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要旨 
集光されたパルスの伝播とともにパルス幅が劇的に変化する時空間集光（TF）技術の発

明によって，生命現象を解明するために有用な新しい多光子励起技術が開発されてきた．広

視野 TF顕微鏡は，走査型多光子顕微鏡のように集光スポットを走査することなく断層像が

得られる高速なイメージング技術であるため，多細胞間相互作用の観察へ応用されている．

また，TF 技術をホログラフィック技術と組み合わせたパターン照明顕微鏡は，細胞の活動

を光で操作するオプトジェネティクスに応用され，離れて存在する複数の細胞の活動を同

時に励起することが可能となっている．しかし，TF技術にはまだ，いくつかの課題がある．

例えば，厚みのある試料内部において歪んだ TFパルスの補償が困難であること，走査型多

光子顕微鏡より光軸方向の分解能が低いこと，パターン照明において隣り合うマルチスポ

ット間で生じる干渉縞がスポットの均一性を劣化させることなどである．これらの問題を

解決するために，本研究では，生体組織において，TF パルスの歪み補償を行うための時空

間ロックイン検出技術，走査型多光子顕微鏡と同等の光軸方向の分解能が得られる時間多

重化（TM）マルチライン（ML）TF 技術，均一なパターン照明が可能なマルチフォーカス

（MF）TM-TF技術の開発に取り組んだ． 

第 1章では，背景および研究目的について述べた． 

第 2 章では，本研究の基礎となる理論や技術として，非線形光学，超短パルスレーザ技

術，イメージング技術について説明した． 

第 3章では，広視野 TF顕微鏡において広い視野で同時に多光子励起するために，本研究

で構築した Ybファイバレーザの構成および出力特性について述べた．平均出力 3.9 W，ピ

ーク波長 1059 nm，繰り返し 710 kHz，パルス幅 110 fsを達成した． 

第 4章では，広視野 TF顕微鏡の補償光学技術として開発した時空間ロックイン検出技術

について述べた．従来は，TF 顕微鏡において厚みのある試料を用いると，パルスの時間特

性を最適化することは困難であったが，本検出技術により厚みのある試料でもパルスの時

間特性の最適化ができることを実証した． 

第 5 章では，TM-TF 顕微鏡において，視野と光軸方向の分解能の両立を可能とするため

マルチライン化を組み合わせた TM-ML-TF顕微鏡を提案した．実際に，従来の TM-TF顕微

鏡で達成されている視野を 5 倍に拡大し，TF 顕微鏡に対して光軸方向の分解能を 2.5 倍向

上することに成功した． 

第 6章では，均一なパターン照明が可能な技術として開発した MF-TM-TF技術について

述べた．マルチスポットを近接して配置しても，フリンジ・スペックルフリーを実現できる

パターン照明技術を確立した．開発した技術を TM-TF顕微鏡の視野拡大にも応用し，視野

を 12倍にまで拡大することに成功した． 

第 7章は，結論であり，本博士論文で開発してきた技術に関する知見をまとめ，開発した

技術の生物学・医科学応用への展望について述べた． 
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DMD デジタルマイクロミラーデバイス，Digital Micromirror Device 

FACED Free Space Angular-Chirp-Enhanced Delay 

FTL フーリエ変換限界，Fourier Transform Limited 

FWHM 半値全幅，Full Width at Half Maximum 

GDD 群遅延分散，Group Delay Dispersion 

GVD 群速度分散，Group Velocity Dispersion 

IAC 干渉自己相関，Interferometric Autocorrelation 

LD 半導体レーザ，Laser Diode 

LPF ロングパスフィルタ，Long-Pass Filter 

MF マルチフォーカス化，Multi-Focus 

ML マルチライン化，Multi-Line 

NA 開口数，Numerical Aperture 

NALM 非線形増幅ループミラー，Nonlinear Amplification Loop Mirror 

NOLM 非線形光ループミラー，Nonlinear Optical Loop Mirror 

PBS 偏光ビームスプリッタ，Polarization Beam Splitter 

PD フォトダイオード，Photo-Diode 

PM 偏波保持，Polarization Maintaining 

PMT 光電子増倍管，Photo Multiplier Tube 

PSF 点像分布関数，Point Spread Function 

SH 第 2高調波，Second Harmonic 

SIM 構造化照明顕微鏡，Structured Illumination Microscopy 

SLM 空間光変調器，Spatial Light Modulator 

SM シングルモード，Single Mode 

SPM 自己位相変調，Self-Phase Modulation 

TF 時空間集光，Temporal Focusing 

TM 時間多重化，Time-Multiplexing 

TOD 3次分散，Third Order Dispersion 

VIPA 仮想イメージフェーズアレイ，Virtually Imaged Phased Array 

WDM 波長分割多重，Wavelength Division Multiplexing 
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第1章 緒言 

1.1. 背景 

生物学・医科学に携わる研究者のイメージとして真っ先に思い浮かぶのは，光学顕微鏡を

覗き，切片を観察する姿であるだろう．このように光学顕微鏡が生物学・医科学において代

表的なツールとして存在するのは，光を用いることで生体組織のミクロな領域を非接触・非

侵襲に観察できるからである．また，生体組織は数十 μmの大きさを持つ多数の細胞が集ま

って構成されており，その一つひとつの細胞は核，細胞膜，ミトコンドリアといったより小

さな器官により構成されている．生命体において様々な役割を担うこれらの細胞や器官は

肉眼では見ることができず，その詳細な形状を観察するには顕微鏡を用いる必要がある．そ

のため，ミクロな世界を覗かせる光学顕微鏡は新たな細胞や病原菌の発見を通し，生物学・

医科学において重要な役割を果たしてきた． 

17 世紀頃に誕生した光学顕微鏡は現在までに 400 年近くの歴史を有し，常に空間分解能

の向上が求められてきた．空間分解能とは，2つの異なる点光源から生じる光を分けて見る

ことができる能力のことであり，対物レンズの開口数（numerical aperture：NA）を大きくす

ることで顕微鏡の空間分解能を向上できる．像面における点光源の広がりは対物レンズで

集められる空間周波数の帯域幅で決まり，NAが高いほど広い空間周波数まで集められるた

め，高い空間分解能を実現できる．一方で，NA を大きくすると収差の影響を受けやすく，

像のボケにつながる．また，光軸上で生じた光に対して球面収差を与えるだけでなく，光軸

からずれた場所で生じる光にはコマ収差を与え，視野周辺の像を歪ませる．加えて，試料か

ら赤，緑など，波長の異なる光が生じると色収差となる．そのため，NAが高く，収差の小

さい対物レンズを実現するため，対物レンズの設計・製造技術の向上が図られてきた．した

がって，対物レンズ性能の向上が顕微鏡性能の向上を牽引してきたと言えるだろう． 

近年の顕微鏡では，分解能だけでなく蛍光標識技術が重要となっている．蛍光イメージン

グでは，試料を蛍光色素で染色し，光を照射して蛍光分子を励起することで蛍光を発生させ

る．この蛍光を受光素子で計測することで，試料の観察を行う．そのため，蛍光色素を特定

のタンパク質や生体分子に標識することによって，タンパク質で形作られる構造や生体分

子の局在を観察することができる．また，緑色蛍光タンパク質などの蛍光タンパク質の研

究 [1]は遺伝子操作によって生きた細胞に蛍光能を発現させる技術 [2]につながり，生体組織

における遺伝子発現のような動的な活動の観察が可能となった． 

蛍光イメージングでは，新たな蛍光色素・蛍光タンパクの開発だけでなく，照明・観察系

を工夫した様々なイメージング技術が開発されている．例えば，走査型蛍光顕微鏡では照明

光としてコヒーレントなレーザ光を使用し，対物レンズで回折限界サイズまで集光する．試

料で発生した蛍光をシングルピクセルの受光素子で測定すると，集光スポットの位置にお

ける標識された物質の存在を計測できる．ゆえに，集光スポットを空間的に走査すると高分

解能な 2次元蛍光像を得ることができる．また，マルチカラーイメージングでは，対象とす
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る複数の細胞・分子をそれぞれ発光波長が異なるように標識する．蛍光色素の吸収帯域は広

いため，それぞれの色素が共通して吸収する波長の照明光を照射すると，全ての色素から発

光が得られる．そして，試料で生じた光をダイクロイックミラーで波長ごとに分けて検出す

ることで，複数の細胞・分子を同時にイメージングできる． 

これらのイメージング技術に加え，蛍光顕微鏡では 3 次元イメージングを行うことが可

能である．現在広く利用されている 3次元イメージング技術として，共焦点顕微鏡 [3]，多

光子顕微鏡 [4–6]が挙げられる．3 次元イメージングにおいて重要となるのは，背景蛍光を

抑制・除去することで焦点から発生する蛍光のみを計測することである．共焦点顕微鏡では

一光子励起光源を用いるため，光軸方向において焦点から離れた位置でも蛍光が発生する．

そのため，共焦点顕微鏡では検出器の前の焦点と共役な位置にピンホールを配置すること

で焦点以外において発生した蛍光を除去し，焦点において発生した蛍光のみを計測する．ゆ

えに，信号検出領域を光軸方向に局所化できる．試料に対して焦点を 3次元的に走査するこ

とで 3次元蛍光像が得られる．また，多光子顕微鏡では励起光源としてフェムト秒レーザを

使用し，多光子吸収を利用して励起を行う．多光子吸収は非線形現象であり，ピーク強度が

高いほど多光子吸収が多く生じる．したがって，対物レンズでフェムト秒パルスを集光する

と，ビーム径が小さくなるに伴いピーク強度が増加し，多光子励起領域はピーク強度が最大

となる焦点近傍に局所化される．試料から発生する蛍光は背景蛍光を含んでいないため，共

焦点顕微鏡のようにピンホールで背景蛍光を遮ることなく，焦点で発生した蛍光を検出で

きる．3次元蛍光像は，共焦点顕微鏡と同様に集光スポットを試料に対して空間的に走査す

ることで取得できる． 

深さ方向に分解能が得られ，3次元イメージングができるようになると，どの程度の深さ

まで観察ができるかということが問題となる．生体組織は散乱媒質であり，光を入射させる

と散乱によって減衰するため，試料の深部まで光を到達させることができなくなる．散乱の

影響は波長が短いほど強くなるため，一光子励起光源を用いる共焦点顕微鏡では 100 μm程

度の深さまでしか観察することができない．一方で，波長の長い光源を用いる多光子顕微鏡

では散乱の影響が緩和されるため，共焦点顕微鏡より深い領域を観察することができる．ま

た，生体組織では散乱による光の減衰だけでなく，水の吸収による減衰も考慮する必用があ

る．そのため，散乱と水の吸収を合わせて考えた場合，減衰が少ないのは波長 1.3 μmと 1.7 

μmの帯域であり，波長 1.7 μmのパルスを用いた三光子顕微鏡によって深さ 1.3 mmに及ぶ

マウス脳の観察結果が報告されている [7]． 

 

1.2. 多細胞相互作用の機能解明に向けた顕微鏡の研究動向 

蛍光イメージング技術と多光子顕微鏡は，ニューロンの可塑性 [8]やがんの転移 [9]に関す

る研究のように，生物学・医科学研究において一般的に用いられるようになった．今後の光

学顕微鏡へ期待される性能・技術として，高い時空間分解能とパターン照明技術が挙げられ

る．脳科学研究では，ニューロンなどの多細胞間の相互作用を観察し，生体機能とのつなが
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りを明らかにしたいというニーズがある．多細胞間の相互作用と生体機能とのつながりを

特定することは，細胞の活動を光で操作するオプトジェネティクスによって細胞の活動を

制御し，それに応じた生体機能の変化を観察することで可能となる．このような機能的な観

察に必用となるのは，広い範囲に分布した多数の細胞を，細胞の応答速度以上の速さで捉え

る高速なイメージング技術と特定の生体機能につながる複数のターゲット細胞へ同時に光

照射を行うパターン照明技術である．しかし，多光子顕微鏡によってこのような機能的な観

察を実現することは難しい．イメージングでは，集光スポットを空間的に走査する必用があ

るため，広い領域を観察するためには時間を要してしまう．ニューロンの大きさは 10 μm程

度であり，神経細胞の発火には，イオンチャネルが開閉することによる細胞内 Ca2＋濃度の

変化が伴う．Ca2＋濃度の変化は 10 msのオーダーという非常に短い時間で生じるが，応答時

間が 1 s 程度と遅い Ca2＋センサーを用いた蛍光イメージングによって，神経活動を可視化

する取り組みが行われている．例えば，多細胞の応答を観察するため平面方向と光軸方向に

ともに 1 μmの空間分解能を有し，1点の計測時間が 1 μsである多光子顕微鏡を用いて 500 

μm×500 μmの平面を観察した場合，1フレームの取得にかかる時間は 250 msである．しか

し，光軸方向への 500 μmの走査も含めると，画像取得時間が長すぎるために，神経活動を

捉えることはできない．一方，オプトジェネティクスでは，オプシンが発現した細胞に光を

照射して，イオンチャネルの開閉を制御する．イオンチャネルが開き，イオンが流入し，閾

値を超えると活動電位が発生する．閾値を超える刺激を行うためには，照射する光パワーを

上げるか，細胞体上で集光スポットを走査する必要がある．しかし，パワーを上げると，刺

激の光軸方向の分解能が低下し，レーザ走査を行うと，刺激の時間分解能が低下する [10]． 

多光子顕微鏡の性能を向上するため，多光子顕微鏡に改良を加えた様々な手法が開発さ

れている．イメージングでは，マイクロレンズアレイや空間光変調器（spatial light modulator：

SLM）を用いてマルチスポットを発生させる多焦点多光子顕微鏡がある [11–14]．多焦点多

光子顕微鏡では，スキャナやマイクロレンズアレイの回転を用いてマルチスポットを 2 次

元的に走査しながら，カメラを用いて 2次元像を取得する．従来の多光子顕微鏡と比較し，

集光スポットが増える分だけ走査時間を短縮できる．多焦点多光子顕微鏡では NA1.2，倍率

60倍の水浸対物レンズを用いて 1 μmの光軸方向分解能を持ち，64 μm×64 μmの視野を時間

分解能 640 Hz/planeで取得できることが報告されている [14]．しかし，光軸方向において焦

点面から離れると集光スポットが大きくなり，隣り合う集光スポットと干渉するため，背景

蛍光が強くなってしまうという問題があった．多焦点多光子顕微鏡における背景蛍光の問

題を解決するため，時間多重化（time-multiplexing：TM）技術が開発された [15,16]．TM化

技術は厚みの異なる透明材料を伝播させることで多焦点に分割された各々のパルスに異な

る時間遅延を与えるため，焦点面から離れた位置でスポット径が大きくなっても隣り合う

スポット同士は干渉しない．そのため，多焦点多光子顕微鏡と TM化技術を組み合わせるこ

とで背景蛍光を抑制できる．また，TM 化されたマルチスポットを発生する技術として，

FACED（free-space angular-chirp-enhanced delay）と呼ばれるデバイスを用いた方法が存在す
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る[16,17]．FACED では 2つの平面ミラーが平行からわずかな角度を持ってハの字型に配置

されている．シリンドリカルレンズを用いてFACEDへパルスを集光しながら入射させると，

FACED内において入射角ごとに異なる光路を通り，出射角ごとに異なる遅延時間を持って

出射される．FACEDの大きな特徴は TM化において時間遅延の差を大きくできることであ

り，パルスごとの時間間隔を数 ns 程度になるまで広げると，高速な光電子増倍管（photo 

multiplier tube：PMT）を用いて一つひとつの集光スポットの信号を時間領域で計測できる．

FACED を用いた多光子顕微鏡では，時間遅延のついた集光スポットを一列に並べ，1 軸だ

け走査を行うことで 2次元像を取得する．FACEDを用いた多光子顕微鏡において，NA1.05，

倍率 25倍の水浸対物レンズを用いて 3 μm程度の光軸方向分解能を達成し，視野 50 μm×250 

μm，時間分解能 1 kHz/planeでマウス脳における膜電位の観察へ応用した結果が報告されて

いる [18]．このように，多焦点多光子顕微鏡，FACED を用いた多光子顕微鏡では複数の集

光スポットを発生させ，計測点を並列化することで時間分解能の向上を図っている．また，

オプトジェネティクスでは，パターン照明によって複数の集光スポットを発生させること

で，複数の細胞を同時に活性化する方法が開発されている．多光子顕微鏡に SLMによるホ

ログラフィックパターン照明を組み合わせる方法では，ホログラフィによって任意の位置

に複数の集光スポットを発生し，複数の細胞を同時に活性化できる [19,20]．しかし，集光ス

ポットが小さいため，集光スポットを細胞体上で走査する必用がある． 

以上に述べた多光子顕微鏡の欠点は集光スポットが小さいことに起因するため，集光ス

ポットを大きくする方法が考えられる．集光スポットが大きくなると多光子励起範囲が広

がる．そのため，焦点面をカメラに結像すると，レーザ走査なしで高速にイメージングを行

うことや，オプトジェネティクスにおいて細胞体全体に励起光を照射することで集光スポ

ットの走査を無くすことができる．しかし，この方法が成り立たないのは，集光スポットを

大きくすると光軸方向分解能が著しく低下するからである．その理由は，平面方向の集光ス

ポットの大きさは対物レンズの NA に比例するのに対し，光軸方向分解能は対物レンズの

NAの 2乗に比例するためである．また，ホログラフィによって集光スポットを大きくする

と，スポット内にスペックルが発生し [21]，光軸方向分解能も低下してしまう [22]．スペッ

クルが発生したスポットを用いてイメージングを行うと蛍光像にスペックルの形状が反映

されてしまう．また，オプトジェネティクスでは異なるスポットにおいて異なるスペックル

が発生し，細胞ごとに活性化のタイミングが異なることや，活性化されない細胞が生じるこ

となど，細胞の活性化における時空間的なゆらぎにつながる． 

光軸方向に局所化された大きな集光スポットを発生させる方法として，時空間集光

（temporal focusing：TF）技術がある [23,24]．TF技術の特徴は分光されたフェムト秒パルス

を集光することで得られるパルス幅の変調を利用することである．パルス幅はスペクトル

幅に反比例するため，フェムト秒パルスが完全に分光された対物レンズの瞳面ではパルス

幅はサブ ns程度に伸長している．分光されたパルスが対物レンズで集光されると，伝播に

伴い波長の重なりが増えていく．波長が重なるにしたがってパルス幅はサブ nsから百 fs程
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度へと劇的に短くなっていく．パルスのピーク強度はビーム径だけでなくパルス幅にも依

存する．したがって，多光子励起領域はパルス幅が最も短くなる焦点面近傍に局所化される．

この原理を利用することで，TF 技術は多光子励起領域が光軸方向に局所化された大きな集

光スポットを発生できる．TF顕微鏡では，この 2次元的に広がった多光子励起領域をカメ

ラなどの 2 次元検出器に結像させることで，集光スポットの走査を行うことなく断層像を

取得できる．そのため，高い時間分解能を得ることができる．TF 顕微鏡を用いた高速イメ

ージングとして，NA1.0，倍率 40 倍の水浸対物レンズを使用し蛍光ビーズのブラウン運動

を光軸方向分解能，時間分解能 100 Hz/plane観察した事例 [25]が報告されている．また，TF

技術はオプトジェネティクスにおいても有用である．TF 技術によって光軸方向に局所化さ

れた大きな集光スポットが得られるため，細胞全体に光を照射するためにホログラフィに

よってスポット径を大きくする必要がない．ゆえに，パターン照明に TF技術を組み合わせ

ることで，直径の大きい複数の均一な集光スポットを発生することが可能である [26–29]．

また，別の利点として，生体組織のような散乱媒質中を伝播した場合でも，波長ごとに異な

るスペックルが足し合わされることで平均化され，スペックルの影響を低減できることが

ある [30]．したがって，光軸方向に局所化されたスペックルのない複数のスポットを発生で

き，直径 10 μm，光軸方向分解能 5 μmのマルチスポットで複数の離れた細胞を同時に活性

化することができる． 

このように TF技術を用いることによって，高速なイメージングやオプトジェネティクス

における複数の細胞の同時活性化が可能となるが，応用に向けてはまだ問題が存在してい

る．例えば，TF顕微鏡のイメージング性能は TFパルスの時間・空間集光特性に依存するに

も関わらず，厚みのある試料内において TF パルスに生じた歪みを補償することは難しい．

TF パルスに歪みが生じると，光軸方向の分解能の低下や蛍光強度の低下，コントラストの

劣化を招いてしまう [31,32]．そのため，厚みのある生体組織の内部において，歪みの補償が

できないことは問題である．また，走査型多光子顕微鏡と比べ，光軸方向の分解能が低いと

いう問題もある．光軸方向の分解能の半値全幅（full width at half maximum：FWHM）は，走

査型多光子顕微鏡では 1~3 μm以下の分解能が得られるが，TF顕微鏡では 3~5 μm程度とな

っている．また，オプトジェネティクスへの応用を考え，光軸方向の分解能を平面方向と同

様に 1/e2のサイズで評価すると，FWHMで評価した 5 μmの分解能は 1/e2のサイズでは 21 

μmに相当する．そのため，1/e2分解能 21 μmはニューロン 1つのサイズである 10 μmを超

えており，1細胞レベルの分解能でオプトジェネティクスを行うことは難しい．そして，ホ

ログラフィックパターン照明において，近接した隣り合うスポット間で生じる干渉縞 [33]も

問題である．オプトジェネティクスにおいて，対象とする細胞が常に距離を持って存在する

とは限らず，近接して存在する可能性がある．TF パルスを用いて近接した細胞の活性化を

制御する時，干渉縞の発生はスペックルの発生と同様にスポットごとに異なる照射パター

ンを発生させる原因となり，活性化における時空間的なゆらぎにつながるおそれがある．し

たがって，TF 顕微鏡のさらなる応用の拡大に向けて，以上で述べた問題を解決する必要が
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ある． 

