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研究成果の概要（和文）：非線形共焦点顕微鏡にマイケルソン型のベクトリアル偏光干渉を組み込んだ新しいタイプの
3次元分光計測システムを構築した．単一ナノ微粒子にドープされた非等方的なクロモファ分布を高空間分解能で分布
計測可能なシステムである．被測定物体からの等方的バックグラウンド散乱信号を参照光信号との偏光干渉ベクトリア
ル差分演算によって強制的に抑制することで，極微小領域に生じる僅かな非線形感受率変化をコントラストエンハンス
画像として再生することができる．これによりz軸に沿った光学的断層画像から3次元でのχ（3）分布の影像化に成功
した．以上，助成期間内で提案顕微システムの最適化設計と実際の微粒子計測･評価を行った．

研究成果の概要（英文）：In this work, incorporating a Michelson-type polarization-vector interferometer in
to a nonlinear confocal microscope, we propose novel microscopy in order to observe a single nanoparticle 
inhomogeneously doped with chromophores. Here, in the first step, we set the polarization-interferometric 
confocal signal minimum while scanning homogeneous matrix outside of inhomogeneous areas in the nanopartic
le. As a next step, the microscope measures the inhomogeneous areas. As a result, the inhomogeneous areas 
with third-order susceptibility shines out against the dark background with high contrast. The microscope 
has observed an inspection image inside the single nanoparticle. Three-dimensional image obtained from the
 confocal microscope proposed is comprised of a series of optical sections along the z axis. The microscop
e can resolve detail in the nanoparticle with susceptibility distribution.
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１．研究開始当初の背景 
現在，DDS(Drug Delivery System)が，医
療，製薬，バイオなどの分野で注目され，盛
んに研究されている．DDSとは，微粒子の表
面や内部にステロイドや有機薬理体等(ドー
パント)を結合・ドープさせ，血管を通して，
目標とする患部(臓器，細胞，病原体など)に
薬物を効果的かつ集中的に送り込む技術で
ある．DDS微粒子は，空気中または液体中に
おいて，ナノサイズオーダーでのサイズ保証，
ドーパントの均一性の評価が必要であるが，
その技術は未だ確立されていないのが実情
である． 
 
２．研究の目的 
本研究では医学･バイオ分野で盛んに利用
されるナノ微粒子の表面や内部の光学的特
性について，短パルスレーザ分光法にて利用
される蛍光色素をドープすることなく比較
的安価な複数の連続発振レーザを利用した
ベクトリアル偏光干渉非線形光学顕微鏡に
て分光計測する新たな手法を提案する．蛍光
色素は毒性を有するものが多数あり，これを
医学・薬学利用のナノ微粒子にドープするこ
とは難しい．本システムは走査型のベクトリ
アル偏光干渉非線形レーザ顕微鏡システム
であり，高空間分解能でナノ微粒子の 3次元
分光イメージングを可能とする全く新しい
計測法である．3 次元分解能が非常に高いこ
とで知られているレーザ顕微鏡に，マイケル
ソン型の干渉計と偏光干渉計を組み合わせ
た，偏光干渉非線形レーザ顕微鏡を提案した．
レーザ光を被測定媒体内部に集光し非線形
光学効果を発現させ，さらに偏光干渉を利用
することで物質固有の光散乱強度や吸収係
数・屈折率分布情報などを読みとることが可
能となる．局所的に誘起される僅かな非線形
感受率を線形散乱光と非線形散乱光間での
ベクトリアル差分として分光計測する．ベク
トリアルな偏光干渉信号に反映される非線
形散乱成分情報と強度干渉信号に反映され
る位相情報を３次元同時スキャンすること
により真の分光画像情報(内部χ(3)分布)をナ
ノレベルで推定するレーザ顕微システムを
開発した． 
本顕微鏡は従来のレーザ顕微鏡に比べ高
い面内分解能とコントラストでの観察が可
能となり，同システムの新たな応用として，
近年，特に注目されている DDS 利用として
のナノ微粒子の 3次元分光計測への応用を主
眼として置き開発を行った．微粒子の表面や
内部にステロイド，有機薬理体等 (ドーパン
ト) を結合・ドープさせ血管を通して病理細
胞へ直接投与するための伝達キャリアとし
ての微粒子を形成する．しかし，わずか数個
の微粒子を空気または液体中でナノメート
ルオーダにてサイズ保証し，表面・内部での
ドーパントの均一性を評価する方法は現在
未だ確率されていないのが実情である．その
ため本研究では，上記顕微システムの面内方

向の分解能の向上を， CTF (Contrast 
Transfer Function) 測定を行うことにより
検証し，また，ナノサイズの微粒子サンプル
の内部観察を行い，微粒子の 3次元測定を試
みた． 

