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研究成果の概要（和文）：生体表面近傍の光吸収体（ヘモグロビン，メラニン等）の分布を，光学顕微鏡相当の
解像度で3次元画像化可能な光音響顕微鏡技術においては，光吸収体を弁別するためには複数の波長の励起光で
順次に計測が必要な点が課題である。そこで本研究では，1度の計測で励起波長情報を取得することで，ヘモグ
ロビンやメラニン等の光吸収体の種類をそれぞれ弁別して可視化可能なハイパースペクトル光音響顕微鏡技術を
開発した。悪性黒色腫等の一部の皮膚がんにおいてはがん細胞がメラニンを産生することが知られており，病変
の広がりを肉眼よりも正確に把握できると，再手術等のリスクの低減につながるため，本技術の適用可能性を検
討した。

研究成果の概要（英文）：Optical resolution photoacoustic microscopy (OR-PAM) provides the 
three-dimensional distribution of near-surface optical absorbers (such as hemoglobin and melanin) in
 living tissue at the spatial resolution of optical microscopy. In OR-PAM, multiple imaging using 
different excitation wavelengths was required to image multiple optical absorbers individually. In 
this research, we have developed a hyperspectral photoacoustic microscope that can acquire spectral 
information of optical absorbers in a single imaging and can image multiple light absorbers 
individually. In some types of skin cancer, including melanoma, the cancer cells themselves are 
known to produce melanin. Accurate measurement of the spread of skin cancer lesions during surgery 
may reduce the risk of reoperation. For this purpose, we discussed application of hyperspectral 
photoacoustic microscopy to diagnosis of spread of skin cancer lesions.

研究分野：医用工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
皮膚がん病変は肉眼的境界を越えた不規則な病変の広がりを示し，手術中に病変の広がりを正確に把握すること
が困難であるため，従来は腫瘍の肉眼的境界の周囲の正常に見える部分を含めて切除しているが，一定割合の症
例で再手術の適用例が生じており，当該分野におけるニーズは大きい。学術的な観点では，本研究で開発したハ
イパースペクトル光音響顕微鏡技術は，生体内の光吸収体の3次元分光画像を体動の影響なく取得可能な新規の
イメージング技術であり，ヘモグロビンやメラニンに加えて，様々な造影剤や色素タンパク等の可視化も可能で
あり，臨床医学のみならず基礎医学においても幅広い応用の可能性を有している。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 悪性黒色腫（メラノーマ）は，メラニンを産生する色素細胞ががん化した腫瘍と考えらえて
いる。メラノーマ細胞は，多くの場合，メラニン色素を多量に産生するため黒色を呈する。ま
た、基底細胞がんも皮膚がんの一種で，表皮の最下層である基底層や毛包などを構成する細胞
から発生し，黄色人種においてはほとんどがメラノサイトやメラノファージ等のメラニン含有
細胞を含むため黒褐色を呈する。両疾患の治療法は原則的には手術療法である。ダーモスコピ
ーが診断において有用であるが，細胞単位での検出ができない点と，観察深度が真皮浅層まで
と浅い点より，切除範囲の決定には不十分である。このため，手術においては腫瘍の肉眼的境
界の周囲の正常に見える部分（切除マージン）を含めて切除するが，腫瘍は肉眼的境界を越え
た不規則な病変の広がりを示すため，一定の割合の症例で，切除断端の術後病理診断において
腫瘍残存と評価され，再手術或いは放射線療法の適用となる。また，手術による皮膚欠損が大
きい場合には植皮が行われるが，特に腫瘍残存のリスクが高い症例には，術後病理診断後に植
皮を行う二期的手術が勧められており，複数回の手術を要する。凍結切片や専用の固定液によ
る術中迅速病理検査で切除範囲を決定する方法が報告されているが，その診断精度は十分でな
く，また追加切除ごとに複数回の病理診断が必要となり，手術時間の延長や，病理医のマンパ
ワーの問題があり普及していない。以上の背景より，術前或いは術中に腫瘍の広がりを肉眼に
よる観察以上の精度で把握可能な計測法が実用化されると，腫瘍残存もしくは不必要に過大な
切除を避けることができる。 
光音響顕微鏡は，観測対象にナノ秒パルス光を照
射し，光を吸収した物質が熱弾性過程を経て発生す
る超音波（光音響信号）を観測する原理により，観
測対象の表面から 1 mm 程度までの深度において光を
吸収する物質（ヘモグロビン，メラニンなど）の分
布を光学顕微鏡相当の空間分解能で可視化する（図
1）。共焦点顕微鏡や二光子顕微鏡が競合技術となる
が，光音響顕微鏡は蛍光ではなく光吸収を観察する
点が異なり，蛍光を発生しないヘモグロビンやメラ
ニンなどを造影剤なしで観察できる。光音響信号の
強度は光吸収体の吸光度に比例するため，複数の波
長の光で計測すれば，ヘモグロビンとメラニンの吸
光度の波長依存性（光吸収スペクトル）の違いを利
用して弁別できるなどの特徴を有している。一方
で，複数波長の計測には波長可変の光源が必要であ
るが，光音響顕微鏡での実時間イメージングに必要
とされる仕様（パルスエネルギー 100 nJ/pulse 程
度，繰り返し周波数 100 kHz 以上）を満たす波長可
変光源の選択肢が多くない点に加え，複数波長の計
測を行うと計測時間が倍増する点と，波長間での計
測タイミングの違いに由来して位置ずれ（モーショ
ンアーティファクト）が生じる点が問題であり，本
研究課題に適用する前に対応すべき技術課題があ
る。 

