と 1/2波長板（Half wave plate: HWP）HWP1によって偏光を制御し，偏光ビームスプリ

ッター（Polarizing beam splitter: PBS）PBS1によりピーク強度の高い成分のみ透過させ

る．透過成分は，続く HWP2と PBS2によって，出力パルスと共振器に戻るパルスとに

分けられる比率を制御した． 

	 この発振器の作り出したパルス列の様子を，Fig.3.2に示す．この測定は，高速フォト

ダイオードの信号をオシロスコープにより観察することで行なった．パルスの間隔は

22.19 nsであり，ここから繰り返し周波数は 45.07 MHzと求められた．発振器内で発生

したパルスのスペクトルを Fig.3.3 に示す．スリットにより短波長側が切り落とされて

いるため，1040 nm以下の波長域には出力がない．1010 nm付近などに見られるスペク

トルの成分は，自然放出光（Amplified spontaneous emission：ASE）の成分である．この

時，出力光の強度は 18 mWであった． 
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Fig.3.1	  Ybファイバー発振器の模式図．SMF: シングルモードファイバー, QWP: 1/4

波長板, HWP: 1/2 波長板, PBS: 偏光ビームスプリッター, LD: レーザーダイオード, 

WDM: 波長分割多重カプラ 
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Fig.3.2	 出力パルス列 

 

 

Fig.3.3	 出力スペクトル 
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3.3 チャープパルス増幅器の作製 

	 前節にて紹介した繰り返し周波数 45 MHz，中心波長 1065 nmのモード同期 Ybファ

イバー発振器の出力を，シード光源として，チャープパルス増幅器を作製した．Fig.3.4

に，作製したチャープパルス増幅器の模式図を示す．シード光として入力したパルスの

パルスエネルギーは 0.24 nJであり，平均パワーは 11 mWであった．入力されたパルス

は，ファイバーストレッチャーにより 7.5 ps2の二次分散（群速度分散），そして-0.087 ps3

の三次分散を与えられ，時間方向に引き伸ばされる．ストレッチャーにより引き伸ばさ

れたパルスは，コア径 6 µm，長さ 75 cmのシングルモードYbファイバー増幅器により，

パルスエネルギー4.2 nJ（平均パワー185 mW）まで増幅される．ポンプ光は波長 976 nm

で波長が安定化されたレーザーダイオードであり，WDMによりカップリングさせるこ

とによって前方励起によりシード光を増幅させた．その出力の約 1%を取り出し，これ

を高速フォトダイオードにより検出した．フォトダイオードからの出力をパルス遅延発

生器（Stanford Research Systems社製，DG645）に入力し，この 45 MHzの信号をダウン

カウントして 200 kHzまで落とした．これを増幅器の直後に設置された音響光学変調器

（Acousto-optic modulator：AOM）の変調信号として用い，出力パルスの繰り返し周波

数を 200 kHzになるようにした．AOMを 初の増幅器の後に設置したのは，増幅器内

で発生する ASE を抑制するためである．シード光の平均パワーが少ない場合，増幅器

内の利得が余った状態となることから ASE の強度が増加する．従って，レーザーの繰

り返し周波数を下げる素子は 初の増幅器以降に設置する必要があった．AOM を通過

した出力パルスは，コア径 10 µm，クラッド径 125 µm，長さ 1.5 mのダブルクラッドフ

ァイバーにより，パルスエネルギー600 nJ（平均パワー120 mW）まで増幅された．この

増幅器の出力パルスは，一度光ファイバーから取り出してコリメート光とし，フーリエ

面に 128ピクセルの液晶空間光変調器(Liquid crystal spatial light modulator：LC-SLM)を

設置した 4-fパルス整形器を通過して，再び光ファイバーにカップルされ， 後の増幅

器へと入力される．4-f パルス整形器を 後の増幅器の手前に設置したのは，増幅後の

終的なレーザー出力が LC-SLMのダメージ閾値を上回る恐れがあったためである． 

	 終段の増幅器は，コア径 40 µm，クラッド径 200 µm，長さ 1.8 mの Yb添加ラージ

モードエリアフォトニック結晶ファイバー（Large-mode-area photonic crystal fiber：

LMA-PCF）を用いた増幅器である．ポンプ光には中心波長 976 nmの波長安定化レーザ

ーダイオードの出力を用い，4-f パルス整形器からの入力光をシードとして後方励起し

た．励起する方向を前方，後方と使い分けたのは，前方励起の場合，利得は低いが，

ASE ノイズが小さく，後方励起の場合，利得は高いが，ASE ノイズを発生させやすい
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という特徴があったためである[3]． ポンプ光のパワーを 10 Wに設定した時，増幅さ

れた出力パルスのパルスエネルギーは 13.5 nJ（平均パワー2.7 W）となった．出力され

たパルスは，格子定数 1600本/mmの透過型回折格子対により圧縮した．二次と三次の

分散の補償に回折格子対を用い，高次の分散補償に 4-fパルス整形器を用いた．時空間

集光顕微鏡では，三次以上の高次の分散は収差となり，光軸方向の空間分解能が劣化す

るために，このような方法で分散補償を行なった．三段ある増幅器の手前には波長特性

の緩やかなロングパスフィルター（Long-pass filters：LPFs）を設置した．このフィルタ

ーは 1050 nm付近にカットオン波長を持ち，透過特性は短波長側に向かって緩やかに低

下する．このフィルターによって，Ybファイバーにおいて利得の も高い 1030 nm付

近のシード光を抑え，増幅時に発生する利得の狭帯域化を抑制した（Fig.3.5）． 

 

 
Fig.3.4	  Ybファイバーチャープパルス増幅器の模式図． LPF: ロングパスフィルター, 

PBS: 偏光ビームスプリッター , PMSCF:偏波保持シングルクラッドファイバー , 

PM-DCF: 偏波保持ダブルクラッドファイバー, DM: ダイクロイックミラー, LD: レー

ザーダイオード, WDM: 波長分割多重カプラ, PD: フォトダイオード, GLP: グランレー

ザー偏光子, AOM: 音響光学変調器. HWP: 1/2波長板, PM-MPC: 偏波保持マルチモード

パワーコンバイナー, PM LMA PCF: 偏波保持ラージモードエリアフォトニック結晶フ

ァイバー． 
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Fig.3.5	 ロングパスフィルターの有無による Yb ファイバーチャープパルス増幅器の出

力スペクトルの変化 

 

