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研究成果の概要（和文）：共焦点顕微鏡は、レーザーを光源として、バイオイメージングや非接触表面形状測定
において幅広く利用されている。応用分野拡大のために、更なる高度化が求められているが、従来法の延長上に
ある性能改善のみでは限界があった。本研究では、次世代レーザーとして期待されている最先端光源「光コム」
を導入し、これまでの『光周波数の物差し』として利用するのではなく、新奇特徴である『超マルチ離散チャン
ネル性』を、波長/2次元空間変換とデュアル光コム計測の併用でフル活用することにより、共焦点顕微鏡の大幅
な高度化（スキャンレス高速性、フルフィールド共焦点性、光振幅･光位相デュアル画像コントラストなど）を
実現した。

研究成果の概要（英文）：Confocal microscopy, widely used for bioimaging and non-contact surface 
shape measurement, utilizes laser as the light source. Further advancements are sought for its 
expanded application areas, as performance improvements based on conventional methods alone have 
limitations. In this study, we introduced the state-of-the-art light source "optical comb" that is 
expected to be the next-generation laser. Instead of utilizing it as a "ruler of optical frequency" 
as done previously, we fully utilized its novel feature of "ultra-multi discrete channel nature" by 
combining wavelength/2D spatial conversion and dual optical comb measurements. This led to 
significant advancements in confocal microscopy, including scanless high-speed capability, 
full-field confocality, and dual image contrast of optical amplitude and phase.

研究分野： 光工学

キーワード： 光コム　共焦点顕微鏡　蛍光寿命顕微鏡　レーザー顕微鏡　スキャンレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
開発したデュアル光コム顕微鏡により、①表面形状測定（工業製品の微細化に必要なnmオーダーの深さ分解
能）、②透明･非蛍光性サンプル計測（ガラス部品や生細胞などの透明･非蛍光性に帯するイメージ･コントラス
ト）、③細胞内部の時空間ダイナミクス観察（細胞内の分子や細胞小器官のダイナミックス対応可能な高速
性）、といった事が可能になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
共焦点顕微鏡（CLM）[1]では、レーザー光を対物レンズによって測定対象物に点集光し、そ
の拡散反射光や蛍光を焦点と共役な位置に配置された共焦点ピンホールに通して光検出するこ
とで、焦点以外で拡散反射した光や迷光をカットし、ある特定の深さの情報だけを選択的に抽出
することができる。これにより、3次元イメージを得ることが可能になるため、非接触表面形状
測定やバイオイメージングの分野で広く使われている。CLM は点計測に基づいているため、画
像取得には、共焦点ピンホールと共役な光学配置を維持しながら焦点位置を機械的に走査する
必要がある。これまでに、ガルバノミラー[2]やポリゴンミラー[3]などの利用により、毎秒 10フ
レーム程度のフレームレートが実現されているが、例えば高速現象や細胞内部ダイナミクスの
観測には必ずしも十分でない。また、従来の CLMで得られる画像のコントラストは光強度に基
づいているため、無色透明性や非蛍光性の測定対象物（細胞、ガラスなど）、あるいはサブ波長
オーダー段差構造を有する反射物体の観測には向いていない。 
共焦点イメージングを高速化する直接的なアプローチは、機械的走査機構の高速化である。例
えば、共振型ガルバノミラー[4]やMEMS(Micro Electro Mechanical Systems)ミラー[5]の利用によ
り、毎秒 100フレーム程度の高速化が可能である。更に、回転ニポウディスク方式では、マイク
ロレンズアレイディスクとピンホールアレイディスクの二対のディスクを高速回転させること
で、毎秒 1000フレーム程度までの高速化が実現されている[6]。しかし、これらの高速機械走査
は、振動などの環境外乱に弱いため、実験室のような安定な測定環境が必要になる。共焦点イメ
ージングを高速化するもう一つのアプローチは、スキャンレスイメージングの導入である。例え
ば、ライン照射型 CLMでは、測定対象に対してレーザー光をライン照射し、それと共役な位置
に共焦点スリットを配置して、カメラでラインイメージ取得を行うことにより、1次元のスキャ
ンレス化が可能になる[7]。また、1次元スペクトルエンコーディング型 CLM（1D-SE-CLM）で
は、波長分散素子で生成した虹色ビームをサンプルにライン集光してラインイメージ情報をス
ペクトルに重畳し、共焦点ピンホール通過光をスペクトル計測することにより、スキャンレスラ
インイメージングを可能にする[8]。更に、ライン照射型 CLMと 1D-SE-CLMを直交配置で融合
することにより、2次元スキャンレス CLMが可能であるが、フレームレートは取り込みカメラ
の性能によって制限される[9]。2次元スペクトルエンコーディング型 CLM（2D-SE-CLM）では、
2次元波長分散素子で生成した 2次元虹色ビームをサンプルにエリア照射して、イメージ情報を
スペクトルに重畳し、共焦点ピンホール通過光をスペクトル計測することにより、スキャンレス
2次元イメージングを可能にする[10]。2D-SE-CLMにより、毎秒 1000フレーム以上の高速化が
スキャンレスで可能になっているが、いずれの手法も画像コントラストは光強度に基づいてい
る。もし、2D-SE-CLMに光位相コントラストを付与することが出来れば、無色透明性/非蛍光性
の測定対象物や、サブ波長オーダーの段差構造を有する反射物体の計測が可能になり、CLM の
応用範囲が更に広がると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、2D-SE-CLMに光位相コントラストを付与する光源として、光周波数コム（光コ
ム）[11]に着目する。光コムは、多数の光周波数モード列が繰り返し周波数（frep）間隔で櫛の歯
状に立ち並んだスペクトル構造を有し、周波数安定化制御によって、周波数標準にトレーサブル
な光周波数の物差しとして利用することができる。更に、デュアル光コム分光法[12]を用いると、
光コムのモード分解振幅スペクトルとモード分解位相スペクトルを、高速かつ高精度に取得で
きる。ここで、次元変換によって２次元空間情報をモード分解光コムスペクトルに重畳すると
（次元変換光コム）、共焦点振幅イメージと共焦点位相イメージを同時に取得することができる。 
本研究では、光コムの『超マルチ離散チャンネル性』という新奇特徴を、波長/2次元空間変換
とデュアル光コム計測の併用でフル活用することにより、従来とは本質的に異なるアプローチ
で高度化されたデュアル光コム顕微鏡（DCM）を創出する。スキャンレス高速性、フルフィール
ド共焦点性、光振幅・光位相のデュアル画像コントラストを特徴した DCMを構築する。これに
より、共焦点レーザー顕微鏡の性能を高度化する[13-16]。 
 