２．研究の目的 
 本研究の目的は，光音響顕微鏡技術の悪性黒色腫などの皮膚がん病変の切除範囲決定への応
用可能性について検討することである。本用途への応用を検討するにあたり，光音響顕微鏡技
術における技術課題である計測時間の問題とモーションアーティファクトの問題を解決する必
要があるため，1 度の計測で観測対象内の光吸収体の分光スペクトル情報を得られるハイパー
スペクトル光音響顕微鏡技術を開発する。さらに，光音響顕微鏡を皮膚がん動物モデルに適用
し，メラニン色素を産生する皮膚がん細胞の分布をヘモグロビンの分布と弁別しながら可視化
できることを確認することで，皮膚がん病変の切除範囲決定への適用可能性について検討する。 

３．研究の方法 
(1) ハイパースペクトル光音響顕微鏡の開発 
図 2 に本研究事業において新規に開発したハイパースペクトル光音響顕微鏡技術の実験系を示
す。また，図 3 にハイパースペクトル光音響顕微鏡の計測原理を示す。この手法では，スーパ
ーコンティニューム光源で発生した広帯域のパルス光を 2つに分岐し，その片方のみを 1 km の
シングルモードファイバ内を通過させることで光ファイバの波長分散特性により波長依存の時
間遅延を加えた後に合波し，励起光として観測対象に照射し，励起光を吸収した観測対象内の
光吸収体が発生する光音響信号を超音波センサにより観測した。このとき，超音波センサでは

図 1 光音響顕微鏡の原理 
① 観測対象に対物レンズで集光した
励起パルス光を照射する 
② 集光範囲内にある光吸収体が光を
吸収して超音波（光音響信号）を
発生する 
③ 光音響信号を時分解計測し，観測
対象内の光吸収体の光軸に沿った
深さ分布情報を得る 
④ 光軸を走査することで断面画像・3
次元画像を得る 



