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研究成果の概要（和文）：近年，医学･薬学分野では薬剤投与経路の最適化を目的として，DDSナノ微粒子の研究
開発が盛んである．一方，薬剤DDS粒子は当然のことながら蛍光プローブをドープすることができないことか
ら，ナノ領域での新たな分光・計測技術が求められている．本研究ではDDS微粒子の表面・内部のナノ･サブミク
ロン構造・薬理特性について，安価な複数の連続発振レーザを用いたベクトリアル偏光干渉非線形レーザ顕微鏡
を開発し，マトリックス中で測定可能な超解像タイムラプスイメージング法を提案する．これまでに培った生体
計測での基礎技術と光ディスク用のデータピックアップ技術をDDS薬剤微粒子のナノ・サブマイクロ計測技術へ
応用展開する．

研究成果の概要（英文）：In recent years, applications of nano-particles to medical diagnosis and 
medical treatment have been studied intensively. Increasing attention to nanoparticle in particular 
has been devoted to drug delivery system (DDS). There are varieties of DDS technologies and a very 
significant number of DDS medicines already launched out in the world. 
  In this paper, incorporating a polarization interferometer into a nonlinear confocal microscope, 
we propose polarization-interferometric nonlinear confocal microscopy in order to analyze a single 
nanoparticle (200-nm diameter) doped with organic chromophores in liquid solutions. Measuring 
nanoparticles less than a half wavelength of an illuminating wave, general optical microscopes have 
poor spatial resolving power without toxic fluorescent indicator probes. We studied the contrast 
transfer function (CTF) and three dimensional spectroscopic imaging of the nanoparticle.

研究分野： Nonlinear Optics
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在のDDSはAFM表面計測が主流であり，より複雑な内部立体構造を有する球形デンドリマ等では計測が不可能
で，より簡便で有効な構造解析手段が未だ提案されていないのが実情であり、各国がしのぎを削っている．当方
が考案した偏光干渉顕微技術はこれをブレークスルーできる可能性があり，DDS輸送体の分光イメージングへ応
用展開も可能であると判断し研究をスタートした．結果，提案技術はDDS輸送体の3次元分光計測において非常に
有効な手法であり，医学･バイオの研究領域における波及効果が大きいということが確かめられた．



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在，DDS(Drug Delivery System)が，医療，製薬，バイオなどの分野で注目され，盛んに

研究されている．DDS とは，微粒子の表面や内部にステロイドや有機薬理体等(ドーパント)を
結合・ドープさせ，血管を通して，目標とする患部(臓器，細胞，病原体など)に薬物を効果的
かつ集中的に送り込む技術である．DDS 微粒子は，空気中または液体中において，ナノサイズ
オーダーでのサイズ保証，ドーパントの均一性の評価が必要であるが，その技術は未だ確立さ
れていないのが実情である．  
 
２．研究の目的 
近年，医学･薬学分野では薬剤投与経路の最適化を目的として，DDS ナノ微粒子の研究開発

が盛んである．一方，薬剤 DDS 粒子は当然のことながら蛍光プローブ色素をドープすること
ができないことから，同粒子を 3 次元で評価するための，新たな分光・計測技術が求められて
いる．本研究では DDS 微粒子の表面・内部のナノ･サブミクロン構造・薬理特性について，安
価な複数の連続発振レーザを用いたベクトリアル偏光干渉非線形レーザ顕微鏡を開発し，マト
リックス中においても測定可能な分光イメージング法を提案する．これまでに培った生体顕微
計測の基礎技術と光ディスク用のデータピックアップ技術を DDS 薬剤微粒子のナノ・サブマ
イクロ計測技術へ応用展開する． 
本研究では DDS ナノ微粒子の表面や内部の光学的特性評価において，短パルスレーザ分光