３．研究の方法 
光コムの超離散マルチ・スペクトル構造は、「光周波数の物差し」としてだけでなく、「数十万
の離散チャンネルを有する光キャリア」と見立てることも出来る。この光コムの新奇特徴『超マ
ルチ離散チャンネル性』を、『次元変換』と融合すると、多種多様な物理量の一括・高速測定が
可能になる。このような概念に基づいた次元変換光コムの概念図を図 1に示す。まず、被測定物
理量（例えば、空間）を、次元変換を介して光周波数（波長）へ変換し、光コムのスペクトルに
重畳させる。ここで、光コムは圧倒的多数の離散チャンネル（光周波数モード列）を有する光キ
ャリアであるので、膨大な量の被測定量を、独立かつ離散的に個々のコム・モードにスペクトル
重畳できる。そして、デュアル光コム分光法を用いると、高速かつ正確にモード分解光コムスペ
クトルを取得することが可能であるので、次元変換された被測定量を、モード分解光コムスペク



トルから読み出すことにより、大量の情報を高速に一括取得できる。この場合、コムモード数が
サンプリング点数に相当し、その点数は数万〜数十万にも及ぶ。また、個々の光コム・モードの
線幅はコム間隔や光コムスペクトル帯域に対して極めて狭いので、極小幅でクロストークの無
い離散サンプリングが可能になる。更に、コム･モード間隔は周波数標準によって担保されてい
るので、極限のサンプリング等間隔性が実現できる。 
我々は、これまでに、次元変換光コムの原理検証として、デュアル光コム顕微鏡を提案した。
ここでは、波長/２次元空間変換を用いることにより、各光コムモードが２次元空間に展開され
た２次元スペクトログラフを生成する（図 2）。この２次元スペクトログラフを２次元焦点群と
して照射することにより、サンプルのイメージ情報が光コムにスペクトル重畳され、コムモード
とイメージ画素が１対１対応するので、フルフィールドイメージをモード分解光コムスペクト
ルから一括取得（スキャンレス・イメージング）することが出来る。また、共焦点光学系の導入
により、フルフィールドイメージに共焦点性を付与できる。 
このようにしてイメージ情報が重畳された光コム（イメージ転写光コム）に関して、デュアル
光コム分光法を用いて、光振幅と光位相のモード分解光コムスペクトルを取得する（図３）。最
終的に、コムモードとイメージ画素の１対１対応関係に基づいて、スペクトルから画像化するこ
とにより、共焦点光振幅イメージと共焦点光位相イメージの取得が可能になる。 
 
４．研究成果 
図４に実験装置の概略図を示す。光源には、狭線幅の CW レーザーを介することによって高

精度に相対ロック制御された測定用光コム（中心波長 1550 nm, 繰り返し frep1 = 100,000,000 Hz）
及び参照用光コム（中心波長 1550 nm, 繰り返し frep2 = frep2 +∆frep =100,001,234 MHz）を用いてい
る。測定用光コムから出射した光は、バンドパスフィルターによって帯域制限がかけられた後、
ピンホールを通過することによって点光源化される。ビームスプリッターを通過した成分は、シ
リンドリカルレンズによって線集光され、VIPA（FSR = 15 GHz、フィネス = 110）と回折格子
（1200 lp/mm）からなる２次元波長/空間変換素子に入射する。これにより、個々のコムモードが
異なる角度で２次元空間分散されたレインボービームが生成され、リレーレンズと対物レンズ
（NA = 0.25）を経て、２次元の焦点スポット群としてサンプル上に照射される。この際に、反射
/吸収/散乱または位相変化といったサンプルの光学特性空間分布は、スペクトル変調されて測定
