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研究成果の概要（和文）：本研究では、試料の深さ方向に対して針状に伸びたニードルスポットを走査励起光と
したレーザー走査型の蛍光顕微鏡法を開発し、観察面を移動することなく試料の3次元構造を高速に可視化する
ことに成功した。試料の深さ方向の情報を検出面での面内方向の情報へと変換する空間座標変換を実現する新た
な波面制御法を提案し、従来のレーザー顕微鏡法では困難であったビデオレートでの3次元観察が可能であるこ
とを実証した。

研究成果の概要（英文）：The present project developed laser scanning microcopy utilizing a light 
needle spot elongated along the depth direction of sample, enabling rapid visualization of the 
three-dimensional structure of samples without moving the observation plane. This new method is 
based on the wavefront manipulation for signals to convert the axial information of samples into the
 transverse information at the detector plane. By using this method, video-rate acquisition of 
three-dimensional images, regarded as difficult to realize by conventional laser scanning 
microscopy, was successfully demonstrated.

研究分野：光工学

キーワード： レーザー顕微鏡　波面制御　3次元イメージング　ベッセルビーム　エアリービーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
レーザー走査型顕微鏡法は試料の3次元的な構造を非侵襲かつ簡便に可視化できるツールとして様々な学術・産
業分野において必須の観察法である。一方で、3次元像を得るためには、観察面を移動しながら2次元の画像取得
を繰り返す必要があるため時間がかかるという制約があった。本研究では、光の波面制御に基づく新しいイメー
ジング法の原理を提案し、観察面を移動することなく試料の3次元像を一挙に取得する高速な可視化技術を実現
した点に大きな学術的・社会的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 レーザー走査型顕微鏡法は、その非侵襲性、簡便性、迅速性などから特に生命科学の分野にお
いては必須の観察手法である。通常のレーザー顕微鏡法では集光したレーザー光の 2 次元走査
による画像取得を基本とする。そのため、観察試料の 3次元的な構造の可視化には、試料あるい
は観察面を機械的に動かしながら複数枚の 2 次元画像を繰り返し取得することが必須であり、
通常のレーザー顕微鏡法における 3 次元での画像取得は極めて長い時間を要するプロセスとな
る。しかしながら、生体試料を始めとした多くの観察試料は本質的に複雑な 3次元構造を持ち、
その動的イベントを高時間分解能で 3次元的に可視化することの重要性や必然性は自明であり、
高速な 3 次元での構造可視化技術の開発は生命科学だけでなく学術・産業の様々な分野におい
て強く渇望されている。 
本研究は、レーザー走査型顕微鏡の方法論において観察面の移動をすること無く 3 次元の画
像取得を可能とする新たな顕微鏡法を確立し、従来の限界を大きく超えた高速な 3 次元イメー
ジングを目指すものである。これを実現する方法として、本研究代表者がこれまでに考案した光
ニードル走査型のレーザー顕微鏡法に着目した。本イメージング法は、【1】レーザー顕微鏡にお
ける励起ビームを光軸方向に伸張した光ニードルスポットとし、【2】試料からの蛍光をエアリー
ビームと呼ばれる特異な光ビームに変換した上で、その発光像を 1 次元あるいは 2 次元の検出
器で記録することを特徴とする。エアリービームは、伝搬に伴いビームの中心が面内方向にシフ
トする極めて特異な性質（自己湾曲性）を持つ。この特性により、光ニードルスポットによって
深さ方向に一斉に励起された蛍光試料の発光が、その深さ位置に応じて検出面では面内方向に
分離され、物体面での深さ情報が検出面での面内情報に『空間座標変換』される。この原理によ
って観察面を移動せずに深さ方向の情報を一挙に記録することが可能となる。つまり、光ニード
ルスポットの 2次元走査のみから 3次元像を構築でき、画像取得の劇的な高速化が期待できる。
本イメージング法は、ピエゾステージ走査型のレーザー顕微鏡系での原理実証にこれまで成功
しており、本原理に基づくレーザー走査型顕微鏡として実装できれば、真に高速な 3次元イメー
ジングが実現する。 
 