 

1.3. 本研究の目的 

本研究では TF 顕微鏡の性能を向上するため，1.2 節で提示した 3 つの問題の解決に取り

組む．まず，厚みのある試料において TFパルスの歪みを補償する技術として，4-f波形整形

器 [34]を用いた局所周波数変調と構造化照明顕微鏡（structured illumination microscopy：

SIM） [35]を組み合わせた時空間ロックイン検出技術を実証する [36]．また，echelle回折格

子による TM化 [37]とデジタルマイクロミラーデバイス（digital micromirror device：DMD）

による空間強度分布のマルチライン化（multi-line：ML） [38,39]を TF 技術に組み合わせた

TM-ML-TF 技術により，TF 顕微鏡あの広い視野とラインスキャン TF 顕微鏡の高い光軸方

向分解能が両立できることを示す [40]．そして，ホログラフィックパターン照明においてマ

ルチフォーカス（multi-focus：MF）スポットが近接しても干渉縞が発生しないフリンジ・ス

ペックルフリーなパターン照明技術として，TM化による干渉抑制効果をMF-TM技術と組

み合わせたMF-TM-TF技術を実現する [41]．これらに加え，TF顕微鏡は広い範囲で多光子

励起を行うため，高出力な光源を必要とする．そのため，TF 顕微鏡に用いる光源として，

Ybファイバレーザも開発する． 

本論文の構成について述べる．ここまでで述べたように，第 1章では本研究の背景および

目的について説明した．第 2章では本論文に関連した理論と要素技術について説明し，従来

の TF顕微鏡が有する問題点を明らかにする．第 3 章では TF 顕微鏡の光源に用いる Yb フ

ァイバレーザの構成とパルス特性の計測結果について述べる．第 4 章では時空間ロックイ

ン検出の原理や実験系，厚みのある試料による検証，歪みが補償されることによるイメージ

ング性能の改善について述べる．第 5章では，TM-ML-TF顕微鏡の原理と実験系，イメージ

ング性能の評価について述べる．第 6 章では，MF-TM-TF 技術による干渉抑制の原理と実

験系，干渉抑制の検証と MF-TM-TF 技術を TF 顕微鏡の視野の拡大への応用について述べ

る．最後に，第 7章において本研究で開発してきた技術に関する知見をまとめ，開発した技

術の生物学・医科学応用への展望を述べて，本博士論文を締めくくる． 
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第2章 本論文に関連した理論と要素技術 

 第 2章では本論文に関連した理論や要素技術について述べる．まず，本研究で開発した技

術全般において用いた非線形光学について述べる．光電場の大きさに対して非線形性を持

つ物質にピーク強度の高いパルスを照射すると非線形現象が生じる．自己位相変調（self-

phase modulation：SPM）や二光子吸収は非線形現象であり，これらの非線形現象はモード同

期発振器や二光子顕微鏡に用いられる．次に，本研究で開発した二光子励起の 4次元時空間

制御技術の光源として必要となる超短パルスレーザ技術について述べる．モード同期は非

線形現象を利用することでフェムト秒パルスを発生させる技術である．モード同期発振器

から出力されたパルスがフェムト秒領域のパルス幅を持っていても，広帯域なスペクトル

特性を有するフェムト秒パルスがガラスのような物質中を伝播すると分散の影響を受け，

パルス幅の伸長やピーク強度の低下を招く．そのため，再びパルス幅が短くピーク強度の高

いパルスを得るには，分散によって生じた周波数チャープを分散補償によって取り除く必

要がある．一方で，短いパルス幅による高いピーク強度は利得媒質のダメージや強い SPM

による複雑なスペクトル位相の歪みを引き起こすため，増幅器においてパルスエネルギー

の増幅を制限してしまう．チャープパルス増幅（chirped pulse amplification：CPA）はチャー

プが与えられピーク強度を抑えたパルスを増幅することで，パルスエネルギーの高い超短

パルスを得る技術である．次に，本研究の要素技術となる 3次元イメージング技術として，

共焦点顕微鏡，SIM，二光子顕微鏡，TF顕微鏡を示について述べる．3次元イメージングに

おいて重要となるのは光軸方向に分解能を有することである．そのためには焦点面と異な

る深さで生じる背景蛍光を除去・抑制する必要があり，これらのイメージング手法における

背景蛍光の除去・抑制メカニズムについて説明する．最後に，補償光学（adaptive optics：AO），

TM-TF顕微鏡，ML-TF顕微鏡の説明とともに問題点について述べ，本研究で開発した技術

がその解決方法と成り得ることを説明する． 

 

2.1. 非線形光学 

2.1.1. 非線形光学効果 

 非線形光学効果は物質に強い光が照射された時に生じる光と物質の非線形な相互作用に

よって得られる [42]．物質に光が照射されると光電場によって電荷が偏り，分極が生じる．

分極 Pは 

( )1

0P E =         (2.1) 

と表せる．式(2.1)において，ε0は真空の誘電率，χ(1)は線形感受率，Eは光電場である．分

極が生じた物質中において，電束密度 Dは 

0 0D E P E  = + =        (2.2) 

となる．式(2.2)において，εは物質の比誘電率である．ここで，式(2.1)を式(2.2)へ代入する

ことで，物質の比誘電率 εは線形感受率 χ(1)を用いて 



 

8 

 

( )1
1 = +         (2.3) 

と表せる．ここで，感受率 χ(1)は複素成分を有し， 

2

2

c
n i






 
= + 
 

        (2.4) 

のように，屈折率 nおよび吸収係数 αと関係している．そのため，線形感受率 χ(1)を用いて

屈折率 nおよび吸収係数 αを表すと， 

( )11
1 Re

2
n  = +

 
        (2.5) 

( )1
Im

nc


  =

 
        (2.6) 

のように記述できる．ここで，Reおよび Imはそれぞれ線形感受率 χ(1)の実部および虚部を

表している．また，式(2.5)において，χ(1)が微小量であることを用いて近似を行った．物質に

強い光が照射され非線形分極が生じた時，分極の大きさは式(2.1)に非線形項を加えることで 

( ) ( ) ( )1 2 32 3

0 0 0P E E E     = + + +        (2.7) 

と表せる．式(2.7)において，第 2項，第 3項は 2次，3次の非線形分極の大きさを表し，χ(2)，

χ(3)はそれぞれ 2次，3次の非線形感受率である．非線形感受率は線形感受率と比較し著しく

小さな値を持つため，日常においては非線形光学効果による現象は見られない．一方で，レ

ーザパルスのような強い電場を有する光を用いると非線形項の大きさが指数関数的に大き

くなる．このような条件では非線形項に起因する現象が生じ，波長変換や SPM，多光子吸

収のような非線形光学現象を得ることが可能となる． 

 

2.1.2. 自己位相変調と二光子吸収 

 SPM は 3 次の非線形光学現象であり，パルスの強度に依存する非線形な屈折率変化が時

間・空間的な位相変調を引き起こすため，スペクトルの広帯域化や Kerr レンズ効果と呼ば

れる空間集光作用を得ることができる [42]．式(2.7)において，レーザ光の電場を振幅 A，角

周波数 ω，時間 tを用いて E=Acos(ωt)とすると，3次の非線形分極の項は 

( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( )

3 3 3 3

0 0

3 3

0

cos

3 1
cos cos 3

4 4

E A t

A t t

    

   

=

 
= + 

 

     (2.8) 

と変形でき，基本波 ωの電場を生じる．そのため，3次の非線形分極が基本波の分極に影響

するようになる．この時，線形分極と 3次の非線形分極のみが分極に関わり，基本波への影

響のみを考慮すると，式(2.1)は， 

( ) ( )1 3

0

3

4
P I E  

 
= + 

 
       (2.9) 

と変形できる．式(2.2)へ式(2.9)を代入すると， 
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( ) ( )1 33
1

4
I  = + +        (2.10) 

と表すことができる．そのため，強度に依存し変化する屈折率と吸収係数を考慮すると，屈

折率 nおよび吸収係数 は 

2n n n I= +         (2.11) 

2 I  = +         (2.12) 

と書くことができる．ここで，n2は非線形屈折率係数，α2は非線形吸収係数と呼ばれ，α2は

後述するように 2つの光子を吸収するため，二光子吸収係数と呼ばれる．これらの屈折率 n  

および吸収係数 においても式(2.4)の関係が成り立つので，非線形屈折率係数 n2と二光子

吸収係数 α2はそれぞれ 

( )3

2

3
Re

8
n

n
 =
 

        (2.13) 

( )30

2

3
Im

4nc


  =

 
       (2.14) 

のように求まる． 

屈折率の変化は物質を伝播する光の位相に影響を与えるため，3次の非線形分極は強度に

応じた位相変調を生じる．この位相変調において，非線形分極を生じた光自身によって引き

起こされる位相変調は SPMと呼ばれ，別の光によって生じる位相変調は相互位相変調と呼

ばれる．時間領域では，SPM は瞬時角周波数の変調をもたらし，スペクトルの広帯域化に

つながる．瞬時角周波数は， 

( ) 0

d

d
t

t


 = −         (2.15) 

で表される．式(2.15)において，ω0はパルスの搬送波角周波数，は搬送波角周波数に対す

る SPM による位相変調を示す．したがって，光電場の強度が変化すると SPM による位相

変調量が変化するため，瞬時角周波数が変調され，スペクトルが広帯域化する．一方で，空

間領域では，パルスの空間強度分布に応じた波面変調をもたらし，レンズのような集光作用

を生じる．これは Kerr レンズ効果と呼ばれる．SPM は 3 次の非線形光学現象であるため，

これらの現象を引き起こすにはフェムト秒パルスのような高いピーク強度を持つ光を用い

る必要がある．後に述べるモード同期ではパルスが共振器内に存在する時，つまりパルスに

よって引き起こされる非線形現象が得られた時に安定化するように共振器を組むことで，

高いピーク強度を持つフェムト秒パルスの発振が得られる． 

 二光子吸収 [43,44]はピーク強度の高いパルスが物質に照射されることで，線形吸収特性

を持たない波長帯であっても 2 つの光子を同時に吸収する 3 次の非線形光学現象である．

線形吸収は 1次の分極に基づく吸収であり，光の電場の大きさに比例して吸収が増加する．

式(2.1)において線形感受率の虚部について考えると，分極から生じる光は分極を引き起こし

た光に対して位相遅れを持つ．結果として，2つの光の間の干渉によって光が減衰し，減衰
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した光は物質に吸収されることとなる．次に，3次の非線形感受率の虚部について考えると，

式(2.8)より非線形分極によって生じる基本波には位相遅れが生じるため，線形分極と同様に

基本波の減衰，吸収が生じる．ゆえに，線形吸収特性がない波長域においても 3次の非線形

分極によって光を吸収させることができる．エネルギー準位図を用いてこの過程を考える

と，線形吸収では Fig. 2.1(a)のように，基底準位と励起準位のエネルギー差に対応したエネ

ルギーを持つ光子が物質に入射すると，1つの光子が吸収され，原子が励起される．これは

光子 1つが吸収されるため，一光子吸収と呼ばれる．励起された原子が緩和する時，エネル

ギー準位の差に対応したエネルギーを持つ光子を放出するため，吸収された光の波長に近

い波長の蛍光が生じる．一方，3次の非線形吸収では，Fig. 2.1(b)のように 2つの光子が同時

に吸収されることで仮想準位を経由し励起準位へ励起されると考えることができる．ゆえ

に，この過程は二光子吸収と呼ばれる．Fig. 2.1(b)に示すように，二光子吸収では入射光の 2

倍のエネルギーを持つ準位へ励起されるため，その蛍光の波長は入射光より短くなる．また，

二光子吸収断面積は 10−49 cm4s/photon程度であり [45]，強度に比例する，したがって，二光

子吸収確率は強度の 2乗に比例することとなる．ここで，したがって，二光子吸収を発生さ

せるにはフェムト秒パルスのようなピーク強度の高い光源を用いるだけでなく，フェムト

秒パルスを対物レンズで集光することで，エネルギーを時間・空間領域において局所化する

必要がある．フェムト秒パルスの集光過程では，焦点に向かって伝播するに伴いビーム径が

縮小されていくため，ピーク強度が変調されることとなる．ゆえに，二光子励起領域はピー

ク強度が最大となる焦点近傍に 3 次元的に局所化されることとなる．この原理は，2.3.3 項

で述べる二光子顕微鏡で利用されている．一方で，TF 顕微鏡では広視野照明を行い，広い

範囲で二光子励起を生じる必要があるため，集光スポットが大きくなる分，高いパルスエネ

ルギーが必要となる．したがって，高出力なフェムト秒パルスレーザが要求される．また，

より高次の非線形分極によって三光子吸収，四光子吸収も可能であり，二光子吸収も含め，

 

Fig. 2.1 (a) 一光子吸収過程，(b) 二光子吸収過程におけるエネルギー準位図． 
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これらは多光子吸収と呼ばれる． 

 

2.2. 超短パルスレーザ技術 

2.2.1. モード同期 

 モード同期は共振器内において波長の異なる多数の光の位相を揃えることでレーザパル

スを発生させる技術である [46]．波長の異なる光が N個存在する時，n番目の光の電場は角

周波数 ωnを用いて， 

( )
0

n ni t
E E e

 +
=         (2.16) 

で表すことができる．式(2.16)において，E0は電場の振幅であり，全ての角周波数における

電場の振幅は等しいものとした．また，tは時間， n はその角周波数の位相である．これら

の光が重ね合わさると，合成電場は 

( )
1

total 0

0

n n

N
i t

n

E E e
 

−
+

=

=         (2.17) 

と表すことができる．式(2.17)において，共振器内で縦モード間隔は一定であるため，角周

波数の間隔も一定となり，n番目の光の角周波数 ωnは 

1n N n  −= −          (2.18) 

と表わせる．また，式(2.17)において，全ての各周波数の位相が揃っていると仮定すれば， 

0n =          (2.19) 

と書ける．したがって，式(2.17)の合成電場は， 

( ) ( )1 0 10

1

total 0 0

0

1

1

N N

iN tN
i n t i ti

i t
n

e
E E e e E e

e


   



− −

− −
−  +

− 
=

 −
= =  

− 
     (2.20) 

となる．光の強度は電場の 2乗に比例するから，合成電場の強度は， 

( )

( )

2 2

2 2

total 0 0 2

sin / 21

1 sin / 2

iN t

i t

N te
I E E

e t









− 

− 

 −
 = 

−  
     (2.21) 

と表せる．式(2.21)が最大値を取るのは分母が 0となる時であるから，その条件は， 

/ 2 0, , 2 , ,t n    =        (2.22)  

である．つまり，強度は周期的に最大値を取る．したがって，その時間間隔 Δtsepは， 

( )
1

2 1 2 2
sep n n

n n
t t t

  

  
+

+
 = − = − =

  
     (2.23) 

と求められる．ここで，共振器内に存在する光の角周波数の間隔は共振器長 dによって決ま

る縦モード間隔に等しいから， 

c

d


 =         (2.24) 

である．したがって，式(2.23)に代入すると， 

sep

2d
t

c
 =         (2.25) 
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と求められる．つまり，パルスの時間間隔 Δtsepはパルスが共振器を一周する時間に等しい． 

Fig. 2.2 に縦モード数 N=10，共振器長 d=1.5 m とした時の合成電場の強度の振る舞いを示

す．パルスが周期的に生じており，その時間間隔は式(2.25)で求められる時間間隔 10 ns に

一致する． 

モード同期の具体的な方法として，本研究の発振器で使用した非線形増幅ループミラー

（nonlinear amplification loop mirror：NALM） [47]による方法を紹介する．NALMは非線形

光ループミラー（nonlinear optical loop mirror：NOLM） [48]を発展させたものであるため，

まずは NOLMについて説明する．NOLMは Fig. 2.3(a)に示すように，2×2カプラの一端をル

ープ状にしたデバイスである．2×2カプラ中では 2つのファイバのコアが近接しており，一

方のファイバから入力された光が他方のファイバに染み出すことで，光が分波される．．

NOLMにポート 1からパルスが入力されると 2×2カプラでパルスが分割され，時計回りと

反時計回りにループ内を伝播する 2 つのパルスが生じる．ここで，出力比は 2×2 カプラで

決定され，2×2 カプラで異なるファイバに結合した光には π/2 の位相が加わる [48]．2つの

パルスはループを伝播すると SPM によって位相シフトが生じる．この SPM による位相シ

フト  は非線形屈折率 n2を用いて， 

2

22 n E L



=         (2.26) 

と表せる．ここで，Eはループを伝播するパルスの電場，Lはループの長さ，λは波長であ

る．2つのパルスがループを伝播し，再び 2×2カプラに戻ってきた時，2つのパルスの間で

干渉が生じる．ファイバカプラの分岐比が 50:50であるとすれば，ループを伝播することで

SPM によって 2 つのパルスに生じる位相シフトの量は同じである．ここで，時計回りのパ

ルスと反時計回りのパルスが 2×2 カプラにおいて分波されることを考えると，ポート 1 で

は 2 つのパルスの位相差は 0 となり強め合う干渉が生じ，ポート 2では 2つのパルスの位

 

Fig. 2.2 式(2.21)を計算することによって得られたモード同期のパルス列． 
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相差は πとなり弱め合う干渉が生じる．したがって，2×2カプラの分岐比が 50:50の時，ル

ープに入射したパルスはポート 1 から出力されることとなる．入力したポートからパルス

が出力されるため，NOLM はミラーとして機能する．一方，NALM は Fig. 2.3(b)のように

NOLM のループにおいて中心から離れた位置に利得ファイバを接続したデバイスである．

Fig. 2.3(b)では，ループを時計回りに伝播するパルスは増幅された後にループの大部分を伝

播し，反時計回りに伝播するパルスはループの大部分を伝播した後に増幅されることとな

る．したがって，2×2カプラーの分岐比が 50:50であっても時計回りと反時計回りで位相シ

フト量に違いが生じる．この原理を利用し，例えばループを時計回りに伝播するパルスがル

ープを反時計回りに伝播するパルスに対して π だけ多く位相シフトを受けるようにする．

この時，2×2カプラにおいてポート 1では弱め合う干渉が生じ，ポート 2では強め合う干渉

が生じるため，出力はポート 2から得られる．2つのパルスの位相差はパルスの強度の差に

依存し，強度はパルスエネルギー，パルス幅に依存する．利得ファイバによる増幅が一定と

すれば，2つのパルスの位相差はパルス幅で決まることとなる．つまり，ポート 2からは位

相差 πが生じるだけ短いパルス幅を有するパルスが得られることとなる．一方で，ポート 1

からはピーク強度が低く位相差を十分に与えられない CW 光やパルス幅の長いパルスが出

力されることとなる．したがって，NALMのポート 1から出力される光を遮断し，ポート 2

 

Fig. 2.3 (a)NOLMと(b)NALMの構成．CW：時計回り，CCW：反時計回り．  
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からの出力を再びポート 1 への入力に戻すように共振器を組むと，NALM が過飽和吸収体

として機能し，パルス発振が得られる．これが NALMを用いたモード同期発振器である [49]． 

NALMを用いたモード同期では偏波保持（polarization maintaining：PM）ファイバを使用で

きるため，シングルモード（single mode：SM）ファイバ中での偏光の回転を利用する非線

形偏波回転方式のモード同期と比べ，温度，湿度の変化や振動の影響を受けづらい．したが

って，外部環境の変化に対して安定性が高い．当初，NALM を用いたモード同期発振器は

Fig. 2.4(a)のような構成となっており，共振器が 8字（figure 8）型をしていることから，figure 

8発振器と呼ばれた．しかし，NALM中で位相差 πを加えポート 2からパルスを取り出すた

めにはピーク強度の高いパルスが必用であり，モード同期のセルスタートが困難であると

いう問題があった．figure 8発振器におけるセルスタートの問題を解決する構成として，9字

型（figure 9）発振器が提案されている [50]．figure 9 発振器は Fig. 2.4(b)のような構成であ

り，NALM中に非反転位相シフタ [51] を導入することで，NALM中で与えなければならな

い位相差を π/2 程度まで低下させることができ，figure 8 発振器に比べ，セルフスタートの

閾値を低くできるようになった．この非相反位相シフタはファラデーローテータ，λ/2波長

板，λ/4波長板を組み合わせて構成されるもので，入射方向ごとに正反対の位相を与え，与

える位相量を波長板の角度で調整できる． 

 

 

Fig. 2.4 (a)figure8発振器と(b)figure 9発振器の構成． 
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2.2.2. 分散と分散補償 

 物質は光の周波数に対して分散と呼ばれる屈折率分布を有する．分極の感受率は電場の

強さに対して非線形性を示すだけでなく，電場の周波数に対して感受率の値が変化する．こ

のことは，異なる周波数に対して異なる屈折率を持つことを意味する．光が物質を伝播した

時，物質伝播後の角周波数 ωにおける位相 ( )  は， 

( )
( )

