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研究成果の概要（和文）：皮膚再生医療において、植皮や皮弁後、組織が生着するかは微小循環が保たれている
かどうかに依存するため、皮膚全層（深さ数mm）において直径100マイクロメートル以下の血管走行や血行を評
価する方法が切望されている。申請者が継続的に開発を行ってきた2光子光音響イメージングは生体深部を高空
間分解に観察する方法として非常に有効である。本研究では、液体レンズを用いた2光子光音響イメージングの
高速化を行い、従来法に比べて10倍以上の高速化に成功した。また、生体深部観察のために、透過型補償光学素
子による装置を開発し、深部での空間分解能の向上を示した。

研究成果の概要（英文）：Visualization of small vessels, which diameters are less than 100 
micrometers, in whole skin tissues, which thickness is several millimeters, is important to evaluate
 skin engraftment. Recently, we have developed two-photon photoacoustic microscopy (TP-PAM) to 
visualize deep structures in living tissues with high spatial resolution. In this study, we have 
introduced focus-tunable liquid lens in TP-PAM. As a result, we have demonstrated imaging speed 10 
times faster than the conventional TP-PAM with stepping motor stages. In addition, we have developed
 photoacoustic microscopy with trasmissive adaptive optics (AO). We showed that AO improves the 
spatial resolution and image contrast in deep layers for test targets, tissue slices and micro 
vasculatures in mouse ear.  

研究分野：生体光イメージング
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１．研究開始当初の背景 
 
マイクロサージェリーによる微小血管吻
合技術の発展もあり、皮弁や植皮による組織
生着率は向上しているが、血流障害により生
着が困難な症例もあり、客観的に微小血管走
行を評価する技術が切望されている。インド
シアニングリーン（ICG）を用いた蛍光イメ
ージングにより血管走行、血流を評価する方
法も存在するが、皮膚全層（深さ数mm）を
高空間分解で観察することは困難である。こ
のように、生体深部での微小血管走行を正確
に評価できる技術の確立が切望されている。 
現在、生体深部を高コントラストに観察可
能な方法として光音響イメージングに注目
が集まっている。しかしながら、高空間分解
能を深部で得ることは困難である。その問題
を解決するために、我々は 2光子吸収と光音
響イメージングを組み合わせた 2光子光音響
イメージングを開発してきた。2 光子吸収は
焦点近傍の微小空間のみで起こるため高空
間分解であり、発生する光音響波の低周波成
分（生体内長距離伝搬可能）を検出すれば高
空間分解能を保ちながら深達距離を向上し
たイメージングが可能である。2 光子光音響
イメージングでは 2光子吸収による信号のみ
を検出することが課題であったが、我々は光
音響波周波数フィルタリング（1光子と 2光
子吸収により発生する光音響波の周波数の
違いを利用）、2 パルス光音響画像差分法（1
光子と 2光子光音響波のパルス幅依存性の違
いを利用）により克服してきた。 

2光子光音響像は、光学的な分解能を有し、
高コントラストな画像化が可能である。ヘモ
グロビンの 2光子吸収断面積は非常に大きい
ため（～150 GM@820 nm）、血管走行を正確
に捉えられる。直径が 50 m以下の血管も測
定可能である。しかしながら、皮膚微小血管
走行評価のためには、いくつかの課題が残さ
れている。 
 
２．研究の目的 
 

2 光子光音響イメージングによる皮膚組織
の微小循環評価のために、重要な解決しなけ
ればいけない課題がいくつかある。例えば、
医療現場において光音響イメージング装置
を使用するためには、測定時間をできるだけ
短縮する必要性がある。また、2 光子吸収を
起こさせるためには生体深部において、2 光
子吸収が起こるように集光スポット径をで
きるだけ小さくする必要がある。この 2つの
課題に対して、(1) 2光子光音響顕微鏡の高速
化のために焦点可変液体レンズを用いた装
置を構築することと、(2) 集光スポット径を
小さくするために透過型液晶素子を用いた
装置を構築することを主な目的として本研
究を行った。 
 
 