3.4 分散補償とパルス幅の評価 

	 分散補償とパルス幅の評価について述べる．増幅器からの出力パルスは，時空間集光

顕微鏡で用いるものと同じ対物レンズを用いて，蛍光色素 rhodamin B のエタノール溶

液の中に集光された．rhodamin Bから発生した二光子励起蛍光は，同じ対物レンズを通

過した後，ダイクロイックミラーによって励起光と分けられ，光電子増倍管によって取

得された．蛍光強度ができる限り高くなるように回折格子対への入射角と回折格子間の

距離を合わせた後，4-fパルス整形器のフーリエ面に設置されている SLMによって調整

されるスペクトル位相は，擬似焼きなまし（SA）と呼ばれるアルゴリズムを採用した

適応制御によって 適化した．このとき，励起光強度の揺らぎを補正するために，蛍光

強度を励起光強度の二乗で割ったものを目的関数とした． 適化した後に得られた位相

マスクを Fig.3.6 に示す．マイケルソン干渉計を用いることによって得た，第二高調波

発生に基づく二次の干渉自己相関波形を Fig.3.7 に示す．第二高調波は， BBO 結晶を

用いて発生させた．図中の実線は，出力スペクトルから計算した，フーリエ変換限界パ

ルスを仮定した場合に得られる自己相関波形の包絡線を描いたものであり，実測された

自己相関波形はこの包絡線と極めて近い形状をしていることがわかる．つまり，分散は

ほぼ完全に補償された状態であると言える．干渉自己相関波形から，強度相関の自己相

関波形を計算したのが Fig.3.8である．この波形の半値全幅は 142 fsであり，パルスの
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形状を secant hyperbolic関数型であると仮定して，パルス幅は 92 fsと計算された． 

 

 

Fig.3.6	 適応制御の結果得られた，SLMの位相マスク 

 

 

Fig.3.7	 マイケルソン干渉計を用いて得た二次の干渉自己相関波形 
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Fig.3.8	 強度自己相関波形 

 

3.5 まとめ 

	 三光子励起蛍光を観測できるような高ピーク強度，低繰り返し周波数，かつ中心波長

が 1060 nm程度となるようなレーザー光源を作るために，Ybファイバーチャープパル

ス増幅器を作製した．シード光源には非線形偏波回転を用いたモード同期によりパルス

発振する Ybファイバー発振器の出力を用いた．発振器の出力パルスは，ストレッチャ

ーにて引き伸ばされた後，繰り返し周波数を 200 kHzまで落とされながら Ybファイバ

ーを利得媒質とした増幅器により増幅された．スペクトルの狭帯域化を避けるためにロ

ーパスフィルターを増幅器の前に挿入した．ストレッチャーにより与えた分散や，光路

中で与えられたそのほかの分散は，増幅器の出力後に設置した回折格子対と，増幅器の

途中に設置した 4-f パルス整形器を用いて補償され， 終的な出力パルスは，1060 nm

を中心波長とし，パルスエネルギー9.0 µJ，パルス幅 92 fsとなった． 
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第4章	 三光子励起蛍光を用いた時空

間集光顕微鏡の開発 
4.1 はじめに 

	 時空間集光顕微鏡は，広視野照明を用いながらも光軸方向に分解能を持ち，視野を広

げる際に時間分解能を維持できる特徴を持った顕微鏡である．しかし，第 2章の 2.4.3.a

節で述べたように，深さ方向の分解能が走査型の顕微鏡よりも低く，背景蛍光が発生し

やすい．本研究では，二光子励起蛍光ではなく三光子励起蛍光を用いることによって焦

点面外からの背景蛍光発生を抑えた．焦点面外からの背景蛍光発生を抑える方法として，

時間的多重化[1,2]と呼ばれる方法を用いることも考えられたが，この手法は光学系が非

常に複雑になる[3,4]という欠点がある． 

	 本章では，三光子励起蛍光を用いることによる深さ方向の分解能向上の原理について

4.2節で述べた後，4.3節にて装置の作製について述べ，4.4節にて実験結果，4.5節にて

ノイズへの対処に関して述べ，4.6 節においてまとめる．なお，光源には，第 3 章にお

いて述べた Ybファイバーチャープパルスレーザーを用いた． 

 

4.2 原理 

	 三光子励起蛍光を用いることによる深さ方向の分解能向上について説明する．時空間

集光顕微鏡の発生させる二光子励起蛍光の強度分布 R(2)(z)は，深さ方向について次のよ

うに表される[5] 

R 2( ) z( )∝ 1
τ z( ) ∝

1

1+ z
zR

⎛
⎝⎜

⎞
⎠⎟

2
.

   

(4.1) 

ここで，τ(z)は時空間集光される励起光のパルス幅であり，ZRは対物レンズの NAや使

用している波長によって決まるレイリー長である．一方，三光子励起蛍光の強度分布は， 

R 3( ) z( )∝ 1
τ 2 z( ) ∝

1

1+ z
zR

⎛
⎝⎜

⎞
⎠⎟

2 .

   

(4.2) 

となる[6]．ここで，この式に書かれている ZRは，光学系や励起光の波長が同じであれ

ば，二光子励起蛍光を用いた場合と同じ値となる．これらの式より，三光子励起蛍光を
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用いることによって深さ方向の応答がより鋭くなることがわかる．すなわち，焦点面外

から発生する蛍光，つまり背景蛍光を抑制できるということである．加えて，三光子励

起蛍光を用いることは構造化照明に対してもメリットがある．すなわち，観察する蛍光

が励起光強度の 3乗に依存するようになるため，二光子励起蛍光を用いるよりも高次の

応答を使用でき，その分高い空間分解能を達成しうるようになるというメリットである． 

 

4.3 装置の作製 

	 Fig.4.1 三光子励起蛍光を用いた時空間集光顕微鏡の模式図を示す．Yb ファイバーチ

ャープパルス増幅器からの出力光を，格子定数 830本/mmの回折格子により分散させた．

時空間集光された面が傾くことを避けるために，回折格子への入射角は 62°とした．

これは，励起光の中心波長の回折角が 0°となる条件である．回折格子表面における，

励起光のビーム直径は 5.0 mmであった．ここで，励起光のビーム直径とは，強度が

大値の 1/e2となる直径とした．励起光は焦点距離 375 mmの結像レンズと，焦点距離 3 

mm，開口数 1.2 である水浸の対物レンズ（Olympus 社製，UPLSAPO60×W）を通過し

て，回折格子表面の像を共役な位置である試料中に結像する．対物レンズの色収差は可

視光から近赤外線の領域に渡って 適化されている．また，分散された励起光は，対物

レンズの入射口をはみ出す程度の大きさまで広がっていた．これは，対物レンズの NA

を 大まで利用した時空間集光を行えていることを示しており，深さ方向の分解能がこ

の対物レンズを用いた系としては も高くなっていたということができる．結像レンズ

は，色収差補正された焦点距離 750 mmのレンズ（Thorlabs社製，AC508-750-C）二枚

を隙間ができる限り小さくなるよう対称に設置して作成した．この配置は，Plössl 

eyepiece [7].と呼ばれている．発生した蛍光は，励起光の集光に用いたものと同じ対物

レンズを通過して，ダイクロイックミラー（Dichroic mirror：DM，Thorlabs社製，DMLP900）

により励起光パルスと分離された．残った励起光を取り除くため，ショートパスフィル

ター（Short-pass filter: SPF，Semrock 社製，FF01-890/SP-25）とバンドパスフィルター

（Band-pass filter: BPF）を使用した．ここで，バンドパスフィルターは，二光子励起蛍

光の取得用には 550 nm付近を透過するもの（Semrock社製，FF01-550/88-25），三光子

励起蛍光の取得用には 435 nm付近を透過するもの（Semrock社製，FF02-435/40-25）を，

それぞれ用いた．蛍光は，可視光領域において色収差を補正された，焦点距離 1 mの結

像レンズ（Thorlabs社製，AC508-1000-A）により，イメージインテンシファイア（Image 

intensifier：II，Hamamatsu Photonics社製，C9546）の素子上に結像された．ここで，結

像レンズは色収差補正の施されたものであり，焦点距離も十分に長いため，収差は無視
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できると考えられる．また，イメージインテンシファイアは Ybファイバーチャープパ