0

n
l

c

 
  = +         (2.27) 

と表せる．式(2.27)において， 0 は初期位相，n(ω)は角周波数 ωにおける屈折率，cは光速，

Δlは伝播長である．式(2.18)を中心角周波数 ω0において Taylor展開すると， 

( )
( )

( )
( )

( )
( )

( )
2 3

2 3

0 0 0 02 3

1 1

2 6

d d d

d d d

     
        

  
= + − + − + − +    (2.28) 

と表現できる．式(2.28)において ( ) /d d  は群遅延， ( )2 2/d d   は 2次分散または群遅延

分散（group delay dispersion：GDD）， ( )3 3/d d   は 3次分散（third order dispersion：TOD）

と呼ばれる．また，GDDを伝播長 Δlで割ったものは群速度分散（group velocity dispersion：

GVD）と呼ばれる．分散はスペクトル位相に歪みを与え，周波数チャープと呼ばれるパルス

幅の伸長を招く． 

 パルスに加わったチャープを補償することでフーリエ変換限界（Fourier transform limited：

FTL）パルスを得ることを分散補償と呼ぶ．二光子顕微鏡に用いられる Ti:Sapphire レー

ザ [52]や Ybファイバレーザ [53]の発振波長は近赤外にあり，この波長帯域ではレンズやフ

ァイバに用いられる物質は正分散を持つ．そのため，分散補償ではパルスに負分散を与える

必要がある．負分散を与える方法として，チャープミラーや回折格子対，プリズム対が用い

られる．チャープミラーでは，誘電体多層膜による波長ごとの反射層の違いを利用し，負分

散を与える．パルスを反射させるだけで簡単に負分散を与えられるが，回折格子対やプリズ

ム対に比べ，与えられる負分散の量は小さい．また，補償帯域が広い場合は反射層の違いに

よる影響が現れ分散特性が波打ってしまうため，滑らかな分散特性を得るには複数枚のチ

ャープミラーを組み合わせて用いる必要がある．回折格子対やプリズム対では，分光による

波長ごとの光路長の違いを利用し，負分散を与える．負分散の量は素子間の距離で調整する

ことができ，距離を長くすることで大きな負分散を与えることができる．しかし，高次分散

や強い SPMで生じる複雑なスペクトル位相歪みを補償することはできない．このような高

次分散や複雑な位相歪みは，空間光変調器を用いた 4-f波形整形器によって補償できる [34]．

Fig. 2.5のように，4-f波形整形器では 4-f光学系の両端に回折格子を配置し，4-f光学系中央

のフーリエ面において SLMでスペクトル位相を変調する．SLMは複屈折性を持つ液晶素子

の方向を電気的に制御することで屈折率を変調することができるため，各ピクセルに入射

する光に対して任意の位相変調を加えることができる．また，フーリエ面においてパルスは

分光され空間的に波長が分布するため，SLM の各ピクセルにはそれぞれ異なる波長の光が

入射することとなる．そのため，SLM により位相変調を行うと，波長ごとに異なる位相変
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調を加えることができる．ゆえに，4-f 波形整形器ではパルスに対して任意のスペクトル位

相変調を加えることができ，高次分散や複雑なスペクトル位相歪みを補償することが可能

である．一方，4-f 波形整形器で隣り合うピクセル間でπ以上となる大きな分散を与えるこ

とできない．したがって，大きな分散は，回折格子対やプリズム対で補償し，高次分散や複

雑な位相歪みの補償を 4-f波形整形器で補償する必要がある． 

 

2.2.3. チャープパルス増幅 

CPA の特徴はチャープパルスを増幅することであり，増幅器においてピーク強度を抑え

ながら増幅できるため，増幅後に圧縮を施すと利得媒質のダメージしきい値を超えるよう

なピーク強度の高いレーザパルスが得られる [54]．反転分布が形成された媒質に光が入射す

ると，誘導放出によってレーザ増幅が生じる．発振器ではレーザ増幅された光を共振器によ

って閉じ込めることでフィードバックを行い，レーザ発振を得る．発振器から出力されるパ

ルスは共振器内に存在する光の一部を取り出したものであるため，パルスエネルギーが低

く，しばしば増幅器によって増幅されて用いられる．しかし，パルス幅が短いフェムト秒パ

ルスを増幅すると，ピーク強度が利得媒質のダメージしきい値を超えやすく，利得媒質を破

 

Fig. 2.5 4-f波形整形器の構成． 

 

Fig. 2.6 CPAの原理． 
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損してしまう．また，ピーク強度がダメージしきい値に満たなくても，高いピーク強度によ

って強い SPMが生じ，スペクトル形状を変化させたり，スペクトル位相を複雑にしたりし

てしまう．そのため，パルスエネルギーが利得媒質のダメージしきい値や SPMによって制

限される．Fig. 2.6に示す CPAでは，増幅器の前で回折格子対やプリズム対，ファイバスト

レッチャなどのストレッチャを利用し，パルスにチャープを加える．チャープが加わったパ

ルスはパルス幅が伸長するため，パルスエネルギーを低下させることなくピーク強度を低

下できる．このチャープパルスを増幅すると，ピーク強度を抑えたままパルスエネルギーを

増幅でき，利得媒質のダメージや強い SPMを抑制できる．増幅器から出力されたチャープ

パルスをコンプレッサーを用いて圧縮すれば再びチャープ前と同等のパルス幅が得られる．

そのため CPA を利用することでパルスエネルギーの大きなフェムト秒パルスを得ることが

できる．特に，ファイバ増幅器では増幅されたパルスがコア径サイズに閉じ込められながら

長距離を伝播するため，μJ以上のパルスエネルギーを得るには CPAだけでなくコア径の大

きいラージコアファイバを用いてファイバのダメージや SPMの低減を行う必用がある． 

 

2.3. 3次元イメージング技術 

2.3.1. 共焦点顕微鏡 

 共焦点顕微鏡は Fig. 2.7に示すように，対物レンズの焦点と共役な位置にピンホールが配

置された，光軸方向に分解能を有する顕微鏡である [3]．励起光には蛍光分子を一光子励起

することが可能な点光源を使用し，試料に対して共役な位置に配置する．励起光を対物レン

ズによって試料に集光することで試料中の蛍光分子が一光子励起され，蛍光が発生する．発

生した蛍光を焦点と共役な位置に配置されたピンホールを通過させ， PMTのようなシング

ルピクセルの受光素子によって計測する．共焦点顕微鏡では一光子励起を用いているため

励起光は伝播する経路に分布する蛍光分子に吸収され，励起された蛍光分子が蛍光を生じ

るようになる．ゆえに，焦点以外で発生する蛍光は背景蛍光となり，焦点で発生した信号が

背景蛍光に埋もれ，光軸方向の分解能が得られない．ここで，背景蛍光は対物レンズの焦点

と深さが異なる位置で発生するため，受光素子の前で焦点と共役な位置とは異なる場所に

焦点を結ぶこととなる．ゆえに，焦点と共役な位置にピンホールを配置することで，焦点で

発生した蛍光を通過させながら，焦点以外で発生した蛍光を遮ることができる．したがって，

共焦点顕微鏡ではピンホールで背景蛍光が抑制されるため，光軸方向において分解能が得

られる．試料の 3 次元像は，試料に対してスポットを 3 次元的に走査することで取得でき

る． 

 共焦点顕微鏡を発展させたイメージング手法として，スピニングディスク共焦点顕微鏡

がある [55]．従来の共焦点顕微鏡では 1点に集光されたスポットを走査するため，イメージ

取得時間が長いという課題がある．スピニングディスク共焦点顕微鏡では，焦点面と共役な

位置に配置された多数のピンホールを有するスピニングディスクを通して励起光を試料に

照射することで，焦点面にマルチスポットを発生させる．焦点面で発生した蛍光は励起光と
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同じ光路を逆に伝播し，スピニングディスクを通過する．スピニングディスクを通過した蛍

光を CMOS（complementary metal-oxide semiconductor）カメラのような 2次元マルチピクセ

ル受光素子に結像させることで，背景蛍光が抑制された信号を取得できる．スピニングディ

スクのピンホールはディスクが 1 回転すると視野を埋めるように配置されているため，ス

ピニングディスクが回転するごとに焦点面の画像が得られるようになる．したがって，スポ

ット数が増えた分，従来の共焦点顕微鏡と比較しイメージ取得時間を速くできる．  

 

2.3.2. 構造化照明顕微鏡 

 構造化照明顕微鏡（SIM）は広視野照明顕微鏡において空間強度分布が縞状に整形された

光を試料に照射し，断層像を取得するイメージング技術である [35]．2.3.1 節で述べたよう

に，一光子光源を用いた場合，焦点と深さが異なる位置で発生した蛍光は背景蛍光となる．

一方で，SIMで用いられる励起光は焦点面近傍のみに縞パターンを形成し，焦点面から離れ

るにつれて縞パターンが失われていく．したがって，縞パターンの位相変調に伴って変調さ

れる信号は，縞パターンが形成された焦点面近傍で発生した信号とみなすことができる．ゆ

えに，縞パターンの位相変調はロックイン検出として機能し，縞パターンの位相変調で得ら

れた信号を用いて像を再構築することで，光軸方向に分解能を有する蛍光像を取得できる． 

 SIMによる処理は以下のように記述できる [35]．励起光の縞パターンを S(t0, w0)，一様な

励起光を照射した時の蛍光分布を τ(t1, w1)，受光素子上の結像面での分布を I(t, w)とすると， 

I(t, w)は， 

( ) ( ) ( ) ( ) ( )
2

0 0 1 0 1 0 1 1 1 2 1 1 1 1 0 0, , , , , d d d dI t w S t w h t t w w t w h t t w w t w t w= + +  + +   (2.29) 

 

Fig. 2.7 共焦点顕微鏡の原理． 
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のように，一様な励起光を照射した時に得られる蛍光像に対して縞パターンが掛け合わさ

れた蛍光像となる．式(2.29)において，h1，h2 はそれぞれ対物レンズと結像レンズにおける

点像分布関数（point spread function：PSF）である．PSFとは，点光源から生じる光をレンズ

で集め，結像させた時に生じるスポットの広がりを示す指標である．この広がりの原因は，

点光源は無限に小さいスポットであり無限の空間周波数を持つ一方で，レンズの NA は有

限でありレンズの NAを超える空間周波数は遮断されてしまうためである．ゆえに，有限の

空間周波数幅を持つ光で結像されるスポットは，有限の幅を持つこととなる．そのため，レ

ンズ系を通して得られる蛍光像は，試料で生じる蛍光分布に対してレンズの PSF が畳み込

まれたものとなる．また，式(2.29)では簡単のため，変換された座標系を用いており，実空

間座標(x, y)に対しては， 

( ) ( )
2

, , sint w x y n





=        (2.30) 

の関係にある．式(2.30)において，λは波長，nsinαはレンズの NAである．式(2.30)において，

励起光の縞パターン S(t0, w0)は t0方向のみに三角関数で表される 1次元縞パターンを有する

と仮定すると， 

( ) ( )0 0 0 0, 1 cosS t w m t = + +       (2.31) 

のように表せる．式(2.31)において，mは変調深度， 0 は縞パターンにおける任意の空間位

相である． は規格化された空間周波数であり， 

NA


 =         (2.32) 

である．式(2.32)において，βは結像倍率，νは対物レンズの焦点面と共役な位置における

縞パターンの空間周波数である．式(2.31)を式(2.29)に代入すると， 

( ) 0 0 0, cos sinc sI t w I I I = + +       (2.33) 

のように，一様に励起光を照射した場合の蛍光像 I0 に対して，縞パターンによって変調さ

 

Fig. 2.8 SIMの原理． 
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れた蛍光像 Ic，Isが足し合わされることとなる．縞パターンで変調された蛍光像 Ic，Isはパ

ターンが結像する焦点面の像であるから，式(2.33)において I0を消去することで，焦点面の

像が得られる．したがって，励起光の縞パターンの空間位相を 2/3π ずつ変調した 3 つの画

像 I1，I2，I3を取得し， 

( ) ( ) ( )
1

2 2 2 2

1 2 2 3 3 2pI I I I I I I = − + − + −
 

     (2.34) 

を計算すると，各々の項において I0が消去されることで Ic，Isによって再構築される焦点面

の蛍光像 Ipが得られる． 

 

2.3.3. 二光子顕微鏡 

 二光子顕微鏡 [4–6]は，光軸方向に分解能を有し深部観察が可能な顕微鏡である．共焦点

顕微鏡では一光子吸収を用いるため，蛍光分子が一様に分布した試料では Fig. 2.9(a)のよう

に励起光の伝播経路に存在する全ての蛍光分子が励起されてしまい，背景蛍光の発生につ

ながる．ゆえに，一光子励起を用いる場合，光軸方向の分解能を得るには共焦点顕微鏡のよ

うにピンホールによって背景蛍光を遮る必要がある．一方，二光子顕微鏡では励起光の吸収

領域が 3次元的に局所化される二光子吸収を用いるため，Fig. 2.9(b)のように試料で生じる

蛍光は焦点のみで発生したものである．したがって，試料で発生した蛍光を単純にシングル

ピクセルの受光素子で計測するだけで，背景蛍光が抑制された光軸方向に分解能を有する

計測が可能である．ゆえに，試料に対して集光スポットを 3次元的に走査することで，光軸

方向分解能 1~3 μm程度の 3次元像を取得できる．また，共焦点顕微鏡と同様にマルチスポ

ット化を用いることでイメージ取得時間は高速化できる [11,13,56]．二光子顕微鏡の他の利

点として，波長の長い励起光を使用できることが挙げられる．生物試料は散乱媒質であるた

め，伝播に伴い励起光の光強度が減衰してしまう．散乱の影響は波長が短いほど指数関数的

 

Fig. 2.9 (a)一光子励起蛍光，(b)二光子励起蛍光が発生する領域． 
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に大きくなるため，励起光に可視光を用いる共焦点顕微鏡は 100 μm程度の深さまでしか観

察できない．一方，二光子顕微鏡では二光子吸収を用いて可視域に吸収を持つ蛍光分子を励

起できるため，波長の長い赤外光を使用することができる．したがって，二光子顕微鏡は試

料の深部まで光を到達させることができるため，深部観察が可能である．また，生物試料に

おける水の吸収も含めて考慮すると，深部観察に適した波長帯は 1.3 μmまたは 1.7 μm [7]で

あることが知られている．そのため，近年，これらの波長を有する励起光源を使用した三光

子顕微鏡が注目されている．三光子顕微鏡を用いることで，深さ 1.3 mmに及ぶマウス脳の

深部観察の結果が報告されている [7]． 

 

2.3.4. 時空間集光顕微鏡 

 時空間集光（TF）顕微鏡 [23,24]は分光されたフェムト秒パルスを集光することで得られ

るパルス幅の変化を利用し，広視野照明でありながら断層像を取得できる多光子顕微鏡で

ある．二光子顕微鏡において断層像を取得するには，集光スポットを走査する必要があり，

イメージ取得時間に時間を要する．一方で，断層像を取得するには集光スポットを大きくし，

広い範囲で発生した蛍光をカメラで取得する方法も考えられる．しかし，レーザ走査型の二

光子顕微鏡の光軸方向の分解能は対物レンズの NA の 2 乗に反比例するため，集光スポッ

トを大きくすると背景蛍光が著しく増加し，十分な分解能が得られなくなってしまう．一方，

TF 顕微鏡では伝播に伴うパルス幅の変化を用いるため，大きな集光スポットと光軸方向に

局所化された励起領域を両立できる．TF 顕微鏡における光学系の構成と原理を Fig. 2.9 に

示す．TF顕微鏡では，Fig. 2.10(a)のように 4-f光学系を介して対物レンズの焦点面と共役な

位置に回折格子を配置する．Fig. 2.10(b)に示されるようにフェムト秒パルスのパルス幅はス

ペクトル帯域の広さと反比例するため，回折によって分光され，波長が空間的に分離したフ

ーリエ面ではパルス幅は数百ピコ程度まで伸長している．この分光されパルス幅が伸長し

たフェムト秒パルスが対物レンズによって試料に集光されると，焦点面に向かって伝播す

るにつれ，分離された波長が空間的に重なり合うようになる．ゆえに，伝播に伴いパルス幅

が短くなり，焦点面においてすべての波長が空間的に重なることで，焦点面において元のパ

ルス幅が再生する．焦点面通過後は波長が分離していくため，再びパルス幅は長くなってい

く．したがって，集光強度はパルス幅に依存するため，パルスの伝播に伴う集光強度の変調

が可能となり，集光スポットが大きくても光軸方向の励起領域を焦点面近傍に局所化でき

る．焦点面で発生した蛍光をダイクロイックミラーで励起光と分け，カメラに結像させれば

光軸方向分解能 3~5 μm程度の断層像を取得することができる．この構成は広視野照明とな

るため，特に広視野 TF顕微鏡と呼ばれる． 

 広視野 TF顕微鏡において，光軸方向応答は次のように表される [57]．Fig. 2.10(a)に示す

ように，TFパルスの分光方向を x方向とし，光軸方向を z方向とする．4-f光学系を介して

試料と共役な位置に配置された回折格子へフェムト秒パルスが入射すると分光され，対物

レンズの瞳面では x 方向にスペクトルが分布したライン状のビームプロファイルとなる．
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この状況において，スペクトル形状，空間電場形状はガウス型であるとすれば，x方向の電

場は 

( )
( )

22

22

1 0,

x

isA x A e e e





−
−−

=       (2.35) 

と表すことができる．式(2.35)において，を A0 は規格化定数， 2ln 2    はスペクトルの

FWHM， 2ln 2 s は単色ビームにおける空間電場の FWHM，α は回折格子の格子間隔とコ

リメートレンズの焦点距離で求まり，各スペクトルにおける回折によって生じる空間的な

変位に関する比例係数であり，αωが角周波数 ωにおける変位に相当する．また，2βは GVD

であり，時空間結合によって分光波面が GVDに依存して形成されることを示している．式

(2.35)により表される分光されたパルスが対物レンズによって集光されると，二光子励起の

光軸方向応答は， 

( ) ( )2

1
22 22

2

, , d d

1 R

M R

C
TPE z I x z t x t

f z zz f

z z




 

− −

= =

    − + −
 +  +   
     

    (2.36) 

 

Fig. 2.10 (a)TF顕微鏡の光学系，(b)TF顕微鏡の原理，(c)TF顕微鏡とラインスキャン

TF顕微鏡における対物レンズの瞳面および焦点面でのビームプロファイル． 
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と表されることとなる [57]．式(2.36)において， 

2

2

0

2
M

f
z

k s
=         (2.37) 

2

0

2 2 2

2

R

f
k

z
s 

=
+ 

        (2.38) 

であり，fは対物レンズの焦点距離，Cは定数，zMは単色光の Rayleigh長である．また，k0

は中心角周波数の波数であり，パルスの帯域が広くないことを仮定し，全ての角周波数の波

数は k0に等しいとした．式(2.38)において，(s2+α2Ω2)1/2は分光され空間チャープしたビーム

の空間幅であるため，zRは空間チャープしたビームの Rayleigh 長であるとみなすことがで

きる．式(2.36)において，β2Ω2が小さい時，二光子励起の光軸方向応答は 

( )
1

2 2

1 R

R

C
TPE z

f z z

z





  − + 
+  
  

      (2.39) 

と近似することができ，光軸方向分解能は 2 3 Rz と求められる．また，光軸方向応答がピー

クを示すのは z=f+βΩ2zRであり，GVDによって時間焦点面を操作し，多光子励起領域を光軸

方向にシフトできることを示している [57]．この理由は，次のように説明できる．分光され

たパルスが対物レンズによって集光されると空間的に 2次の位相を与えられる．この時，分

光されたパルスは空間的にスペクトルが分離しているため，スペクトルにも同様に 2 次の

位相が与えられることとなる．分光したパルスが対物レンズの焦点面に向かって伝播する

と，空間位相とスペクトル位相の形状がともに平坦な形状に近づいていき，対物レンズの焦

点面から離れるにつれて再び 2 次の位相形状となる．したがって，分光したパルスに予め

GVD が与えられていると，空間位相とスペクトル位相が平坦になる位置が光軸方向にシフ

トすることとなる．スペクトル位相が平坦な時，パルスは最短となり集光強度が最大となる

ため，この光軸位置を中心として多光子励起領域が生じることとなる．GVDの値が 0であ

る時，z方向の原点を対物レンズの焦点面と一致させ，ピークの値を 1となるように規格化

すると，二光子励起の光軸方向応答は， 

( )
1

2 2

1

1
R

TPE z

z

z



  
 +  
   

       (2.40) 

と表すことができる [58]．広視野 TF顕微鏡では通常，3～5 μm程度の光軸方向分解能が得

られる． 

また，Fig. 2.10(a)のコリメートレンズをシリンドリカルレンズに変更した構成はラインス

キャン TF顕微鏡と呼ばれる．広視野 TF顕微鏡では，分光方向に対して垂直な y方向はコ
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リメートレンズによって集光され，Fig. 2.10(c)のように瞳面上ではライン状の空間強度分布