 
３．研究の方法 
まず最初にベクトリアル偏光干渉計の設
計を行った．同顕微システムでは被測定物体
のバックグラウンド（均一なχ(3)領域からの
散乱）信号を参照光とのベクトル差分により
強制的に抑えることで極微小領域に生じる
僅かな感受率変化をコントラストエンハン
ス画像として再生することができる．レーザ
顕微鏡内に偏光干渉系を構築するには，光軸
近傍，焦点近傍の電界ベクトルについてのみ
ベクトル差分を実現可能な偏光干渉系を設
計する必要がある．しかも将来的には多波長
同時励起が可能な光学系を目指すため，多波
長下での各種収差条件（色収差，波面収差等）
を考慮した光学系の設計が非常に重要とな
る．本顕微鏡の特徴でもあるχ(３)テンソル分
布の３次元スキャンを行うために，被測定物
体のバックグラウンド付近のみの偏光ベク
トル差分をゼロにし，微粒子表面･内部に僅
かに誘起されるχ(３)テンソル成分を高精度
に３次元分離検出することが可能となる． 
散乱光のモードパターンには各セクタ部位
のχ(３)テンソルに応じた偏光状態のモード
パターンもコンボリュートされる．これより
電界ベクトルの空間モードを畳重スキャン
することで真の画像を推定した． 
実際に構築した偏光干渉非線形レーザ顕
微鏡システムの基本構成を図１に示す．共焦
点光学系とマイケルソン干渉系となってお
り，その中にベクトリアル偏光差分干渉系を
構築している．位相情報を推定する強度干渉
系とχ(3)情報を推定するベクトリアル偏光差
分干渉系の機能を共に備える．参照信号と均
一バックグラウンドからの非線形散乱信号
とのベクトル差分を極力ゼロに抑え，不均一
ナノ領域から生じる僅かな差分ベクトル変
化を画像処理することによりχ(3)の分布情報
を３D 影像化する．物体への非線形分極励起
は入射集光プローブ光自体が担い，同光は物
体操印機能も有する．その際，レーザビーム
スキャナやナノピエゾステージを使ってプ
ローブ光をスキャンし，χ(３)テンソル成分に
よる多波長３次元分光を試みる．本システム
はナノ物体の空間的な非対称性によって僅
かに生じる非線形分極からの偏光ベクトル
差分量を検出するため，総パワー数 mW 程度
の LD レーザ光源があれば十分であることも
確認できた．色素ドープナノ微粒子が示す僅
かな線形吸収量χ(1)に応じて最適な励起光
源･波長を選択して使用する． 
実際の実験手順は以下の通りである．光源
には，色素ドープ微粒子の共鳴波長に近い，
波長λ=635 nm の LD を用いた．まず，s偏光
に直線偏光されたレーザをビームエキスパ



ンダによって拡大し，ビームスプリッタへ入
射する．ビームスプリッタによって 2つに分
けられた光のうち，透過したレーザを NA=0.9
の対物レンズへ入射し，サンプルに集光させ
ることでs偏光から楕円偏光に変化した散乱
光を検出する．ビームスプリッタによって反
射したもう一方のレーザは，λ⁄4 板へ入射
しミラーによって反射され，同λ⁄4 板を 2
度通過することで偏光が 90°回転し，s偏光
から p偏光に変化する．これを，参照光とし
て利用する．参照光側には，散乱光との位相
差を合わせるために同じ対物レンズを配置
しる．楕円偏光の散乱光とp偏光の参照光を，
適切な角度に調節した検光子へ入射して干
渉させ，焦点距離 f=30 mm の平凸を用いて，
直径φ=10 umのピンホールを通し干渉光を検
出した．このとき，サンプルの焦点面とピン
ホールの位置が共焦点の関係にある．また，
光源であるレーザ光をオシレータにより周
期的な信号に変調し，この周波数に同期させ
たロックインアンプを用いてノイズを減少
させることで，高精度な測定を行った． 
 
 

 
図１ 偏光干渉共焦点レーザ顕微鏡の 

実体写真. 
 
 
作製した光学顕微鏡の性能を評価するた
めに基本分解能の測定を行った．測定位置に
はサンプルとして，光軸に垂直に置かれたミ
ラーを設置し，光軸方向に z軸ピエゾステー
ジを走査し，共焦点散乱信号のみを測定した．
共焦点反射信号の半値幅を光軸方向基本分
解能と定義すると，0.70 μmであった．通常
このままの分解能で計測を行うと 0.70 μm
以下の差異を分解することができず，分解能
以下のサイズでの3次元計測を行うことがで
きない．続いて，共焦点光学系にマイケルソ
ン干渉計を組み込み，同様に z軸自動ステー
ジによりミラーを操作させて干渉信号の畳
重した共焦点散乱信号を測定した．共焦点面
に配置した検光子の角度を s偏光と p偏光の
ちょうど中間値をとる 45°とした時，共焦点
マイケルソン干渉信号は強度型の信号とな
り，共焦点反射信号に一定の周期の信号が重
なった波形となる．同干渉信号の最大値を示