ルスレーザーに同期させ，200 kHzにて動作させた．加えて，幅 40 nsのゲートをかけ

ることによって暗電流等に基づくノイズを低減させた．200 kHzもの高速動作を可能と

することが，イメージインテンシファイアを微弱な三光子励起蛍光の取得に用いた理由

である．イメージインテンシファイアによって増幅された像は，CMOS カメラ

（Hamamatsu Photonics社製，ORCA-Flash4.0）によって取得した．試料をステッピング

モーターステージによって光軸（z）方向にステップ間隔 100 nmで動かしながら試料の

断層像の撮影を繰り返し，三次元画像を得た．なお，実験における装置制御やデータ解

析には，制御ソフトウェア，及び解析ソフトウェアをそれぞれ作成して用いた．ソフト

ウェア作成に用いたプログラミング言語は C++である． 

 

 

Fig.4.1	 三光子励起蛍光を用いた時空間集光顕微鏡の模式図．BFP: バンドパスフィル

ター，SPF: ショートパスフィルター，DM: ダイクロイックミラー． 

 

4.4 測定結果 

4.4.1 光軸方向分解能の評価 
	 励起されている領域の光軸方向の大きさを調べるため，試料には直径 200 nmの蛍光

ビーズ（二光子励起用に Molecular Probes社製，F8809，三光子励起用に Molecular Probes

社製，F8805）をカバーガラス上に敷き詰めたものを準備し，これを光軸方向に走査し
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ながら蛍光強度分布を測定した．Fig.4.2に，測定された二光子励起蛍光及び三光子励起

蛍光の光軸方向強度分布を示す．蛍光の取得には，前述のイメージインテンシファイア

と CMOS カメラではなく，光電子増倍管（PMT）を用いた．ただし，照射した励起光

の平均パワーは，二光子励起の場合 5.5 mW，三光子励起の場合 55 mWであり，照射時

間は 100 msとした．分布の半値全幅は，二光子励起の場合 2.1 µmであり，三光子励起

の場合 1.6 µmであった．この結果から，三光子励起蛍光を用いた時空間集光顕微鏡の

光軸方向分解能は，二光子励起蛍光を用いた場合と比べて 1.3倍となっていることがわ

かった．また，焦点面外より発生する背景蛍光の大きさを推定するため，分布のピーク

に対して 1/100の強度となる位置までの全幅を調べたところ，二光子励起の場合は 69.2 

µm，三光子励起の場合は 11.8 µm であった．つまり，焦点面外において励起される領

域が，三光子励起蛍光を用いることによって 5.9 倍少なくなっていたことがわかった．

この結果が原理と一致しているかを調べるために，二光子励起蛍光の光軸方向における

分布の半値全幅より(4.1)式中のレイリー長 RZを計算し，得られた RZを代入して(4.1)式

及び(4.2)式をプロットし，測定されたデータと比較した．Fig.4.2中に示した実線が，(4.1)

式及び(4.2)式をプロットしたものである．この結果より，どちらの分布もこの原理式と

概ね一致した形状をしていることがわかる．  

 

 

Fig.4.2	 直径 200 nmの蛍光ビーズを一層だけ敷き詰めた試料に関する， (a)線形軸，(b)

片対数軸にて表示した，光軸方向の信号強度分布． 

 

4.4.2 背景蛍光の発生抑制 
	 三光子励起蛍光を使うことで焦点面外から発生する背景蛍光の抑制ができているこ

とを確かめるため，蛍光色素の溶液を封入した試料を作成し，カバーガラスと溶液の界

面付近で測定される蛍光強度の光軸方向の分布を調べた．蛍光色素は，二光子励起蛍光

発生には rhodamine Bを，三光子励起蛍光発生には coumarin 1を使用した．溶液試料と



 45 

するため，rhodamine B，coumarin共に，濃度が 1 mMとなるようにエタノールに溶か

した後，グリセリンと 1:1の体積比で混ぜ合わせた．Fig.4.3(a)と(b)は，得られた蛍光強

度分布の x-z断面の様子である．照射した励起光の平均パワーは，二光子励起蛍光観測

には 5.5 mW，三光子励起蛍光観測には 110 mWであった．また，照射時間は 50 msと

した．Fig.4.3(c)は，カメラにより取得された画像（Fig.4.3(a)，(b)）の中央部 1024 ピク

セル（32×32ピクセル）を平均して深さに対してプロットしたものである．Fig.4.3 (d)

は，Fig.4.3 (c)の信号強度を対数表示にした片対数グラフである．三光子励起蛍光を用

いることによって，二光子励起蛍光を用いた場合と比べて背景蛍光が著しく減少してい

ることが，これらから見て取れる．また，三光子励起蛍光を用いた場合，カバーガラス

と蛍光溶液の界面より蛍光溶液側に進んだ位置においては蛍光強度の減少が見られる．

この蛍光強度の減少は，発生した蛍光の再吸収や，球面収差の発生に基づく波面歪みの

どちらか，あるいは両方に基づいたものである可能性がある．球面収差は，対物レンズ

の想定した設定に合わせた試料であれば抑えられるが，本実験にて用いた試料の溶液は

エタノールとグリセリンの混合溶液であり，対物レンズの想定している水の屈折率とは

異なるため，試料表面から離れると発生してしまう．三光子励起蛍光は球面収差などに

よるパルスの時間幅の変化に対して，より敏感であるため，二光子励起蛍光と比べて信

号の減少は大きくなると考えられる． 
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Fig.4.3	 時空間集光顕微鏡を用いて撮影した，カバーガラスと蛍光溶液の境界付近につ

いての信号強度分布．(a, b)  (a)二光子励起蛍光と(b)三光子励起蛍光を用いた時空間集

光顕微鏡により撮影された x-z 断層像．(c, d)(c)線形軸と(d)片対数軸にて表示した光軸

方向の信号強度分布． 

 

