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研究成果の概要（和文）：高繰り返しナノ秒レーザーを光源として，高速度カメラを検出器として用い，照明光
パターンの位相を変調させるためにポッケルスセルを導入することにより，電気的に照明光パターンの位相を変
調させながら，それぞれの位相での蛍光画像を高速に連続して取得可能な構造化照明顕微鏡を構築した。これに
よって，縦横それぞれ位相を変化させながら５枚の画像を連続して取得することによって，合計5 ミリ秒に１枚
の超解像画像を得ることができる。また，構造化照明光によって得られた3枚の蛍光画像から深さ方向の分解能
が高いオプティカルセクショニング画像を3ミリ秒ごとに取得することに成功した。

研究成果の概要（英文）：By combining a high-repetition-rate nanosecond pulsed laser as a light 
source, and a high-speed camera as a detector, we constructed a fast structured illumination 
microscope. A laser pulse was split into two beam lines by using a grating and the structured 
illumination pattern was obtained on a sample as the interference pattern of two or three beams. The
 introduction of two Pockels' cells into the beam line(s) enables us to modulate the phase of the 
illumination pattern electrically within few hundreds microseconds. By the high-speed camera 
synchronized with the Pockels' cells, we obtained fluorescence images illuminated with 
different-phase pattern. As the result, we succeeded in obtaining optical sectioned images of a 
fluorescent stained living cell every 3 ms, and super-resolution images within 5 ms.

研究分野： 物理化学
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１．研究開始当初の背景 
2014年の S. Hell, E. Betzig, W. Moernerらの

ノーベル化学賞受賞がよく表すように，光の

回折限界を超える空間分解能を持った様々な

超解像顕微鏡が，新しい理論と技術によって

可能になってきた。代表的な超解像顕微鏡の

例 と し て Stimulated emission depletion 
microscopy (STED)や Stochastic re-construction 
microscopy (STORM)，構造化照明顕微鏡 
(Structured Illumination microscopy, SIM)などが
あげられ，それぞれ多くの分野で応用され始

めていた。特に，分子生物学を含む生物分野

では 100 nm程度，あるいはそれ以下という空
間分解能による生細胞内部の可視化によって，

生命活動に伴う細胞内の分子や小器官内のダ

イナミクスの解明が可能となると期待されて

いる。しかし，これらの超解像顕微法の多く

は一枚の超解像画像を取得するために長い時

間を要し，時間分解能が低いのが一般的であ

る。例えば，STEDや SNOM等の手法では光
源の光学系，もしくは試料を走査し，励起光

を照射する位置を変えながら画像を取得する

ため，同時にそれぞれの位置における分光情

報を得られるという利点もあるが，1 枚の画
像の取得に時間がかかり，自由に溶液内を拡

散しているソフトマテリアルの超分解能画像

を撮るにはむいていない。また，STROM や

PALM などの超解像顕微手法は，10 nm 程度
と非常に高い空間分解能を達成していたが(S. 
Hell et al., Science 316, 1153 (2007))，1枚の超
分解能画像を取得するために数 100 から数
1000枚の画像を取得する必要があり，１枚の
画像取得に長時間の測定時間が必要となり，

ナノメートルスケールの時間変化を追跡する

ことは難しかった。この時間分解能の低さの

ために超解像顕微画像測定の対象は，動きが

緩やかな試料に限られており，活発に動く生

細胞の内部や溶液中を拡散するナノ構造体等

の観測は難しかった。超解像顕微鏡の一つで

ある構造化照明顕微鏡においては，周期的な

構造を持った照明光を用いて数枚の画像を取

得するのみで超解像画像が取得可能であった

が，照明光の位相を変調させるために時間が

かかるため，数 ms 程度の超解像画像取得は
難しかった。そこで本申請研究では，高繰り

返しパルスレーザーを光源としてポッケルス

セルと組み合わせることで，高速に照明光パ

ターンの位相を変化させながら画像を取得可

能な高速超解像画像測定手法を開発すること

を目的とした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，ミリ秒程度の時間分解能

で回折限界を超える超解像画像を取得可能な

高速超解像顕微鏡を構築することである。高

速超解像顕微手法として，M. G. Gustafssonら
によって提案された構造化照明法に注目した

(PNAS 102, 13081 (2005); Biophys. J., 94, 4971 
(2008))。構造化照明法は周期的な構造を持っ
た照明光を試料に照射し、試料の蛍光像を取

