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研究成果の概要（和文）： 
 高分子基板に接触した生体軟組織断面の特性音響インピーダンスを画像化し，非染色，非接
触で定量観察できる超音波顕微鏡を提案した。ラットの脳腫瘍モデルを観察した結果をもとに，
腫瘍部における音響物性のばらつきを画像化して，腫瘍をハイライトすることに成功した。培
養したグリオーマ細胞に抗癌剤を投与し，細胞の形態変化を追尾した。さらに，細胞や腫瘍組
織の 3次元画像と，断面の音響インピーダンス画像を同時に取得することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We proposed a new ultrasonic microscope for medical and biological use. The target is 
placed on a plastic substrate, and ultrasonic signal is transmitted and received across 
the substrate. In this phase of research, we improved spatial resolution, and observed 
brain tumor model and cultured glioma cells. As for brain tumor tissue, we succeeded 
in highlighting the tumor by quantifying "local roughness of acoustic impedance". As 
for cell size observation, we succeeded in observing morphological change of glioma 
cells after being exposed to anticancer agent.  Finally, we succeeded in three 
dimensional observation of tumor and cultured cells simultaneously with the 
observation of cross sectional acoustic impedance image. 
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者らは広帯域パルス超音波計測
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ーダンス顕微鏡」をはじめて提案し，基礎技
術開発を行った。 
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 一連の研究成果として提案した手法の一
部については，すでに臨床応用に耐えるレベ
ルの装置の実用化を果たし，医療機関等と協
力して，癌による線維化，心筋梗塞，動脈硬
化，脳組織の発達，皮膚組織の老化などに伴
う組織音響物性の微視的変化を定量的に捉
えることに成功している。 
 一方，超音波顕微鏡に関する医療従事者や
生物学研究者との共同研究の過程で，in vivo
状態で細胞の内部構造レベルの分解能をも
つシステムに対する要望が強いことが判っ
た。特に，従来から行われている病理検査の
時間短縮の方法論として超音波顕微鏡を適
用する場合，光学顕微鏡を凌駕する程度の空
間分解能が必要とされる。また，ベッドサイ
ドでリアルタイム組織観察を行う手段とし
て用いた場合，2 次元顕微画像が得られたと
して，異常部位がどの程度奥まで拡がってい
るかを推定できる 3 次元情報を併せて取得で
きる方法論に対しても要望が多かった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では現在の音響インピーダンス顕
微鏡の空間分解能を向上させ，実際に生体組
織や細胞の観察を行う。病変組織の識別可能
性や投薬効果の評価など，医学生物学的応用
展開について検討する。また，3 次元形態観
察を併用したシステムとする。 
 
３．研究の方法 
 音響インピーダンス顕微鏡と較正の概念
図を図 3-1 に示す。生物用光学顕微鏡ステー
ジを改造し，コンデンサレンズの代わりに振
動子を取り付け，基板の背面側から結合媒体
を介して基板表面に収束させた超音波を出
射する。基板表面には生体組織が密着してお
り，界面での反射を同一の振動子で受波する。
参照波と比較することにより，組織の局所特
性音響インピーダンスを算出し，振動子を 2
次元走査することにより顕微画像を得る。時
間軸上の情報を加えることにより，基板に近
い領域であれば 3 次元形状を観察することも
可能である。 
 サンプリング周波数 8 ギガサンプル/秒の
A/D コンバーターを計測用コンピュータに組
み込み，計測制御ソフトウェアを自作して，
機械走査部と連携したデータ取得を行った。
取得した信号全てを A/D コンバータ内のメ
モリに格納して一回で転送することにより，
これまで観察速度を律速していたデータ転
送の問題を解決し，1 枚の画像が 30 秒程度で
取得できるレベルの高速観察を実現した。中
心周波数 120 MHz を有するものと，同 300 
MHz を有するものを使用し，組織レベルから
細胞レベルの観察を可能とした。 基板とし
て予め特性音響インピーダンスが判ってい
るスチロール樹脂等を用いる。この上に組織

試料と参照試料を密着させた。組織と参照試
料(純水など)からの反射信号を比較し，組織
の音響インピーダンスに変換する。組織試料
としてはラットの脳組織等の軟組織や，フィ
ルム上に培養した細胞などとする。 
 UHF 帯まで拡がる周波数資源を活かし，細
胞レベルの空間分解能で音響インピーダン
ス画像が取得できるように装置を設計，試作
した。高分解能化に当たっては，基板を音波
が通過するときの減衰と収差を極力低減す
るため，基板として厚さ数 10μm のプラスチ
ックフィルムを使用した。 
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図 3-1 音響インピーダンス顕微鏡と 
較正の概念図。 

 
４．研究成果 
(1) 高分解能化と高精度化 
 音響インピーダンス顕微鏡では，平面波で
はなく集束させたビームを使用する。そのた
め異なる角度で入射した音波は，基板表面で
屈折し，入射角によって異なる透過率と反射
率で振動子に戻るとともに，角度によって中
心軸から外れたところで焦点を結ぶ。さらに，
反射面への往復時間も入射角によって異な
る。高分解能化にあたって集束角を大きくと
ると，見かけの反射係数の角度依存性および，
平面・時間方向の収差が無視できなくなる。 
 この収差を補正できれば，空間分解能をさ
らに向上させることが可能となる。そこで，
系の 3 次元インパルス応答，すなわち，振動
子の各点から同時に発せられた音波が振動
子に戻るときの時間遅れ分布と反射面の音
場分布を計算した。実際にビーム走査で得ら
れたデータと，系のインパルス応答の計算結
果をもとに，3 次元逆畳み込み処理を行い，
音響インピーダンス画像を高精細化するア
ルゴリズムを作成した。これにより収差が補



