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研究成果の概要（和文）：超短パルスレーザー照射により発生する光超音波信号をZnO薄膜の高周波数超音波セ
ンサーにより取得することで、細胞レベルの分解能を有する光超音波顕微鏡を開発した。線維芽細胞から脂肪細
胞に形態を変化させる3T3-L1 細胞をPETフィルム上に培養し、光超音波顕微鏡で観察した。細胞を俯瞰したCモ
ード像および細胞の断層像であるBモード像の取得に成功した。本手法により細胞内の音速および音響インピー
ダンス分布からヤング率および質量分布が可視化可能で、細胞のバイオメカニクス研究への貢献が期待される。

研究成果の概要（英文）：A laser ultrasound microscope with cellular resolution was developed by 
means of measuring high frequency laser ultrasound signal generated by ultra-short pulsed laser with
 ZnO thin film sensor. 3T3-L1 cells, which proliferated from fibroblast to adipocyte, were cultured 
on PET film and observed by the laser ultrasound microscope. C-mode and B-mode images were 
successfully obtained by the system. The method is capable of measuring sound speed and acoustic 
impedance and finally visualizes the distribution of Young’s elastic modulus and density within a 
cell. The method may contribute to the future investigation on cellular biomechanics.

研究分野： 医用イメージング、超音波医学、循環器病学
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１．研究開始当初の背景 
細胞を力学的な観点から解析する細胞の

バイオメカニクスの研究手法として、細胞内
骨格であるアクチンフィラメント、微小管、
中間径フィラメント等の線維状のタンパク
質を蛍光染色し、その細胞内分布を可視化す
る方法が一般的に用いられている。通常は細
胞を上方から二次元像として俯瞰するが、流
れにさらされた血管内皮細胞の挙動を評価
する際には、細胞の縦断面を観察する手法が
有用である（Ueki Y, Sakamoto N, Sato M. 
Biochem Biophys Res Commun. 26;394(1):94-9, 
2010）。これらの画像は、共焦点顕微鏡の焦
点面をずらしながら複数枚の断層画像を撮
影して三次元データを収集し、再構築したも
のであるが、試料の厚さ方向の分解能が焦点
面内の分解能に比べ乏しいため鮮明な画像
が得られにくい欠点がある。また、変位やひ
ずみの計測は、超音波エラストグラフィーと
して一般化されている手法の方が高精度で
あり、細胞の超音波断層像が得られることで、
これらの問題が解決することになる。 
細胞の超音波計測としては、1 GHz 程度の

超音波を送受信する超音波顕微鏡が用いら
れてきた。しかし、この帯域では信号／雑音
比が低く、パルス波ではなく連続波を用いる
ことが多いため細胞の断層像を得ることは
困難であった。一方、フェムト秒レーザーに
より GHz 帯域の超音波を発生させて薄膜の
特性を計測する手法が細胞の計測にも応用
されつつあるが（Rossignol C, Chigarev N, 
Ducousso M, et. al. Appl Phys Lett 93;123901, 
2008）、超音波の発生を光の干渉により検出
するので、細胞内の音速を計測することはで
きるが、細胞内における超音波の進行を捉え
ることはできず、細胞の断層像は得られてい
ない。 
研究代表者は、高周波数超音波を用いた生

体組織や細胞の高解像度イメージングに関
する研究を遂行してきた。特に、中心周波数
100 MHz～1.3 GHz の超音波プローブを二次
元走査して画像を得る超音波顕微鏡により、
生体組織における超音波の音速や減衰の二
次元分布を可視化し、バイオメカニクスの観
点による組織診断の手法を確立した。また、
使用周波数 120 MHz の超音波顕微鏡により
OCT に匹敵する解像度でより深部の皮膚の
断層像を得ることにも成功し、皮膚科、美容、
化粧品領域で国際的にも注目を浴びている。 
さらに、平成２１年より光音響イメージン

グの研究に着手し、ラット膝関節の変形性膝
関節症やニワトリ胚の血管系の可視化に成
功してきた。これらは焦域 2 mm 程度のレー
ザー光を組織に照射し、発生した光音響信号
を凹面超音波振動子により選択的に検出す
る方式で撮像された。最近では照射するレー
ザー光を絞り、その焦点から発生する超音波
を受信することで光学解像度のイメージン
グも行うことにも成功している。 
ここに、フェムト秒の超短パルスレーザー

光を細胞に照射し、発生した超音波を GHz
帯域の超音波センサで直接受信することで
細胞内の超音波の進行を捉え、細胞の超音波
断層像を得るという発想が生じてきた。 

 
２．研究の目的 
研究期間内の最終目標は、短パルスレーザ

ーを応用した光超音波顕微鏡により細胞の
断層像を得ることである。このために、(1) レ
ーザーにより高周波数超音波を発生させる
条件の検討、(2) 導電膜を一体化した高感
度・高機能圧電素子の開発を行い、最終的に
は (3) 光超音波顕微鏡システムの構築によ
る細胞の断層像の観察を行う。 
高感度・高機能圧電素子については、まず、