得する手法である。照明光パターンの周期構

造の位相を変えながらいくつかの画像を取得

し、それらをフーリエ空間で重ね合わせるこ

とにより、超解像画像を得る。一般的に時間

分解能は数秒から 100 ミリ秒程度であり，動
的な試料の観測は難しい。本研究では，ポッ

ケルス効果を用いることで，電気的に励起光

となるレーザー光の位相を制御し，高速な照

明光パターンの位相変調を可能にすることで，

連続的に位相を変えながら複数枚の画像を高

速に取得し，連続して得られた複数枚の画像

をフーリエ空間で結合することにより，高速

での超解像画像取得を可能にする。さらに，

構築した高速構造化照明顕微鏡を用いて，生

細胞内の超解像画像や溶液内に存在する溶液

内ナノ柔構造の画像を取得し，そのダイナミ

クスについて議論することを本研究の目的と

した。 
 
３．研究の方法 
高繰り返しナノ秒レーザーを光源として構

造化照明顕微鏡を構築する。ナノ秒レーザー

パルスを回折格子，および格子縞フィルター

を通して２本，あるいは４本のビームライン

に分岐し，分岐したビームを対物レンズを通

して試料上で再結合することで干渉縞として

周期的な照明光パターンを形成した。分岐し

たビームラインの一方にポッケルスセルを導

入し，パルス電圧を用いてポッケルスセルの

屈折率を変化させ，一方のビームラインのみ



の位相を電気的に変調することで，照明光パ

ターンの位相を変化させた。さらに，ポッケ

ルスセルと同期した高速度カメラを用いて連

続的に構造化照明光によって励起された蛍光

画像を取得することで，照明光パターンの位

相を変調させた複数枚の画像を連続かつ高速

に取得した。構造化照明顕微鏡では照明光パ

ターンの位相が異なる複数の画像をフーリエ

空間で結合することによって超解像画像とす

る。一次元方向の解像度向上には連続して撮

影した３枚の蛍光画像を，二次元方向の解像

度向上には５枚の蛍光画像を用いた。さらに，

照明光のパターンの位相が 1/3 波長ずつ異な
る３枚の蛍光画像を用いて，明暗の差の２乗

からオプティカルセクショニング法によって

光軸方向の分解能が向上した画像も取得し，

広視野照明によって得られた画像と比較し，

評価した。試料としては，細胞膜を選択的に

染色できる膜染色色素で染色した神経細胞

PC12などを用いた。 
 
４．研究成果 
高繰り返しナノ秒レーザー(Ekspla社, Baltic 

HP532, 532 nm, ~20 ns, 100 kHz)と回折格子，
ポッケルスセル(Leysop社)，顕微鏡，高速度カ
メラ(Photron 社，Fastcam mini)を組み合わせ，
電気的に同期して用いることで高速構造化照