 
２．研究の目的 
本研究課題の目的は、これまで研究代表者が見出した『空間座標変換』の原理を大きく発展・
深化させ、さらなる高度化を図ることである。そのための達成目標として、生体試料などの実サ
ンプルを含む蛍光試料に対するビデオレートでの 3 次元イメージングの実現と、深さ情報－面
内情報変換手法の高性能化による検出深度や機能性の向上を目指す。これらによって、従来のレ
ーザー顕微鏡の概念を大きく変える新しいイメージング手法の基盤を確立する。 
 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、これまで研究代表者が構築してきたイメージングシステムについて、レーザ
ー走査に基づく高速な 3 次元イメージング性能を追求するため装置の改良を進める。具体的に
は、2軸のガルバノミラーを用いたレーザー走査型の顕微鏡光学系をベースとしてイメージング
システムを完成させ、光ニードル走査および蛍光信号のエアリービーム変換による 3 次元結像
性能を詳細に評価する。一方で、本イメージング法における深さ分解能および深さ方向の観察深
度の向上を図るため、蛍光信号に対する波面制御について新たに計算機合成ホログラムの原理
を導入する。また、ビデオレートでの 3 次元イメージングを実現するために、蛍光信号の検出
に、1次元のアレイ型検出器を使用し、レーザー走査に同期した高速な信号取得を試みる。これ
らによって、光ニードルスポットの 2次元走査のみから高速な 3次元可視化を実現する。高速な
3次元イメージングの実証実験として、水中に浮遊する蛍光ビーズのリアルタイムでの可視化を
試み、個々の粒子の 3次元トラッキングを行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) エアリービーム変換に基づく空間転置検出と生体試料の 3次元イメージング 
本イメージング法では、近赤外波長のフェムト秒パルスレーザーを励起光とした 2 光子励起
レーザー顕微鏡をベースとする。集光する励起光ビームに対して対物レンズ瞳面において円環
状ビームとなるように空間光変調器を用いた強度分布の制御を行った。これによって、焦点には
長焦点深度のニードル状スポットを形成した。ニードル状スポットは、ガルバノミラーによって
焦点面において 2次元に走査し、各走査点からの蛍光信号を取得する。ニードルスポットによっ
て光軸方向に一斉に励起された試料からの蛍光信号は、その深さ情報を全て含んだ信号である
が、通常のレーザー顕微鏡系での光検出では発光点の深さ位置を分離することは不可能である。
本イメージング法において提案する空間座標変換法は、検出する蛍光信号について自己湾曲伝



搬特性を持つエアリービームに変換することで、その伝搬特性に従って発光点の深さ位置に応
じて像面では異なる面内位置に結像することを原理とする。これを実現するために、検出側光路
に設置した別の空間光変調器を用いて、蛍光信号をエアリービームに変換した。ニードルスポッ
トの各走査点において、エアリービームに変換された蛍光像を 2 次元の高感度カメラにより記
録し、その面内シフト方向の強度分布から試料の深さ方向の情報を取得した。 
評価実験として、COS-7細胞のアクチンを蛍光染色した固定試料を対象として、本イメージン
グシステムを用いて 3次元イメージングを行った。その結果、図 1に示すようにニードルスポッ
トの 1 回の 2 次元走査のみから、細胞の厚み方向の構造も含めた 3 次元像を構築することがで
きた。本イメージング条件では、開口数 1.15 の対物レンズを用いた観察において、15 m の焦
点深度を持つ光ニードルを走査し、蛍光信号に対するエアリービーム変換によって、深さ方向に
10 m程度の範囲を可視化することに成功した。本イメージング法での深さ方向に対する空間分
解能は、エアリービームが持つ非線形な自己湾曲伝搬特性に起因して深さ位置に応じて変化す
るものの、数 m以下であった。これは、通常のガウスビームを用いたレーザー顕微鏡法と比べ
ても遜色のない結像特性であり、3次元イメージング法として良好な結像特性を持つことがわか
った。 

 