となるため，y方向では空間集光特性が得られない．したがって，広視野 TF顕微鏡の光軸

方向分解能は x，yの両方向で空間集光されるレーザ走査型二光子顕微鏡には及ばない．一

方，ラインスキャン TF顕微鏡では，y方向において，コリメートレンズによって集光され

ないため，瞳面上では 2次元に広がった円状の空間強度分布となり，y方向で空間集光特性

が得られる．したがって，広視野 TF顕微鏡と比較し光軸方向の分解能が向上し，走査型二

光子顕微鏡と同等の 1～3 μm程度の分解能が得られる．ラインスキャン TFにおける二光子

励起の光軸方向応答は，式(2.40)のように表現すると， 

( )
2

1

1
R

TPE z
z

z


 

+  
 

      (2.41) 

となり，FWHM は 2 Rz である [58]．ただし，焦点面においてビームプロファイルはライン

状となるため，断層像を取得するには 1次元のラインスキャンが必要である．本博士論文で

は主に広視野 TF 顕微鏡を対象としているため，広視野 TF 顕微鏡は単純に TF 顕微鏡と表

記している． 

 

2.4. 時空間集光顕微鏡の性能向上 

2.4.1. 補償光学 

 顕微鏡に AO を組み合わせることで，試料で生じる収差の影響を軽減することができ

る [59,60]．生物試料の内部には，水やタンパク質，脂質など，様々な物質が複雑に散らばっ

て存在している．これらの物質はそれぞれ異なる屈折率を有するため，光が生物試料の内部

を伝播すると収差によって波面歪みが生じる．また，対物レンズの浸液と試料の屈折率の差

も収差を与え，波面歪みの要因となる．顕微鏡において，励起光や試料で発生した蛍光の波

面歪みは分解能や信号強度，コントラストの劣化を招くため，波面歪みを補償しイメージン

グ性能を改善する必要がある．AOは波面歪みを補償する技術であり，デフォーマブルミラ

ーや SLMのような波面補償器用いて波面を制御することで，試料や光学システムの収差の

影響を軽減する．波面補償器を動作させるにあたって必要となるのは波面の計測であり，

Shack–Hartman波面センサーなどの波面計測器が使用される．また，波面歪みが補償される

と試料で生じる蛍光が増加し，蛍光像のコントラストが改善するため，これらを指標として

波面補償アルゴリズムを動作させることで波面補償器を最適化することも可能である． 

レーザ走査型の二光子顕微鏡において，異なる波長は同一の経路を通って焦点に到達す

る．ゆえに，試料の分散が無視できるようであれば色収差はなく，試料の空間的な屈折率分

布によって生じる単色収差を補償することとなる．一方で，TF 顕微鏡では分光されたパル

スが試料を伝播するため，試料の分散が無視できたとしても，試料の空間的な屈折率分布が

色収差を生じる．したがって，TF 顕微鏡においては，スペクトル位相を操作することによ

って分散補償を行うことは，波長ごとの光路差を調整し，色収差を補償することになる．こ
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のとき，TF 顕微鏡における集光スポット径が小さければ，スポット内での色収差は一定と

みなせる．このような条件では，4-f波形整形器を用いた分散補償が適用できる [36,61]．し

かし，TF顕微鏡では Fig. 2.11のように多光子励起領域内でパルス幅が変化するため，アル

ゴリズムによって補償位相を推定するのが困難となる．そのため，厚みのある試料では分散

補償を行うことができず，光軸方向分解能よりも薄い試料を用いることによって，励起領域

中でのパルス幅変化を小さくし，分散補償を行っている [61]． 

 

2.4.2. マルチライン化時空間集光顕微鏡 

 ラインスキャン TF顕微鏡は多光子顕微鏡と同等の光軸方向分解能を有するが，2次元蛍

光像取得のために 1 次元のラインスキャンが必要であり，イメージング速度の高速化が求

められている．ML-TF顕微鏡では，TFパルスの空間強度パターンを分光方向に沿ったマル

チライン状に整形することでラインスキャン TF パルスの多光子励起領域の並列化を行い，

イメージング速度の高速化を図っている [38,39]．Fig. 2.12に DMDを用いたML-TF顕微鏡

における照明光学系の構成を示す．Fig. 2.12 に示すように，TFパルスの分光方向に対して

水平な方向を x 方向，分光方向に対して垂直な方向を y 方向，光軸方向を z 方向とする．

DMDは微小ミラーが 2次元アレイ状に配置されたデバイスであり，微小ミラーが回折格子

として機能する．また，微小ミラーそれぞれの角度を ON/OFFで電気的に制御できるため，

プログラマブルに空間強度パターン変調が行える．そのため，TF 顕微鏡において対物レン

ズの焦点面に対して共役な位置に DMDを配置することで，空間強度パターンをマルチライ

ン形状にするための空間強度変調 [62]と TFパルス生成のための分光 [63]を同時に行うこと

ができる [39]．DMD上の空間強度パターンが結像される対物レンズの焦点面では空間強度

 

Fig. 2.11 多光子励起領域内における TFパルスのパルス幅変化． 
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分布はマルチライン状となるため，2次元蛍光像を得るには，スキャナによるマルチライン

のスキャンや DMD上のマルチラインパターン位置のシフトを行い，カメラ上で積算すれば

よい． 

ML-TF 顕微鏡では，マルチライン TF パルスによって励起される面積と光軸方向分解能

がトレードオフの関係にあることが問題となる．Fig. 2.12に示すように，対物レンズの焦点

面でのマルチラインのライン幅を wline，マルチラインの間隔を g とする．まず，ライン幅

wlineについて考えると，励起面積を広くするにはライン幅 wlineは大きい方がよい．一方で，

ライン幅 wline が大きくなるとラインは回折限界まで縮小されていないこととなり，光軸方

向分解能の向上は最大化されない．次に，マルチラインの間隔 gについて考えると，励起面

積を広くするにはマルチラインの間隔 gを小さくし，ラインの数を増やした方がよい．しか

し，マルチラインの間隔 gを狭くすると，回折光の回折角が大きくなる．ゆえに，高次の回

折光が対物レンズから外れてしまい，対物レンズの瞳面上における強度分布は，間隔の大き

なマルチラインとなり，瞳を満たすことができない．また，マルチライン TFパルスの干渉

による Talbot 効果によって光軸方向において対物レンズの焦点面とは異なる位置に DMD

上のパターンが形成されてしまう [64]．これは，焦点面と異なる位置で背景蛍光が生じるこ

とに繋がり，光軸方向応答を劣化させてしまう．Talbot効果による光軸方向応答の劣化を抑

制するにはマルチラインの間隔 gを大きくすればよいが，一方で，励起面積は狭くなってし

まう．したがって，ML-TF顕微鏡では光軸方向応答の劣化も考慮し，ライン幅 wline，ライン

間隔 gを最適化する必要がある． 

 

 

Fig. 2.12 ML-TF顕微鏡の照明光学系．DMD：デジタルマイクロミラーデバイス． 
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2.4.3. 時間多重化時空間集光顕微鏡 

TF顕微鏡に echelle回折格子による TM 化を組み合わせると，TFパルスの分光方向に対

して垂直な方向で対物レンズによる空間集光が得られるため，TF 顕微鏡の光軸方向分解能

を向上できる [37]．TM-TF 顕微鏡は仮想イメージフェーズアレイ（virtually imaged phased 

array：VIPA）を用いても可能である [65]が，ここでは echelle回折格子を用いた方法につい

て説明する．Fig. 2.13(a)に透過型 echelle回折格子による TM化の原理を示す．echelle 回折

格子は格子部が階段状になった回折格子である．echelle 回折格子における階段の大きさを

Fig. 2.13(a)のように階段の幅が w，厚みが dであるとする．また，TFパルスの分光方向に対

して水平な方向を x 方向，分光方向に対して垂直な方向を y 方向，光軸方向を z 方向とす

る．echelle 回折格子へ入射したパルスは y 方向において分割され，離散的な時間遅延を与

えられて echelle回折格子から出射する．ここで，隣り合うパルスにおける時間差 Δtは空気

と echelle回折格子の材料における屈折率の違い及び階段の厚み dにより求められるから， 

1 1

g

t d
c v

 
 = − 

 
 

       (2.42) 

となる [66]．式(2.42)において，vgは echelle 回折格子の材質中における群速度，c は光速で

ある．パルスのコヒーレンス時間を Δtcoherenceとすると，Δt>Δtcoherenceの時，隣り合うパルス

同士は干渉しなくなり，個々のラインビームとして振る舞うようになる．この時，ラインビ

ームの y方向の幅は echelle回折格子の階段の幅 wとなるため，階段の幅 wが小さければ単

一の微小スリットを通過した時のようにラインビームが y 方向に拡散するようになる．し

たがって，Fig. 2.13(b)のように echelle回折格子が対物レンズの焦点面に対し，4-f光学系を

介して共役な位置に配置されていれば，echelle 回折格子で y 方向に拡散したビームは対物

レンズによって空間集光されることとなり，echelle 回折格子が焦点面に結像される．ゆえ

に，ラインスキャン TF顕微鏡と同様に，y方向の空間集光が加わる分だけ TM-TF顕微鏡の

光軸方向分解能は向上する．echelle回折格子では，格子間隔が広く，回折角が小さくなるた

め，高次の回折光まで用いることができ，対物レンズの瞳面上の空間強度分布は瞳面を隙間

なく埋めることになる．したがって，対物レンズによる空間集光を最大まで利用でき，多光

子顕微鏡やラインスキャン TF顕微鏡と同等の 1 μm程度の光軸方向分解能を得ることがで

きる [37]． 

TM-TF 顕微鏡で光軸方向分解能の向上を最大化するには対物レンズの焦点面において，

個々のラインビームが回折限界以下のサイズまで縮小される必用がある．光軸方向分解能

が最大化される条件は， 

1 2

w
s

M M
         (2.43) 

と表すことができる．式(2.43)において，M1，M2はそれぞれ回折格子に対する echelle 回折

格子の結像倍率，回折格子の試料に対する結像倍率であり，sは回折限界のスポットサイズ

を表している．ここで，echelle回折格子の階段の幅 wを小さくして式(2.43)を満たそうとし
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た場合，echelle 回折格子から出射される回折角が大きくなってしまい，高次の回折光が対

物レンズの瞳面から外れてしまう．そのため，階段の幅 w は高次の回折光が対物レンズの

瞳面に入射する程度に大きくする必用がある．ゆえに，式(2.43)を満足するには試料に対す

る echelle 回折格子の結像倍率 M1M2 を高く設定する必用がある．一方で，試料に対する

echelle回折格子の結像倍率 M1M2を高くすることは視野を制限する要因となる．また，TM-

TF 顕微鏡の他の問題点として，対物レンズの焦点において多光子励起領域が傾いてしまう

ことがある．echelle 回折格子で分割されたパルスは光軸方向において異なる位置で回折す

るため，対物レンズの焦点において光軸方向に異なる位置に集光されることとなり，多光子

励起領域に傾きが生じることとなる．ここで，スポットの端から端までに echelle 回折格子

の階段が n 段使われることを考えると，スポットの両端の間における光軸方向の位置ずれ

は nd/(M1M2)2と表すことができる．階段数 n，階段の厚み dが大きくなり，結像倍率 M1M2

が小さくなると視野内において励起領域が光軸方向に傾き，観察光学系の焦点面から外れ

蛍光像の歪みにつながってしまう．ゆえに，光軸方向の位置ずれ nd/(M1M2)2が Rayleigh 長

以内に収まるようにパラメータを設定する必用がある [37]． 

 

Fig. 2.13 (a)echelle回折格子による TM化の原理．(b)TM-TF顕微鏡における照明光学系

の構成． 
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2.4.4. 時空間集光パルスを用いたパターン照明 

 TF パルスを用いてホログラフィックパターン照明を行った場合，分光方向においてマル

チスポットのスポットが重なっても干渉縞が生じない [33]．これは，回折光を用いているた

め，分光方向においてパルスフロントに傾きが生じていることが理由である [67]．回折素子

による分光方向を x 方向，分光方向に対して垂直な方向を y 方向，光軸方向を z 方向とす

る．ビーム径 dのパルスが回折素子に対して角度 θで入射し，0度で出射される場合， Fig. 

2.14 のようにパルスフロントに角度 θ の傾きを持って出射されるとみなすことができる．

ここで，x方向に沿った過渡的なビーム径 dtranは， 

tran
sin sin

l c
d

  
= =        (2.44)  

で表せる．この時，lは光軸方向のビームの厚みであり，光速 cとパルス幅 τで求められる．

ビーム径 d=3 mm，パルス幅 τ=100 fs（l=30 μm）のパルスが回折素子へ入射角 θ=23.1°で入

 

Fig. 2.14 TFパルスを用いたパターン照明におけるパルスフロントの傾きによる干渉抑

制の原理．d：回折素子上での x方向のビーム径，dtran：回折素子上での x方向に沿った

過渡的なビーム径，l：パルスの厚み，m：結像倍率． 
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射する場合，dtran=76.5 μmとなる．結像倍率 mが 100倍の集光光学系でこのパルスが試料に

照射されると，焦点面において幅 0.765 μmのラインが x方向にスキャンされるように振る

舞い，直径 30 μmのスポットを発生する．そのため，パターン照明においてスポットが空間

的に重なっていても，時間的にはパルスは重なっておらず，隣り合うスポットに干渉縞は発

生しない．一方で，パルスフロントの傾きは x方向のみであるため，y方向においてスポッ

トが重なると，干渉縞が生じてしまう [33]． 

 

2.5. まとめ 

第 2 章では本論文に関連した理論や要素技術について述べ，本論文において解決に取り

組む TF顕微鏡における 3つの問題がどのような理由で生じているかについて説明した．ま

ず，TF顕微鏡において厚みのある試料中で分散補償が難しいのは，多光子励起領域内で TF

パルスのパルス幅が変化するため，補償アルゴリズムによって補償位相を得ることが困難

であるからである．そのため，今までは TFパルスの分散補償は薄い試料を用いることで多

光子励起領域を光軸方向に小さくし，多光子励起領域内でのパルス幅の変化が小さくなる

ようにしていた．次に，多光子顕微鏡と比較し TF顕微鏡の光軸方向分解能が低いのは，TF

顕微鏡では分光方向に対して垂直な方向において，パルスが対物レンズの瞳を満たしてい

ないからである．TF 顕微鏡を改良した TM-TF 顕微鏡では多光子顕微鏡と同等の光軸方向

分解能が得られるが，光軸方向分解能を最大化するためには試料に対して echelle 回折格子

を高倍率で結像させる必用があり，視野を制限する要因となる．また，MF-TF パルスによ

るパターン照明では，分光方向に対して垂直な方向において集光スポットが近接すると隣

り合うスポット間で干渉縞が発生し，均一な集光スポットを発生することができない．この

理由は，分光方向に対して垂直な方向にはパルスフロントの傾きがないからである．これら

の 3つの問題に加え，TF顕微鏡では強度の 2乗に比例して生じる二光子吸収を広い範囲で

発生させる必用があるため，高出力な励起光源が要求される．第 3章以降において，3つの

問題の解決方法として提案する時空間ロックイン検出技術，TM-ML-TF顕微鏡，MF-TM-TF

顕微鏡および本論文の TF顕微鏡に用いる光源である Ybファイバレーザについて述べる． 
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第3章 Ybファイバレーザの開発 

 広視野照明を行う TF顕微鏡では，広い領域で多光子励起を誘起する必要があるため高出

力な光源が求められる．第 4章以降で用いる TF顕微鏡の光源として，高出力なフェムト秒

パルスが得られる Ybファイバレーザを開発した．発振器として温度・湿度の変化や振動に

対する安定性が高い figure 9モード同期発振器を構築した．発振器からの出力をシード光と

し， 4 段の増幅器で構成される CPA でシード光を増幅した．分散補償には，主に 2 次，3

次の低次分散の補償のために回折格子対を，4次以上の高次分散の補償のために 4-f波形整

形器を使用した．分散補償後のパルスを干渉自己相関（interferometric autocorrelation：IAC）

計測によって計測し，パルスの時間特性を確かめた．以下ではこれらのシステムの構成およ

び発生したパルスの特性について述べる． 

 

3.1. figure 9モード同期発振器 

figure 9モード同期発振器の構成を Fig. 3.1に示す．励起光として，波長 976 nmのファイ

バ結合半導体レーザ（laser diode：LD）を使用した．波長分割多重（wavelength division 

multiplexing：WDM）カプラを使用し，LDから出力された励起光を figure 9発振器の NALM

ループを構成する PM ファイバへ結合した．偏波保持ファイバ中を伝播した励起光によっ

て，Yb添加ファイバコア内の Ybイオンを励起した．Fig. 3.1において，各ファイバの長さ

はそれぞれ(A) 2 m，(B) 1.4 m，(C) 0.20 m，(D) 0.57 mである．ここで，Yb添加ファイバが

ループの中心からずれて配置されることで，NALM が構成される．ループの両端には

FC/APCコネクタが付属し，ファイバコリメータを接続することでファイバから出射される

光をコリメートした．時計回り，反時計回り方向にループを伝播し，出射されるパルスの偏

光がそれぞれ s偏光，p偏光となるよう，ファイバを回転させた．ループの両端から出射し

たパルスは偏光ビームスプリッタ（polarization beam splitter：PBS）で合波される．この第

1PBSの後ろに配置されたファラデーローテータ，1/2波長板，1/4波長板は，非反転位相シ

フタとして機能し，第 2PBSが偏光ゲートとして機能する．光強度の高いパルス光が p偏光

となることで PBS を透過し，共振器内を伝播するように非反転位相シフタを調整すること

で，モード同期発振が得られる．モード同期発振が得られる場合でもパルスが s偏光成分を

有する場合は，一部の光が PBS の出力ポート 2 から出射される．ファイバ及び光学素子で

加わる分散を補償するため，透過型回折格子を用いた回折格子対を使用した．パルスは回折

格子対の後ろの平面ミラーで反射されることで光路を逆に伝播し，NALM ループ手前の第

１PBSで分割されて再び NALMループへ入射される．平面ミラー前の 1/4波長板は光が往

復で通過すると 1/2波長板として機能する．これを使用し，出力ポート 1から取り出す出力

および NALMループへ戻す出力の割合を調整した．Fig. 3.1の構成において，出力は出力ポ

ート 1， 2からそれぞれ得られる．出力ポート 1から取り出されるパルスは，共振器を周回

したパルスのみであるが，出力ポート 2 から取り出される光は共振器を周回したパルスだ
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けでなく，光強度が低いために，共振器を周回せずに出力された光成分もある．そのため，

出力ポート 1から出力されるパルスを増幅器のシード光とした． 

強い非線形性が得られるファイバモード同期発振器では容易にダブルパルス発振が生じ

てしまう．ダブルパルス発振するとスペクトルへの干渉縞の発生やピーク強度の低下が生

じる．そのため，発振器の出力特性を計測し，シングルパルス発振していることを確かめる

必要がある．モード同期発振した時の出力特性として，分光器で計測したスペクトルを Fig. 