明顕微鏡を構築した。回折格子を用いて，励

起光となるレーザーパルスを２本のビームラ

インに分割し，それぞれ油浸対物レンズの後

焦点面に集光入射することで試料上において

再結合し，干渉縞として照明光パターンを得

た。ポッケルスセルへの電圧印加と高速度カ

メラを同期して撮影することで，それぞれの

位相の構造化照明光照射に伴う蛍光画像を取

得した。まずポッケルスセルに階段状の電圧

をかけることで，照明光パターンの位相がど

のように変化するかを評価した。照明光パタ

ーンの位相の評価には，試料としてペリレン

系色素を溶解させた PMMA 溶液をスピンコ
ートすることによって作製した PDI/PMMA
薄膜を用いた。この薄膜中にはほとんど均一

に色素が分散しているため，その蛍光画像か

ら照明光のパターンを評価した。Fig.1に実際
に構造化照明光を照射することによって得ら

れた PDI/PMMA薄膜の蛍光画像と，ポッケル
スセルに印加した電圧の時間変化，および照

明光パターンの位相の時間変化を示した。

Fig.1(a)に示したように，干渉縞として，周期
的なパターンを持った構造化照明光が得られ，

その構造を反映した蛍光画像が得られた。さ

らに Fig.1(b)に示したような 250 µsおきに 350 
V ごとに階段状に変化する電圧をポッケルス
セルに印加することによって，印加電圧の変

化にしたがって照明光パターンの位相も階段

状に変化させることに成功した。照明光パタ

ーンの周期は，光学系に組み込んだ２つのプ

リズム対の一方の位置をマイクロメータを用

いて調整することで，容易に変化させること

ができ，数 100 nm程度から数 μmまで可変
であった。構造化照明顕微鏡は照明光の周期

構造と試料が持つ周期構造とのモアレ干渉縞

を利用して超解像情報を得るため，照明光パ

ターンの周期は構造化照明顕微鏡における分

解能を決定するための重要なパラメータであ

り，周期が短いほど分解能をあげることがで

 
Fig.1 (a)構造化照明を照射することによっ
て得られた PDI/PMMA 薄膜の蛍光画像(b)
ポッケルスセルへの印加電圧（青線）と照明

光パターンの位相(赤丸)の時間変化 



きる。しかし，短周期の照明光パターンでは

位相の詳細の決定が難しかったため，周期の

確認には比較的長周期の照明光パターンを用

いた。プリズム対を用いて照明光パターンの

周期を変化させて異なる周期でも同様の実験

を行なったが，同様の印加電圧によって位相

を 1/3 波長ずつ変化させることができた。位
相はポッケルスセルへの印加電圧に線形に比

例して変化し，数 100 µs程度の電圧変化にも
十分に早く応答した。このことから，ポッケ

ルスセルを構造化照明顕微鏡に導入して用い

ることによって，高速に照明光パターンの位

相を変調し，蛍光画像を連続的に取得するこ

とが可能であることがわかった。 
実際に，構築した構造化照明顕微鏡を用い

て，まず生細胞のオプティカルセクショニン

グイメージを得た。試料としては，膜染色色

素である DilC12で染色した神経細胞 PC12を
用いた。2 本のビームを用いて干渉縞を作成
し，照明光パターンの位相を変えながら 3 枚
の蛍光画像を連続して取得した。位相は 1 ms
ごとに変化させ，それぞれの画像の露光時間

も 1 msとした。照明光パターンの位相の異な
る３枚の画像 I0. I1. I2に対して，以下の式のよ

うに差の２乗和を計算することでオプティカ

ルセクショニング像 Iosを得た。 
𝐼"# = (𝐼& − 𝐼()( + (𝐼( − 𝐼+)( + (𝐼+ − 𝐼&)( 

Fig2(a)は構造化照明光を照射し，観察され
た DiIC12 染色 PC12 細胞の蛍光画像である。
異なる位相(0°，120°，240°)の構造化照明光を
照射して取得した 3 枚の画像の単純な合計に
より再構成された蛍光画像を Fig.2(b)に示す。
これは，均一な照明光を用いた広視野照明に

よる蛍光画像に相当する。また、上の式に従

い，オプティカルセクショニングによって得

られた画像を Fig.2(c)に示した。Fig.2(b)と
Fig.2(c)の同一座標の蛍光強度の断面図からオ
プティカルセクショニングの計算処理を行う

ことで DiI によって蛍光染色がされている細
胞膜とされていない細胞質の間のコントラス

トが向上することが明らかになった。この結

果はオプティカルセクショニングによって深

さ方向の分解能が向上したことを示している。

Fig.2(a)の画像を取得するのに 1 ミリ秒を要
し，オプティカルセクショニングは 3 枚の画
像からなっていることから，オプティカルセ

クショニングイメージの時間分解能は 3 ミリ
秒であると言える。一方，Fig.2(c)に示したよ

うに得られたオプティカルセクショニングイ

メージには，照明光のパターンに由来する周

期的な構造が残っていた。これは，連続して

取得した 3 枚の画像の蛍光強度が異なるため
と考えられ，用いたレーザーのパルス間のビ

ームパターン，およびレーザー強度の違いに

よると考えられる。また，照明光パターンの

位相差が 120°から数度程度ずれていることも
影響していると考えている。画像取得時に強

度，位相を揃えるだけでなく，画像取得後に

これらを補正することで，より鮮明な画像が

得られると考えている。 
さらに，回折格子を格子縞に変え，3本のビ
ームラインを用いて，干渉縞を作ることによ

り，格子状に広がる干渉縞を得た。そのうち

 
Fig.2 (a) 構造化照明光によって得られた
PC12の蛍光像 (b)広視野照明によって得ら
れた蛍光画像 (c)３枚の画像から得られたオ
プティカルセクショニングイメージ 



２本のビームにポッケルスセルを導入し，そ

れぞれを独立して印加電圧を制御することに

よって，照明光パターンの周期構造を縦と横，

独立に制御できるようにした。縦横の位相を

順に変えながら，5 枚の画像を連続的に取得
し，得られた画像のフーリエ変換像を結合す

ることによって，画像を再構成した。照明光

パターンの周期が比較的長い時には，ある程

度高いコントラストを持った蛍光画像を取得

することができ，ノイズの少ない画像を取得

することができた。しかし，500 nm以下の短
い周期構造を持った照明光パターンを用いた

時には照明光パターンに由来する構造のコン

トラストが低く，再構成した画像のノイズも

大きかった。また色素退色の影響も大きく，

得られた画像のコントラストも低かったが，

高速に位相を変化させながら取得した画像を

フーリエ変換すると照明光パターンに起因す

る周期を確認することができた。さらに，位

相を変えながら得られた 5 枚のフーリエ変換
像からモアレ干渉縞に対応する情報を抜き出

し，位相をずらしてフーリエ空間で結合する

ことによって画像が得られることを確認した。

それぞれの画像の露光時間を 1 ms としたた
め，1 枚の再構築された画像を取得するため
に 5 ms の時間を要しており，時間分解能は
5ms であったと言える。さらに，蛍光の量子
収率が高く，輝度が高い蛍光色素を用いるこ

とで光退色の影響を小さくし，それぞれの蛍

光画像のコントラストをあげることによって，

よりノイズの少ない超解像画像が同程度の撮

影時間で取得可能になると期待している。 
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