4.4.3 二色イメージング 
	 異なる波長の蛍光を発する蛍光分子を一度に励起することができれば，二色イメージ

ングを行うことができる．本研究において開発した時空間集光顕微鏡は，三光子励起蛍

光と二光子励起を同時に引き起こすことの可能な顕微鏡であり，蛍光分子の励起・蛍光

スペクトルを適切に選ぶことによって，異なる種類の蛍光分子をそれぞれ同時に励起す

ることが可能となる．すなわち，二色イメージングが可能となる．二色イメージングは，

直径 1 µmの蛍光ビーズを 2種類使用して行なった．使用したビーズは，波長 560 nm付



 47 

近の蛍光を発するもの（Molecular Probes社製，F8820）と，440 nm付近の蛍光を発す

るもの（Molecular Probes社製，F8815）である．以降本節においては前者を橙ビーズ，

後者を青ビーズと呼ぶこととする．作製した時空間集光顕微鏡においては，橙ビーズが

二光子励起，青ビーズが三光子励起されて，それぞれ蛍光を発する．発生した蛍光はバ

ンドパスフィルター（Semrock 社製，FF01-550/88-25，Semrock 社製，FF02-435/40-25）

によって橙ビーズからの蛍光のみ，または青ビーズからの蛍光のみを取得できるように

した．試料は，橙ビーズと青ビーズの混合したものをカバーガラス上に敷き詰めて作成

した．Fig.4.4 に，二色イメージングの結果を示した．照射した励起光の平均パワーは，

二光子励起の場合は 5.5 mW，三光子励起の場合は 83 mWであり，照射時間は 100 ms

であった． 

 

 

 
Fig.4.4	 時空間集光顕微鏡を用いて撮影した，直径 1 µmの蛍光ビーズの x-y断層像．(a)

は三光子励起蛍光を用いて撮影した青ビーズ，(b)は二光子励起蛍光を用いて撮影した

橙ビーズを示し，(c)は画像(a)と(b)を重ねて表示した画像である． 

 

4.4.4 生体試料を用いた観察 
	 三光子励起蛍光による時空間集光顕微鏡を用いて生体試料の観察を行なった．用いた

試料は，ホルマリン固定されたマウスの脳組織であり，DAPIと SYTO83により染色さ

れたものである．DAPI と SYTO83 は共に核酸と結合する蛍光色素である．Fig.4.5 は，

二光子励起蛍光または三光子励起蛍光を観測することによって得た，DAPI または

SYTO83 に染色された核酸の分布を示す蛍光画像である．ここで，DAPI により染色さ

れた核酸は三光子励起によって青色の蛍光を発し，SYTO83に染色された核酸は二光子

励起により橙色の蛍光を発する． 

	 また，励起光の照射時間は 30 msであり，平均パワーは，二光子励起の場合 83 mW，
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三光子励起の場合 275 mWであった．ここで，DAPIと SYTO83はともに，DNAだけで

なく RNA（リボ核酸）にも結合するが，DAPIと RNAが結合した場合，発生する蛍光

は極めて弱くなることが報告されている[8]．つまり Fig.4.5 の三光子励起または二光子

励起蛍光の分布を単純に比較することはできないが，三光子励起蛍光を用いた方が，光

軸方向の構造識別ができている，すなわち背景光が少なくなっていることが示唆される． 

 

 

Fig.4.5	 DAPIと SYTO83により染色し，ホルマリン固定したマウスの脳を時空間集光

顕微鏡により撮影して得た断層像．(a, b)は表面よりおよそ 30 µm の深さにおける x-y

断層像であり，(a)は DAPI の三光子励起蛍光，(b)は SYTO83 の二光子励起蛍光を観察

したものである．(c, d)は，(a)及び(b)の黄色い破線に沿って x-z 断層像を得たものであ

る．(c)が(a)に，(d)が(b)にそれぞれ対応する． 
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4.5 ノイズへの対処 

4.5.1 ノイズの由来 
	 本顕微鏡を用いて測定をしている際，得られた画像には大量のノイズが含まれていた．

この顕微鏡を応用しようとしている構造化照明顕微鏡は，微弱な変化を取り出し，増強

することによって高分解能を達成する顕微鏡である．したがって，ノイズはできる限り

発生を抑制する，または影響を抑えられるようにしなければならない．その方法を検討

した． 

	 本研究において対処しなければならないノイズは，ショットノイズとイオンノイズで

ある．ショットノイズは，使用している蛍光の強度が極めて微弱であるために発生して

いる．つまり，イメージインテンシファイアにとってもフォトンカウンティングレベル

の信号であることから発生してしまうノイズである．一方，イオンノイズは，イメージ

インテンシファイア固有のノイズである．イメージインテンシファイアは，いわば光電

子増倍管を二次元的に配列させて作ったような素子であり，電子を加速させる領域は真

空となっているが，完全な真空ではないために，内部に封じられている物質由来の原子

や分子などが残っている．このような分子などに加速された電子が衝突してイオン化さ

れると，これもまた加速されて擬似信号となって現れる．これがイオンノイズと呼ばれ

るノイズである．これは特に，ゲインを高くしている場合に発生しやすい特徴がある．

ゲインを下げることでイオンノイズの発生を抑制することは可能であるが，微弱な三光

子励起蛍光を観察する本研究においては，ゲインを下げることはできない．よって，ノ

イズの発生抑制ではなく，データ処理によるノイズの影響低減をはかる必要があった． 

	 光学系の持つ理論的な光軸方向の分解能より十分に高いステップで深さ方向にオー

バーサンプリングしてイメージングを行うと，イオンノイズとショットノイズは，光軸

方向についてみればデルタ関数のような分布であると言うことができる．すなわち，光

軸方向の応答からノイズを信号から区別することが可能となる．具体的には，本研究に

おいては 2つの方法を用いた．1つ目は，深さ方向の前後の画像と比較して，アダプテ

ィブにノイズの位置と大きさを判定して取り除く方法，2つ目は，フーリエ空間におけ

る深さ方向のフィルタリングを用いる方法である． 

 

4.5.2 アダプティブなノイズ除去法 
	 イオンノイズの中でも強度の高いものは，深さ方向に前後の画像と比較することによ

って見つけることができる．のちに述べるフーリエ変換を利用した手法では強度の高い

イオンノイズの影響を消すことはできないため，強度の高いイオンノイズはアダプティ
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ブな方法で除去することにした．手順は，以下の通りである． 

1. 三次元データの信号強度に対する二値化を行う． 

2. 画像の中で，極大となっている位置を探す．探す領域は，手順 1 において行なった

二値化により残った領域である． 

3. 極大となっている位置に対して，深さ方向について上下の画像と比較して，デルタ

関数のような応答を示しているかどうかで，それがノイズでないかどうかを判定する 

4. ノイズである可能性がある時，その点の周りで二次元のガウシアンフィッティング

を行う． 

5. フィッティングの結果，幅が想定されるノイズの大きさより大きすぎる，強度が負

の値をとる，x方向と y方向の強度に差がありすぎるといった成分は，ノイズの候補か

ら省く． 

6. ノイズ候補のフィッティング結果から計算した二次元のガウス関数をその位置から

引く． 

	 まず，三次元のデータについて二値化を行い，各画像の中で極大となっている位置で，

かつ先の二値化により残った領域に入っているものを探す．この結果，例えば Fig.4.6(a)