3.2に示す．励起出力を 130 mWに設定し，非反転位相シフタ内の 1/4波長板および 1/2波

長板を回転させることでスペクトルの広がりが生じ，モード同期発振を得た．モード同期発

振時の平均出力は 8.0 mW であった．スペクトル分解能 0.4 nm の分光器で計測されたスペ

クトルは 2つのピークを有し，ピーク波長は 1064 nmであった．また，ダブルパルス発振に

よるスペクトルの干渉縞は見られない．Fig. 3.3に高速フォトダイオード（photo-diode：PD）

で計測したパルス列を示す．高速 PDとして，帯域幅 5 GHz，立ち上がり時間 70 ps，立ち下

がり時間 110 ps の PD（Thorlabs，DET08CFC）を使用した．Fig. 3.3より，パルス間の時間

間隔は 22.8 ns であり，繰り返し周波数は 43.4 MHz である．平均出力と繰り返し周波数か

ら，パルスエネルギーは 0.17 nJと求められた．また，モード同期発振器における共振器長

 

Fig.  3.1 figure 9モード同期発振器の構成．LD：半導体レーザ，WDM：波長分割多重

カプラ，PM-SCF：偏波保持シングルクラッドファイバ，PBS：偏光ビームスプリッタ，

HWP：1/2波長板，QWP：1/4波長板． 
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とパルス間隔の関係から，パルス間隔は共振器長 6.8 mに対応しており，ダブルパルス発振

の兆候は見られない．しかし，これらの計測だけでダブルパルス発振していないとは言い切

れない．ダブルパルス発振している場合，2つのパルス間の距離に応じてスペクトルに干渉

縞が現れる．パルス間の距離が lである場合，波長 λにおいて 2つのパルスの位相差  は， 

2 2

0 0

l c  


 

 
 = =       (3.1) 

で表される．ここで，c は光速，τ はパルスの時間間隔である．そのため，波長ごとに位相

 

Fig. 3.2 Figure 9モード同期発振器のスペクトル． 

 

Fig. 3.3 高速 PDで計測したパルス列． 
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差が異なり，スペクトルに干渉縞が生じる．パルス間の時間間隔 τが長くなるとスペクトル

の干渉縞の間隔が細かくなり，間隔が分光器の分解能より細かい場合，分光器で干渉縞を検

出できない．使用した分光器の波長分解能は 0.4 nmであるため，測定可能な最大のパルス

間の時間間隔は 29.4 psである．一方で，Fig. 3.3のパルス列の計測に用いた高速 PDでは 100 

ps よりも短い時間間隔のダブルパルスを時間領域で計測することは困難である．したがっ

て，分光器と高速 PDで計測できない領域にダブルパルスが存在しないか確認するため，発

振器の出力を回折格子で分光し，分光面の空間強度分布をカメラで取得した．分光器より高

分解能な条件でスペクトル形状を計測することで，ダブルパルスに起因するスペクトルの

干渉縞がないことを確認した．これらの結果よりシングルパルス発振していることを確か

めた． 

 

3.2. チャープパルス増幅器 

Yb ファイバ CPA システムの構成を Fig. 3.4 に示す．シード光として，前節で述べた Yb

ファイバ発振器の出力ポート 1 からの出力を用いた．出力ポート 1 の直後にファラデーア

イソレータを配置し，発振器の不安定化を招く戻り光を抑制した．CPAを行うため，ファイ

バ結合後にファイバストレッチャを伝播させ，7.5 ps2の 2次分散，−0.087 ps3の 3次分散を

シード光に与えた．後段の増幅器では PMファイバを使用しているが，ファイバストレッチ

ャは PMファイバではない．そのため，偏波コントローラを用いて増幅器へ導かれる出力が

最大となるように偏光を調整した．偏光が調整されたパルスをコア径 6 μm，長さ 1.2 mの

Yb添加 SMファイバを使用する増幅器 1段目へと導き，増幅した．励起には波長 976 nmの

LD を使用し，WDM を用いて励起光を結合した．励起パワー780 mW で前方励起し，平均

出力 120 mW（パルスエネルギー2.7 nJ）が得られた．その後，パルスを空間に取り出し，ロ

ングパスフィルタ（long-pass filter：LPF）を施した上， 4-f波形整形器へ導いた．4-f波形整

形器の後，再びファイバに結合し，増幅器 2 段目へと導いた．増幅器 2 段目ではコア径 6 

μm，長さ 1.0 mの Yb添加 SMファイバを使用した．励起には波長 976 nmの LDを 2台使

用し，WDMを用いて結合させた．励起出力 1.6 Wで前方励起し，平均出力 790 mW（パル

スエネルギー18 nJ）を得た．後段の増幅器において 1 パルスあたりの利得を増やすため，

増幅器 2段目の後ろにおいて音響光学変調器（acousto-optic modulator：AOM）でパルスの繰

り返しを 710 kHz まで低下させた．この理由は，2.1.2 節で述べたように，二光子吸収確率

は強度の 2乗に比例するため，励起光の平均出力が同じであれば繰り返しを低下させ，1パ

ルスあたりのパルスエネルギーを高くした方が，励起効率が高くなるためである．AOMの

変調信号の発生にはパルス遅延発生器（Stanford Research Systems，DG645）を使用した． 

Ybファイバ発振器の出力ポート 2からの出力を PD で受光し，パルス遅延発生器のトリガ

信号として使用した．増幅器 3段目ではコア径 25 μm，長さ 2.5 mのダブルクラッド Yb添

加ファイバを使用した．ファイバを伝播する光のマルチモード化の抑制および高励起によ

る熱の蓄積を軽減するため，ダブルクラッド Yb添加ファイバを水冷された銅製のリールに
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巻いた．AOMまでのコア径 6 μmのファイバからコア径 25 μmのファイバへパルスを結合

するため，モードフィールドアダプタを使用した．また，励起には波長 976 nmの LDを使

用し，マルチモードパワーコンバイナを用いて結合させた．励起パワー3.7 Wで前方励起し，

平均出力 280 mW（パルスエネルギー0.4 μJ）を得た．増幅器 4段目ではコア径 40 μmのラ

ージモードエリアフォトニック結晶 Yb 添加ファイバモジュール（NKT photonics， 

aeroGAIN-BASE-1.1）を使用した．付属の水冷機構によってファイバを冷却した．モジュー

ル入力部のファイバコア径は 10 μmである．そのため，ファイバコア径が 25 μmである増

幅器 3段目の出力を空間に取り出し，縮小光学系を介してモジュールに入力した．また，増

幅器 1段目と同様に LPFを施した．このモジュールは後方励起式であるため，波長 976 nm

の LD からの光をダイクロイックミラーによってモジュールの出射側から入射させること

で後方励起した．励起パワー12.6 Wにおいて平均出力 3.9 W（パルスエネルギー5.5 μJ）を

得た．この時のスペクトルを Fig. 3.5に示す．ピーク波長は 1059 nmであった．増幅器 4段

目から出力されたパルスを圧縮するため，格子定数 1600 本/mmの透過型回折格子対を用い

た．回折格子対の後ろの 1/2波長板とグランレーザ偏光子は平均出力の調整に使用し，シャ

ッターは露光時間の調整に使用した． 

本システムを構築するにあたり，4-f 波形整形器の位置，増幅器破損防止のためのインタ

 

Fig. 3.4 CPAの構成．PD：フォトダイオード，PBS：偏光ビームスプリッタ，LD：レー

ザダイオード，WDM：波長分割多重カプラ，EC：エンドキャップ，HWP：1/2波長板，

LPF：ロングパスフィルタ，DG：ディレイジェネレータ，AOM：光音響素子，MFA：モ

ードフィールドアダプタ，PM-MPC：偏波保持マルチモードパワーコンバイナ，DM：ダ

イクロイックミラー，GLP：グランレーザ偏光子，PM-SCF：偏波保持シングルクラッド

ファイバ，PM-DCF：偏波保持ダブルクラッドファイバ，PM-LMA：偏波保持ラージモー

ドエリアファイバ． 
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ロックの導入，スペクトル狭帯域化の抑制について検討した．4-f 波形整形器に用いられる

SLMは高出力な光を入射させると液晶素子が破損する．そのため，平均出力 1 W以上のパ

ルスを発生する増幅器最終段の後ろに 4-f波形整形器を配置すると液晶素子破損の懸念があ

る．一方，回折格子を用いる 4-f波形整形器は損失が大きく，増幅前の箇所に配置すると増

幅器へ入射するシード光の出力不足を招く．シード光が不足すると自然放出増幅光

（amplified spontaneous emission：ASE）が発生し，ASEに利得が奪われることによる増幅効

率の低下や ASEの過剰な増幅によるファイバの破損につながる．これらの理由から，4-f波

形整形器を増幅器 1段目の後ろに配置した．この増幅器前置き型波形整形手法では，4-f波

形整形器で時空間結合によるビームプロファイルの劣化 [68]が生じても再びファイバに結

合されることでビームプロファイルの劣化が緩和される．また，シード光の不足による ASE

は，発振器の停止やファイバ破損によってシード光が失われた場合にも問題となる．そのた

め，増幅器へ入射する光をわずかに切り出して PDでモニターし，シード光が失われ信号が

なくなった場合に LDの出力をオフとするインタロックを全ての増幅器に施した．スペクト

ル狭帯域化の抑制に関して，Yb 添加ファイバの利得のピークは波長 1030 nm にあるため，

増幅されるにつれピーク波長が短波長にシフトしていく．加えて，波長 1050～1100 nmの範

囲に比べ，波長 1030 nm付近の利得プロファイルは急峻である．そのため，増幅による短波

長側へのシフトはスペクトル帯域の狭帯域化につながる [69]．本レーザシステムでは増幅器

1 段目と 3 段目の出力に対して LPF を施すことで，スペクトルの短波長シフトおよび狭帯

域化を防止した [70]． 

 

3.3. パルス特性の評価 

3.2 節の Yb ファイバレーザシステムを構築後，分散補償を行った．分散補償には回折格

 

Fig. 3.5 Ybファイバ CPAから出力されたパルスのスペクトル． 
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子対と 4-f波形整形器を使用した．レーザシステムからの出射を波長 600 nm付近の光を吸

収する GaAsP-PD（浜松ホトニクス，G1117）へ集光することで二光子吸収させた．二光子

吸収信号はパルスの集光強度に依存するため，二光子吸収信号が上昇するように回折格子

対，4-f 波形整形器を調整すると分散が補償される．回折格子対の距離と角度を調整して 2

次，3次分散を補償し，その後，第 4章で説明する時間ロックイン検出を用いた位相推定ア

ルゴリズムを使用し，4-f波形整形器によって 4次以上の高次の分散を補償した． 

分散補償後のパルス特性を評価するため，IACを行った．IAC系の片腕のミラーはピエゾ

ステージ上に配置されており，このミラーをピエゾステージで移動することで，2つのパル

スの時間間隔を走査した．この 2つのパルスを分散補償と同様に GaAsP-PDへ集光し，二光

子吸収信号を用いて 2次の IAC波形を計測した．Fig. 3.6にピーク値が 8となるように規格

化した自己相関波形を示す．バックグラウンドとピークの比が 1:8となっており，FTLに近

い波形が得られている．強度相関波形を得るため，得られた IAC 波形にローパスフィルタ

を施して高周波成分を取り除き，包絡線を抽出した．元のパルスが secant hyperbolic関数で

表されると仮定することで，パルスの FWHMを 110 fsと求めた． 

 

3.4. まとめ 

第 4 章以降の TF 顕微鏡へ用いるための光源として，Yb ファイバレーザを構築した．シ

ード光として，振動や温度・湿度変化に対する安定性が高い figure 9モード同期発振器を作

製し，平均出力 8.0 mW，ピーク波長 1064 nm，繰り返し 43.4 MHzのモード同期パルスを得

た．figure 9モード同期発振器の安定性はレーザの使用環境を緩和するだけでなく，発振の

停止による増幅器の破損防止にも役立つ．また，4段の増幅器で構成されるYbファイバ CPA

によってシード光を増幅した．増幅器 4 段目から出力されたチャープパルスの圧縮と分散

 

Fig. 3.6 分散補償後の IAC波形． 
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補償には回折格子対と 4-f波形整形器を用いた．圧縮・分散補償されたパルスを計測するこ

とで，平均出力 3.9 W，ピーク波長 1059 nm，繰り返し 710 kHz，パルスエネルギー5.5 μJ，

パルス幅 110 fsを確認した．CPAの平均出力は増幅器 4段目の励起 LDの出力で制限されて

おり，より高出力な LDを用いることで出力を向上できる． 
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第4章 時空間ロックイン検出による 

時空間集光パルスの補償光学 

TF 顕微鏡では焦点面におけるパルスの時空間特性がイメージング性能に影響する．分光

されたフェムト秒パルスを集光するため，TF パルスには時空間結合が生じている．そのた

め，光学素子や試料の収差による空間特性の劣化は時間特性にも影響し，信号強度や分解能

の低下を招く [31,32]．これはスペクトル位相を補償することで改善できる．走査型多光子

顕微鏡の分散補償では試料中で発生する蛍光を検出し，蛍光強度が強くなるように励起レ

ーザパルス波形を最適化アルゴリズムによって最適化する [71,72]．しかし，TF顕微鏡では

多光子励起領域内でパルス幅が変化するため，アルゴリズムによって補償位相を推定する

のが困難となる．光軸方向分解能よりも薄い試料を用いれば，励起領域中でのパルス幅変化

を小さくでき分散補償が可能である [61]．しかし，厚みのある試料では分散補償を行えない． 

第 4章では厚みのある試料にも適用可能な TFパルスの分散補償手法として開発した時空

間ロックイン検出技術 [36]について説明する．本技術は SIM による空間ロックイン検出と

ホモダイン検出による時間ロックイン検出を組み合わせた計測技術である．そのため，時空

間ロックイン検出と呼ぶこととした．以下では時空間ロックイン検出による最適位相推定

の原理，補償光学システムの構成，時空間ロックイン検出の検証結果および補償によるイメ

ージング性能の改善結果について述べる．なお，時空間集光パルスに対して分散補償を適応

すると，スペクトル分散だけでなく色収差による波面歪みも補償できる．ここでは，TF パ

ルスに対する分散補償は AO と記載し，スペクトル分散のみを補償する従来のパルスの分

散補償と区別する． 

 

4.1. 時空間ロックイン検出の原理 

4.1.1. 時間ロックイン検出 

Fig. 4.1に時間ロックイン検出の原理を示す．フェムト秒パルスは多数の波長が干渉する

ことで形成され，全ての波長の位相が揃うことで FTL パルスが得られる．時間ロックイン

検出では，パルスを形成する多数の波長の中で，ある帯域に存在する波長群の位相を変調す

る．この時，パルスと変調された波長群の位相差に応じて強め合う干渉または弱め合う干渉

が生じる．分散補償とは，波長ごとの位相を操作して位相歪みを補償し FTL パルスを得る

ことである．そのため，パルスと位相変調した波長群が最も強め合うようなの位相を求め，

その位相を変調した波長群に与えればよい．変調する帯域が狭く波長群が正弦波として振

る舞うと仮定すれば，波長群の位相を変調するとパルスのピーク強度は正弦波的に変調さ

れる．時間ロックイン検出ではこの関係を利用する．Fig. 4.1の左下に示すように波長群の

位相を実線，点線，破線のように変調する．そして，変調した位相量と信号値の変化を用い

てロックイン検出することで，変調された波長群とパルスとの位相差を推定できる．この位
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相差の逆の位相を変調した波長群に与えれば，波長群とパルスとの位相差が補償される．こ

の処理をパルスを構成する全ての波長群に行うことで，分散補償が行える．実際に波長群の

位相を操作するには，4-f 波形整形器を用いて局所的なスペクトル位相を操作することで実

現できる．そのため，波長群の位相を変調することを以下では局所周波数変調と表現する． 

局所周波数変調による最適位相の推定は以下のように記述できる．局所周波数が変調さ

れたパルスのスペクトル領域における電場 ( )mE  は， 

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( ) ( )

exp

exp 1 ,

m m m m

m m

E E E E i

E E i

          

     

 = − − + − 

= + − −  

  (4.1) 

で表される．式（4.1）において， ( )m  − は Diracのデルタ関数， m は位相変調される局

所周波数， m は局所周波数の位相変調量である．時間領域の電場は式(4.1)を逆フーリエ変

換することで以下のように求められる． 

( ) ( )

  ( )

( ) exp

( ) ( ) exp( ) 1 exp .

m m

m m m

E t E i t d

E t E i i t

  

  



−
= −

= + − −

     (4.2) 

局所周波数が変調されたパルスの第 2高調波（second harmonic：SH）の電場 (2) ( )mE t を求める

と， 

 

Fig. 4.1 時間ロックイン検出の原理． 
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   (4.3) 

と計算できる．局所周波数の 2乗の項は他の項と比べ小さいため，無視した．瞬間的な SH

強度 ( )SH

mI は， 

  ( )

  ( )

 

  ( )

  ( )

( ) 2 *

*

2 *

*

( ) 2 ( ) ( ) ( ) exp( ) 1 exp

2 ( ) ( ) ( ) exp( ) 1 exp

4 ( ) ( ) 2 exp( ) exp( )

( ) 2 ( ) ( ) ( ) exp( ) 1 exp

2 ( ) ( ) ( ) exp( ) 1 exp ,

SH
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m m m

m m m

m m m
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I I t I t E t E i i t

I t E t E i i t

I t I i i

I t I t E t E i i t

I t E t E i i t

  

  

  

  

  

 + − −

+ − −
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+ − −

   (4.4) 

となる．局所周波数の強度を含む項は他の項と比べ小さいため，無視した．SH強度の時間

平均を求めると， 

( ) ( )

( )

( ) ( ) ( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( ) ( ) ( )

0

2

3 3 3

3 3 3

1

2 exp 1

2 exp 1 ,

TSH SH

m m

SH

m m m

SH

m m m

I I dt
T

I t

E E E i d

E E E i d

     

     

 

−


 

−

 
 

=

+ + −  

+ + − −  







     (4.5) 

となる．ここで， ( ) ( )3

SH

mE  + は， 3 m + の周波数を生じる全ての周波数の組み合わせを

積算したもので，以下のように表現される． 

( ) ( ) ( ) ( )3 3 .
SH

m mE E E d      


−
+ = + −     (4.6) 

SH強度をホモダイン計測すると， 

( )

( ) ( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( )

( )  

1

0

3 3 3

3 3 3

0

exp( )

2

2

exp ( ) ,

n
SH

m m

m

SH

m m

SH

m

m m

H I i

n E E E d

n E E d

E i



    

   

   

−

=

 

−

 

−

= −

 +

= +

  − 







    (4.7) 

のようにホモダイン信号 Hが求まる．nは 3以上の整数であり，0から 2πにわたる位相変

調の回数を表す．また， 0 は， 

( ) ( ) ( )3 3 3

SH

mE E d   
 

−
+      (4.8) 

の成分の位相を表す． 0 0m − = の時，式(4.5)は最大値を取る．したがって， 0 が求める最

適位相であり，この位相を変調した局所周波数に与えることで，位相歪みが補償される．こ
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の処理を，パルスを構成する全ての局所周波数に対して行うことで分散補償が行われ，最終

的に FTLパルスが得られる． 

 

4.1.2. 空間ロックイン検出 

 次に空間ロックイン検出の原理について，Fig. 4.2を用いて説明する．TFMでは分光され

たフェムト秒パルスを集光しパルス幅の変化を利用することで，広視野照明でありながら

光軸方向における励起領域の局所化効果が得られる．Fig. 4.2の青の実線のように，TFパル

スは焦点面に近づくにつれてパルス幅が短くなり，焦点面で最短となった後，焦点面から遠

ざかるにつれて再びパルス幅が長くなる．これにより，赤の点線で表された領域で多光子励

起が生じる．パルス幅の変化が生じる焦点面外では波長は空間的に完全には重なっておら

ず，また，伝播に伴い波長ごとの位相関係も変化する．発生した蛍光を計測器で取得すると

空間的に積算されてしまうため，焦点面外で発生した蛍光は時間ロックイン検出を用いた

最適位相推定においてノイズとなる．焦点面で発生する蛍光と比較し焦点面外で発生する

蛍光の割合が大きくなると，焦点面と焦点面外で位相変調に対して強め合う位相・弱め合う

位相が異なるため，局所周波数変調の信号変化が正弦波的に変調されなくなる．ゆえに，時

間ロックイン検出を用いて最適位相推定を行った場合，誤った位相を推定してしまう．その

ため，焦点面外で発生した蛍光を除去する必要がある．これは，TFM に SIM [35]を組み合

わせ，光軸方向分解能を向上することで実現できる [73–76]．2.3.2節で述べたように，SIM

では励起光を縞パターン状に整形する．縞パターンが形成されるのは結像面である焦点面

近傍のみであるため，励起光の縞パターンの空間位相を変調すると，焦点面近傍で生じる信

号のみが変調される．一方で，縞パターンが形成されない焦点面外の信号は変調されない．

ゆえに，式(2.34)の SIMの処理を施すことで背景蛍光が除去されるとともに，縞パターンの

 

Fig. 4.2 空間ロックイン検出の原理． 
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空間位相変調にともなって変調される焦点面近傍で発生した信号だけを抽出することがで

きる．そのため，SIMは空間ロックイン検出を行っていると言える．Fig. 4.2のように TFM

に SIMを組み合わせると，TFMの励起領域の中からさらに焦点面に近い領域から信号を抽

出することができるため，検出領域中でのパルス幅の変化を小さくできる．したがって，空

間ロックイン検出で得られた信号を参照して最適位相推定を行うことで，TF パルスの AO

が行える． 

 

4.2. 実験系 

 Fig. 4.3に実験系を示す．光源として第3章で述べたYbファイバレーザシステムを使用した．

出力特性は平均出力4.3 W，繰り返し3.3 MHz，パルスエネルギー1.3 μJ，パルス幅100 fs，ピ

ーク波長1055 nmであった．本章では開発途中のレーザを使用したため，第3章で述べた出力

特性と異なっており，繰り返し周波数を高く設定している．この理由は，増幅器内での過剰

なASEの発生によって引き起こされる増幅器の破損を防止するためである．出力された光を

DMD（Texas Instruments，DLP4500NIR）へ導き，23.1°の角度で入射させた．微小なミラー

がアレイ状に配置されるDMDは，微小ミラーのON/OFFによる空間強度パターン整形だけで

 

Fig. 4.3 実験系の構成．LC-SLM：液晶空間光変調器，AOM：音響光変調器，HWP：1/2

波長板，GLP：グランレーザポラライザ，DMD：デジタルマイクロミラーデバイス，DM： 

ダイクロイックミラー，SF：ショートパスフィルタ. 