法や蛍光プローブ色素を使用することなく，比較的安価な複数の連続発振レーザを利用したベ
クトリアル偏光干渉非線形光学顕微鏡にて分光計測する新たな手法を提案する．蛍光色素は毒
性を有するものが多数あり，これを医学・薬学利用のナノ微粒子にドープすることは難しい． 本
顕微鏡は従来のレーザ顕微鏡に比べ高い面内分解能とコントラストでの観察が可能となる．こ
の目的のもと，本研究では，上記顕微システムの面内方向の分解能の向上を，CTF (Contrast 
Transfer Function) 測定を行うことにより検証し，また，ナノサイズの微粒子サンプルの内部
観察を行い，微粒子の 3 次元測定を試みた． 
 
３．研究の方法 

本システムは走査型のベクトリアル偏光干渉非線形レーザ顕微鏡システムであり，高空間分
解能でナノ微粒子の 3 次元分光イメージングを可能とする全く新しい計測法である．3 次元分
解能が非常に高いことで知られているレーザ顕微鏡に，マイケルソン型の干渉計と偏光干渉計
を組み合わせた，偏光干渉非線形レーザ顕微鏡を提案する．レーザ光を被測定媒体内部に集光
し非線形光学効果を発現させ，さらに偏光干渉を利用することで物質固有の光散乱強度や吸収
係数・屈折率分布情報などを読みとることが可能となる．局所的に誘起される僅かな非線形感
受率を線形散乱光と非線形散乱光間でのベクトリアル差分として分光計測する．ベクトリアル
な偏光干渉信号に反映される非線形散乱成分情報と強度干渉信号に反映される位相情報を３次
元同時スキャンすることにより真の分光画像情報(内部χ(3)分布)をナノレベルで推定するレー
ザ顕微システムを開発した． 
本研究で用いた偏光干渉共焦点顕微鏡の概略図を図１に示す．本顕微鏡はマイケルソン型干

渉計型の偏光干渉計を組み込んだ共焦点レーザ顕微鏡である．光源としてλ
=517.2,638.5,686.3 nm の 3 波長の CW(Continuous Wave)レーザダイオードを選択して使用す
る．レーザダイオードからは s 偏光の光波が出射される．出射ビームは，ビームエキスパンダ
ーを通過し，対物レンズの NA(Numerical Aperture) を最大限に活用するために対物レンズの
瞳径の大きさに拡大される．次にビームスプリッタで測定光路と参照光路の 2つにビームは分

図 1 偏光干渉共焦点顕微鏡の光学系 



割される．測定光路側ではピエゾステージにサンプルを載せ，参照光路側はミラーを設置して
いる．両光路のビームはそれぞれ NA=0.9 の対物レンズによって，測定光路のサンプルと参照
光路のミラー上にある対物レンズの焦点に集光される．この対物レンズの性能が，共焦点レー
ザ顕微鏡の基本的な空間分解能を決定する．参照光路側には，ビームを各波長に合わせて s 偏
光から p 偏光に状態を変更するための位相連続可変の液晶位相補償板と，参照光路の光強度を
測定光路の散乱光の強度と等しくするための NDフィルタを設置している．両光路から返ってき
たビームは，ビームスプリッタを通過・重ね合わされたのち干渉光となり，検光子を透過して
平凸レンズで集光され，直径 10 μm のピンホールを通過した後，ロックインアンプを使用し
てフォトディテクタで検出される．上記の検光子は，偏光干渉解析において重要な役割を持つ，
最小分解能 0.002°の性能を持つ自動回転検光子である．ロックインアンプ参照周波数として 
10 kHz のチョッパー周波数を生成する目的で，干渉計での SN 比を改善するための電流変調レ
ーザダイオードを使用している．一般的に色素を含む有機物の散乱光の応答周波数は遅いもの
で MHz である．そのため，光波に 10 kHz の変調を加えても，散乱光の応答周波数とは周波数
の桁数が大きく異なるため，測定物質にとって 10 kHz の変調は CWのビームとみなすことがで
き，影響を与えない．加えて，図中には示していないが，光学系全体の精密な光軸位置とレン
ズ等の光学部品の正確な中心位置を決定するために，光学系中に別途レーザ光源を使用したオ
ートコリメート光学系を併設装備させた．他波長での分光計測を実施するには同光学システム
の使用は必要不可欠なものである．検光子を通過後，フォトディテクタ上で得られる信号は測
定光と参照光の偏光差分ベクトル信号となっている．実際の測定では，ナノ微粒子にドープさ
れたクロモファの等方性領域において差分信号をゼロとする工程が必要となる．そのために，
偏光解析用の自動回転検光子を装備する．これにより，非等方性領域からの非線形散乱信号に
おけるコントラスト空間分解能を理想的には無限大にすることが可能となる．  
 

