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研究成果の概要（和文）：組織を透過した散乱光強度ゆらぎ解析による組織診断イメージング技術の確立のために、高
時間分解能、多点の光子計数システムを試作し光子相関解析を行った。さらに、定量的なイメージングを行うために、
散乱光の時間分解解析と光子相関解析とを同時に出来るシステムを構築した。そのシステムを用いて組織模擬散乱体と
生きたラット腹部の計測を行った。その結果、皮膚表面から腹部内部の血流に支配されるゆらぎの計測と同時に血液の
吸収などに依存する吸収係数および組織の構築などに依存する散乱係数を決定し画像化することが出来た。この技術を
ガンなどの病態の評価へと応用することにより新しい光学的診断技術が確立すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The project aimed to establish a diagnosis technology by means of diffuse 
correlation imaging. In the project, a multi-point high time-resolution photon counting system was 
constructed for a multiple correlation analysis of the scattering photon through biological tissue. In 
addtion, a time-resolved system for the scattering photon was combined to determin optical parameters 
such as the absorption and scattering coefficients. The system was successifully applied for measurements 
of phantom and rat abnodominal tissue, yielding the scattering, absorption coefficients and correlation 
time, which carries the information of tissue structure, blood absorption and blood flow, respectively. 
Finally, the 2D image could be obtained to visualize these parameters. This novel technology will extend 
current optical methods for diagnosis of biological tissue.

研究分野：医用生体光学

キーワード： diffuse correlation　photon correlation　photon counting　fluorescence correlation　tissue di
agnosis
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１．研究開始当初の背景 
ガンなどの疾病による組織の病変の早期検
出あるいは治療効果のモニタリングは重要
な課題である。特にその中でもガンの早期検
出は重要な課題である。これまで、核磁気共
鳴イメージング法やＸ線ＣＴあるいはＰＥ
Ｔなどの放射性核種を用いたイメージング
手法が使われてきている。これに対し工学的
な手法は、特殊な施設が必要なく、通常の実
験室レベルの環境で実用化可能であること
や、比較的簡便で小型化も可能な方法である。
そのため光学的手法による病変検出は重要
で広く応用可能な手法として期待される。そ
の一方で生体組織は光に対し強い散乱体で
あるために、空間的な情報の多くは失われ解
像度の高く定量的な画像を得るのは難しい。
これらに対して、様々な方法が提案されてき
たが、研究代表者のグループでは時間分解法
を用いた組織レベルでの物質量のイメージ
ングすなわち静的な物質量に関してのイメ
ージングの研究を行ってきた。 
このような静的な情報に対し、血流速など
と言う動的な情報の計測も組織の評価に重
要な情報を与える。そのため先の静的な情報
に加え動的な情報も同時に計測できれば、よ
り確実な組織モニタリングが可能であると
考えられる。このような動的な情報を取り出
す方法として、動的光散乱法を多重散乱光に
拡 張 し た 拡 散 相 関 分 光 法 (Diffuse 
Correlation Spectroscopy; DCS)と呼ばれる
ものがあり、この方法を用いた動的な性質の
イメージングなどの試みが行われてきてい
る。この手法の定量性やイメージング手法に
関して方法は確立されておらず、それを確立
することが必要である。 
２．研究の目的 
拡散相関分光法による定量的なイメージン
グを可能とするために、多点同時測定システ
ムを構築し、さらに時間分解法を組み合わせ
ることにより定量性を持った解析手法を構
築する。 
３．研究の方法 
(1) 複数の位置で同時に多重散乱光の光子相
関を計測し得る高時間分解能の光子計数
システムを構築し、その評価を行う。特
に、FPGA(Field Programable Gate Array) 
を用いて複数の単一光子検出器からの光
子タイミングをすべてデータとして記録
し、そのデータを計算機で後処理するこ
とにより、相関解析などを行う。光源に
は近赤外波長域の単一縦モードレーザー
を用い、組織を模擬したサンプルやラッ
ト腹部を多点で計測する。 
(2) 光学パラメータを同時に測定するために、
パルスレーザーを同一光学系で入射し散
乱光の時間応答を計測する。それを同時
に解析することにより、媒質の散乱およ
び吸収係数を同時に決定する。 
(3) ラット腹部について、上記システムによ
り計測し、腹部の動的パラメータのイメ

