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研究成果の概要（和文）：蛍光標識による分子イメージングは，生命機能や疾患メカニズムを細胞レベル，分子レベル
で解明するために必要不可欠な技術である．本研究では，医療応用を見据えて，２光子励起蛍光や第２次高調波発生な
どの非線形光学効果を利用した深部イメージング技術と内視鏡との組み合わせによる新しい技術の開発を目指し，その
要素技術として中空ファイババンドルを開発し，非線形光学イメージングに応用した．その結果，２光子顕微鏡とカッ
プリング光学系を構築し，生体試料の画像取得に成功した．さらに，生体試料を用いた評価実験を行い，マウス脳や大
腿骨の非線形光学イメージングに成功し，中空ファイババンドルの実用化につながる成果を得た．

研究成果の概要（英文）：Optical imaging technique with a fluorescent label is a common tool to understand 
the mechanism of pathogenesis and the vital functions in cellular and molecular level. In this study, We d
eveloped a hollow fiber bundle as a basic technique for medical application of the optical imaging that co
mbined deep tissue imaging with nonliner optics such as two-photon excited fluorescence and second harmoni
c generation (SHG) and endoscopic technique. In the result, the fiber coupling system was constructed and 
evaluated in biological samples. Two-photon fluorescence images and SHG images of the tissues in mice were
 successfully obtained using the hollow fiber bundle. These results suggest that the hollow fiber bundle t
echnique is a promising as a practical tool for endoscopic application in the future.
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１．研究開始当初の背景 
 基礎生物・医学分野において，蛍光標識し
た分子を細胞レベルで可視化するイメージ
ング技術が広く普及している．近年，生体組
織の深部を生きたまま観察する in vivo イメ
ージングが国内外で注目されており，研究代
表者らは多光子励起蛍光顕微鏡を利用して
マウス大脳皮質の表層から 1 mm 以上深部の
神経細胞のイメージングに成功している． 
 
 研究代表者らはこれまで補償光学や長波
長光源を利用した深部イメージング技術の
開発を行ってきた．しかしながら，生体組織
深部では収差や散乱，吸収のため像の劣化は
避けられない．対物レンズの作動距離によっ
て観察範囲が制約される，などの基本課題が
残されていた．生体のより深部において充分
な明るさと高分解能を実現するには，画像を
深部から取り出すための新しい画像伝送素
子が必要である．そこで，研究分担者（東北
大片桐崇史准教授）が研究開発を行っている
中空ファイババンドルに着目した． 
 
 中空ファイババンドルはハニカム状の断
面構造を有するガラスファイバである．研究
分担者らの最近の研究で，ハニカム構造を形
成する壁厚を極めて薄くすることにより，干
渉効果により光が空気コア内に閉じ込めら
れ低損失に伝搬することが明らかとなった．
この新規導波原理に基づくファイババンド
ルは，コアが空気であるがゆえ, あらゆる非
線形効果が低減され，超短パルス光源を用い
た非線形イメージングに有効であると考え，
本研究テーマの着想に至った． 
 
２．研究の目的 
 基礎生物・医学分野において，蛍光標識し
た分子を細胞レベルで可視化するイメージ
ング技術が広く普及している．しかしながら，
生体組織深部のイメージングは，収差や散乱，
吸収による像の劣化や，対物レンズの作動距
離による制約により困難である．研究分担者
らの最近の研究によって，ハニカム状の断面
構造を有する中空ファイババンドルが提案
され，これにより低損失な画像伝送が実現で
きることが明らかとなった．本研究では，こ
の新規画像伝送素子の超短パルス伝送特性
を調査し，２光子励起イメージングへの適用
性を評価することにより，生体深部より充分
な品質のイメージを取得するための新たな
デバイス開発に資する指導原理を確立する
ことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 
（１）中空ファイババンドルを用いた新規画
像伝送素子の開発 
 内視鏡応用のための要素技術として，ハニ
カム状の断面構造を有する中空ファイババ
ンドルを用いた新規画像伝送素子を開発し，