４．研究成果 
３節で述べた手法に基づき，DDS ナノ微粒子の多波長３次元分光光学系によって得られた成

果を以下で述べる． 

 
 

 
分光計測の準備段階として，プレスキャンによりナノ微粒子中におけるクロモファノンドー

プでの等方性領域を事前決定しなければならない．本研究で使用した擬似 DDS 微粒子の共焦点
レーザ顕微鏡による断層画像を図 2(a)に，断層画像を積層処理して得られた微粒子の 3次元画
像を図 2(b)に示す．図 2(a)は，対物レンズの焦点を微粒子の中心付近に設定し，光軸と垂直な
面をなす x-y 方向にピエゾステージを動かして測定を行った 500 nm × 500 nm の断層画像で
ある．図 2(b)は，図 2(a)のような断層画像を光軸方向( z 方向)に焦点を移動させながら複数
枚取得し，積層処理して 3次元化した画像である．測定領域である微小球内部を 120 nm × 120 
nm × 120 nm で測定しており，中心に近づくほど微粒子の散乱光は大きくなった．図 2(b)で
は画像を見やすくするため，散乱光の大きな中心部分を一部透明化処理している．同図におい
てほぼ等方性散乱とみなせる領域で，自動回転検光子によって偏光差分ベクトルを 0とし， 等
方性領域の基準点として設定する．また，逆の視点から，同顕微鏡では内部の微細な構造を判
別できないことも分かる． 

上記のプレスキャン行程の後，実際に偏光干渉共焦点顕微鏡を使用して，DDS ナノ微粒子の
３次元分光計測を行った．使用した光学定数は次に示す意味を持つ．散乱光の電界ベクトルの
楕円偏光の主軸の傾き角Ψを測定し，楕円偏光を構成する x偏光と y偏光の位相差δを導出す
る．波長λ=638.5 nm のレーザを使用して測定した一例を示す． 

図 2(b)に示した微粒子内部のうち，微粒子内にて偏光干渉による散乱信号が最も小さい地
点を探す．その地点を微粒子内の等方性領域とみなして基準点とした．等方性領域にて，自動
回転検光子を回転させて，散乱信号が最大値となる検光子の角度 Ψ0 を求めた．この角度を等
方性の基準角度( Ψ0=0° )として，参照光路を閉じた共焦点光学系(共焦点偏光解析器)を用い
て，検光子を 360°回転させて散乱信号の変化を測定した．また，等方性領域において参照光

図 2 共焦点顕微鏡による観測結果: (a)断層画像, (b)3 次元画像. 