時間遅延を加えていない光パルスに由来する primary 信号と，波長依存の時間遅延を加えた光
パルスに由来する secondary 信号を観測できる。これらの信号間の時間差は光吸収体が吸収し
た光の波長（励起波長）を反映するため，これらの信号の時間差を相互相関により求めること
で励起波長を求められる。さらに，primary 信号の強度は光吸収体による光吸収量を反映する
ため，1度の信号計測で光吸収量と励起波長の両方の情報を得られる。 
 初めに，観測対象に照射する励起光のパルス波形を観測し，所望の波長依存時間遅延を加え
られていることを検証した。ここでは，600~900 nm の帯域幅を有する励起パルス光を，中心波
長 650, 700, 750, 800, 850 nm，帯域幅±25 nm のバンドパスフィルタで抽出したうえで，バ
イプラナ光電管で計測することで波長依存性に関する情報を得た。次に，ハイパースペクトル
光音響顕微鏡により励起波長の異なる光吸収体を弁別できることを検証するために，がん細胞
を励起波長の異なる 4 種類の細胞染色試薬（CellBrite Red, CellBrite NIR690, CellBrite 
NIR750, CellBrite NIR790）でそれぞれ染色したものを混合し，細胞培養プレートに平面培養
したサンプルをハイパースペクトル光音響顕微鏡画像で観察し，蛍光顕微鏡画像と比較した。 

(2) 光音響顕微鏡による同所性移植メラノーマ腫瘍の観察 
 以下に示す動物実験は防衛医科大学校動物実験倫理委員会の承認を得て実施した（承認番
号 ）。ヌードマウス(BALB/cSlc-nu/nu)の耳介の皮下にメラノーマ細胞(B16)を播種し，1 週間
飼育して耳介の皮下に腫瘍を作成した。腫瘍及びその周辺の皮膚について光音響顕微鏡で in 
vivo イメージングを実施した。In vivo イメージングを実施するために(1)に記載の装置を改良
し，色収差の生じにくい反射型の集光レンズを用いた[2]，in vivo イメージングに適用可能な
光音響顕微鏡装置[3]を構築し，本実験に適用した。観察範囲は 3,200 μm 四方とし，励起波長
はヘモグロビンとメラニンの両方を描出する 625 nm と主にメラニンのみを描出する 800 nm と
した。得られた画像について同視野を観察した光学顕微鏡画像と比較した。 

４．研究成果 
(1) ハイパースペクトル光音響顕微鏡の開発 

図 2 ハイパースペクトル光音響顕微鏡の実験系 [1] 
SC : スーパーコンティニューム，PCF : フォトニック結晶ファイバ, CL : コリメータ, CF : コー
ルドフィルタ, BPF : バンドパスフィルタ, SMC : シングルモードカプラ, SMF : シングルモード
ファイバ, RC : 反射型コリメータ, NDF : NDフィルタ, DM: ダイクロイックミラー, OL : 対物
レンズ, HPF : ハイパスフィルタ 

図 3 ハイパースペクトル光音響顕微鏡の計測原理 



図 4 にハイパースペクトル光音響顕微鏡に用いた励起光のパルス特性を示す。図 4(a)はバイ
プラナ光電管で計測した励起光の時間波形であり，1 km のシングルモードファイバを光が伝搬
する時間に相当する約 5 μs の時間間隔で 2つのパルス光が出力されていることを確認できる。
図 4(b)は図 4(a)に示したパルスのうち 1つめのパルスを拡大したものであり，すべての波長帯
で同時に検出されている。これに対し，図 4(c)に示す 2 つ目のパルスにおいては，波長ごとに
時間ずれが生じていることを確認できる。これはシングルモードファイバのコアの屈折率の波
長依存性に由来して伝播時間に波長依存性が生じる波長分散に由来するものである。図 4(d)は
シングルモードファイバのメーカーから提供されたシングルモードファイバの波長分散特性か
ら計算した遅延時間と，実測の遅延時間とを比較したものであり，両者がよく相関しているこ
とが確認できる。図 4(e)は時間遅延と波長との関係であり，この関係を用いて，2 つの光パル
スにより発生する光音響信号の時間間隔から，光吸収体の励起波長を推定可能である。 
 図 5 にハイパースペクトル光音響顕微鏡で 4 色の試薬でそれぞれ染色したがん細胞を混合し
て平面培養したサンプルをイメージングした結果を示す。図 5(a)は光音響顕微鏡で取得した