の赤い矢印で示したような点がノイズ候補として抽出される．次に，深さ方向の前後の

画像と比較して，その点のみが極端に高い蛍光強度を持っていないのかを調べる．

Fig.4.6(b)は，Fig.4.6(a)の 1 ステップ手前で撮影された画像であるが，こちらには

Fig.4.6(a)において映っていた点のうちの片方が全く見当たらない．すなわち，この点こ

そがイオンノイズであると考えることができる（Fig.4.6(c)）．その後，抽出された点の

周囲について二次元のガウシアンフィッティングを行なってノイズの形状を推定し，そ

れが不自然な形状でなければ，フィッティング結果より得られたノイズの形状を元の画

像から引き，取り除く（Fig.4.6(d)）．このようにして，試料中の信号や背景のゆらぎよ

りもずっと大きなイオンノイズについてはアダプティブに除去した． 
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Fig.4.6	 アダプティブなノイズ除去の例（イオンノイズと試料からの信号が混ざった画

像に対する処理の様子）．(a)画像中の極大となっている点を抽出．(b)z 軸方向に(a)より

一つ手前の画像（矢印は(a)で抽出した点の位置）．(c) z軸方向について(a)の前後にあた

る画像と比較して，イオンノイズであると判定された点．(d)イオンノイズの形状に対

するフィッティング結果を画像(a)より引き算した画像 

 

4.5.3 フーリエ空間におけるフィルタリング 
	 強度の弱いイオンノイズや，ショットノイズは，本来の信号と強度の上で区別するこ

とが難しい．そこで，フーリエ変換を利用したフィルタリングを用いてノイズの影響を

軽減することにした．Fig.4.7に，本手法の概念図を示した．フーリエ変換したデルタ関

数は，軸の方向に対して 0以外の一定値を示す分布となる（Fig.4.7(a)）．一方で信号は，

フーリエ変換するとある有限な幅を持った分布となる（Fig.4.7(b)）．信号とノイズの混

じったデータの場合，測定した点のステップが光軸方向の分解能より高ければ，フーリ
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エ変換すると，Fig.4.7(c)のようにノイズ由来の一定値の分布の上に，信号に基づく有限

な幅を持つ分布が乗った状態となる．ここで，ノイズ由来の一定値を全体から引いてフ

ーリエ逆変換すると，デルタ関数的な応答であるノイズが抑えられ，相対的に信号が強

く残るようにすることができる．これを，三次元データに対して適用した．撮影した画

像を深さ方向に重ねて三次元画像とした時，三次元フーリエ変換を行なうと，ノイズに

由来した成分は光軸方向に一定値の分布を持つことになる．実際に行なった測定におい

て得られた三次元画像について，三次元フーリエ変換を行なったものを示したのが

Fig.4.8(a)である．光軸方向の分解能よりも高い周波数領域を，光軸方向について平均す

ると，Fig.4.8(b)のようになった．さらに，Fig.4.8(b)を Fig.4.8(a)から引くと，Fig.4.8(c)

のようになる．これを逆フーリエ変換することによって，デルタ関数的な応答を示すノ

イズを抑えた画像が得られる．Fig.4.9(a)に，と同じ条件で得たマウスの脳のイメージン

グ結果を示した．ノイズが除去されていない Fig.4.9(a)に対し，フーリエ空間における

フィルタリングを行うと，Fig.4.9(b)のようになり，ショットノイズによる揺らぎが抑え

られた画像となった． 

 

 
Fig.4.7	 (a)デルタ関数型の分布とそのフーリエ変換．(b)ある有限な大きさを持つ分布と

そのフーリエ変換．(c)フーリエ変換を用いたノイズ低減方法の概念図． 
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Fig.4.8	 フーリエ空間におけるフィルタリング．(a)実際に測定されたデータの三次元フ

ーリエ変換（kx-kz 断面），(b) 光軸方向の分解能よりも高い周波数領域についての平均

（kx-ky），(c)測定されたデータの三次元フーリエ変換(a)から(b)を引いた結果 

 

 
Fig.4.9	 ノイズの除去・低減の結果．(a)ノイズ除去前と (b)除去後の DAPI により染色

し，ホルマリン固定したマウスの脳を時空間集光顕微鏡により撮影した画像． 
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4.6 まとめ 

	 三光子励起蛍光を用いた時空間集光顕微鏡を作製し，その性能を評価した．極めて薄

い蛍光試料を光軸方向に動かしながら得た光軸方向の信号強度分布より，まず分解能の

評価を行なった．分布の半値全幅は，三光子励起蛍光を用いた場合は 1.6 µm，二光子励

起蛍光を用いた場合は 2.1 µmであった．よって，三光子励起蛍光を用いることによっ

て，二光子励起と比べて光軸方向分解能は 1.3 倍向上したということができる．また，

光軸方向の焦点面外から発生する蛍光の大きさは，分布のピークに対して 1/100となる

幅を使って評価すると，三光子励起の場合 11.8 µmであったのに対し，二光子励起では

69.2 µmであったため，およそ 5.9倍少なくなっていたことが確かめられた．またその

分布の様子は，理論的に得た原理式の振る舞いとよく一致していた．さらに，蛍光ビー

ズ及び生体試料を用いて，二光子励起蛍光と三光子励起蛍光を同時に発生させて観察す

る二色イメージングに成功した．ノイズの除去および抑制の方法についても検討を行な

い，データ解析によってノイズの影響を少なくする手法の開発に成功した． 
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第5章	 三光子励起蛍光を用いた干渉

時空間集光顕微鏡の開発 
5.1 はじめに 

	 本章では，三光子励起蛍光を用いた干渉時空間集光顕微鏡の原理，開発と性能評価に

ついて述べる．5.2 節にて，構造化照明を用いる本顕微鏡の原理について説明した後，

5.3節において装置の作製，5.4節において実験結果と考察を行い，まとめを 5.5節にて

行なう． 

 

5.2 干渉時空間集光顕微鏡の原理 

	 干渉時空間集光顕微鏡の原理を，時空間集光顕微鏡の原理より導く[1]．第 4 章にて

示したように，時空間集光顕微鏡においては，回折格子によって分散された励起光のス

ペクトル成分は，対物レンズの焦点面のみにおいて再び空間的に重なる．このため，パ

ルスの時間幅は，焦点面からの距離に依存した関数で表すことができる[2,3]．その結果

として，広視野照明であるにもかかわらず，焦点面外における三光子励起蛍光，すなわ

ち背景蛍光の発生を抑えることができる．発生した蛍光は，焦点面と共役な位置に設置

したカメラなどの二次元の素子に結像され，二次元の画像として取得されるが，このと

き検出された画像 D(x, y, z)は次のように表すことができる． 

D x, y, z( ) = S x ', y ', z '( ) Iex3 x ', y ', z − z '( )
−∞

∞

∫−∞

∞

∫−∞

∞

∫
×R(3) z − z '( )h x − x ', y − y ', z − z '( )dx 'dy 'dz ',

 	  (5.1) 