(a)                  (b) 



路を開け，偏光干渉の差分がほぼ 0 となる自動回転検光子の角度 θ を測定した．次に，図
2(b)の等方性領域以外で，同様に共焦点偏光解析器により散乱信号が最大となる角度 Ψ'と散
乱信号の値を測定した．等方性領域と異方性領域の偏光を比較し，Ψ=Ψ'-Ψ0より，楕円偏光
の主軸の傾き角を求めることができる．図 3(a)に測定したΨの断層画像を，図 3(b)に微粒子内
部の 3次元画像を示す．図 3(a),(b)より微粒子内のマクロ領域における色素分子の配向状態を
推定することができる．ここで，Ψ は等方性領域を基準とした相対的な値である． 

仮に検光子をｘ軸に対して 45 度で設置した際，得られる偏光干渉の強度は下記の式(1)となる． 
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この式を楕円偏光を構成する x成分とｙ成分の位相差δについて整理すると 
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となる．ここで   2

0 / 4E    は等方性領域における偏光干渉差分ベクトルが０の時の干渉
信号であり，Ψは楕円変更の傾き角である．以上，すべての値は本顕微鏡で測定可能な値であ
り，式（2）を用いてδを算出することができる． 

 
 
 

加えて，クロモファの主軸と副軸間の位相差δを式(2)を用いて画像化したデータを図 4 に
示す．図 4(a)はδの断層画像を，図 4(b)は微粒子内部の 3次元画像を表す．このデータから可
視化されている部分は色素の分布密度が小さく，可視化されていない部分は逆に大きいと推定
できる．ここで，δ は等方性領域を基準とした相対的な値である． 

 
 
 
続いて，光源として 3波長のレーザを使用して通常の共焦点顕微鏡及び偏光干渉共焦点顕微

鏡における CTF の特性評価を行った．得られたデータを表 1,2 に示す．誘電率の虚部は媒質の
吸収係数に相当し，波長依存性を持つ．そこで，色素を含んだ擬似 DDS 微粒子に対して，共鳴
領域から分散領域に渡る 3種類のレーザ波長 λ=517.2,638.5,686.3 nm を選択した． 
最初に，共焦点顕微鏡により得られた測定結果を検討する（表 1参照）．各波長に対する微粒

子の散乱信号を，電圧変換した最大測定値と最小測定値および画像のコントラストを表 1にま
とめる．ここで，最大測定値は異方性領域の最大の散乱信号であり，最小測定値は等方性領域
の信号とみなす．そのため，この 2つの値がコントラスト分解能の指標となる．波長ごとの散
乱信号の変化は，サンプル媒質の分極しやすさの違い，吸収係数の差につながる．そのため，

図 3 偏光共焦点顕微鏡によるΨの観測結果: (a)断層画像, (b)3 次元画像 

図 4 偏光共焦点顕微鏡によるδの観測結果: (a)断層画像, (b)3 次元画.

(a)                 (b) 

(a)                (b) 



微粒子外の等方性領域の反射信号と比較することで，異方性領域である微粒子の散乱信号をよ
り明確に検出することができる．表 1より，波長 λ=686.3 nm のレーザが最も信号のコントラ
ストが良く，使用した 3種のレーザのうち，擬似 DDS 微粒子に付与された色素の測定に関して，
吸収の面では最も測定に適したレーザであるといえる． 
次に偏光干渉共焦点顕微鏡でも同様に測定した結果を検討する（表２参照）．偏光干渉共焦点

顕微鏡でも同様に，波長 λ=686.3 nm の分散領域にある光源を使用した場合が最もコントラス
トの良い散乱信号が得られ，本 DDS 微粒子の測定に適していることが明らかである． 
以上得られた成果をまとめると，クロモファの共鳴領域，分散領域に関わらず，各波長で共

焦点顕微鏡におけるコントラストよりも偏光干渉共焦点顕微鏡におけるコントラストが格段に
向上していることが分かる．この顕微鏡における散乱光は３次の非線形分極によって生じる光
であるため，入射光強度が大きくなるとコントラストもさらに大きな値が得られる．ひいては
CTF の大幅な向上にもつながることになる．但し，これにはクロモファの光退色（フォトブリ
ーチ）を伴うことになるため，実際の DDS 分光においては入射光強度と CTF 値はトレードオフ
の関係にあるため，十分な注意が必要である． 
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