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研究成果の概要（和文）：本研究では、試料の無標識分析観察が可能なラマン散乱顕微鏡の空間分解能の向上を
を目的とし、構造化ラマン照明法を用いたラマン散乱顕微観察法の開発を行った。開発した顕微鏡を用い、ポリ
スチレン、PMMA等のポリマー粒子、グラフェン、グラファイト等のカーボン材料、脂質組織等の生体材料のラマ
ン散乱観察において従来法よりも1.8倍、理論限界よりも1.5倍の空間分解能の向上を達成した。

研究成果の概要（英文）：A structured illumination Raman microscopy has been developed in order to 
realize a label-free analytical imaging technique with an improved spatial resolution. The light 
illumination optics has been newly designed and implemented to a line illumination Raman microscopy.
 The introduction of structured pattern into the line illumination for Raman scattering detection 
provided about a twice improvement of the spatial resolution in practical conditions, which 
corresponds about 1.5-fold  improvement from the theoretical limit. The improvement of the spatial 
resolution has been confirmed by observing polymer nanoparticles ( a mixture of polystyrene and 
PMMA), carbon nanomaterials (CVD graphene and graphite), biological tissue (fibrous structure of 
lipid) samples. 

研究分野：応用物理学
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１．研究開始当初の背景 
 ラマン散乱分光法は、分子や結晶格子の分
子振動を計測できるため、非常に広い分野で
の材料やデバイスの分析・評価に必須のツー
ルとして利用されてきた。近年では、ラマン
散乱分光法と顕微イメージング技術の融合
が進んでおり、試料中に含まれる物質を分析
しながら、その物質の空間分布を高い空間分
解能で得ることが可能になってきた。このラ
マン散乱イメージング法は、細胞や生体組織
内の分子の無標識イメージングや、各種材
料・デバイスの評価への利用が進み、分析イ
メージングという新しい分野を形成した。 
 ラマン散乱分光法の分析能力は高いが、そ
れを顕微鏡応用した際の空間分解能は、まだ
まだ不十分である。光の回折限界のため、ラ
マン散乱顕微鏡の空間分解能は波長の半分
程度までしか向上できない。生体細胞のよう
な複雑な試料や微細化された半導体デバイ
ス、薬品、機能性材料の分析では、この空間
分解能は十分でなく、回折限界を超えた空間
分解能の実現が求められている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、回折限界を超える空間分
解能のもつラマン散乱顕微鏡を開発するこ
とである。ラマン散乱顕微鏡は分子や結晶格
子の振動数を計測しながら、それらの空間分
布も取得できるため、材料工学、医療診断、
創薬等の幅広い分野の普及しつつある。しか
し、その空間分解能は光の波動性により制限
されてきた。本研究では、ラマン散乱顕微鏡
の空間分解能を向上することで、各種材料や
デバイスのより詳細な観察を可能とし、さら
に空間的なラマン散乱スペクトルの重畳を
軽減し、スペクトル解析をより正確なものと
する。本研究では、構造化照明法をスリット
走査型ラマン散乱顕微鏡に組み込むことで、
空間分解能を向上する。また、開発した顕微
鏡を用いて、カーボン材料、生体細胞等の微
細構造の観察を行い、超解像ラマン散乱観察
の有用性を実証する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ラマン散乱顕微鏡の空間分解
能の向上のために、これまで蛍光顕微鏡の空
間分解能向上に実績のある構造化照明法の
利用を試みた。構造化照明法では、試料を縞
状の空間分布をもつレーザー光で試料を照
明し、空間分解能を３次元方向に２倍向上さ
せる。図１に示すように、研究代表者がこれ
まで開発してきたライン照明の光強度分布
に周期構造を導入した。これにより、照明光
学系の伝達関数に高空間周波数成分をもた
せることが可能になり、その結果、顕微鏡光
学系の周波数帯域が構造し、ラインに平行な
方向に対して空間分解能を向上できる。この
構造化ライン照明を用いることで分光器を
通したラマンスペクトルの取得と、構造化照
明による空間分解能の向上を両立させるこ

とができる。また、分光器のスリットを通し
た光検出（図２）により焦点面以外からのラ
マン光の影響を除去でき、奥行き方向の空間
分解能も得ることができる。 

 
図１ ライン照明（従来）と構造化ライン照明（本
研究） 

 
 図２に開発した構造化ライン照明ラマン
散乱顕微鏡の光学系を示す。レーザーからの
光は回折格子に３光束に分けられ、そのうち
の 1次回折光、-1 次回折光のみを光学系に伝
搬させる。それぞれの光束はシリンドリカル
レンズによりライン状の焦点を形成するが、
それらは試料面上で干渉するため、その干渉
効果をライン焦点上で得ることにより構造
化ライン照明を形成する。照明ラインからの
ラマン散乱光は結像光学系を通して、イメー
ジング分光器上のスリット上に結像され、分
光器を通してライン照明上の各部位のラマ
ン散乱スペクトルが冷却CCDカメラにより同
時に検出される。ガルバノメーターミラーに
より構造化ライン照明をその垂直方向に走
査しながらラマン散乱スペクトルの記録を
繰り返すことにより2次元のラマン散乱スペ
クトルを得た。また回折格子をピエゾステー
ジにより移動させることにより複数の構造
化照明パターンでラマン散乱スペクトルの
空間分布を取得し、その画像データから高解
像度の構造化照明ラマン散乱像を再構成し
た。 

 

図２ 開発した構造化ライン照明ラマン散乱顕微
鏡の光学系 



 

４．研究成果 
 図３に従来のライン照明法、および本研究
で開発した構造化照明法で取得した高分子
ナノ粒子（ポリスチレンと PMMA の混合試料）
の観察像を示す。それぞれの観察像の比較か
ら、構造化照明法では、隣接する微小球がよ
り分離されて観察されており、空間分解能が
向上していることが確認できる。ポリスチレ
ン、PMMA のどちらにおいても空間分解能が向
上しており、さらにそれらの物質のスペクト
ル分離能の向上していることが確認された。
また、微小球の観察において、開発した手法
が従来法に比べて、周波数空間で約 2倍の空
間分解能の向上が達成されていることを確
認した。 

 
図３ 高分子ナノ粒子のラマン散乱像（ポリスチ
レン（緑, 直径 500nm, 3055cm-1）、PMMA
（赤, 直径 800nm, 2957cm-1））。従来のライ
ン照明法（LI）および構造化ライン照明法
（SLI）により観察。 

 
 同様の測定をCVD法により作製されたグラ
フェンに対して行った（図４）。使用したグ
ラフェンでは、グラフェンの単層、および多
層膜の空間分布が、それぞれに特徴的なラマ
ン散乱スペクトルを検出することにより観
察された（緑）。また成長するグラフェンの
境界における結晶構造の不整合、およびグラ
フェンの形成に至らなかったグラファイト
も、それぞれの特徴的なラマン散乱スペクト
ルから確認された（赤、および青）。それら
のカーボン構造体の空間分布は構造化ライ
ン照明により高い空間分解能で観察されて
おり、開発した顕微鏡がカーボン材料の高解
像度ラマン散乱イメージングに利用可能で
あることを示している。また、上記以外にも、
細胞内小器官、生体組織の観察も行い、生体
試料の無標識観察にも開発した手法が有用
であることを確認した。 
 

 
図４ CVD 法により作製したグラフェンの観察像
（赤: 1307-87 cm-1, 緑:2682-94 cm-1, 青: 
1589-98 cm-1）。従来のライン照明法（LI）
および構造化ライン照明法（SLI）により観
察。 
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