ージングを行う。 
(4) 光子計数システムの高時間分解能性を生
かした別の応用として、近赤外波長域で
の蛍光ゆらぎシステムを試作する。倒立
型共焦点顕微鏡システムを構築し、それ
により近赤外波長域の単一蛍光分子の蛍
光ゆらぎおよび時間応答を同時に計測し、
試作した光子計数装置の有効性を確かめ
る。 
４．研究成果 
(1) FPGA を用いた光子計数システムを構築
した。特に、今回は FPGA として Xilinx
社の Spatan-6 を用い、そこに含まれる
高速のシリアルデータを並列化しデバ
イス内部でのクロック周波数を下げる
ためのブロック ISERDES2 を光子パルス
サンプリングに用いた。デバイスのほぼ
最大速度 960MHz をサンプリングタイム
としたために、最小の時間は 1.04ns と
なった。さらに、そのデータを転送する
ためにUSB2.0を用いた。その結果1.04ns
のサンプリングでは平均10Mcps程度2ch
のデータを取りこぼさずに計測できる。
また時間分解能を1/2 (2.08ns)にするこ
とにより、最大 4ch のタイミングデータ
をすべてホストの計算機に転送し解析
することが可能となった。 
最初に、この装置で散乱光のゆらぎが正
しく計測されるかを、動的光散乱を用い
て確かめた。図１に Latex ビーズ懸濁液
(50,100,150nm)の動的光散乱測定を行
った結果を示す。この測定では入射光に
対し 90 度方向の散乱を検出器２台で計
測し相互相関関数を計算している。図よ
りわかるように 10ns よりも速い所まで
相関関数が計算できている。2ns より速
い部分で大きく下がっているのは、光子
計数装置のサンプリング時間による影
響である。挿入図からわかるように相関
関数はほぼ単一指数関数で減衰してお
り、またその減衰時間はビーズの直径か
ら予測されるものと良い一致を示した。
その結果、この光子計数システムで散乱
光のゆらぎ測定が正確に出来たことが
わかる。 

さらに、拡散相関分光法のサンプルとし
てイントラリッピッド懸濁液を用い、そ
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図１ Latex 懸濁液の 90 度散乱光の相関関数 



の散乱光についても調べた。図２にその
結果を示した。挿入図のように 4本の単
一モードファイバを入射光に対して対
称な位置に置き、相関関数を同時に測定
した。入射位置に対して対称の位置の相
関関数はほぼ同じ形状になり、また距離
が離れた場所の減衰時間は速くなった。
これについて、半無限の一様媒質につい
ての解析的な解で解析することができ
た。 

つぎに、入射検出ファイバと試料の距離
を離して非接触の計測が可能かどうか
を調べた。距離が十分に離れたときには
接触している場合と同様な計測が可能
なこともあったが、非接触であった計測
では試料だけではない散乱光が混入す
ることにより、相関関数が大きく変形し
た。接触させるような配置であればその
ような問題は少ないことがわかった。一
方で完全な非接触での計測を行うため
には、コリメータなどの光学系を改善す
る必要がある。 
さらに、実際の生体組織について測定し
た。生体組織としては、ラット(HWY/Slc)
の腹部にプローブを配置し、そこでの相
関関数を測定した。図 3に示した相関関
数は、ラットに麻酔剤を過剰投与する直
前から投与後 100 秒毎に 20 分間計測し
たものである。最初の 3分程度ではほと
んど変化が出なかったが、徐々に心拍数
が遅くなるとともに、減衰は遅くなり、
さらに心停止に至ると急速に相関関数
の減衰が遅くなった。血流速が相関関数
の減衰を決めると言う結果を支持して
いる。 
さらに、安楽死後経過した場合も測定す
ると、10ms より遅い成分が特に増大した。

この結果から、筋肉などが硬直すること
による効果と組織に残る血球や細胞内
の散乱体の速い動きとの2成分があるこ
とが示唆された。以上により、このシス
テムで組織の動態を追うことが可能で
あると結論されその成果は学会にて発
表を行った。 
 