ここで，S(x, y, z)は試料の蛍光分子密度分布であり，Iex(x, y, z)は時空間集光により照射

された励起光の強度の時間平均，そして h(x, y, z)は蛍光検出に用いた光学系によって決

まる点像分布関数（Point spread function: PSF）である．また，R(3)(z-z’)は，第 4章にて

示した，時空間集光の効果によって発生する三光子励起蛍光の光軸方向の応答である．

こうして画像を取得しながら試料を光軸方向に走査することにより，試料の三次元画像

を取得することができる．ここで，励起光の縞構造が 3本の時空間集光パルスの干渉に

よって生じるものとすると，光電場強度の時間平均は次のように表すことができる[1]． 

Eex (x, y,z) = E0 eik0z +αei{k0 ysinθ+zcosθ( )+φm}⎡⎣ +αei{k0 − ysinθ+zcosθ( )+φm} ⎤⎦,  	 	
(5.2) 

ここで，k0は中心波長の波数ベクトルであり，α は変調の深さ，θ は中央のビームと外
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側のビームとのなす角，そして ϕmは縞構造の位相シフトの大きさを示している．この

時間平均された光電場強度の 3乗は， 

Iex
3 x, y,z( ) = E0

2( )3 Aj
3( ) z( )

j=−6

6

∑ ei j ky0+zcosθ( ){ },
      

(5.3) 

と表される．ただし， 

A0
3( ) z( ) = 1+ 3 7 + 4cos 2kz0z( ){ }α 2 + 3 11+ 8cos 2kz0z( ){ }α 4 +α 6

A±1
3( ) z( ) = 6cos kz0z( )α + 2 15cos kz0z( ) + cos 3kz0z( ){ }α 3 + 30cos kz0z( )α 5

A±2
3( ) z( ) = 3 3+ 2cos 2kz0z( ){ }α 2 + 6 4 + 3cos 2kz0z( ){ }α 4 + 6α 6

A±3
3( ) z( ) = 2 9cos kz0z( ) + cos 3kz0z( ){ }α 3 +18cos kz0z( )α 5

A±4
3( ) z( ) = 3 3+ 2cos 2kz0z( ){ }α 4 + 3α 6

A±5
3( ) z( ) = 6cos kz0z( )α 5

A±6
3( ) z( ) =α 6

ky0 = k0 sinθ

kz0 = k0 1− cosθ( ).

 (5.4) 

である．ここで，式(5.2)と式(5.4)を用いると検出された画像は， 

Dm x, y,z( ) = E0
2( )3 S x ', y ',z '( )ei j ky0+φm( ){ }

j=−6

6

∑ ⊗ R(3) z( )Aj
3( ) z( )h x, y,z( )⎡⎣ ⎤⎦,

        
(5.5) 

のように書き直すことができる．ここで，⊗は畳み込み積分を表す記号である．検出さ

れた画像を空間についてフーリエ変換すると，次のように表される． 

 

!Dm kx ,ky ,kz( ) = E0
2( )3 !S kx ,ky − jky0,kz( )eijφm

j=−6

6

∑ × !R(3) kz( )⊗ !Aj
3( ) kz( )⊗ !h kx ,ky ,kz( )⎡⎣ ⎤⎦

= !Fj
j=−6

6

∑ kx ,ky ,kz( )eijφm ,      
(5.6) 

ここで， 

 
!Fj kx ,ky ,kz( ) = E0

2( )3 !S kx ,ky − jky0,kz( )eijφm × !R(3) kz( )⊗ !Aj
3( ) kz( )⊗ !h kx ,ky ,kz( )⎡⎣ ⎤⎦.     

(5.7) 

である．検出された画像には，空間周波数 jky0 (j = -6, -5, ⋯, 0, ⋯, +5, +6)の周辺の情報を

持つ，フーリエ変換された 13 個の成分， が含まれている．式(5.7)において

示されているように，試料の構造に関する情報は，縞構造の作られた軸のフーリエ変換，

この場合 ky 方向に下方変換されており，各項は回折限界によって決まる光学伝達関数

（Optical transfer function : OTF）の範囲の情報を持っている．フーリエ空間において下

方変換された情報を元の空間周波数の情報まで戻すためには，フーリエ変換された各成

分がホモダイン検出の原理に基づき，次のように分離されなければならない． 

 
!Fj kx ,ky ,kz( )
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H j (kx ,ky ,kz ) =
1
13

!Dm (kx ,ky ,kz )e
− ijmφs

m=0

12
∑

= !Fj (kx ,ky ,kz )e
− ijφoffset ,

   (5.8) 

ここで，ホモダイン検出に用いる画像は 13枚であり，各画像は位相ステップ ϕs = 2π/13

で縞構造が変調された時のものである．位相シフトの大きさは，ϕm = ϕoffset + mϕsで表さ

れる．ここで，mは 0から 12の整数であり，ϕoffsetはオフセット位相である．分離され

た各項について元の空間周波数までシフトさせた後，オフセット位相を求めた．オフセ

ット位相は，各深さ(z)ごとに，求めた H2(kx, ky – 2ky0, z)，H1(kx, ky – ky0, z)の重なった領域

における H2，H1の位相差として求めた．元の空間周波数までシフトさせた各項を足し

合わせることによって，OTFの遮断周波数は，光軸方向 kzには kzd + kTF + 3kz0，光軸に

垂直な面内方向 kyには kyd + 6ky0だけ拡張される．ここで，kydと kzdは検出光学系の OTF

の遮断空間周波数であり，kTF は時空間集光の効果の遮断空間周波数である．空間分解

能を三次元的に向上させるためには，縞構造を作り出す方向は 1つだけでなく，面内方

向について回転させた，つまり別の角度を向いたものが必要となる．本研究においては，

直行する 2方向について，縞構造を作り出して構造化照明を行なった．背景蛍光は，カ

メラ上に縞構造を結像しないため，分離された項のうち，空間周波数が 0周辺、すなわ

ち H0の項を無視することによって取り除くことができる[4]． 

 

5.3 装置の作製 

	 Fig.5.1に，本研究で作成した，三光子励起蛍光を用いた干渉時空間集光顕微鏡の模式

図を示す．第 4章にて示した時空間集光顕微鏡の回折格子をデジタルマイクロミラーデ

バイス（Digital micromirror device: DMD，Texas Instruments社製，DLP4500NIR）に置き

換えた．DMDは，Fig.5.2(a)のように多数の微小ミラーが配列した素子であり，Fig.5.2(b)

のように光を入射させると，DMD は位相型回折格子として働き，回折光を時空間集光

に用いることができる．微小ミラーは各々その向きを切り替えられるようになっており，

全て反転させれば，Fig.5.2(c)のように，回折光の出射される向きは大きく変わり，顕微

鏡には入射されなくなる．ここで，顕微鏡に光が入射される向きのミラーを ON 状態，

入射されない向きのミラーを OFF状態のミラーと呼称することとする．ON状態のミラ

ーと OFF状態のミラーが一定周期で交互に並んでいた場合，Fig.5.2(d)のように，DMD

は振幅型の回折格子としても扱うことができる．本研究において用いた DMDの微小ミ

ラーの傾きは±12°であり，ミラーの間隔は 10.8 µmであった．位相型回折格子として

の回折効率を高め，また DMD より垂直な方向に回折光が出射するようにするため，
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DMD への入射角は，23.1°とした．この角度は，マイクロミラーのミラー間隔より計