図 1. 光ニードル走査の 1回の 2次元走査のみから構築された生体試料の 3次元観察結果 
 
(2) 多重化計算機合成ホログラムの原理による線形シフト特性の実現 
 エアリービームが持つ自己湾曲性は、伝搬にともなって中心ピークの位置が放物線の軌跡を
描きながら面内方向に非線形にシフトする性質である。この特性に起因して、本イメージングに
おいて 3 次元画像構築を行った場合の深さ分解能は深さ位置に応じて変化するという特徴を持
ち、また観察深度はエアリービームの伝搬特性に強く依存する。これらを解決する方法として、
蛍光信号に対する波面制御の方法として、多重化した計算機合成ホログラム（CGH）の原理を新
たに導入した。 
 本原理では、物体面の深さ位置(z)と像面での面内位置(H)に対して、発光点の像が線形に面内
シフトするような波面制御を行う。これを実現するために、深さ方向に等間隔に配置した N 個
の発光点について、その深さ位置がそれぞれ ziである場合に(i= 1 – N)、像面での点像の結像位置
が Hi = zi となる対応関係（は定数）の要素 CGHを設計し、それらを一定の位相条件でコヒ
ーレントに重ね合わせる。要素 CGH間の位相差を最適化することで、孤立した発光点は N個の
多重化された点像となり、線形な面内シフト特性が得られる。蛍光信号の取得には、後述するフ
ァイバーバンドルを入力端とする 16チャネルの 1次元アレイ型検出器を用いることを想定し、
開口数 1.15の水浸対物レンズの観察条件でオレンジ色蛍光を対象に、N = 16として 20 mの深
さ範囲に対応した多重化 CGHを設計した。 
 まず、設計した多重化 CGHによる線形シフト特性の評価実験を行った。焦点深度 20 mの光
ニードルをカバーガラス面に凝集した蛍光ビーズ試料上に定点照射し、得られた蛍光信号につ
いて空間光変調器によって多重化 CGH の波面を印加した上で、像面での強度分布を計測した。
蛍光試料の深さ位置を変えながら像面での強度分布を計測すると、図 2(a)に示すように深さ位置
の変化に対して像面では面内方向に移動しながら 16多重のビーズ像が設計通り得られることが
わかった。本原理では、蛍光信号に対する印加波面を切り替えるだけで所望の深さ範囲に対する
面内シフト特性を付与できる。本研究では、さらに 10 m（図 2(b)）あるいは 50 mの深さ範囲
に対して 16多重の CGHを設計し、それぞれが設計通りの結像特性を示すことを確認した。 
 



 
図 2. 多重化 CGHに基づく波面制御を用いた蛍光信号の線形シフト特性  

 
(3) 光ニードルの 2次元走査のみから実現する高速 3次元イメージング 
 これまで構築した顕微鏡システムでは、光ニードルの各走査点において 2 次元の高感度カメ
ラを用いて蛍光信号の強度分布を記録することで画像構築を行っていた。そのため、光ニードル
の走査速度はカメラのフレームレートに律速されるため、高速な画像取得は困難であった。そこ
で、蛍光信号が像面で面内シフトする方向に沿って並べられたファイバーバンドルを入力端と
したアレイ型の光検出器を新たに導入し、画像取得の高速化を図った。本システムでは、16 チ
ャネルのファイバーバンドルを像面に設置し、光ニードルの 2 次元走査に同期して各チャネル
からの光信号を記録することで画像構築を行った。 
 本システムを用いた高速な 3次元イメージングの実証例として、水中に浮遊する直径 1 mの
蛍光ビーズの可視化を試みた。図 3(a)に示すように、可視化深度 20 mの多重化 CGHの条件で、
光ニードルスポットの 2次元走査を繰り返すことで、ビデオレートに相当する 1秒間に 30回の
速度で 3次元像を動画として記録すことに成功した。本測定では、蛍光粒子が水中でブラウン運
動する様子が明瞭に可視化されており、図 3(b)に示すように得られたデータから個々の粒子の 3
次元的な位置の追跡に成功した。このように、試料面を 2次元に走査するレーザー走査型の顕微
鏡系においても、本イメージング法を適用することで 3 次元的なビデオレート計測が可能であ
ることを初めて実証した。 
 

 
図 3. 光ニードル走査による高速な 3次元イメージングの例 

 
 本研究で構築したシステムは、光ニードルの 1回の 2次元走査から深さ 20 mの範囲を一度
に可視化できる性能を有する。一方で、より厚みのある試料に対しても通常のレーザー走査型
顕微鏡法とくらべて少ない走査回数で可視化できることが期待できる。実際に、厚み 200 m
程度の固定したマウス脳スライス標本を対象に、本システムを用いたイメージングを試みたと
ころ、通常のレーザー顕微鏡法では観察面を移動しながら 196枚の画像スタックが必要であっ
た深さ範囲について、ニードル走査の場合には 13回の走査のみから同領域の 3次元画像構築に
成功した。本実験条件での画像取得時間は、通常のレーザー顕微鏡法に比べて 1/11程度に短縮
化され、光ニードル走査型顕微鏡法によって厚みのある試料に対しても観察速度の大幅な向上
が得られることがわかった。 
 以上の結果が示すように、本研究で提案した新しい 3次元イメージング法について、当初の
目的であるビデオレートでの 3次元高速可視化を実証することに成功した。本イメージング法
における観察可能な深度や視野範囲といったイメージング性能については改善の余地が残され
ているものの、今後のさらなる性能追及と生体イメージングへの適用を進めることで、従来の
光学顕微鏡法では捉えることのできなかった生命現象の可視化といった実応用への展開が十分
に期待される。 
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