(2) 相関関数の解析を定量的なものにする
ために、光学定数も全く同じ光学系で決
定することを行った。光学定数の決定に
は、時間領域の光伝播計測(TOF)を用い
る。そのためには、パルス光を入射し散
乱光の時間応答関数を計測する必要が
ある。予備実験から、ラット腹部での時
間応答関数は約1ns程度で減衰すること
がわかり、試作した光子計数システムで
は、時間分解能が不足すると結論された。
そのため時間応答関数の測定はより時
間分解能が高い時間相関単一光子計数
法を用いることとした。全く同一の光学
系を用いるようにするために、単一縦モ
ードレーザーとピコ秒レーザーをそれ
ぞれ単一モードファイバに導入し、さら
にそれらを光ファイバで結合したもの
を光源とした。検出器の出力も 2分し一
方を DCS 用の光子計数システム、もう一
方を時間相関単一光子計数システムに
入力した。この結果、完全に同一の光学
系で光子相関と時間応答関数の計測が
可能となった。 
これを用いてラット腹部のTOF,DCS同時
測定を試みた。 
腹部のイメージングを行うために、図４
のようなファイバフォルダを試作した。

今回は、入射光の照射位置を囲む 3点で
計測する。相関関数は3点同時に計測し、
そのうちの1点では時間応答関数も計測
する。 
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図５にその一例を示した。挿入図には、
時間応答関数とそれを半無限の解析解
を用いてフィットした結果(青線)が示
されている。ラットの腹部は、本来一様
な散乱とは言えないが、半無限の解析解
でかなり良くあわせることが出来る。こ
のフィッティングにより、この入出射フ
ァイバの間の平均的な吸収と散乱係数
が近似的に求まったと考えられる。相関
関数に対しては、その減衰の特徴をとら
えるために単一指数関数で合わせた。単
一指数関数からは系統的なずれが見ら
れるが、おおよその減衰時間を求めるこ
とができる。これらの精度に関しては、
今後議論して行く必要があるが、いずれ
にせよ全く同じ光学系を用いて同時に
相関関数と時間応答関数が得られそこ
から光学パラメータも推定することが
可能になった。従ってこのような測定を
平面的に繰り返すことにより、組織での
動きの空間的な分布などをイメージン
グすることが可能であると考えられる。 
この考えに基づき入射検出プローブ位
置を移動させながら同時測定を繰り返
すことで得られたパラメータについて
イメージングした例を示す。ある位置で
得られたパラメータは、そのときの入射
検出点の中点での値とした。擬似カラー
は、計測点を含む等間隔の格子点を用意
し、データ点の座標により重みを付けて
各格子点での値を作り、それをスムーズ
な値変化になるように表示させたもの
である。 

図６には、光強度、吸収係数、散乱係数、
さらに減衰時間の空間分布を示した。 
吸収係数と散乱係数が上の端で大きく
なっているが、これは計測ファイバの位
置が体表の端に来たためのアーティフ
ァクトと考えられる。相関関数の減衰時
間(correlation time)は、下肢に近付く
につれ遅くなっている結果が得られた
が、これは下肢に行くに従い肝臓などの
血液を多く含む臓器から離れるためで
はないかと考えられる。 
ここで得られたパラメータの妥当性と
散乱吸収係数を用いた減衰時間の定量

化などは今後の課題として残るが、今回
構築したシステムにより、このような複
数のパラメータによるイメージングが
可能であることが実証された。今回は 3
点の検出点のうち、時間分解測定は 1点
のみで可能であった。時間分解システム
を複数個用意することができれば、イメ
ージング領域を広げることが可能であ
り、今回の結果より精度の増した評価が
可能となると考えられる。 
 