図 4 ハイパースペクトル光音響顕微鏡に用いた励起光の評価 [1] 
(a) バイプラナ光電管で計測した励起光の時間波形，(b) 時間遅延なしパルスの拡大, (c) 時
間遅延あり波形の拡大，(d) 光ファイバの波長分散特性から計算した遅延時間と遅延時間実測
値との比較, (e) 時間遅延と波長との関係, (f) 時間遅延ありパルスのエネルギー 

図 5 ハイパースペクトル光音響顕微鏡による多重染色細胞のイメージング [1] 
(a) Primary 信号を基に作成した光音響断面画像, (b) Secondary 信号を基に作成した光音響断
面画像, (c) ハイパースペクトル光音響顕微画像, 点線は(a),(b)の断面に相当, (d) 対応する
領域のマルチカラー蛍光顕微画像, (e) ハイパースペクトル光音響顕微画像のカラーマップ 



Primary 信号に基づき作成した光音響顕微断面画像である。がん細胞は細胞培養プレートの底
面に付着しているためすべて同じ深さに存在することから，各細胞に由来する信号は同じ時間
にて観測されている。図 5(b)は光音響顕微鏡で取得した Secondary 信号に基づき作成した光音
響顕微断面画像である。図 5(a)とは異なり図 5(b)では各細胞が発生する信号が検出される時間
が異なることが確認できる。これは図 5(b)では，励起光に波長依存の時間遅延が加わっている
ことに由来し，励起波長の異なる細胞が発生する信号が観測されるタイミングが異なるためで
ある。図 5(a)と図 5(b)の時間差を基に図 4(e)に記載の関係を利用して励起波長を計算し，
Primary 信号に基づき作成した光音響顕微画像の強度情報と合わせて図 5(e)の 2 次元カラーマ
ップで表示したものが図 5(c)である。図 5(c)は複数の断面画像を取得して 3次元画像を取得し，
3 次元画像を表面からみたように投影したものである。図 5(d)に示すマルチカラー蛍光顕微画
像と比較すると，図 5(c)は図 5(d)と比較して空間分解能が低いものの，細胞の色分布が一致し
ていることが確認できる。この結果より，ハイパースペクトル光音響原理に基づいて観測対象
内の光吸収体の励起波長を弁別できることを実証できた。 

(2) 光音響顕微鏡による同所性移植メラノーマ腫瘍の観察 

 図 6 はマウスの耳に作成したメラノーマ腫瘍を光音響顕微鏡で観察した結果である。図 6(a)
と図 6(b)はそれぞれ 625 nm, 800 nm の励起波長で取得した光音響顕微鏡画像である。ヘモグロ
ビンとメラニンの吸収スペクトルは異なるため，各波長における両者の寄与は異なり，625 nm
ではヘモグロビンとメラニンの両方が，800 nm では主にメラニンのみが描出される。図 6(c)は
両画像をマージしたものであり，両波長で信号が観測された箇所は黄色で表示されており，当
該箇所は主にメラニンに由来すると考えられる。一方，625 nm のみで信号が観測された箇所は
赤色で表示しており，主にヘモグロビンに由来すると考えられる。図 6(d)は同部位を光学顕微
鏡で観察した結果である。図 6(c)と図 6(d)を比較すると，図 6(c)の方が微細なメラニン分布
を可視化できていることが確認できる。この理由の一つとして，光音響顕微鏡では表層のみで
なく表面から 0.7 mm 以下にある光吸収体も可視化できることが影響していると考える。この結
果より，光音響顕微鏡により光学顕微鏡よりも高感度にメラノーマ細胞に由来するメラニンの
分布を可視化できる可能性が示唆された。 
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図 6 光音響顕微鏡による同所性メラノーマ腫瘍の観察 
(a) 励起波長 625 nm で取得した光音響顕微鏡画像, ヘモグロビン及びメラニンの分布を示す
(b) 励起波長 800 nm で取得した光音響顕微鏡画像, 主にメラニンの分布を示す, (c) マージ画
像，赤色がヘモグロビン分布，黄色がメラニン分布に相当する (d) 光学顕微鏡画像 
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