す光軸方向移動量の値が試料表面の絶対位
置となる．この波の数をカウントすることで
共焦点光学系の分解能以上で内部屈折率分
布を計測することが可能である．例えば，媒
質内部の平均屈折率が一様であり， n=1.5 
とすると，ひとつ干渉縞の間隔は約 0.10 μm
となり共焦点信号上に約 0.10 μm のスケー
ルを描いたことと等価になる．但し，同顕微
鏡は強度依存型の干渉法である． 
次に，実際に作成した偏光干渉共焦点レー
ザ顕微鏡の分解能特性を評価するため，模擬
DDS サンプル群（色素ドープナノ微粒子群）
を利用して，様々な空間周波数に対して，入
射光強度を変化させて CTF 曲線を測定した．
微粒子間隔がいろいろと異なる微粒子群に
対し，配置周期から空間周波数を逆算し，そ
のコントラスト信号を測定した．同顕微鏡の
空間分解能性能を評価するにはCTF測定がも
っとも妥当だと判断した．得られた CTF 曲線
を図２に示す．入射光強度 I=80 [w/cm2]は線
形領域での基本共焦点光学系におけるCTF曲
線であり，空間周波数の高い部分ではほとん
ど測定ができないことが分かる．一方，それ
以上の入射光強度では非線形分極が誘起さ
れ，分解可能なコントラスト値が大幅に改善
されていることが分かる．同データから推測
するに，I＝2.5×104[w/cm2]より大きな強度
領域では 5 [1⁄μm] 以上の空間周波数の分
解が十分期待される． 
 

 
図２ コントラスト分解能の 
空間周波数依存性. 

 
 
４．研究成果 
顕微鏡システムの構築と基本性能評価を
終え，実際に偏光干渉共焦点レーザ顕微鏡を
使用して，単一ナノ微粒子の 3次元測定を行
った．得られた成果について報告する． 
最初に，干渉系の機能を利用せず，共焦点
光学系のみを利用し，微粒子の影像を試みた．
実際の測定では各種z軸位置において共焦点
断層画像をセクショニングし，得られたセク
ション画像を PC 上で 3 次元に積層合成処理
をすることで，ナノ微粒子単体の影像化が可
能となる．これにより同顕微鏡の基本計測精
度の検証を行った．得られた画像を図３に示
す．サンプルとして 10％程度の分散値を持つ



直径200nmの色素ドープ単一微粒子を使用し
た．DDS 模擬微粒子としては妥当なサイズ領
域を選択した．結果が示すように，得られた
3 次元画像においてもほぼ同等のサイズ評価
が可能であり，基本光学系の性能としては妥
当であると考えられる． 

 

 
図３ 線形光強度領域での微粒子表面の 
偏光干渉共焦点レーザ顕微鏡による 

3 次元計測画像. 
 
 
次に，偏光干渉系の機能を利用して，物体
散乱光と参照散乱光との差分ベクトル演算
にて，微粒子内部の非線形感受率測定を行っ
た．先ほどの微粒子形状の 3次元影像処理と
同様に，先に適当なｚ軸位置での微粒子内部
のセクショニングを行った．得られた断層画
像の例を図４に示す．最初の図４(a)は線形
領域下での断層画像で，通常の共焦点顕微鏡
と同様のものが得られた．共焦点顕微鏡の面
内方向基本分解能（エアリーディスク径: 
0.86 μm）以下の微小色素分布を計測するこ
とはできず，ほぼ均一散乱による断層画像と
なっている．次に示す図４(b)は非線形領域
かでの断層画像で，共焦点顕微鏡による画像
とは異なり，内部の非線形感受率分布ひいて
は微小領域での色素分布が測定されている
ことが分かる．これにより非線形領域では，
微粒子内部の不均一な色素分布を捉えられ
ていることが分かる．特に非線形高強度領域
においては，中強度領域に比べ，微小球内部
の色素が存在する部分と存在しない部分で
のコントラストがはっきりと出ていること
が分かる．このことより，実際に 3次元計測
を行ったことからも，非線形性の評価ができ，
サンプルに入射する光強度を強くすること
で，コントラスト分解能を大幅に向上させる
ことができることが分かる．  
上記にて得られた一連のセクション画像
（断層画像）を PC 上で 3 次元に積層合成処
理をすることで，ナノ微粒子単体の影像化を
行った．得られた画像を図５に示す．この場

合入射光強度は非線形領域の I＝2.5×104 

[w/cm2]で，比較的大きなχ(3)が誘起されてい
ることが，前述のコントラスト分解能の解析
データからも明らかである．結果，本来基本
面内方向分解能がほぼエアリーディスク径
0.86 μm，光軸方向分解能が共焦点反射信号
の FWHM 値 0.70 μm程度の共焦点顕微鏡では
観測が難しい，直径 200 nm の微粒子内部の
おそらく色素分布を反映する χ(3) を非常に
高い空間分解能で測定可能であることが確
認できる． 

 
(a) 

 
 

(b) 
 

図４ 偏光干渉共焦点レーザ顕微鏡に 
よる微粒子内部の断層計測画像：(a)線形
光強度領域，(b)非線形光強度領域. 

 
 

以上の結果からも，同提案顕微システムは
サブミクロンサイズの吸収物体の χ(3)分布
を3次元で分光計測する手法として有効であ
ることが分かる． 



 

 
図５ 非線形光強度領域での 
偏光干渉共焦点レーザ顕微鏡による 
微粒子内部のχ(3)分布 3次元計測画像. 
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