用光コムにエンコードされる。サンプルから戻ってきた光は、逆方向から同一の２次元波長/空
間変換素子を通過することにより、空間的に分散したそれぞれのコムモードは再び重ね合わせ
られる。ビームスプリッターによって反射した成分は、共焦点性付与のためのピンホールを通過
した後、デュアル光コム分光のための参照用光コムと空間的に重ね合わせられ、発生したインタ
ーフェログラムをフォトディテクターと高速デジタイザー（サンプリング周波数= frep2）によっ
て計測する。このインターフェログラムをフーリエ変換することによって得られた振幅・位相ス
ペクトルとイメージ画素の１対１対応関係を用いて、共焦点振幅および位相イメージを取得す
る。 
はじめに、テストチャートを測定対象に用いて本手法の原理確認実験を行った。用いたテスト
チャートは、ガラス基板の上にテストパターン反射クロムコート（厚さ約 100 nm）が施されて
いるポジティブタイプであり、パターンに対応した反射率（振幅）および表面凹凸が空間分布し
ている。図 5(a)および図 5(b)は、パターン構造がない全反射部分におけるモード分解光振幅スペ
クトルとモード分解光位相スペクトルをそれぞれ示している。スペクトル帯域は 192.8 THzから
194.3 THzまでの 1.5 THzであり、frep = 100 MHzであることから、15000 本のコムモードから構
成されている。ここで、図 5(a)の光振幅スペクトルにおける微細構造は、VIPA の共鳴透過ピー
クを示している。次に、チャート構造が存在する部分におけるモード分解光振幅スペクトルとモ
ード分解光位相スペクトルを、図 5(c)および図 5 (d)に示す。図 5(a)と図 5(c)の光振幅スペクトル
の比較から、図 5(c)のチャート構造がある部分では、構造を反映してスペクトルに変調がかかっ
ていることが確認できる。同様に、図 5(b)と図 5(d)の光位相スペクトルの比較からも、チャート
構造を反映して、光位相スペクトルが変調されていることが分かる。 
測定 SN 比が良好な 12382 本のコムモードを抽出した後、コムモードとイメージ画素が１対１
対応関係に基づいて、イメージの再構成を行った結果を図 5(e)と図 5(f)に示す。画像のピクセル
数は、コムモード本数と等しく、82×151ピクセルで構成されている。図 5(e)が共焦点光振幅イ
メージ、図 5(f) が共焦点光位相イメージにそれぞれ対応している。これらの画像の面内空間分
解能は回折限界によって制限されており、実測値は理論値（回折限界）と良く一致した。共焦点
光振幅イメージと共焦点光振幅イメージのどちらにおいても、テストチャートの構造を反映し
た結果が得られていることを確認できた。しかし、イメージコントラストのメカニズムは両者で
異なり、図 5(e)はサンプル反射率を反映しているのに対し、図 5(f)はサンプル表面形状を反映し
ている。図 5(f)の位相分布は、テストチャート反射クロムコートの膜厚に良く一致していた。100
回の共焦点位相イメージを計測し，同一ピクセルにおける位相値の標準偏差を位相分解能と定
義すると、位相分解能は 0.028 rad（= l/224）であった。これは、3.5 nmの高さ測定分解能に対応
している。 
次に、共焦点特性の評価を行った。ここでは、テストチャートの位置を光軸方向に走査しなが
ら共焦点光振幅イメージを取得した。その時の深さプロファイルが図 5(g)であり、良好な共焦点
特性が得られている。深さ分解能は 61µmとなり、理論値と良く一致した。 