非線形光学イメージングへの適用性の評価
を行った．試作した中空ファイババンドルを
用いて，蛍光ビーズの 2光子励起蛍光イメー
ジの取得を試みた． 
 
（２）２光子顕微鏡へのカップリング光学系
の構築 
外径約 1.2 ミリメートル，コア径約 80 マイ
クロメートル中空ファイババンドルと既存
の2光子蛍光励起顕微鏡をカップリングさせ
るための光学系を構築した．具体的には，対
物レンズの瞳位置周辺にミラーを設置し，中
空ファイババンドルと開口数をマッチング
させるようにアクロマティックレンズを用
いて，励起光を入射させた．また，中空ファ
イババンドルの出射端に非球面レンズを設
置することで，試料に励起光を集光させ，2
光子励起蛍光や第２次高調波発生（SHG）を
発生させ，後方散乱した信号を同一の光学系
によって，２光子励起顕微鏡の検出光学系へ
と導くように設計した． 
 
（３）生体試料の非線形光学イメージング 
 構築した評価システムを用いて，生体試料
を用いた評価を実施した．生体試料としては
大脳皮質の神経細胞において，黄色蛍光蛋白
質（EYFP）を発現しているトランスジェニッ
クマウス（YFP-H マウス）の脳スライス標本
を用いて，大脳皮質の錐体細胞の細胞体やそ
の樹状突起のYFPの２光子励起蛍光によるイ
メージングが可能かどうか，検討した．さら
に，２光子励起蛍光と同様の非線形光学過程
であるSHGイメージングによる評価について
も行った．サンプルとしては，マウス大腿骨
の皮質骨の観察を行い，骨マトリックス中に
含まれるコラーゲンに由来するSHGシグナル
に基づくイメージングが可能かどうか，検討
を行った． 
 
４．研究成果 
（１）中空ファイババンドルを用いた新規画
像伝送素子の開発 
 外径約 1.2 ミリメートル，コア径約 80 マ
イクロメートルのハニカム状の断面構造を
有する中空ファイババンドルを作成した（図
１参照）．また，近赤外フェムト秒レーザ光
伝送時の損失，非線形特性，分散特性，クロ
ストークを理論シミュレーションによる検
討の結果，伝送素子としての有用性が示唆さ
れた． 
  
 
 

 
 
 
 

 
（図１）中空ファイババンドルの断面と概観 
 



 
（２）２光子顕微鏡へのカップリング光学系
の構築 
 既存の２光子励起蛍光顕微鏡の筺体を利
用した評価系の構築においては，焦点距離
（f=100 mm）の色収差補正を施したアクロマ
ティックレンズを用いて，中空ファイババン
ドルとのカップリングを行った（図２参照）． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図２）カップリング光学系の概観 
 
カップリングのための光学系としては，中空
ファイバとカップリングレンズの開口数の
マッチングを考慮し，さらにバンドルの近赤
外領域の励起光と可視光領域の蛍光シグナ
ルを同一の素子で集光できる仕様とした．ま
た，中空ファイババンドルの出射端には，試
料表面で充分な光子密度を得るため，そして
発生した２光子励起蛍光シグナルを効率的
に集光するため，非球面レンズ（f=8.5 mm）
を配置した．このようにして構築したカップ
リング光学系を用いて，標準試料（蛍光板）
を用いた２光子励起蛍光イメージングに成
功した（図３参照）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図３）蛍光板の２光子励起蛍光イメージ 
 
（３）生体試料の非線形光学イメージング 
 中空ファイババンドルと２光子励起蛍光
顕微鏡をカップリングさせた光学系を用い
て，生体試料の計測を行うことによって，非
線形光学イメージングのための伝送素子と
しての有用性，実用性を検討した．黄色蛍光
蛋白質（YFP）を発現しているマウス脳のス
ライス標本を中空ファイババンドルの出射
端の非球面レンズの先に置いて，励起波長
950 nm でイメージングを行った結果，YFP の
２光子励起蛍光の画像を取得することに成
功した（図４参照）． 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図４）脳スライス標本（右）と蛍光像（左） 

 
また，マウス大腿骨のについても同様の実験
を行った．その結果，観察用のフィルタを交
換することでSHGシグナルを検出することが
可能であり，中空ファイババンドルを用いた
生体の SHG イメージングに成功した．これら
の研究成果より，２光子励起蛍光イメージン
グや SHG イメージングなど，近赤外超短パル
スレーザーの伝送と可視光の伝送を同一の
素子で行うことには，様々な障壁があるにも
かかわらず，中空ファイババンドルは非線形
光学イメージングの伝送素子としての機能
を果たすことが明らかとなった．非線形光学
イメージに基づく画像診断技術や内視鏡へ
の応用に向けて，空間分解能や感度の向上が
今後の課題であるが，実用化への大きな一歩
となる研究成果が得られた． 
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