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研究成果の概要（和文）：本研究では，軸対称な偏光分布を持つベクトルビームと呼ばれるレーザー光を共焦点
レーザー走査型顕微鏡に適用し，空間分解能を大きく向上する手法を開発した．本手法では，ベクトルビームの
偏光や位相の空間分布を制御することで，焦点に異なる形状の集光スポットを発生させ，その集光スポットの走
査により得られた画像の差引演算により空間分解能を向上することを原理とする．本原理に基づいて，実際に可
視光を用いたイメージングを実施し，従来の限界を超えた100 nmに迫る空間分解能が達成できることを実証し
た．

研究成果の概要（英文）：This research project aimed to develop a new method to enhance the spatial 
resolution in confocal laser scanning microscopy by exploiting vector beams, which have axially 
symmetric polarization distribution. In this method, the enhancement of the spatial resolution is 
achieved by the simple subtraction process for images separately acquired by different vector beams 
with various focal spot shapes. The focal spot shape is controlled by manipulating the spatial 
distributions of polarization and phase for vector beams. Based on this principle, the spatial 
resolution close to 100 nm was experimentally demonstrated in visible light imaging.

研究分野：光工学

キーワード： レーザー顕微鏡　超解像　ベクトルビーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
レーザー顕微鏡法は，多様な学術分野あるいは産業現場において広く普及している必須の観察手法である．一方
で，光を用いた顕微鏡法であるため，観察対象として解像可能な最小サイズは使用する光の波長程度であり，可
視光を用いた場合の空間分解能の限界は200 nm前後とされている．本研究成果は，このような従来のレーザー顕
微鏡法に対して，使用するレーザー光をベクトルビームとするだけで従来の限界を超えた高い空間分解能が容易
に得られること実証した点に大きな意義があり，広く様々な分野での活用につながることが期待される．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
可視光を用いた従来の光学顕微鏡法の空間分解能は 200 nm 程度が限界であることはよく知
られた事実であるが，近年は特に生体イメージング分野において，この限界を超える超解像技
術の進展が著しい．例えば誘導放出効果を用いた STED顕微鏡法や蛍光分子の選択的発光現象
を用いた 1分子計測法，構造化照明顕微鏡法などは，可視光を用いても 100 nmから数十 nm程
度に及ぶ空間分解能が実現する．しかしながら，これらの手法は極めて精密な調整や強いレー
ザー光による試料の光損傷の問題，特殊な試料条件や長時間計測，多段階の高度な画像処理ア
ルゴリズムが必要であり，各手法の性能を十分に引き出すためには，従来の顕微鏡法と比較し
て格段に複雑な装置や制約，厳密な実験条件を満たす必要がある．このため，生命科学分野の
研究者がこれらの超解像技術を日常的ツールとして広く用いるには，大きなブレークスルーが
必要であるといえる．  
本研究では，より簡便かつ実用的な超解像イメージング法を開発するために，差引イメージ
ング法と呼ばれる手法に着目する．差引法は，レーザー走査型蛍光顕微鏡において，通常の集
光スポットと，中心部に強度を持たないダークスポットの 2種類の走査ビームを使い，それぞ
れ得られた画像の差引演算のみによって空間分解能の向上を図る手法である．本手法は，その
極めて単純な原理に基づく新しい光イメージング法として，近年急速に技術開発が進展してい
る(例えば H. Dehez et al., Opt. Express 21, 15912 (2013))．一方で，これまで報告された手法では，
走査ビームにおける両者の強度プロファイルの差異に起因して，差引条件によっては取得画像
に負の値のサイドローブによるアーティファクトが発生し，これにより観察試料本来の情報を
失うという大きな問題を有していた．  
研究代表者らのこれまでの研究から，差引法に対してビーム断面で軸対称な偏光分布を持つ
ベクトルビーム（径偏光と方位偏光ビーム）を用いることで，差引画像におけるアーティファ
クトの発生を抑制しながら画像の空間分解能を 2-3 割向上可能であることを見出した(S. 
Segawa et al., Opt. Lett.,39, 4529 (2014))．また，数値計算に基づく検討により，多重リング状強
度分布を有する方位偏光ビームでは，可視光を用いた集光においても 100 nm を切るダークス
ポットサイズが得られる条件を見出した(S. Segawa et al., Opt. Lett.,39, 3118 (2014))．この微小ダ
ークスポットの強度プロファイルに一致するようなフラットトップ状強度分布を設計し，これ
らを差引イメージングに適用すると，サイドローブの発生を最小限に抑えながら 90 nmオーダ
ーの空間分解能が達成可能であることも示した． 
さらに本研究では，レーザー顕微鏡法の空間分解能を大きく向上する手法の一つとして，近
年になって指摘された光のスーパーオシレーションと呼ばれる特性(M. Berry et al., J. Phys. A, 
39, 6965 (2006)にも着目する．これは，光の振幅や位相の分布を綿密に設計することで，光学系
における空間周波数の限界を超えて任意の高い空間周波数成分を焦点面で局所的に発生する現
象である．研究代表者は，本研究開始前に，ベクトルビームにはこのスーパーオシレーション
特性が効果的に発生することを見出し，極めて微小な集光スポット（ブライトスポット）を形
成する予備的検討結果を既に得ている．この先駆的な成果に基づけば，スーパーオシレーショ
ン特性に基づく究極的な微小ダークスポットの形成も可能であると考えられる．現状では，ベ
クトルビームにおけるスーパーオシレーション特性については未解明な点もあるものの，本特
性の発生機構や生成条件を解明できれば，ベクトルビームを用いた差引手法においてスーパー
オシレーション特性の適用も考えられ，従来の常識を遥かに凌駕する空間分解能が実現する可
能性もある． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，ベクトルビームの特異な集光特性に基づき，レーザー走査型蛍光顕微鏡に対す
る差引イメージング法の適用を基軸として，光の強度や偏光および位相の空間分布を究極的に
制御することで，その空間分解能を最大限に向上するイメージング手法の開発を行う．具体的
には，高次横モードの方位偏光ビーム集光によるダークスポットの微小化，差引イメージング
に用いるベクトルビームの横モードおよび偏光分布を考慮した最適な設計を行う．また，ベク
トルビームによる光のスーパーオシレーション特性を用いた超解像イメージング法の可能性に
ついても実験的・理論的な検証を進め，差引イメージング法への適用可能性についても検討す
る．以上により，光の近接場や非線形応答，特殊な蛍光分子を全く使用せずにレーザー光の集
光のみによって 100 nmを切る空間分解能を実現する． 
 