 

44 

 

なく，ブレーズド回折格子としても機能する．そのため，SIMのための縞状の空間強度パタ

ーン形成 [62]とTFのための回折 [63]を1台のデバイスで同時に行えるという利点を持つ．

DMDで回折した光を焦点距離375 mmのレンズと焦点距離3 mm，NA 1.2，倍率60倍の対物レ

ンズ（Olympus，UPLSAPO60×W）で試料へ導くことで，DMDを試料へ結像した．対物レ

ンズはピエゾステージ（nPoint，nPFocus100HD）にマウントした．焦点距離375 mmのレン

ズは焦点距離750 mmの2枚のアクロマートダブレットレンズ（Thorlabs，AC508-750-C）を

微小な隙間の両端に配置したものである．これはPlössl eyepiece [77]と呼ばれ，レンズの収差

の影響を軽減できる構成である．試料は移動ステージ上に配置した．試料で発生した多光子

蛍光は対物レンズを通り，ダイクロイックミラー（Semrock，FF875-Di01）で励起光と分離

され，焦点距離200 mmのアクロマートダブレットレンズで水冷のCMOSカメラ（Hamamatsu 

Photonics，ORCA-Fusion C14440-20UP）へ結像される．ダイクロイックミラーで分離しきれ

なかった励起光がカメラへ入射するのを防ぐため，カメラの前にショートパスフィルタ

（Semrock，FF01-890/SP-25）を配置した．時空間ロックイン検出は光源内の4-f波形整形器

を用いた時間ロックイン検出とDMDを用いたSIMによる空間ロックイン検出を組み合わせ

ることで行った．4-f波形整形器では128ピクセルを有するLC-SLMを使用し，1ピクセルごと

に2/3πずつの位相変調を合計3回行うことで時間ロックイン検出のための局所周波数変調を

行った．また，SIM画像を得るため，縞パターンの空間位相をπ/2ずつ変調した４つの画像か

らSIM画像を再構築した．得られたSIM画像における各ピクセルの強度を足し合わせること

で空間ロックイン信号とした． 

 

4.3. 実験結果 

4.3.1. 時空間ロックイン検出の検証 

始めに時間ロックイン検出を用いて分散補償が可能であるか検証した．この検証のため，

DMDと CMOSカメラの代わりに，それぞれフラットミラーと PMT（Hamamatsu Photonics，

R4220）を用いた．この時，パルスは分光されずに試料へ入射するので，空間ロックインを

用いることなく分散補償が行える．試料としてアガロースゲル中に rhodamine B溶液を分散

させ，表面にカバーガラスを載せたものを使用した．試料で発生した二光子蛍光は PMTに

導いた．4-f 波形整形器による高次分散の補償の前に，試料で生じる二光子蛍光が強くなる

ように回折格子対を調整し，2次，3次分散を補償した．Fig. 4.4に空間ロックイン検出を用

いた分散補償の結果を示す．Fig. 4.4(a)はアルゴリズム動作中の信号変化であり，開始から

終了まで 5分を要した．信号の初期値が 1となるように規格化した．分散補償前には，SLM

の各ピクセルの位相は位相変調可能な範囲の中央の値を設定し，平坦な位相マスクを与え

た．そして，128のピクセルを持つ SLMの端から端まで 1ピクセルあたり 1回ずつ最適位

相推定を行い，合計 128 回の最適位相推定を行うことを 1 サイクルとした．次のサイクル

は，前のサイクルを開始した最初のピクセルに戻り，再び最適位相推定を繰り返した．Fig. 

4.4(a)の点線はサイクルの区切りを示している．最適位相推定を 2 サイクル行うことで，蛍
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光強度が 3.8倍に向上した．Fig. 4.4(a)のピンクの枠内を拡大したものが Fig. 4.4(b)である． 

Fig. 4.4(b)に示されるように，1ピクセルあたり 2/3πずつの位相変調を 3回行い，それぞれ

信号を取得し，最適位相を推定した．3回の位相変調回数は式(4.7)のホモダイン検出を行う

ための最低回数である．各ピクセルにおいて最適位相推定後に信号値が上昇しており，位相

歪みが補償されていく様子を確認できる．分散補償後に得られた SLMの位相マスクは Fig. 

4.4(c)の通りである．IAC を行うことでパルスの時間特性を評価した結果を Fig. 4.4(d)に示

す．ピークの値が 8 となるように規格化した．青の実線が IAC 波形を示し，ピンクの実線

は光源のスペクトルから計算した FTLパルスの包絡線波形である．IAC波形の包絡線は FTL

パルスから求められる包絡線に近く，パルス幅は 100 fsであった．これらの結果から，時間

ロックイン検出を用いることで分散補償が行えることを確かめた． 

 次に空間ロックイン検出を組み合わせた時空間ロックイン検出を用いることで，厚みの

ある試料でも TFパルスの AOが行えることを検証した．まず，信号検出範囲内でのパルス

幅変化を確認するため，TFMと SIMの光軸方向応答および TFパルスのパルス幅変化を計

測した．TF顕微鏡および SIMの光軸方向応答は，直径 200 nmの単層蛍光ビーズシートを

焦点面付近で光軸方向にスキャンし，試料で発生した二光子蛍光は，SIMを用いた AOの場

合は CMOSカメラで，TF顕微鏡を用いた場合は PMTで計測した．また，TFパルスのパル

ス幅は，同じ単層蛍光ビーズシートを使用し，光軸方向の各位置において IAC によって計

 

Fig. 4.4 時間ロックイン検出を用いた分散補償の検証結果．(a)アルゴリズム動作中の

信号変化．(b)(a)におけるピンクの枠内の拡大図．(c)分散補償後に得られた SLMの位相

マスク（青）と光源のスペクトル（ピンク），(d)分散補償後の IAC波形（青）とスペク

トルから求めた FTLパルスの包絡線波形（ピンク）． 
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測した．Fig. 4.5(a)は TF顕微鏡と SIMの光軸方向応答および TFパルスのパルス幅変化を示

す，SIM で得られる応答の範囲内では TF パルスのパルス幅変化は小さく，FWHM におい

て 1.1倍程度の変化である．一方で，TF顕微鏡では 1.5倍の変化がある．そのため，SIMを

用いて信号取得を行うことで，パルス幅一定の領域から信号を抽出でき，AOが可能になる

と考えた．次に厚みのある試料において TF顕微鏡および SIMで信号取得し，AOが可能で

あるか検証した．厚みのある試料として分散補償の時と同じアガロースゲル中に rhodamine 

B溶液を分散させた試料を使用した．アガロースゲルは水に近い屈折率を有するため，試料

による収差の影響は小さい．そのため，AOを行うことで主に TF光学系における光学素子

またはミスアライメントによって生じる収差が補償されることとなる．以下では光学素子，

ミスアライメントによる収差のみを補償する AO のことをシステムに対する AO と記載す

る．焦点は表面から 200 μm の位置に設定した．また，AO 開始時の SLM の位相マスクは

Fig. 4.4で示した SLMの位相マスクを使用し，分散が補償された状態から最適位相推定を 2

サイクル行った．その後，SLM の位相マスクを変え，各条件の光軸方向応答を計測した．

試料として Fig. 4.5(a)と同様に単層蛍光ビーズのシートを使用し，対物レンズを 80 nm間隔

で移動することでパルスを光軸方向にスキャンした．試料へ入射させたパルスエネルギー

は 4.7 nJ，積算時間は 10 msとし，発生した蛍光を PMTで計測した．得られた結果を Fig. 

4.5(b)に示す．分散補償後，SIMを用いた AO後の光軸方向応答は式(2.40)を用いてフィッテ

 

Fig. 4.5 時空間ロックイン検出の検証結果．(a)SIM（赤線）および TF顕微鏡（黒線）の

光軸方向分解能とパルス幅の変化（緑丸）．(b)光軸方向分解能の比較（緑）分散補償前，

（青）分散補償後，（赤）SIMを用いた AO後，（黒）TF顕微鏡を用いた AO後(c)分散補

償されていない条件から SIMを用いた AOを開始した時の信号変化． 



 

47 

 

ィングを行い，フィッティングにより得られた式から分解能（FWHM）を計算した．一方，

分散補償前，TF顕微鏡を用いた AO後の波形は式(2.40)で表される波形とは異なり，フィッ

ティングを行うことができないため，分解能をデータから読み取った．Fig. 4.5(b)において，

分散補償前（緑）では分解能は 37.6μmであり，焦点面付近にピークは見られなかった．分

散補償後（青）では焦点面付近にピークを持つ応答が得られ，分解能は 3.5 μmへ改善した．

SIMを用いた AOの後の条件（赤）では，分解能は分散補償と同じ 3.5 μmであるが，ピー

ク値が 1.2倍に向上した．これは AOによって収差が補償されたためである．一方で，TF顕

微鏡を用いた AO後（黒）では，分散補償された状態から開始したのにも関わらず，光軸方

向応答が劣化している．この理由は，4.1節で述べたように焦点面外で発生する蛍光が最適

位相の推定を困難とし，アルゴリズムによって誤った位相が与えられるためである．Fig. 

4.5(c)は SLM の位相マスクが平坦な条件から SIMを用いた AO を開始した時の信号変化で

あり，開始から終了まで 15分を要した．時間ロックイン検出のみの場合に比べ，時空間ロ

ックイン検出を用いた場合は 1 サイクル当たりに要する時間が長くなっている．この理由

は，空間ロックイン検出として機能する SIM を行うには縞パターンの空間位相を変調した

3枚の画像が必要となるためである．3サイクルの最適位相推定を行うことで，信号値は 2.8

倍に上昇した．これにより，AO 開始時における分散補償の有無によらず，AO が行えるこ

とがわかった．以上から，時空間ロックイン検出を用いることで厚みのある試料でも TFパ

ルスの AOが行えることを確かめた． 

 

4.3.2. 補償光学によるイメージング性能の改善 

 まず，システムに対する AOによるパターン照明への効果を確認した．試料には 4.3.1項

で用いたアガロースゲルに rhodamine B溶液を分散させたものを使用し，DMDで空間強度

パターンを縞状に整形した TF パルスを照射した．入射パルスエネルギーは 16 nJ，積算時

間は 100 msとし，焦点を試料の表面から 200 μmの位置に設定した．CMOSカメラで取得

した AO前後の二光子蛍光プロファイルを Fig. 4.6に示す．Fig. 4.6(a)，(b)より，システムに

対する AO によって縞のコントラストが改善した．また，Fig. 4.6(c)に示すラインプロファ

イルにおいて，1–1′， 2–2′， 3–3′， 4–4′，5–5′と数字でラベリングした箇所において peak to 

valleyの値を計算し，それぞれ 2.8倍，1.9倍，1.6倍，2.3倍，2.2倍となった． 

コントラストの改善は次のように説明できる．時空間ロックインによる AO の検証結果

を示した Fig. 4.5(c)では，光軸方向の信号検出範囲が焦点面近傍に局所化された SIMによっ

て信号を取得している．AO 後に信号が上昇していることから，AO によって焦点面で発生

する蛍光は増加している．これは，スペクトル位相の歪みが補償されることで，焦点面での

強め合う干渉と焦点面外での弱め合う干渉がそれぞれ向上し，焦点面の蛍光が強まり焦点

面外の背景蛍光が弱まるためである．発生した蛍光を CMOSカメラや PMTのような計測器

で取得すると信号が光軸方向に積算されるため，AO において TF顕微鏡で取得される信号

は SIMで取得される信号ほど上昇しない．これは，TF顕微鏡で信号を取得しアルゴリズム
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で位相最適化する手法が困難である要因でもある．一方で，焦点面付近の信号を抽出する

SIMを用いることで，アルゴリズムによる AOが可能となる．したがって，Fig. 4.6におい

てシステムに対する AO によりコントラストが改善した理由は，焦点面で生じる蛍光の増

加と焦点面外で生じる背景蛍光の減少のためである． 

 次にシステムに対する AOの効果について，生物試料を用いて確認した．Fig. 4.7にマウ

ス脳スライスの二光子蛍光像を示す．アクチンを可視化するため試料を rhodamine phalloidin

で染色し，4%の paraformaldehyde（PFA）で固定した．試料表面にはカバーガラスを載せた．

観察深さは表面から 10 μm に設定した．この条件では試料による収差は小さい．入射パル

スエネルギーは 31 nJ，積算時間は 100 msとして，分散補償後およびシステムに対する AO

後の 2つの条件で二光子蛍光像を取得した．Fig. 4.7(a)，(b)に示されるように，システムに

対する AO によって分散補償後よりも二光子蛍光強度が高くなり，コントラストも改善し

ている．Fig. 4.7(c)は Fig. 4.6 (a)の黄点線に沿ったラインプロファイルである．システムに対

 

Fig. 4.6 (a,b)アガロースゲルに rhodamine B 溶液を分散させた試料に縞状の空間強度パ

ターンを持つ TFパルスを照射した時の二光子蛍光プロファイル．(a)分散補償前，(b)シ

ステムに対する AO後．(c)(a)の黄点線に沿ったラインプロファイル．数字ラベルは縞の

コントラストの計算のために参照した peak-to-valleyの箇所． 
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する AOにより，特に Fig. 4.7(b)，(c)において矢印で示した部分の 判別が可能となってい

るおり，組織内で繊維状に分布するアクチンをより明確にイメージングできた． 

 最後に，システムだけでなく試料で生じる収差も含めて AO を行った場合におけるイメ

ージングへの AOの効果を確認した．この AOについて，以下ではフル AOと記載する．試

料として，直径 200 nm（Molecular Probes，F8809）と直径 2 μm（Molecular Probes，F8825）

の蛍光ビーズを混合し，アガロースゲル内に分散したものを使用した．試料の表面にはカバ

ーガラスを載せた．試料で生じる収差を追加するため，カバーガラス上にマニキュアを塗り，

マニキュアをランダムに引っかいた．焦点位置を深さ 150 μmに設定し，分散補償された状

態から AOを行った．その後，入射パルスエネルギー78 nJ，積算時間 100 msとし，TF顕微

鏡による二光子蛍光像と SIM画像を取得した．Fig. 4.8(a)~(e)に得られた二光子蛍光像と SIM

画像を示す．AOによるイメージ性能の改善を確認するため，分散補償後，システムに対す

る AO 後，フル AO 後の 3 つの条件で，TF 顕微鏡により二光子蛍光像を取得した（Fig. 

 

Fig. 4.7 TF 顕微鏡で取得した(a)分散補償後と(b)システムに対する AO 後のマウス脳組

織の二光子蛍光像．(c)(a)に示す黄点線に沿ったラインプロファイルの比較．矢印で示さ

れたピークは(b)中の矢印で示された箇所に対応する． 
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4.8(a)~(c)）．また，AOによる SIM画像の変化を確認するため，分散補償後および AO後の

SIM画像を取得した(Fig. 4.8(d, e))．Fig. 4.8 (a)では，中心付近に直径 200 nmの蛍光ビーズが

見え，右下に焦点面外に存在する直径 2 μmの蛍光ビーズが見える．この直径 2 μmの蛍光

ビーズは直径 200 nmの蛍光ビーズより強い蛍光を発生するため，焦点面から光軸方向にお

いて 11 μm 離れているにも関わらず，焦点面付近の蛍光と同程度の蛍光を生じている．ま

た，デフォーカスのため，この直径 2 μmの蛍光ビーズは実際よりも大きく見えている．Fig. 

4.5(a)で示したように，TFパルスのパルス幅は焦点面と焦点面外で異なり，焦点面外で強い

背景蛍光が観測されると AOが困難となる．しかし，Fig. 4.8(d)のように SIMを用いること

で背景蛍光が抑制され，直径 2 μmのビーズは SIM画像から消えている．そのため，SIMを

 

Fig. 4.8 (a)-(c)TF顕微鏡および(d,e)SIMで取得した直径 200 nmと直径 2 μmの混合蛍光

ビーズ試料の二光子蛍光像．(a,d)分散補償後，(b)システムに対する AO後，(c,e)フル AO

後．(f)システムに対する AOとフル AOにおける SLMのマスクの位相差．(g,h)(a)に示す

黄点線に沿った(g)TF 顕微鏡と(h)SIM 画像におけるラインプロファイルの比較．数字ラ

ベルは信号の増加量の計算のために参照したピークの箇所． 
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用いることで背景蛍光に影響されず AOが可能である．Fig. 4.8(f)はシステムに対する AOと

フル AOで得られた SLMの位相マスクの差を示しており，試料の収差が補償されることで

位相マスクに変化が生じている．Fig. 4.8(g)，(h)は Fig. 4.8(a)における黄点線に沿ったライン

プロファイルである．試料で生じる収差が補償されることで，フル AOで得られた二光子蛍

光像の信号はシステムに対する AOで得られたものよりも強くなっている．1，2，3と数字

でラベリングした位置のピークにおいて，分散補償後の条件で得られたものと比べるとそ

れぞれ 1.06倍，1.11倍， 1.26倍となっている．さらに，SIM画像で比較すると，1.62，1.49， 

1.69倍となっている．これは Fig. 4.5(b)で示されるシステムに対する AOで得られる 1.2倍

の効果よりも大きい．その理由は，システムの収差だけでなく，カバーガラス表面に塗られ

たマニキュアによって生じる波面歪みもフル AO で補償できたためである．これらの結果

から，時空間ロックイン検出を用いることでシステムだけでなく試料で生じる収差も補償

でき，二光子蛍光像のコントラストが改善することを確かめた． 

 

4.4. まとめ 

TF顕微鏡において，厚みのある試料でもアルゴリズムによる AOを可能とするため，時

空間ロックイン検出を用いる手法を開発した．まず，時間ロックイン検出による分散補償に

ついて検証した．分光されていないパルスに対して分散補償を行い，補償後には FTL パル

スに近いパルスが得られることを IAC で確認した．これにより，時間ロックイン検出を用

いることで分散補償できることを確かめた．次に TFパルスに対して時空間ロックイン検出

による AOを適用した．rhodamine B溶液を分散させたアガロースゲルにより，厚みのある

試料でも AOができることを確かめた．光軸方向応答を計測することで，システムで生じる

収差が補償されることにより信号のピーク値が 1.2倍になることを確認した．また，上記の

アガロースゲルに空間強度パターンを縞状に整形した TFパルスを照射し，二光子蛍光像を

取得することで，システムに対する AO によって縞のコントラストが改善することを確か

めた．また，コントラストの改善はマウス脳スライスでも確認できた．最後に，強い焦点面

外蛍光が存在する条件および試料がランダムな収差を有する条件として，直径 200 nmと直

径 2 μmの蛍光ビーズを混合した試料のカバーガラスにマニキュアを塗り，表面を引っかい

た試料を用いて，フル AOを行った．このような条件でも，SIMを用いた空間ロックイン検

出によって焦点面外蛍光が抑制され，問題なく AOで行えることを確認するとともに，試料

によって与えられる波面歪みも補償できることを確認した．一方，本実験ではレーザの出力

不足のため生物試料の表面付近までしか光を到達させることができず，そのため生物試料

を用いた AOの検証は行っていない．実際に生物試料を用いて AOを行った場合，AOのた

めにレーザを長時間照射することによる褪色が懸念される．生物試料で褪色が生じる場合

には，できるだけパルスエネルギーを小さくし，積算時間を長くすることで褪色の影響を軽

減できる [78]．また，空間ロックインとして用いた SIMにおいて，2枚の画像だけで SIM画

像を構築できる手法が提案されており [79]，この手法を用いて AOに必要となる時間を短縮
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することも有効であると考えられる． 
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第5章 時間多重化時空間集光顕微鏡における 

光軸方向分解能と視野の両立 

2.4.3項で述べたように，TM-TF顕微鏡は広視野照明でありながらレーザ走査型多光子顕

微鏡，ラインスキャン TF顕微鏡に匹敵する光軸方向分解能を有する [37]．しかし，echelle

回折格子の階段幅を小さくできないため，光軸方向分解能の向上を最大化するには，試料に

対して echelle 回折格子を高倍率で結像させる必用がある．そのため，視野が制限されてし

まうという問題がある． 

第 5 章では，TM-TF 顕微鏡において光軸方向分解能を最大まで向上しながら視野を拡大

することを目的として開発した TM-ML-TF顕微鏡について述べる． TM-ML-TF顕微鏡では

echelle 回折格子によって分割され，時間遅延を与えられたラインパルスに対して DMD で

空間強度パターン変調を行うことで，ライン幅を小さくする．したがって，試料に対する

echelle回折格子の結像倍率が低くても，光軸方向分解能の向上を最大化できる．ゆえに，広

い視野と光軸方向分解能向上の最大化を両立できる．以下では TM-ML-TF 顕微鏡の原理，

実験系とイメージング性能の評価結果について説明する． 

 

5.1. 時間多重化マルチライン時空間集光顕微鏡の原理 

Fig. 5.1に TM-ML-TF顕微鏡の原理を示す．Fig. 5.1に示すように，TFパルスの分光方向

に対して水平な方向を x方向，分光方向に対して垂直な方向を y方向，光軸方向を z方向と

する．echelle回折格子，DMDは 4-f光学系を介して試料に対して共役な位置に配置されて

いる．TM -TF顕微鏡と同様に，echelle回折格子に入射したパルスは空間的に分割され，離

散的な時間遅延を与えられるため，小さな回折角で echelle回折格子から出射する．その後，

これらのパルスは DMDへ結像されることとなる．DMDではマルチラインパターンが表示

され，各々のラインビームの空間強度ライン幅をより小さなライン幅へ整形するとともに，

微小ミラーアレイによる回折で，TF のための分光が行われる．この分光され，マルチライ

ン状となったビームは対物レンズで集光されながら試料に結像され，対物レンズの焦点面

においてマルチラインパターンを形成することとなる．TM-ML-TF 顕微鏡において光軸方

向分解能が最大化されるのは，式(2.36)を変形して， 

2

DMDw
s

M
        (5.1) 

が満たされる時である．式(5.1)において，wDMDは DMD へ表示されたラインパターンのラ

イン幅である．Fig. 5.1に示すように，TM-ML-TF顕微鏡では DMDで空間強度分布をマル

チライン状にしているにも関わらず，パルスは対物レンズの瞳を満たしている．この理由は，

TM化によって隣り合うパルスが干渉しないためである．そのため，ライン間隔が小さくて

も光軸方向分解能は最大化される．DMD 上でのライン幅 wDMDは DMDの空間分解能で決
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まり，最も小さいライン幅で 10 μm程度にできる．幅 10 μmであれば，回折限界のサイズ