３．研究の方法 
 
(1) 最初に、焦点可変液体レンズを用いた 2
光子光音響顕微鏡を構築した。サブナノ秒パ
ルスレーザーからの光パルスをファイバー
に導光し、ファイバー出力部を光音響ヘッド
部に結合させる。図 1に示されるように、ヘ
ッド部は液体レンズ、凹レンズ、対物レンズ、
音響トランスデューサで構成される。液体レ
ンズの焦点距離を変化させることによって
深さ方向に焦点位置を走査し、ステッピング
モーターステージによって横方向に走査す
る。結果として、3 次元像を得ることができ
る。 
 液体レンズの応答速度は 2-4 ms であり、
高速に焦点位置を電気的に走査することが
できる。また、液体レンズは低コストであり、
光学設計を適切に行うことにより、任意の焦
点位置の走査範囲を設定することができる。 
 構築した液体レンズを用いた 2光子光音響
イメージング装置を用いて、ステッピングモ
ーターのみを用いた既存の 2光子光音響顕微
鏡との比較を行った。 
 
(2) 2光子光音響信号を効率的に発生させる
ためには、焦点位置での集光径の大きさをで
きるだけ小さくし、光子密度を増加させる必
要がある。ここでは、透過型の補償光学素子
を用いて、生体深部での集光径を小さくする
ために、空間的に位相が制御された光音響イ
メージング装置を構築した（図 2）。結果とし
て得られる画像から、空間分解能やコントラ
ストを収差補正していない場合と補正した
場合で比較した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 焦点可変液体レンズを用いた 2光子光
音響顕微鏡ヘッド部の光学系。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 透過型補償光学素子を用いた光音響顕
微鏡。 



４．研究成果 
 
(1) 図1に示される2光子光音響顕微鏡ヘッ
ド部を用いて、シリコーン中空円柱に 2光子
吸収色素溶液を満たした試料の断面構造を
測定した（図 3）。比較として、液体レンズの
代わりにステッピングモーターステージを
用いて深さ方向に走査した場合についても
計測した。この図からわかるように、どちら
の場合も同等の横分解能、深さ分解能を有し
ていることがわかる。しかしながら、それぞ
れの測定時間を比較すると液体レンズを用
いたほうが約 10 倍測定時間が短い。このよ
うに、2 光子光音響イメージングで問題とな
るイメージング速度を、液体レンズを用いる
ことにより向上させることが可能であるこ
とが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 ステッピングモーターステージのみを
用いた従来法（左）と焦点可変液体レンズを
用いた 2光子光音響顕微鏡（右）により得ら
れた光音響像。 
 
(2) 図 2 に示される透過型補償光学素子を
用いた光音響顕微鏡を用いて、テストターゲ
ットによる空間分解能、コントラストの評価
を行った。テストターゲットは 1.2～1.5 mm
のガラス板の下にプリントされており、ガラ
ス面から観察すると波面収差が起こる。図 4
（左）に補償光学素子を使わない場合（上段）
と使った場合（中段）のテストターゲット（グ
ループ 7エレメント 6: 228 lp/mm）の測定結
果を示す。下段には画像の横方向の光音響信
号プロファイルを示す。このグラフから、補
正ありのほうが、信号強度が高くなり、コン
トラストが約 3倍よくなっていることがわか
った（コントラスト比：0.18（補正なし）→ 
0.52（補正あり））。また、空間分解能をライ
ンのエッジ部分の傾きから計算すると、1.7 
mから 1.0 mに向上していることが分かっ
た。 
図 4（右）に補正なしの場合と補正ありの
場合の組織切片（肺）の測定結果を図 4（右）
に示す。補償光学素子を用いて収差を補正し
た方が、より鮮明な光音響像が得られている
ことがわかる。この結果より、光音響顕微鏡
においても波面収差補正が空間分解能の向
上に有効であり、また、SNRの改善も可能で
あることを示唆している。 

マウス耳の血管走行を可視化した結果を
図 5に示す。この結果からわかるように、波
面補正により空間分解能が向上しているこ
とがわかる。このように、実際の生体におい
ても、透過型補償光学素子の有効性が示され
た。 
これらの結果は、透過型補償光学素子によ
り深部での集光径が小さくなったことによ
るものである。2 光子光音響顕微鏡において
も透過型補償光学素子の使用は有効である
ことを意味している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 補償光学素子の補正なし（上段）と補
正あり（中段）の場合のテストターゲット
（左）と肺組織切片（右）の光音響像。下段
は光音響プロファイル（テストターゲット：
横方向、肺組織切片：黄色点線方向）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 (a) 補償光学素子を使用しない場合と
(b) 使用した場合のマウス耳の血管走行像の
比較。 
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