酸化亜鉛（ZnO）薄膜の結晶性分析により c
軸配向性に寄与する要因を解明し、高ピエゾ
効果を有する ZnO 薄膜を開発する。次に、遷
移金属であるバナジウム（V）を添加した低
抵抗の ZnO 薄膜（VZO）を電極として用いる
ことで、高感度および低ノイズを両立した一
体成型の GHz 超音波センサを開発する。 
光超音波顕微鏡システムとしては、まず、

ZnO 薄膜に置いた厚み 5 ミクロンの生体ファ
ントムにフェムト秒レーザーを照射するこ
とで超音波信号の発生を確認する。次に、レ
ーザー光の照射やピエゾアクチュエーター
による試料保持台の二次元スキャン、さらに、
超音波信号の取得、信号プロセッシング、イ
メージプロセッシングにより、光超音波顕微
鏡システムを構築する。 
細胞の断層像の観察については、線維芽細

胞から脂肪細胞に形態を変化させる 3T3-L1 
細胞を PET フィルム上に培養し、PET フィル
ムと ZnO センサを密着させ、フェムト秒レー
ザーを照射して発生した超音波を ZnO セン
サで検出することで、培養細胞を上から俯瞰
した画像および横から見た断層像の観察を
行う。 

 
３．研究の方法 
(1) フェムト秒レーザー光による超音波信号
発生条件の検討 
フェムト秒レーザーを薄膜に照射した際

に発生する超音波信号を GHz 帯域の超高感
度センサで直接受信した。フェムト秒レーザ
ー発生装置（Spectra-Physics 社 MaiTai、発振
波長：790 nm-820 nm、平均出力：400mW、
パルス幅：30 fsec、繰り返し周波数：80 MHz）
から発生するフェムト秒レーザーを周波数
モデュレーターを用いて 300 kHz に変調し 3
ミクロンに集光した。周波数帯域 0.8～1.0 
GHz の超音波センサに 5 ミクロンの
poly(lactide-co-glycolide) (PLGA)フィルムを
密着させ、デジタルオシロスコープに GHz
帯域のパワーアンプを経て入力し、1000 回平
均することで超音波を取得できる条件を検
討した。 
(2) 酸化亜鉛（ZnO）薄膜による GHz 帯域の
超音波センサの開発 



ZnO 薄膜は数百 MHz～数 GHz の高周波応
答を有する圧電材料であることが知られて
いる。本研究ではさらに圧電効果を高めた
ZnO 薄膜の生成による高感度な GHz 帯域の
超音波センサの開発を行った。 
さらに、バナジウム(V)をドーパントとして

用い、低抵抗の導電膜の成膜について検討し
た。V チップ（5 mm×5 mm）をターゲット
である ZnO 焼結材のエロージョン領域上に
おき、両者を同時にスパッタして V-doped 
ZnO (VZO)を成膜した。 
(3) フェムト秒レーザー光超音波顕微鏡シス
テムの構築 

ZnO 薄膜に金電極を蒸着し GHz 帯域の超
音波センサとして用いた。センサ上に、生体
を模擬した光学・音響を有する厚み 3 ミクロ
ンの高分子化合物フィルムを置き、光学レン
ズで 3 ミクロンのスポット径に絞ったフェム
ト秒レーザーを照射する。取得した信号を
1000～5000 回平均することで、超音波発生を
確認した。 
ピエゾアクチュエーターを 3 軸コントロー

ラーでドライブし、ワークステーションでレ
ーザー光照射および信号取得等すべてをコ
ントロールすることでフェムト秒レーザー
光超音波顕微鏡システムを構築した。 
 
４．研究成果 
図 1 は本システムで計測された光音響信号

である。GHz に近い帯域の光音響信号が取得
されている。 

図 2 は線維芽細胞様に分化した 3T3-L1 細
胞の位相差顕微鏡像（上）、C モード像（中）、
B モード像（下）である。 

 

図 2 は脂肪細胞様に分化した 3T3-L1 細胞
の位相差顕微鏡像（上）、C モード像（中）、

図 1 計測された光音響信号 
（上：時間波形、下：スペクトル） 
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図 2 3T3-L1 線維芽細胞 

図 3 3T3-L1 脂肪細胞 



B モード像（下）である。 
細胞の断層像が描出されており、線維芽細

胞の厚みは約 8 μm、脂肪細胞の厚みは約 16 
μm と計測された。本研究成果により、生き
た状態の細胞の断層像を得ることに成功し、
細胞の形態を知ることが可能となった。さら
に、細胞の音速や音響インピーダンス計測か
ら細胞内のヤング率分布や質量分布を可視
化することも可能である。本手法は分解能な
どにまだ改善の余地はあるが、細胞のバイオ
メカニクス計測法として独創的な研究成果
を上げることができた。 
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