共焦点光位相イメージングにおける高い深さ分解能の有償性を実証するため、表面プロファ
イロメトリーへの応用例を示す。ここでは、nmオーダーの３段ステップ形状サンプルを計測し
た。取得した共焦点光振幅イメージ及び共焦点光位相イメージを図 6(a)及び図 6(b)に示す。図
6(a)の共焦点光振幅イメージでは、共焦点性による深さ分解能（61µm）が不十分なため nm段差
を分解すること出来ておらず、エッジ部分のみが光散乱によりコントラストが得られている。一
方、図 6(b)の共焦点光位相イメージでは、nm段差を反映した位相分布を取得できている。この
共焦点光位相イメージから算出した 3次元形状を図 6(c)に示す。取得された表面形状は、原子間
力顕微鏡で取得した結果とよく一致していた。ここで、nm〜サブ µm の深さ範囲は共焦点位相
イメージで、µm以上の深さ範囲は共焦点振幅イメージで取得できるので、両者をシームレスに
接続することにより、深さ計測のダイナミックレンジを大幅に拡大することが可能になると考
えられる。 
共焦点光位相イメージングによる透明物体の可視化デモンストレーションとして、線維芽細
胞の計測を行った。はじめに、細胞接着たんぱくでコートしたスライドガラス上に細胞を播種し、
位相差顕微鏡で観察した際の結果を図 7(a)に示す。イメージから、視野内において細胞が点在し
ている様子が確認できる。金コートしたスライドガラス上に同様の密度で細胞を播種して計測
を行った。まず、図 7(b)の共焦点光振幅イメージでは、イメージコントラストは光振幅に基づく
ことから、光強度で画像化する従来CLMと同様、視野内において何も構造が確認できておらず、
細胞のような透明物体の測定は困難であることが分かる。一方、図 7(c)の共焦点光位相イメージ
では、細胞の光学的厚さによって、イメージにコントラストが付与されている。共焦点位相イメ
ージで可視化された構造は、図 7(a)の位相差顕微鏡を用いた場合のイメージと類似していること
から細胞の輪郭が可視化出来ていると考えられ、本手法によって共焦点性を付与しながら透明
物体の計測が可能であることが確認できた。 
先進的な光計測の推進力は言うまでもなく光源であり、極限的あるいは革新的性能を有する

最先端光源が新しい光計測や光応用を切り拓く。『光周波数の物差し』として 1999年の発明後わ
ずか 6年でノーベル物理学賞に至った光コムは、まぎれもなく最先端光源である。今回紹介した
「次元変換光コム」は、光計測に計測対象の多様性、高速性あるいは高機能性を付与する。この
ような新しい研究ベクトルを光コムに持たせることができれば、『次世代のレーザー』として、
光計測に新しい局面を展開することが可能になると期待される。次世代のレーザーとして、我々
がいま現在は想像もできないエポックメーキングなイノベーションや技術を創出していくため
には、様々な分野のフォトニクス研究者が手軽に光コムを使える環境が必要不可欠であり、単
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