算される 4次の回折角に相当し，マイクロミラーの傾きがブレーズ角に も近くなるよ

うに設定したものである．DMDにより，Fig.5.1における x軸方向について入射光は分

散され，時空間集光パルスとなる[1]．DMD上に描画された縞構造は，0次および±1次

の回折光を y軸方向に発生させる．こうして作り出された 3本の時空間集光パルス（ビ

ーム）は，NA1.2の水浸の対物レンズ（Olympus社製，UPLSAPO60×W）により試料中

に照射され，対物レンズの焦点面近傍に干渉縞を発生させた．視野は 30×30 µm2であり，

縞構造の空間周波数は 4.2 rad/µmであった．発生した蛍光は同じ対物レンズを通過して

ダイクロイックミラーにより励起光と分けられ，さらにショートパスフィルター

（Short-pass filter: SPF，Semrock 社製，FF01-890/SP-25）およびバンドパスフィルター

（Band-pass filter: BPF，Semrock社製，FF02-435/40-25）により残った励起光も取り除か

れた．蛍光像はイメージインテンシファイア（Image intensifier: II，Hamamatsu Photonics

社製，C9546）により増幅され，CMOSカメラ（Hamamatsu Photonics社製，ORCA-Flash4.0）

により取得された．三次元画像は，ステッピングモーターにより駆動された自動ステー

ジにより，試料を光軸方向に動かしながら撮影を繰り返すことによって得た．第 4章の

実験と同様に，本実験においても，実験装置の制御やデータ解析には自作のソフトウェ

アを用いた． 

 

	

Fig.5.1	 三光子励起蛍光を用いた干渉時空間集光顕微鏡の模式図．三本の励起光が干渉

するため，干渉縞は，面内方向(x-y方向)だけではなく光軸方向(z方向)にも発生する． 
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Fig.5.2	 (a)縞構造を描画したデジタルマイクロミラーデバイス (DMD)の模式図．	 	

(b)x 軸方向について見た DMD のミラー配列と回折光の様子．DMD は位相型回折格子

として機能し，回折光は DMDと垂直な方向に出射される(ON状態)．(c)DMDのミラー

の傾きを反転させた場合における回折光の様子．回折光は DMDと垂直な方向には出射

されない(OFF状態)．(d)y軸方向について見た DMD のミラー配列と，回折光の様子．

ON，OFF状態のミラーを一定間隔で交互に並べることにより，DMDは振幅型回折格子

としても機能する． 

 

5.4 測定結果 

5.4.1 光軸方向分解能の評価 
	 光軸方向分解能は，直径 100 nmの蛍光ビーズ（Molecular Probes,社製，F8797）をカ

バーガラス上に一層だけ敷き詰めた試料の光軸方向の信号強度分布を取得することに

よって評価した．ここで，入射させた励起光の平均パワーは 69 mWであり，励起光の

照射時間は 50 msとした．また，蛍光ビーズの発光波長は 440 nmである．Fig.5.3は、

時空間集光顕微鏡(TF)または干渉時空間集光顕微鏡(ITF)を用いて取得された光軸方向

の信号強度分布である．分布の半値全幅は，時空間集光顕微鏡では 2.60 µm，干渉時空

間集光顕微鏡は 0.86 µmとなった．構造化照明を用いることにより，光軸方向の分解能

はおよそ 3倍向上した．この分解能は励起光波長の 0.75倍である． 



 61 

	

Fig.5.3	 直径 100 nmの蛍光ビーズを一層だけ敷き詰めた試料に関する，光軸方向の信

号強度分布． 

 

5.4.2 面内方向分解能の評価 
	 光軸方向に垂直な面内方向の分解能は，アガロースゲル中に散りばめた直径 100 nm

の蛍光ビーズを撮影することによって評価した．Fig.5.4(a)は，時空間集光顕微鏡あるい

は干渉時空間集光顕微鏡によって撮影された同じ蛍光ビーズの画像から，面内方向の信

号強度分布を取得したものである．入射した励起光の平均パワーは 138 mWであり，照

射時間は 200 msである．ガウス関数によってフィッティングした結果，半値全幅は，

時空間集光顕微鏡の場合 255 nm，干渉時空間集光顕微鏡の場合 106 nmとなった．同様

にして撮影された 7 つの蛍光ビーズについて，信号強度分布の半値全幅を平均すると，

時空間集光顕微鏡の場合 295 nm，干渉時空間集光顕微鏡の場合 130 nmとなった． 

Fig.5.4 (b)，Fig.5.4 (c)は，試料中の同じ位置を，時空間集光顕微鏡あるいは干渉時空間

集光顕微鏡を用いて撮影したものである．また Fig.5.4 (d)は，Fig.5.4 (b)，Fig.5.4 (c)中の

黄色い実線に沿って信号強度分布を描いたものである．時空間集光顕微鏡により撮影さ

れた画像においては確認することのできない近接した 2 つのビーズの間のギャップを，

干渉時空間集光顕微鏡によって撮影された画像においては確認できることがわかった． 
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Fig.5.4	 三光子励起蛍光を用いた時空間集光顕微鏡及び干渉時空間集光顕微鏡の面内

方向分解能評価．(a)深さ 100 µmにおける直径 100 nmの蛍光ビーズの面内方向信号強

度分布．(b, c)表面からの深さ約 33.4 µm において撮影した蛍光ビーズの画像．ただし，

(b)は時空間集光顕微鏡，(c)は干渉時空間集光顕微鏡により得た．また，図中のスケー

ルバーは 1 µmを示す．(d)画像(b)及び(c)の黄色い実線に沿った信号強度分布． 

 

5.4.3  生体試料を用いた観察 
	 後に，生体試料について二色イメージングを行なった結果について示す．試料は，

4%のパラホルムアルデヒド(Paraformaldehyde: PFA)によって固定されたマウスの大脳

皮質であり，厚さは 100 µmの冠状断面であった． DAPI及び SYTO83により染色され

ており，三光子励起により DAPI，二光子励起により SYTO83の蛍光をそれぞれ観察で

きた．Fig.5.5は，時空間集光または干渉時空間集光顕微鏡を用いた二色イメージングに

より得られた，試料の断層像である．入射光の平均パワーは，三光子励起の場合は 275 

mW，二光子励起の場合は 83 mW，照射時間はともに 30 msである．Fig.5.5(a-d)は，表

面からの深さ約 30 µmにおいて時空間集光顕微鏡(a, c)，干渉時空間集光顕微鏡 Fig.5.5(b, 

d)を用いて撮影された画像である．ただし，(a, b)は三光子励起された DAPI の蛍光，

Fig.5.5(c, d)は二光子励起された SYTO83の蛍光である．DAPIと SYTO83はともに，DNA

と RNAに結合されるが，DAPIと RNAが結合した場合の蛍光強度は，DAPIと DNAが

結合した場合の蛍光より非常に弱くなるため[5]，厳密に Fig.5.5(a, b)と Fig.5.5(c, d)を比

較することはできない．しかし，Fig.5.5(a)と Fig.5.5(c)より，三光子励起蛍光を用いた

方が二光子励起蛍光を用いた場合よりも背景蛍光の発生が抑えられていると言うこと

ができる．検出器のダイナミックレンジは，背景蛍光によって制限されてしまうため，
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背景蛍光の少ない三光子励起蛍光を使った方が，信号としては弱い高周波の情報を得る