を得るための結像倍率は 20 倍でよく，大きなスポットを得ることが可能となる．ML 化に

よってライン間に隙間が生じるが，これは DMD上のマルチラインパターンの位置を y方向

にシフトさせ，カメラ上で積算または画像上で足し合わせることで，ライン間の隙間を埋め

ることができる． 

 

5.2. 実験系 

Fig. 5.2 に TM-ML-TF 顕微鏡の構成を示す．光源として，平均出力 4.6 W，繰り返し 3.3 

MHz，中心周波数 1055 nm，パルス幅 96 fsの Ybファイバレーザを使用した．TM化のため

の自作の透過型 echelle回折格子と TFおよびML化のための DMDを 4-f光学系を介して試

料と共役な位置に配置した．echelle回折格子の階段の厚み dは 0.55 mm，階段幅 wは 1.02 

mmとし，BK7ガラスを材質とするカバーガラスを重ねて製作した [40]．階段の厚み dは遅

延時間 820 fsに相当し，光源のパルス幅 96 fsに対して十分な遅延時間を与える．ゆえに，

この echelle回折格子を用いることで TM化が行える．カバーガラス間にはカバーガラスと

同じ屈折率を有するマッチングオイルを塗ることで，カバーガラスの隙間で生じるフレネ

ル反射を低減した．この echelle 回折格子を焦点距離 200 mmの無限遠補正チューブレンズ

（Thorlabs，TTL200MP）と焦点距離 50 mmの走査レンズ（Thorlabs，SL50-2P2）を用いて，

echelle回折格子が 1/4倍に縮小されるように DMDにイメージリレーした．DMDへの入射

角は 23.1°とし，焦点距離 375 mmのレンズと NA1.2，焦点距離 3 mm，倍率 60倍の対物レ

ンズで試料に結像した．対物レンズはピエゾステージにマウントた．試料面において， DMD

で形成されるMLパターンのライン幅とライン間隔はそれぞれ 0.52 μm，2.1 μmであり，ラ

 

Fig. 5.1 TM-ML-TF顕微鏡の原理． 
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イン幅は回折限界程度の大きさである．ライン幅とライン間隔の大きさは，DMD上におい

てそれぞれ 65 μm，260 μmに相当する．また，echelle回折格子においてビームは 20段に分

割されるため，echelle 回折格子は焦点面において光軸方向で 53 nm のサイズに縮小され，

Rayleigh長より十分に小さく，多光子励起領域の傾きは無視できる．焦点面において echelle

回折格子は光軸方向に 53 nm に縮小され，試料で発生した蛍光はダイクロイックミラー

（Semrock，FF875-Di01）によって励起光と分離し，焦点距離 200 mmのレンズで CMOSカ

メラへ結像した．また，ダイクロイックミラーで分離できなかった励起光を除去するため，

ショートパスフィルタ（Semrock，FF01-890/SP-25）を使用した．マルチライン状の励起光を

 

Fig. 5.2 (a)TM-ML-TF顕微鏡の実験系．(b)DMDによるラインスキャンの動作．DMD： 

デジタルマイクロミラーデバイス，DM：ダイクロイックミラー，OB：対物レンズ，SPF：

ショートパスフィルタ． 



 

56 

 

照射する TM-ML-TF 顕微鏡においてライン間の隙間のない二光子蛍光像を取得するには試

料に対して励起光をスキャンする必要がある．そのため，Fig. 5.2(b)のように DMD 上のマ

ルチラインパターンの位置を y 方向にシフトさせてスキャンしながら二光子蛍光像を取得

し，カメラ上で積算することでライン間の隙間のない二光子蛍光像を取得した．また，この

ようにマルチラインのパターンをシフトさせることは SIM において縞の空間位相を変調す

ることに等しい．したがって，各々のパターンにおける二光子蛍光像を取得し，得られた画

像に対して 2.3.2 項で述べた SIM の画像処理を加えることで背景蛍光が除去された二光子

蛍光像を再構築することができる．以下の実験結果では，この方法によって得られた光軸方

向応答および二光子蛍光像は TM-ML-TF-SIM顕微鏡と表記している． 

 

5.3. 実験結果 

時間多重化による光軸方向分解能の向上は対物レンズによってパルスが y 方向に空間集

光されるためであるから，瞳面のビームプロファイルを確認することで y 方向に空間集光

特性を持つか確かめられる．TFパルス，ML-TFパルス，TM-TFパルス，TM-ML-TFパルス

の瞳面上でのビームプロファイルを Fig. 5.3に示す．白線で示された円は対物レンズの瞳の

 

Fig. 5.3 対物レンズの瞳面におけるビームプロファイル．(a)TFパルス，(b)ML-TFパル

ス，(c)TM-TFパルス，(d)TM-ML-TFパルス． 



 

57 

 

サイズを示している．TFパルスでは瞳面において x方向に沿ったライン状のビームプロフ

ァイルとなっている．これは，x 方向では DMD によってパルスが分光されており，一方， 

y方向ではDMDから平行光として出射され瞳面手前のレンズで集光されてしまうためであ

る．ML-TFパルスはDMDで空間強度パターンをマルチライン状に整形したパルスであり，

瞳面でのプロファイルはマルチライン状となっている．この理由は，瞳面で得られるプロフ

ァイルは DMD 上のプロファイルがフーリエ変換されたものとなるためである．したがっ

て，ML-TF パルスでは y 方向で瞳面を満たすことなく，マルチラインが並ぶこととなる．

一方，TM-TFパルスでは，DMD上での空間強度パターンはマルチライン状であるにも関わ

らず，瞳面では大きなスポットとなっている．この理由は，echelle回折格子でラインごとに

異なる時間遅延がつくことで，空間コヒーレンスが低下するためである．そのため，パルス

間の干渉が抑制されてそれぞれ独立したビームとして振る舞う．ゆえに，それぞれのビーム

は微小スリットを通過した時のように回折し，瞳面では y 方向に広がったスポット状のプ

ロファイルが得られる．しかし，瞳面の y方向を完全に満たすまでには至っておらず，各々

のラインビームは焦点面において回折限界サイズまで縮小されない．TM-ML-TF パルスで

は，DMD によって空間強度分布がマルチラインに整形されることで TM-TF パルスのライ

ン幅を小さくできる．Fig. 5.2の光学系において，DMD上へ結像された echelle回折格子の

階段の幅は 255 μmであるが，DMDを整形されるとライン幅 65 μmまで小さくできる．ゆ

えに，試料面でのライン幅は回折限界サイズとなり， y方向において瞳が満たされている．

したがって，TM-ML-TFパルスでは対物レンズの y方向の NAが最大まで利用されるため，

光軸方向分解能の向上が最大化される． 

TM-ML-TFパルスによって光軸方向分解能が向上できることを確かめるため，各イメージ

ング方法における光軸方向応答を計測した．試料として，直径200 nmの単層蛍光ビーズのシ

ートを使用し，ピエゾステージによって対物レンズの位置を変えることで励起光を光軸方

向に200 nm間隔でスキャンした．励起光の出力は55 mW，積算時間は10 msとし，試料で発

生した二光子蛍光をカメラで取得した．得られた画像の各ピクセルの値を全て足し合わせ

ることで二光子蛍光信号とした．Fig. 5.4はTF顕微鏡，ML-TF顕微鏡，TM-TF顕微鏡，ライン

スキャンTF顕微鏡，TM-ML-TF顕微鏡およびTM-ML-TF-SIM顕微鏡における光軸方向応答を

示している．TF顕微鏡は式(2.40)で，ラインスキャンTF顕微鏡，TM-ML-TF顕微鏡は式(2.41)

でフィッティングを行うことで分解能（FWHM）を求めた．また，ML-TF顕微鏡，TM-TF顕

微鏡，TM-ML-TF-SIM顕微鏡はガウス関数でフィッティングを行うことで分解能を求めた．

分解能はそれぞれ4.06 μm（TF顕微鏡），1.62 μm（ML-TF顕微鏡），3.90 μm（TM-TF顕微

鏡），1.57 μm（ラインスキャンTF顕微鏡），1.62 μm（TM-ML-TF顕微鏡），1.36 μm（TM-

ML-TF-SIM顕微鏡）であった．TM-TF顕微鏡ではechelle回折格子の階段幅wが大きく，焦点

面でライン幅が回折限界サイズまで縮小されないため，TF顕微鏡と比較し大きな改善が見

られなかった．一方で，DMDによってライン幅の小さいマルチラインパターンを形成し，

焦点面においてライン幅が回折限界サイズまで縮小されるML-TF顕微鏡，TM-ML-TF顕微鏡
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では分解能が2.5倍向上しており，単一ラインを用いるラインスキャンTFパルスに匹敵する．

しかし，ML-TF顕微鏡の光軸方向応答には，焦点面から離れた位置にも複数のピークが見ら

れる．これは，焦点面外においてデフォーカスしたマルチライン間で強め合う干渉が生じる

ためである．TM-ML-TF顕微鏡ではTM化によってラインごとに異なる時間遅延がついてい

る．そのため，焦点面外での干渉は起こらず，スムーズな応答が得られた．また，TM-ML-

TF顕微鏡で得られた画像に対してSIMの画像処理を加えた，TM-ML-TF-SIM顕微鏡ではTM-

ML-TF顕微鏡に比べ光軸方向分解能が1.2倍向上し，ラインスキャンTF顕微鏡以上の光軸方

向分解能を達成した． 

TM-ML-TF 顕微鏡によって得られる光子蛍光像を確認するため，生物組織を模擬した試

料を用いて二光子蛍光イメージングを行った．直径 200 nm（Molecular Probes，F8809）と直

径 2 μmの蛍光ビーズ（Molecular Probes，F8825）をそれぞれ 1.7×1011，4.3×107の濃度でア

ガロースゲル内に分散させて試料を作製した．Fig. 5.5(a)~(d)に TF顕微鏡，ML-TF顕微鏡，

TM-ML-TF 顕微鏡および TM-ML-TF-SIM 顕微鏡の二光子蛍光像を示す．TF 顕微鏡の二光

子蛍光像において，白の破線で囲まれた直径 2 μm の蛍光ビーズは強い蛍光能を持つため，

焦点面から光軸方向に離れた位置に存在するにも関わらず二光子蛍光像に現れている．ま

た，中央付近に漂う弱い蛍光は直径 200 nmの蛍光ビーズによる背景蛍光である．ML-TF顕

微鏡の二光子蛍光画像では，TF顕微鏡に比べ光軸方向分解能が改善しているため，直径 200 

nmの蛍光ビーズによる背景蛍光が抑制されている．一方で，焦点面外に複数のピークを持

つ光軸方向応答のため，焦点面から離れて存在する直径 2 μmの蛍光ビーズは二光子蛍光像

に現れたままである．TM-ML-TF顕微鏡の光軸方向応答ではML-TF顕微鏡のような焦点面

 

Fig. 5.4 各集光方法における光軸方向応答． 



 

59 

 

外のピークはないため，ML-TF顕微鏡と同じ分解能であっても直径 2 μmの蛍光ビーズで生

じる蛍光が抑制されている．さらに，TM-ML-TF-SIM 顕微鏡では光軸方向分解能がさらに

向上することで，直径 2 μmの蛍光ビーズは完全に抑制されている．Fig. 5.5(e)は各顕微鏡で

得られた二光子蛍光像の Fig. 5.5(a)の緑の破線に沿ったプロファイルを比較したものであり，

各々の画像のピーク値が 1となるように規格化を行った．−3 μmから−1 μmの範囲の 11ピ

クセルの平均を計算し，それぞれ背景蛍光の強度を見積もった．この 2 μmの範囲において，

直径 200 nmの蛍光ビーズによる信号強度と背景蛍光の強度とのコントラスト比は TF顕微

 

Fig. 5.5 直径 200 nm と直径 2 μm の蛍光ビーズを混合した試料の二光子蛍光像．(a)TF

顕微鏡，(b)ML-TF顕微鏡，(c)TM-ML-TF顕微鏡，(d)TM-ML-TF-SIM顕微鏡，(e)(a)の緑

の波線に沿った(a)~(d)のプロファイル． 
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鏡，ML-TF顕微鏡，TM-ML-TF顕微鏡，TM-ML-TF-SIM顕微鏡においてそれぞれ 5.12，5.99，

21.4，99.0であった．TF顕微鏡と比較し，ML-TF顕微鏡のコントラストの改善は小さい．

この理由は，光軸方向分解能の結果で述べたように，焦点面から離れた位置でのマルチライ

ン間の干渉のためである．一方で，TM-ML-TF 顕微鏡では TM 化によってマルチライン間

の干渉が抑制されることで，コントラスト比が 4.17 倍改善している．加えて，画像取得の

後に SIMの画像処理を加えることで，コントラスト比をさらに 4.63倍向上できることを確

認した． 

最後に，TM-ML-TF 顕微鏡によってマウス脳スライスの二光子蛍光イメージングを行っ

た．マウス脳スライスは，4%の Paraformaldehydeによって固定し，rhodamine phalloidinでア

クチンを染色した．試料の表面から深さを変え 50 枚の x-y 断層像を取得することで，3 次

元像を得た．Fig. 5.6(a)，(b)はそれぞれ深さ 5 μmにおける TF顕微鏡，TM-ML-TF顕微鏡で

得られた x-y断面像である．また，Fig. 5.6(c)，(d)は Fig. 5.6(a)内の緑の破線に沿った x-z断

面像であり，それぞれ Fig. 5.6(a)，(b)に対応する．TF顕微鏡の x-y断面画像では背景蛍光の

ため細かな構造を持つアクチンのコントラストが低く，x-z断面画像では光軸方向分解能が

低いためアクチンの構造を判別することができない．一方で，TM-ML-TF顕微鏡では x-y断

面画像において背景蛍光が抑制され，アクチンが網目状に分布していることが明確にわか

る．また，y-z 断面でもコントラストが改善することでアクチンの構造を判別可能である． 

 

 

Fig. 5.6 rhodamine phalloidin でアクチンが染色されたマウス脳スライスの二光子蛍光

像．(a,b)深さ 5 μm において(a)TF 顕微鏡と(b)TM-ML-TM 顕微鏡で取得した x-y 断面画

像．(c,d)(a)内の緑の波線に沿った(c)TF顕微鏡と(d)TM-ML-TM顕微鏡の x-z断面画像． 
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5.4. まとめ 

第 5 章では，TM-TF 顕微鏡の視野の拡大が可能な TM-ML-TF 顕微鏡について述べた．

TM-TF 顕微鏡では離散的な時間遅延の付与と回折限界サイズのマルチライン形成という 2

つの役割を echelle 回折格子が担っている．ゆえに，光軸方向分解能の向上を最大化するに

は試料に対する echelle 回折格子の結像倍率を大きくする必要があり，視野を制限する要因

となっていた．一方で，TM-ML-TF 顕微鏡では，echelle 回折格子は離散的な時間遅延の付

与だけを担い，回折限界サイズのマルチライン形成は DMDのような空間強度パターン変調

器が担うことで，役割を分担する．したがって，試料に対する echelle 回折格子の結像倍率

を緩和しても，光軸方向分解能の向上を最大化でき，視野を拡大することができる．ゆえに，

従来の TM-TF顕微鏡で達成されている視野 6 μmを 30 μmへと 5倍に拡大しながら，TF顕

微鏡に対して光軸方向分解能および信号強度に対する背景蛍光の強度のコントラストをそ

れぞれ 2.5倍，4.17倍向上できた．また，DMDによるラインパターンのシフトと SIMの画

像処理を組み合わせることで，TM-ML-TF-SIM顕微鏡では TM-ML-TF顕微鏡に対して光軸

方向分解能とコントラストをそれぞれさらに 1.2倍，4.63倍向上することに成功した． 
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第6章 時間多重化時空間集光パルスによる 

多光子励起パターン照明 

多光子励起領域が光軸方向に局所化された直径の大きいスポットを発生できる TF 技術

は，光照射によって細胞の活動を制御するオプトジェネティクスにおいても重要である．TF

技術をホログラフィックパターン照明へ応用すると，細胞サイズである 10 μm 程度のスペ

ックルのない複数のMFスポットを光軸方向の分解能 5 μmで発生できる [28]．ゆえにMF-

TF 技術は，オプトジェネティクスにおいて，離れて存在する複数のターゲット細胞を同時

に活性化することを可能とする．しかし，ホログラフィックパターン照明では，隣り合うス

ポットが近接するとスポット間に干渉縞が生じる [33]．干渉縞の発生はオプトジェネティク

スにおいて近接した細胞を同時に活性化する場合，活性化の時空間的なゆらぎを引き起こ

すおそれがある．また，オプトジェネティクスへの応用として，光軸方向におけるスポット

の大きさも重要となる．顕微鏡の性能指標としては，FWHM の値を用いて光軸方向分解能

が評価される．しかし，TF 顕微鏡の光軸方向応答は半値を超えた後，緩やかに低下する特

性を有する．したがって，FWHMにおいて 5 μmの分解能であったとしても，平面方向と同

様に 1/e2サイズで考えると，その大きさは 21 μmに相当し 1細胞のサイズである 10 μmを

超えてしまう． 

第 6 章では，ホログラフィックパターン照明に TM 化 [15,16]を組み合わせた MF-TM-TF

技術 [41]について述べる．隣り合うスポット間で干渉縞が生じる原因は，パルス同士が時間・

空間的に重なるためである．第 2章で説明したように，TM技術はパルスを空間的に分割し

分割された各々のパルスに異なる時間遅延を与える．そのため，MF-TM-TF技術を用いるこ

とで，スポットが空間的に重なっている場合でもパルスが時間的に重なることを抑制でき，

隣り合うスポット間で干渉は起こらない．したがって，MF-TM-TF技術によってフリンジ・

スペックルフリーなホログラフィックパターン照明を実現できる．また，MF-TM-TF技術で

は分光方向に対して垂直な方向に空間集光特性が得られるため，MF-TF 技術に比べ，光軸

方向のスポットサイズを小さくできる．以下では MF-TM-TF 技術の原理，実験系とフリン

ジ・スペックルフリーなホログラフィックパターン照明の検証結果について述べ，MF-TM-

TF技術を TM-TF顕微鏡の視野の拡大へ応用した結果について説明する． 

 

6.1. 時間多重化によるマルチスポット間の干渉抑制の原理 

 MF-TF 技術において，分光方向に対して垂直な方向に TM 化を施すことで干渉縞の発生

を抑制できる．回折素子による分光方向を x方向，分光方向に対して垂直な方向を y方向，

光軸方向を z方向とする．Fig. 6.1のように，TM化によってパルスは分割され，離散的な遅

延時間が与えられる．TM化を行う echelle回折格子の階段幅 wが 100 μmであれば，スポッ

ト幅 100 μmのビームに分割されるため，このビームが結像倍率 100倍の集光光学系を介し
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て試料に照射されると，焦点面で y方向において過渡的なスポット幅は 1 μmに縮小される．

TM化されたパルスではパルスフロントの傾きの場合と同様に，直径 30 μmのスポットが空

間的に重なっても，過渡的なスポットは時間的には重なっておらず，干渉縞は発生しない．

したがって，TFパルスに TM化を組み合わせることで，x，y両方向において隣り合うスポ

ット間で生じる干渉縞の発生を抑制することができる． 

 

6.2. 実験系 

Fig. 6.2にMF-TM-ML-TFパルスを用いた多光子励起パターン照明の実験系を示す．6.1節

に記載したように，分光方向に沿った方向を x方向，分光方向に垂直な方向を y方向，パル

スが伝播する光軸方向を z方向としている．光源として，第 3章で述べた平均出力 3.9 W，

繰り返し 710 kHz，パルス幅 120 fsのパルスを発生する Ybファイバレーザシステムを用い

た．光源からの出力に対して自作の透過型 echelle回折格子を使用し，y方向において TM化

を行った．echelle 回折格子の構成は 5.2 節で説明したものと同じであり，階段の厚み d は

0.55 mm，階段幅 wは 1.02 mmとし，BK7ガラスを材質とするカバーガラスを重ねて製作し

た [40]．階段の厚み dは遅延時間 820 fsに相当する．カバーガラス間にはカバーガラスと同

じ屈折率を有するマッチングオイルを塗り，カバーガラスの隙間で生じるフレネル反射を

抑制した．焦点距離 200 mm と焦点距離 50 mm レンズで構成される 4-f 光学系を介して

 

Fig. 6.1 TM-TFパルスによるスポット間の干渉抑制の原理．m：結像倍率，w：echelle回

折格子の階段幅． 
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echelle回折格子を DMDへ結像した．DMD から対物レンズ手前の照明光学系のレンズは 2