３．研究の方法 
 ベクトルビームを差引法に適用した場合の空間分解能の向上効果および画像品質について明
らかにするために，ベクトルを強く集光した場合のダークスポット特性やスーパーオシレーシ
ョン集光を含む微小集光スポット特性に関する数値計算による設計を行う．ブライトスポット
およびダークスポットを用いて取得した画像の差引演算を行った際の空間分解能やサイドロー
ブ発生および信号強度は，集光するビームの横モードや偏光分布の組み合わせに強く依存する．
そこで，差引法を適用した共焦点レーザー顕微鏡における空間分解能および画像品質に関して，
数値シミュレーションに基づいて体系的な検討を行うことで，差引法に適したベクトルビーム
の組み合わせを明らかにする． 
 数値計算に基づく検討結果を踏まえて，共焦点レーザー顕微鏡光学系において，レーザービ



ームの偏光や位相の空間分布を制御した上で集光し，差引法を行うための実験系の構築を進め
る．具体的には，ピエゾステージ駆動型のレーザー顕微鏡系に対して，反射型空間光変調器と
透過型液晶 12分割波長板素子を導入し，差引法に適したブライトスポットおよびダークスポッ
トを生成する．集光するレーザー光の横モードや偏光分布を切り替えながら，微小蛍光ビーズ
などを試料として画像を取得した後，差引演算処理による空間分解能の向上効果について評価
する． 
 
４．研究成果 
(1) 数値計算に基づく設計 
差引法に適したベクトルビームの横モ
ードを明らかにするために，ベクトルビー
ムを用いた場合の共焦点レーザー顕微鏡
の点像分布関数(PSF)を計算した．高次横モ
ードのベクトルビームである径偏光およ
び方位偏光ビームは，横モード次数 pに対
して，ビーム断面で(p+1)重の固有の多重リ
ング状強度分布を持つ．差引で使用するブ
ライトスポットおよびダークスポットを
形成するビームの次数をそれぞれ pおよび
p’として PSFを計算した．計算条件として，
実験条件に合わせて開口数 1.45 の油浸対
物レンズで波長 488 nmのレーザー光を集
光し，ピンホール径 0.5 Airy unitsの共焦点
ピンホールを用いて蛍光を検出する光学
系を想定した．また，ブライトスポットは
次数 pの方位偏光および径偏光ビームを一
定の割合で重ね合わせるものとし，その強
度プロファイルをダークスポットの強度
プロファイル外縁部に近づけるようにし
た．これにより，差引によるサイドローブ
の発生を抑制した．以上の条件で，次数 pおよび p’(ただし，p’ ≠ p)の組み合わせを変えながら，
両者の PSFの差引によって得られる差引後 PSFの中心強度，サイズ(半値全幅)，および中心強
度に対するサイドローブ強度の割合を評価した． 
系統的な検証の結果，差引法に適したベクトルビームの横モード次数について，2 種類の組
み合わせを見出した．具体的には，図 1(a)に示すように，ブライトスポットおよびダークスポ
ットがそれぞれ p = 0，p’ = 1を用いる場合(Type 1)と，p = 1および p’ = 2を用いる場合(Type 2)
であり，両者の組み合わせについて，差引条件を変化させた場合の PSFサイズとサイドローブ
強度の間には図 1(b)に示すような関係があることがわかった．Type 1の組み合わせでは，差引
によって得られる PSFのサイドローブが中心強度に対して 10%程度発生するものの，PSFのサ
イズは 98 nmとなった．一方で，Type 2の組み合わせでは，PSFサイズが 110 nmとなるが，サ
イドローブがほとんど発生しない条件があることがわかった．本条件において，通常の円偏光
ガウスビームを用いた場合の PSFサイズは 160 nm程度となるため，差引法によって大幅な空
間分解能の向上が期待できることがわかった． 
 