(3) 今回試作した光子計数システムは、ナノ
秒の時間分解能を持つ。この時間領域は
一般的な蛍光色素の蛍光減衰時間に近
い。そのため、この光子計数システムを
用いると一回の光子列計測から、寿命と
ゆらぎを同時に解析できるはずである。
それを実証するために、近赤外波長での
共焦点蛍光顕微鏡を用いた蛍光ゆらぎ
測定装置を試作した。共焦点光学系を作
るための検出側のピンホールは、マルチ
モード光ファイバのコアで代用し、検出
器の組み合わせなどを自由に替えられ
るフレキシブルな設計にした。また励起
側についても単一モード光ファイバで
入射できるようにし、励起光源を容易に
変更できるようにした。 
近赤外波長域では、可視域と異なり標準
的な測定は確立していない。特に、色素
の退色や量子収率などの問題は可視域
と比べると顕著であり、色素の種類は限
られる。今回は、780nm 付近に吸収を持
つ IR806 が BSA(bovine serum albumin)
と作る複合体に注目した。この複合体は
安定で作製も容易であり、また退色も他
のこの波長域の色素と比べると少ない
ことから、標準色素に採用した。この複
合体大きさはほぼBSAのそれと考えるこ
とが出来るため、この複合体の測定結果
を用いることにより、例えば水溶性近赤
外量子ドットや、分子イメージング用の
近赤外色素を含む高分子ミセルなどの
大きさなどを評価することが可能であ
ることがわかった。 
さらに、このシステムの高い時間分解能
を生かした、蛍光寿命と蛍光ゆらぎの同
時計測を行った。励起光にはパルス化し
た半導体レーザーを用いた。 
ICG(Indocyanine green)と Intralipid
との複合体とIR806-BSA複合体の蛍光相
関関数と蛍光減衰関数(挿入図)を図７
に示した。装置の時間応答関数(IRF)は
点線で示した。IR806-BSA の蛍光相関関
数とICG-Intralipid複合体のそれから、
ICG-Intralipid の大きさや１粒子あた
りの発光強度などの評価が行えた。さら
に、同時に取得した蛍光減衰関数より、
それぞれの蛍光寿命も評価することが
できた。IR806-BSA 複合体については、
より高い時間分解能を持つ蛍光寿命計
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測で得られた値と良い一致を示した。一
方、ICG-Intralipid 複合体の場合、蛍光
減衰は単一指数関数ではなく、2 成分以
上からなることがわかっているが、今回
の計測では、それらを分解することはで
きなかった。また得られた寿命は、やや
速かった。これは今回の光子計数システ
ムの時間分解能に対し、測定対象の蛍光
寿命が無視できなかった為と考えられ
る。このような場合には、今回のシステ
ムで正しく評価できないことがあるこ
とがわかった。しかし多くの蛍光色素の
寿命はナノ秒程度であることを考える
と、今回の光子計数装置は他の多くの色
素の蛍光寿命解析に用いることが可能
であると言える。 
近赤外波長域の特徴を生かし、血中の蛍
光色素の評価に応用した。一般的に用い
られる可視波長域では、血液の強い吸収
と、数々の自家蛍光を発する物質が、単
一分子レベル蛍光測定の障害になると
考えられる。これに対し、近赤外波長域
ではそれらの問題を回避することが可
能であると考えた。ラット尾静脈より
ICG を注射し、適当な時間の後の血液を
採取し、それを計測した。全血を何も処
理せずにそのままサンプルとして計測
した場合、蛍光強度がサンプルホルダ底
面からの距離に応じ大きく減衰し、また
いずれの距離においても相関関数の振
幅はほとんどノイズレベルであった。こ
れは、血球が沈殿することにより、強く
光が散乱し、そのため相関関数が得られ
なかったと考えられる。一方、全血を生
理食塩水で1:100程度に希釈したものに
関して測定すると、相関関数の減衰を得
る事に成功した。血清に ICG を混ぜ複合
体を作ったものと比較すると、蛍光寿命
および蛍光相関関数の減衰時間が良い
一致を示した。また IR806-BSA 複合体の
蛍光相関関数の減衰時間よりもやや遅
く、血清アルブミンよりも大きなものに
ICG が結合していることが示された。こ
の結果は、以前から知られている結果と
一致する。以上のことから、近赤外波長
域の色素を用いた蛍光プローブを直接
単一分子レベルで計測することが可能
であることが示され、薬物動態などの追

跡や in vivo での高感度分析技術として
応用し得ると期待できる。この成果のう
ち前半部分は学会により発表された。 

 
これらにより、組織の病変などを検出するた
めのゆらぎイメージング技術の基礎が確立
できたと結論された。 
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図７ 近赤外蛍光プローブの蛍光相関関
数と蛍光減衰関数 