には有利だと言える．ただし，背景蛍光の強度が，検出器のダイナミックレンジを大き

く制限していない場合は，Fig.5.5(b, d)のように，二光子励起蛍光，三光子励起蛍光どち

らについても背景光を除去することができるため，二色イメージングが可能となる．

Fig.5.5(e)と Fig.5.5(f)を見ると，干渉時空間集光顕微鏡を使って得た画像中にはギャップ

が見えることがわかる．Fig.5.5(g)に示した信号強度分布においても，このギャップは干

渉時空間集光顕微鏡でなければ識別することができない．これは，焦点面外において発

生した背景光を除去した結果であると考えられる．また，Fig.5.5(h)と Fig.5.5(i)より，空

間分解能の向上によって，非常に細い繊維状の構造が見えるようになっていることがわ

かる．Fig.5.5(j)に示した信号強度分布より，繊維の太さは 200 nm 以下であることが推

測される．Fig.5.5(k,l)は，Fig.5.5(a-d)とは異なる位置における，三光子励起蛍光を用い

た時空間集光顕微鏡，干渉時空間集光顕微鏡による観察結果である．干渉時空間集光顕

微鏡により取得した Fig.5.5(l)には，核膜に沿って高密度のクロマチンが分布している様

子がはっきりと写っている．ここで，クロマチンとは，DNA とタンパク質の複合体の

ことを示す語である．一方で時空間集光顕微鏡により取得された Fig.5.5(k)においては

ぼやけていることがわかる．この結果は，超解像顕微鏡の 1 つである SMLM（Single 

molecule localization microscopy）と広視野の蛍光顕微鏡を用いた培養細胞のクロマチン

分布を調べた先行研究[6]と同様なものであるが，本研究においては，培養細胞ではな

く厚みのある脳組織を用いており，観察を行なった深さも SMLM の場合より深いこと

が特徴である． 
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Fig.5.5	 (a-d) DAPIと SYTO83により染色し，ホルマリン固定したマウスの脳を(a, c)時

空間集光顕微鏡，(b, d)干渉時空間集光顕微鏡により撮影して得た x-y断層像．ただし，

(a, b)は DAPIの発する三光子励起蛍光，(c, d)は SYTO83の発する二光子励起蛍光を撮

影したものである．(e, f)画像(a)及び(b)の赤い枠線に囲まれた領域の拡大図，ただし(e)

が画像(a)，(f)が画像(b)に対応する．(g)画像(e)及び(f)の破線に沿って抽出した信号強度

分布．(h, i)画像(a)及び(b)の黄色い枠線に囲まれた領域の拡大図，ただし(h)が画像(a)，

(i)が画像(b)に対応する．(j)画像(h)及び(i)の破線に沿って抽出した信号強度分布．(k, l) 

DAPIにより染色し，ホルマリン固定したマウスの脳を，三光子励起蛍光を用いた(k)時

空間集光顕微鏡，(l)干渉時空間集光顕微鏡によって撮影した x-y断層像． 
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5.5 まとめ 

	 三光子励起蛍光を用いた干渉時空間集光顕微鏡を作製し，その性能評価を行なった．

構造化照明の効果により，光軸方向分解能は，カバーガラス上に一層だけ敷き詰めた直

径 100 nmの蛍光ビーズを観察した際の光軸方向信号強度分布の半値全幅から評価し，

2.60 µmであったものが構造化照明の効果により 0.83 µmまで向上したことを確かめた．

面内方向分解能は，直径 100 nmの蛍光ビーズを観察した際の信号強度分布の半値全幅

から評価し，構造化照明を用いないときは 295 nmであったものが 130 nmまで向上した．

また，生体試料の観察も試験し，構造化照明を用いた分解能向上及び背景光除去によっ

て試料中のより細かい構造が識別できるようになったことを確かめた． 
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第6章	 結言 
	 本研究では，超解像顕微鏡である構造化照明顕微鏡と，多光子励起蛍光顕微鏡である

時空間集光顕微鏡とを組み合わせ，干渉時空間集光顕微鏡を開発し，その性能評価を行

なった． 

	 はじめに，レーザー光源の開発を行なった．三光子励起蛍光を発生させるためには，

ピーク強度の高い励起光源が必要であったため，Yb ファイバーを利得媒質としたチャ

ープパルス増幅器を作製し，中心波長 1060 nm，パルス幅 92 fs，パルスエネルギー 9 µJ，

繰り返し周波数 200 kHzの出力パルスを得た． 

	 次に，三光子励起蛍光を用いた時空間集光顕微鏡の開発を行なった．深さ方向の分解

能は，二光子励起蛍光を用いた場合は 2.1 µmであったのに対し，三光子励起蛍光を用

いた場合は 1.6 µmであり，二光子励起蛍光を用いた場合と比べて 1.3倍向上した．また，

焦点面外において発生する蛍光を 5.9倍抑制することに成功した．また，二光子励起蛍

光を用いることの可能な状況であれば，二光子励起と三光子励起により異なる蛍光色素

を同時に励起した二色イメージングを行うことが可能であることが示された． 

	 後に，三光子励起蛍光を用いた時空間集光顕微鏡を構造化照明顕微鏡と組み合わせ

た，干渉時空間集光顕微鏡を開発した．構造化照明の効果により，発生した背景光は除

去され，深さ方向の分解能は 860 nm，面内方向の分解能は深さ 100 µmにおいて 106 nm

に達した．つまり，深さ方向の分解能は励起光の波長 1060 nmを下回っており，面内方

向に至っては，1/10の大きさに相当する分解能を達成したことになる．また時空間集光

顕微鏡，干渉時空間集光顕微鏡のどちらにおいても，生体試料を用いたイメージングに

成功しており，この顕微鏡が生体観察に極めて有効であることを示すことができた． 

	 本研究において開発した，三光子励起蛍光を用いた干渉時空間集光顕微鏡は，将来，

脳組織の活動のような生体現象を観察する強力なツールとなりうる．例えば神経科学の

分野において，この顕微鏡はシナプスの可塑化や樹状突起スパインの減少といった現象

の観察に応用が可能であると考えられる．ニューロン同士のコミュニケーションを観察

するためには視野を広げる必要があるが，視野面積の増加分だけ励起光の入射パワーを

増加させるだけで，時間分解能を下げることなく対応が可能である．試料に照射される

全体としての平均パワーが高くなることから熱による試料の損傷を招く可能性も考え

られるが，励起光の繰り返し周波数を下げることによってこの問題は回避できる．また，

励起光パルスの繰り返し周波数が 1 MHzを切ると，三重項励起状態を経由した励起状

態吸収に基づく光褪色を抑えることができるという利点もある．本研究において得られ

た知見と技術が，今後の生体研究の発展に貢献することを期待する．  
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