(2) 差引法による空間分解能向上効果の実験的検証 
数値計算による検討結果に基づいて，ベクトルビームを用いた共焦点レーザー走査型蛍光顕
微鏡光学系を構築し，実証実験を行った．反射型空間光変調器および透過型液晶 12分割波長板
素子を用いて，多重リング状強度分布を持つ高次横モードの径偏光および方位偏光を発生させ，
それぞれのモードで共焦点画像を取得した上で画像の差引を行った．孤立した 40 nmの蛍光ビ
ーズ像を取得するとこで，各ビームを用いた場合の差引によって得られる点像分布関数を計測
した．その結果，Type 1および Type 2のそれぞれの組み合わせについて，理論計算とほぼ一致
する強度プロフイルが得られ，空間分解能の指標である PSFサイズはそれぞれ 96 nmおよび 112 
nm となった．このような差引条件に
おいて，直径 200 nmの凝集した蛍光
ビーズを観察した．図 2に示すように，
差引法を用いない従来の共焦点レー
ザー顕微鏡画像では空間分解能が不
足するため，個々のビーズを判別する
ことができない一方で，Type 1および
Type2 の差引法を適用した場合には，
個々のビーズを明瞭に区別すること
ができ，空間分解能の向上効果を示す
ことに成功した．しかしながら，Type 

図 1. (a)差引法に適したベクトルビーム(AP:
方位偏光，RP:径偏光)モードの組み合わせ．
(b)各組み合わせでの差引によって得られる
PSF のサイズおよびサイドローブ強度の関
係を表す分布図． 

図 2. 凝集した蛍光ビーズ(直径 200 nm)の観察結果．
通常の共焦点レーザー顕微鏡像(Conventional)およ
び差引法(Type 1, Type2)を用いた場合． 



1の差引では PSFに残存する負のサイドローブに起因して，粒子画像の周囲に負の値が強く発
生した．また，より複雑な構造を持つ生体試料の観察を試みたところ，Type 1に比べて Type 2
の差引の方が画像品質の劣化を抑えながら空間分解能の向上が可能となる結果も得られた．こ
の点に関して，数値計算に基づく詳細な検討を進めたところ，複雑な構造や分布を持つ試料の
画像に対して差引法を適用する場合には，差引後の PSFに生ずる負のサイドローブを極力低減
するような集光スポットの設計が極めて重要であることがわかった． 

 
(3) スーパーオシレーション集光によるさらなる高空間分解能化に関する検討 
 多重リング状強度分布を持つ高次径偏光ビームは，強く集光した場合の集光スポット(ブライ
トスポット)が，通常の直線偏光や円偏光ビームを集光するよりも小さくなる微小集光スポット
特性を有する．さらに，研究代表者らのグループのこれまでの検討から，レンズに入射する高
次径偏光ビームのサイズを精密に調整すると，スーパーオシレーションと呼ばれる特異な集光
状態が発生し，焦点中央には従来よりも遥かに小さ
い集光スポットを形成することを見出している．本
研究期間内では，この高次径偏光ビームのスーパー
オシレーション特性について，実験および数値計算
の両面からより詳細に検討し，その発生機構や生成
条件を明らかにすると共に，共焦点レーザー顕微鏡
へ適用することでスーパーオシレーション特性に基
づく空間分解能の向上効果を示すことに初めて成功
した．図 3 の数値シミュレーション結果が示すよう
に，焦点においてスーパーオシレーションによる集
光スポットを形成すると，共焦点レーザー顕微鏡で
の PSF(ブライトスポット)サイズをさらに小さくす
ることができる．径偏光ビームによるスーパーオシ
レーション特性の解明で得られた知見に基づき，本
特性を方位偏光ビームに適用するとこで，ダークス
ポット状 PSF のサイズをさらに微小化することは容
易に達成可能であると考えられる．今後のさらなる
研究の推進によって，差引法とスーパーオシレーシ
ョン集光を融合した，ベクトルビーム共焦点レーザ
ー顕微鏡法における空間分解能を極限まで高めたイ
メージングが実現するものと期待されれる． 
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