枚のレンズを合わせた Plössl eyepiece [77]の構成とした．DMD は TF のための分光および

ML化とラインスキャン TFのためのライン状の空間強度パターン形成を行う．また，DMD

への入射角は 23.1°とした．焦点距離 375 mmと焦点距離 250 mmのレンズで echelle回折格

子と DMD をイメージリレーし，対物レンズの瞳面と共役な位置に 2D-SLM（Hamamatsu 

Photonics，X11840-9476）を配置した．この 2D-SLMによる位相ホログラムを用いてホログ

ラフィックパターン照明を行った [80]．echelle回折格子と DMDは焦点距離 150 mmの 2つ

のレンズで構成される 4-f光学系によって再びイメージリレーされる．この焦点距離 150 mm

のレンズの間にある瞳面と共役な位置に，y方向のラインスキャンのためのレゾナントスキ

ャナ（Cambridge Technology, CRS 4 kHz）を配置した．その後，echelle回折格子と DMDは

再びイメージリレーされ，焦点距離 250 mmのレンズと対物レンズで試料に結像される．対

物レンズの特性は NA1.2，焦点距離 3 mm，倍率 60倍であり，ピエゾステージにマウントし

た．試料面でのMLパターンのライン幅は，0.52 μm，ライン中心の間隔は 2.1 μm であり，

ライン幅は回折限界程度のサイズである．また，これらのサイズは DMD上でライン幅が 65 

μm，ライン中心の間隔が 260 μmに相当する，試料で発生した蛍光は対物レンズを通り，ダ

イクロイックミラーで分離されて焦点距離 250 mmのレンズで CMOSカメラへ結像される．

 

Fig. 6.2 MF-TM-ML-TFによるホログラフィックパターン照明の実験系．DMD：デジタ

ルマイクロミラーデバイス，2D-SLM：2次元空間光変調器，RS：レゾナントスキャナ，

DM：ダイクロイックミラー，OB：対物レンズ，SPF：ショートパスフィルタ． 
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ダイクロイックミラーで分離しきれなかった照明光が CMOS カメラへ入射するのを防ぐた

め，2 枚のショートパスフィルタ（Semrock，FF01-720/SP-25，FF01-890/SP-25）を用いた． 

 

6.3. 実験結果 

 まず，MF 化による xy 方向への影響を確かめるため，各照明方法の二光子励起プロファ

イルを取得した．Fig. 6.3に TFパルス，MF-TFパルス，TM-TFパルス，MF-TM-TFパルス

を rhodamine B 溶液へ照射した時の二光子蛍光プロファイルを示す．全ての条件において， 

DMDのマイクロミラーは全て ONに設定し，単純な回折格子として機能させた．MF-TFパ

ルス，MF-TM-TFパルスの条件では，SLMを使用したホログラフィーによって x方向また

は y方向に直径 30 μmのスポットを 3つ並べ，スポット中心の間隔を 15 μm，22.5 μm，30 

μm に調整した．また，TM-TF パルス，MF-TM-TF パルスの条件では echelle 回折格子の階

段部によるケラレで y 方向に縞模様が生じる．そのため，レゾナントスキャナで y 方向に

 

Fig. 6.3 rhodamine B溶液に(a)TFパルス，(b-h)MF-TFパルス，(i)TM-TFパルス，(j-p)MF-

TM-TFパルスを照射することで得られた二光子蛍光プロファイル． 
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2μmだけスキャンを行って CMOSカメラ上で積算し，二光子蛍光プロファイルに縞模様が

現れないようにした．各照明方法において，蛍光強度が同程度となるように入射パワーをそ

れぞれ 16 mW（TFパルス），15 mW（TM-TFパルス），31 mW（MF-TFパルス），41 mW（MF-

TM-TFパルス）とし，積算時間を 100 msに設定した．Fig. 6.3(a)は TFパルスを試料に照射

した時の二光子蛍光プロファイルであり，スポット1つの直径は30 μmである．Fig. 6.3(b)~(d)

はスポットをx方向に配置しMF-TFパルスを照射した時の二光子励起プロファイルであり，

スポットが重なっても干渉縞は見られない．しかし，Fig. 6.3(e)~(g)に示すMF-TFパルスの

スポットを y方向に配置した場合では干渉縞が見られる．この理由は，6.1節で説明したよ

うに，パルスフロントに傾きがある x 方向ではスポットが空間的に重なっても時間的には

重ならないためである．ゆえに，x方向でスポットの重なりがあっても二光子蛍光プロファ

イルに干渉縞は生じない．しかし，パルスフロントに傾きのない y 方向ではスポットが時

間・空間的に重なる．そのため，二光子蛍光プロファイルに干渉縞が生じてしまう．一方で，

Fig. 6.3(j)~(l)，(m)~(o)に示す MF-TM-TF パルスを試料に照射した時の二光子蛍光プロファ

イルでは，x，y両方向において干渉縞は見られない．この理由は，5.1.3項で述べたように，

y 方向において echelle 回折格子による時間多重化が施されることでパルスが時間的に重な

らなくなるためである．これらの結果から，TM-TF パルスを用いることでスポットが重な

っても干渉縞が発生しない多光子励起パターン照明が実現できることを確かめた．Fig. 

6.3(h)，(p)は，MF化による TF顕微鏡の視野拡大を検証するため，中心のスポットから半径

22.5 μmの同心円上に 8つのスポットを配置した時の二光子蛍光プロファイルである．MF-

TFパルスによる二光子蛍光プロファイルである Fig. 6.3(h)では，Fig. 6.3(e)~(g)と同様に y方

向において干渉縞が発生している．このスポットを用いて得られた二光子蛍光像には干渉

縞のパターンが加わるため，得られた二光子蛍光像から試料の形状を読み取ることは困難

である．一方で，MF-TM-TFパルスによる二光子蛍光プロファイルは，干渉縞を生じること

なく直径 70 μm の均一なスポットを発生できた．スポットの面積は，スポット 1 つの条件

と比較し，5倍に増加した．この均一なスポットであれば，イメージングへの応用に問題は

ない． 

 次に，MF化による z方向への影響を確かめるため，光軸方向応答を取得した．試料とし

て直径 200 nmの蛍光ビーズシートを使用した．試料に励起光を照射しモーターステージに

よって試料を光軸方向にスキャンしながら，発生した二光子蛍光を CMOS カメラで取得し

た．二光子蛍光像における各ピクセルの強度を足し合わせることで，各光軸位置における蛍

光強度を求めた．Fig. 6.4にラインスキャン TFパルス，TM-ML-TFパルス，MF-TM-ML-TF

パルスを試料に照射することで得た光軸方向分解能を示す．MF-TM-ML-TFパルス用いる条

件では，スポットの配置は Fig. 6.4(j~l)，(m~o)のように，x方向および y方向に 3つのスポ

ットを並べ，スポット中心の間隔が 15 μm，22.5 μm，30 μmとなるようにした．また，入射

パワーは焦点面における蛍光強度が等しくなるように設定し，それぞれ 1.0 mW（ラインス

キャン TFパルス），5.0 mW（TM-ML-TFパルス），14 mW（MF-TM-ML-TFパルス）とし，
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積算時間は 200 msとした．ラインスキャン TFパルス，TM-ML-TFパルス，MF-TM-ML-TF

パルスを試料に照射し得られた光軸方向応答に対し，式(2.40)を用いてフィッティングする

ことで分解能（FWHM）求めた．分解能はそれぞれ 0.8 μm（ラインスキャン TF），1.1 μm

（TM-ML-TF），1.3±0.1 μm（MF-TM-ML-TF）であった．ここで，パターン照明を光刺激へ

応用することを考えると，FWHM分解能だけでなく，x-y平面内でのスポットの大きさの定

義と同様に，光軸方向応答においても 1/e2分解能を評価する必要がある．MF-TM-ML-TFに

おいて 1/e2分解能は 6.2 μmであった．ニューロンへパターン照明を行うことを想定すると，

細胞 1 つのサイズは 10 μm であるため，MF-TM-ML-TF パルスによるパターン照明によっ

て細胞レベルのオプトジェネティクスが可能であることが確かめられた． 

 最後に，MF-TM-ML-TFパルスを用いたパターン照明を TF顕微鏡の視野拡大に応用した

結果について説明する．試料としてアクチンを rhodamine phalloidin で染色したマウス脳ス

 

Fig. 6.4 単層蛍光ビーズシートに対してMF-TM-ML-TFパルスを照射した時の光軸方向

応答．(a)MF-TM-ML-TFパルスにおいて x方向にスポットを並べた場合，(b)MF-TM-ML-

TF パルスにおいて y 方向にスポットを並べた場合．スポット中心の間隔はそれぞれ 15 

μm（赤），22.5 μm（青），30 μm（緑）であり，ラインスキャン TFパルス（紫）と TM-

ML-TFパルス（黒），Fig. 6.3(p)のようにスポットを配置したMF-TM-ML-TFパルス（オ

レンジ）と比較． 
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ライスを使用した．Fig. 6.5(a)~(f)はそれぞれ TFパルス，MF-TFパルス，MF-TM-TFパルス，

MF-TM-ML-TFパルス，MF-TM-ML-TFパルスと y方向のスキャンの組み合わせ，ラインス

キャン TF パルスのそれぞれを試料に照射することで取得した二光子蛍光像である．また， 

Fig. 6.5(g)~(l)は Fig. 6.5(e)内の黄点線に沿った yz断面であり，それぞれ Fig. 6.5(a)~(f)に対応

する．照射パワーは各二光子蛍光像の蛍光強度が等しくなるように 10 mW（TF パルス），

45 mW（MF-TFパルス），76 mW（MF-TM-TFパルス），64 mW （MF-TM-ML-TFパルス）， 

49 mW（MF-TM-ML-TFパルスとスキャンの組み合わせ），9.4 mW（ラインスキャン TFパ

ルス）とし，露光時間は 1 s に設定した．スポットの配置は，TF パルス，ラインスキャン

TF パルスの条件では MF 化せず 1 つのスポットまたは 1 つのラインとした．MF-TF パル

ス，MF-TM-TFパルス，MF-TM-ML-TFパルスの条件では Fig. 6.3(p)のように中心のスポッ

 

Fig. 6.5 rhodamine phalloidin でアクチンが染色されたマウス脳スライスの二光子蛍光

像．(a)TFパルス，(b)MF-TFパルス，(c)MF-TM-TFパルス，(d)MF-TM-ML-TFパルス，

(e)MF-TM-ML-TF パルスとスキャンの組み合わせ，(f)ラインスキャン TF パルスの条件

で取得したマウス脳スライスの x-y 断面像．(g~l)各集光方法に対応する(e)の黄点線に沿

った y-z断面像． 
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トに対して同心円状に 8つのスポットを配置した．MF-TM-ML-TFパルスと y方向のスキャ

ンの組み合わせの条件では Fig. 6.3(k)のようにスポット中心の間隔 22.5 μmで x方向に 3つ

配置した．また，DMDによってML化を行うMF-TM-ML-TFパルス，MF-TM-ML-TFとス

キャンの組み合わせの条件では，5.2 節で説明したように試料中でのライン幅が 0.52 μm，

ライン中心の間隔が 2.1 μmのマルチラインとなるように空間強度パターンを整形し，ライ

ンスキャン TFの条件でもライン幅が 0.52 μmとなるようにした．加えて，レゾナントスキ

ャナによるスキャンを行うMF-TM-TFパルス，MF-TM-ML-TFパルス，MF-TM-ML-TFパル

スと y方向のスキャンの組み合わせ，ラインスキャン TFパルスの条件では，スキャン範囲

はそれぞれ 2 μm（MF-TM-TFパルス），4 μm（MF-TM-ML-TFパルス），50 μm（MF-TM-

ML-TFパルスと y方向のスキャンの組み合わせ），70 μm（ラインスキャン TFパルス）と

した．Fig. 6.5(a)，(g)の TFパルスの条件では，直径 30 μmの視野において染色されていな

い核が中央に 1つあり，アクチンが周囲に分布する様子が見えている．Fig. 6.5(b)，(h)のMF-

TFパルスの条件では，スポット間の干渉によって y方向に干渉縞が発生し，核やアクチン

の構造を判別することが不可能である．Fig. 6.5(c)，(i)のMF-TM-TFパルスの条件では，TM

化により y 方向の干渉が抑制され核やアクチンの構造の判別が可能になるとともに，視野

が直径 70 μmに拡大されることで，複数の核の存在を確認できる．しかし，Fig. 6.5(i)の yz

断面では，光軸方向分解能が低いため核の輪郭がぼやけてしまっている．光軸方向分解能が

低いと背景蛍光が抑制されないため，Fig. 6.5(c)の xy断面において核のコントラストが低い

ことの要因にもなっている．Fig. 6.5(d)，(j)のMF-TM-ML-TFパルスの条件では，ML化によ

って光軸方向分解能が向上されることで，xy 断面における核のコントラストが向上し，ま

た，yz 断面においても核の輪郭が明確になっている．一方で，スライス上下の境界を超え

た範囲でも蛍光が確認されている．この理由は，焦点面外でのスポット間の干渉により，背

景蛍光が発生しているためである．MF-TM-ML-TFパルスは焦点面から離れるにしたがって

ビーム径が大きくなり，また，パルス幅も長くなる．そのため，焦点面ではパルスフロント

の傾きや TM 化によって干渉が抑制されていても，焦点面から離れると隣り合うスポット

の間に空間的・時間的な重なりが生じてしまうと考えられる．この干渉の強さはスポット数

によるため，スポットの数が 3つに減らされた Fig. 6.5(e)，(k)のMF-TM-ML-TFパルスに y

方向のスキャンを組み合わせた条件では，焦点面外の干渉の影響が小さくなり，核の輪郭や

スライス上下の境界がさらに明確になっている．Fig. 6.5(e)では，3つのスポットを y方向に

50 μm スキャンしているため，視野は 1辺 70 μm 程度の四角形になっている．Fig. 6.5(f)，

(l)はラインスキャン TFパルスの条件で得られた二光子蛍光像である．y方向の両端部分の

強度が強いのはレゾナントスキャナのスキャン特性によるもので，スキャナーの振動方向

が反転する両端でスキャン速度が低下し，照射時間が長くなるためである．ゆえに，両端部

分の強度を飽和させて表示することで，中央部分の像の強度が他の条件の像と等しくなる

ようにした．他の条件と比較し，MF-TM-ML-TFパルスで得られた二光子蛍光像はラインス

キャン TFで得られたものに近く，高い分解能を有している．以上から，MF-TM-ML-TFパ
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ルスを用いたパターン照明を TF顕微鏡の視野拡大に応用することで，直径 70 μmの視野で

光軸方向分解能 1.3 μmの二光子蛍光像を取得できることを確認した．また，すべての観察

条件において染色した色素の褪色や熱による組織の変性は認められなかった． 

 

6.4. まとめ 

本章では TFパルスを用いたホログラフィックパターン照明に TM化を組み合わせること

で，直径 30 μmのマルチスポットが重なっても干渉縞が発生しない，フリンジ・スペックル

フリーなパターン照明技術について述べた．また，MF-TM-TF パルスに ML 化を組み合わ

せることで光軸方向分解能 1.3 μm，1/e2サイズで 6 μmを達成した．本研究では直径 30 μm

のスポットの大きさと光軸方向において 1 細胞以下のスポットの大きさを両立するため

TM-TF技術にML化を組み合わせた．一方で，スポットの大きさが 10 μm程度であれば，

ML 化を必要とせずに光軸方向において 1 細胞以下の大きさのスポットを発生することが

可能である．また，より NAの高い対物レンズを使用することや，より高次の非線形現象で

ある三光子励起と組み合わせる [70]ことで，光軸方向分解能をさらに向上することができる

と考えられる．この技術を TM-TF顕微鏡の視野の拡大に応用することで，視野 70 μm，光

軸方向分解能 1.3 μmのイメージング性能により，マウス脳スライスの二光子蛍光像を取得

した．視野 70 μmは従来の TM-TF顕微鏡の視野の 12倍に相当する．MF-TM-ML-TF顕微鏡

で取得した二光子蛍光像をラインスキャンTF顕微鏡のものと比較することで，MF-TM-ML-

TF 顕微鏡ではラインスキャン TF 顕微鏡に匹敵する二光子蛍光像が得られることを確かめ

た． 
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第7章 結言 

 本研究では TF顕微鏡における問題点として，以下の 3つを挙げ，その改善に取り組んだ．

3つの問題点とは，厚みのある試料内部において歪んだ TFパルスの補償が困難であること，

走査型多光子顕微鏡より光軸方向の分解能が低いこと，パターン照明において隣り合うマ

ルチスポット間で生じる干渉縞がスポットの均一性を劣化させること，である．また，TF

顕微鏡では広い範囲で多光子励起を発生させるため，高出力な光源を必要とする．そのため，

最初に Yb ファイバレーザを構築し，平均出力 3.9 W，ピーク波長 1059 nm，繰り返し 710 

kHz，パルス幅 110 fsを達成した．次に厚みのある試料でも TFパルスの補償を可能とする

時空間ロックイン検出技術の開発に取り組んだ．時空間ロックイン検出を用いることで，ロ

ーダミン溶液を含むアガロースゲルのような均一な試料だけでなく，アガロースゲル中に

直径 200 nmと直径 2 μmの混合蛍光ビーズを含み，カバーガラス表面にマニキュアが塗ら

れ表面を引っかかれたような不均一な試料でも補償が可能であることを確かめた．そして，

TF顕微鏡の光軸方向分解能向上のために，TM-ML-TF顕微鏡の開発に取り組んだ．従来の

TM-TF顕微鏡では TM素子として用いる echelle回折格子を試料に対して高倍率で結像する

必要があり，視野を制限する要因となっていた．本研究では DMDによる空間強度パターン

のML化に着目し，TM-TF顕微鏡において echelle回折格子が担っていた回折限界サイズの

マルチラインパターン形成を DMDに担わせ，離散的な時間遅延の付与のみ，echelle回折格

子に担わせた．これにより，echelle回折格子の試料に対する結像倍率を低下させ，光軸方向

分解能 1.62 μm で，TM-TF顕微鏡の視野を 30 μmまで拡大することに成功した．視野は従

来の TM-TF顕微鏡に対して 1.5倍に拡大し，光軸方向分解能は TF顕微鏡に対して 2.5倍の

改善が得られ，走査型多光子顕微鏡に匹敵する光軸方向分解能を得ることに成功した．さら

に，マルチスポットが隣り合い近接する場合でもスポットの均一性を損なわないフリンジ・

スペックルフリーなホログラフィックパターン照明技術として，MF-TM-TF 技術の開発を

行った．従来のMF-TF技術によるホログラフィックパターン照明では，TFパルスの分光方

向に対して垂直な方向でスポットが重なるまたは近接すると，時間・空間的な重なりにより

干渉縞が発生していた．MF-TM-TF技術では，TFパルスの分光方向に対して垂直な方向に

対して TM化を施すことで，スポットが重なっても時間的には重ならなくなり，干渉縞のな

い均一なスポットの発生に成功した．加えて，MF-TM-TF技術にML化を組み合わせたMF-

TM-ML-TF技術によるホログラフィックパターン照明では，光軸方向分解能1.3 μm（FWHM），

6.2 μm（1/e2）を達成し，光軸方向において 1細胞以下のスポットを発生させることに成功

した．そして，MF-TM-ML-TF技術を TM-TF顕微鏡の視野の拡大に応用することで，視野

70 μm，光軸方向分解能 1.3 μmでマウス脳スライスの観察を行い，ラインスキャン TFに匹

敵する程の分解能で二光子蛍光像の取得に成功した． 

 本研究で開発した技術の生物学・医科学応用への展望について述べる．TF 顕微鏡は高速

な 3 次元イメージング手法としてすでにニューロンなどの多細胞相互作用の観察に用いら
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れている．生体組織は厚みがあり，組織ごとに異なる収差を有するため，時空間ロックイン

検出による補償は生体組織観察における適応的な TF パルスの補償技術として利用できる．

また，広い視野と 1 μm程度の高い光軸方向分解能を持つMF-TM-ML-TF顕微鏡は，複数の

ニューロン間における膜電位変化の観察に応用できると考えられる．ただし，膜電位観察に

は 1 kHz以上のイメージ速度が必要であり，MF-TM-ML-TF顕微鏡の時間分解能の向上が必

要である．本研究において，MF-TM-ML-TF顕微鏡の時間分解能を制限する要因は励起光の

出力不足であり，光源のパルスエネルギー，echelle回折格子の透過率の向上，マルチライン

形成を強度変調ではなく位相変調に置き換え損失を減らすことで時間分解能を向上できる．

また，フリンジ・スペックルフリーなホログラフィックパターン照明の応用として，オプト

ジェネティクスによる脳機能単位の制御が考えられる．TF パルスを用いたホログラフィッ

クパターン照明によるオプトジェネティクスとして，例えば，20 μmから 30 μm程度離れた

複数のニューロンへ直径 12 μm のスポットを同時に照射し，オプトジェネティクスを行っ

た事例が報告されている [81]．近年，大脳および小脳において，ニューロンは機能ごとにユ

ニットとなり分布し，脳内で情報処理を行っていることがわかってきており [82]，このよう

なニューロン群をパターン照明によって同時に制御する場合，多数のスポットが近接する

ことは避けられない．ゆえに，従来のパターン照明技術では干渉縞によるスポットの不均一

性が活性化に影響してしまう．しかし，スポット間の干渉が抑制された MF-TM-TF 技術は

スポットが近接しても均一なスポットを発生できるため，脳機能単位でのオプトジェネテ

ィクスに有用であると考えられる．また，MF-TM-TF技術は，生物学・医科学応用だけでな

く，工学応用として精密なレーザ加工への応用も期待される．例えば，スポットを並べて水

平方向にスキャンし，平行にラインが並ぶような微小な格子や導波路を形成する場合，ライ

ン間の距離の制限なく構造を形成することが可能である． 
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