正されるので，音響インピーダンスの測定精
度も向上する。実際に脳組織の形態と音響イ
ンピーダンス分布を測定観察するとともに，
高精細化の効果を評価した。実際にラットの
小脳組織を観察し，その効果を確認した。 
 

 
 

図 4-1 ソフトウエアによる 
空間分解能の向上。 

 
 細胞観察に関しては，中心周波数 300 MHz
の振動子を使用して使用周波数帯域を高く
するとともに，基板として厚さ 80 μm 程度
のフィルムを使用することによって短い焦
点距離に対応できるようにし，観察の空間分
解能を向上させた。ラット小脳由来のグリア
細胞をフィルム上に培養し，音響インピーダ
ンス像を取得した。細胞の内部構造，すなわ
ち細胞骨格，核，細胞質などを観察できるこ
とが判った。 
 
(2) 腫瘍組織の観察と評価 
 ラットの脳腫瘍モデルを観察した。腫瘍部
の音響インピーダンスは，平均値で見ると正
常部に比較して大きな差がみられなかった
が，画像で見ると正常部に比較して荒れてい
ることが判った(図 4-3 (a)および(b))。そこで，
この画像の荒れを数値化するため，音響イン
ピーダンスの局所粗さを表す局所標準偏差
を計算することとした。画像の自己相関関数
から特性相関距離を求めたところ，正常部，
腫瘍部とも 140μmより小さい値となった(図
4-3 (c))。これより広い範囲の標準偏差を計算
することとした。空間分解能をよくするため
にはできるだけ狭い範囲の標準偏差を計算
する必要がある。これらを勘案し，140μm
角の正方形を計算範囲とした。音響インピー
ダンスの局所標準偏差で画像を再表示した
結果，腫瘍部分をハイライトすることができ
た(図 4-4)。 
 再現性を確認するため，合計 5 個体につい
て同様の実験を行ったところ，いずれも良好
な結果が得られた(図 4-5)。また，B モード，
C モード複合表示を行うことにより，断面の
奥に腫瘍がどの程度拡がっているのかを測
定するため，3 次元観察を行った(図 4-5)。 
 

 
 

 
(a) 観察時の試料配置。 

4 mm

(a)

 
(b) 腫瘍組織の音響インピーダンス像。 

 
図 4-2 ラットの脳腫瘍モデルの観察。 
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図 4-3 腫瘍組織と正常組織の比較。(a) 音響
インピーダンス，(b) 音響インピーダンス
の局所粗さ，(c) 特性相関距離。 
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図 4-4 ハイライトされた腫瘍組織。 
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図4-5 再現性の確認。 
 
(3) 培養細胞の観察 
 細胞観察については，300 MHz 程度の中心
周波数をもつ超音波信号によりラットのグ
リア(図 4-6)およびグリオーマ細胞(図 4-7)を
観察した。細胞核および細胞骨格が音響イン
ピーダンス像で明瞭に観察できた。この状態
で薬物(抗癌剤)を投与すると，正常細胞に対
する副作用により細胞骨格が消失していく
ことが観察された(図 4-7)。細胞が生きた状態
で連続観察できる手法としてすぐれたもの
であることが実証された。次年度以降はグリ
オーマ細胞を使用した実験を行い，抗癌剤の
効果を評価する。 
 併せて，細胞骨格の状態を変化させる種々
の薬品を投与し，音響インピーダンス分布の
経時変化をトレースすることに成功した。 
 
 
 
 

 

 

 

図 4-6 グリア細胞の音響インピーダンス像。 

200 μm200 μm MNs/m3

 

(a) 投薬前。 

200 μm200 μm MNs/m3

 

(b) 投薬後。 
図 4-7 グリオーマ細胞の観察。 

 
(4) 三次元形態観察 
 音響インピーダンス顕微鏡は，観察対象が
基板と接触する面における反射から対象の
音響インピーダンスを表示するが，基板面よ
りも深い部分からも若干の反射信号が帰来
する。基板の音響インピーダンスを対象のそ
れより大きく設定して基板面からの反射を
強くしているため，深部からの反射信号は小
さい。参照信号と相関が大きい成分を除去し，
深部からの反射信号のみを抽出することに
より，基板に近い部分の 3 次元形状表示を可
能とした。図 4-8 は脳腫瘍組織の結果であり，
深さ方向の断面図に腫瘍の奥行き方向の拡
がりが現れる。 

 

図 4-8 脳腫瘍組織の 3 次元形態観察。 

 



図 4-9 は培養グリア細胞の結果であり，音響
インピーダンス像(上)に加えて 3 次元形状が
把握できるものとなっている。 
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図 4-9 グリア細胞の音響インピーダンス像

(上)と，3 次元形状表示(下)。 
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