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１． 研究のねらい 

 現在の生命科学研究において日常的かつ必須の試料観察手法である蛍光レーザー走査型

顕微鏡法は、その原理的な制約から 3 次元構造の可視化には長時間の画像取得時間を要する

という大きな課題が残されている。生体試料深部での細胞機能の動的な観察と解明を進める上

で、3 次元での構造・機能可視化に対して従来の限界を超えた高い空間分解能と高い時間分解

能を両立することは、生命科学研究の多くの場面において試料観察や分析手法の劇的な変化と

それに伴う新たな知見をもたらすことが強く期待され、そのための光イメージング技術の新規開

発が急務である。 

 このことを背景に、本研究提案では、【ベッセルビーム】と【エアリービーム】という 2 つの特異

な光ビームが有する非回折性や自己湾曲性といった通常の光ビームでは得られない極限的性

質を高度に融合した全く新しい原理に基づく 3 次元光イメージング法を提案する。本手法で核と

なる原理は、ベッセルビームによる微小なニードル状集光スポットを用いた蛍光試料の奥行方向

（厚み方向）に対する一斉励起と、励起された蛍光試料全てが同時に発する蛍光シグナルのエ

アリービームへの変換による自己湾曲伝搬を用いた試料奥行方向の位置情報の一括取得であ

る。この新しい原理に基づき、観察試料の奥行方向の構造情報を検出面において横方向へと座

標変換することによって 3 次元での光イメージングを実現する。 

 本研究課題では、この独自のアイディアに基づく光イメージングの方法論の確立と実証を進

めるとともに、本手法を実装したレーザー顕微鏡システムを構築することで、従来のレーザー走

査型顕微鏡法における 2 次元画像取得と同程度の時間で 3 次元での画像を得ることを目指す。

本研究課題で開発する新しいレーザー顕微鏡システムでは、近赤外での短パルスレーザー光

源を用いた 2 光子励起イメージングにおいて、10μm 以上の焦点深度を持つ光ニードルスポット

を形成し、この焦点深度の範囲内において 10 点以上での奥行き方向の位置分解を目指す。こ

れにより、従来の 2 光子励起イメージング手法と同程度の横方向分解能を維持しながら、3 次元

イメージングの高速化を図る。 

 このように本研究構想は、光が本質的に持つ極限的性質を最大限に引き出すことで、生体

やソフトマテリアルの内部や深部での非侵襲かつ超高速 in vivo 観察を可能とする革新的光イメ

ージング法の実現につなげるものである。  

 

２． 研究成果 

 

（１）概要 

本研究では、独自の蛍光レーザー走査型顕微鏡システムを一から開発し、その原理の検

証と 3 次元画像化の実証を進めた。図 1 に示すように、本提案手法は走査励起光を長焦点深
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度のニードルスポット状とした上で、試料からの蛍光シグナルをエアリービームに変換し、結

像面での強度分布を走査点毎に取得することを特徴とする。エアリービームの自己湾曲性に

よって、発光試料の深さ位置に応じて、結像面でのエアリービーム像が面内方向にシフトする

ため、結像面での面内方向の強度分布から、試料の深さ情報を直接取得できる。 

この原理に基づく 3 次元イメージングを実現するために、構築したレーザー顕微鏡システム

を用いて次に示す要素項目の実証を進めた。 

【1】 長焦点深度の2光子励起ニードルスポットの設計と実証： 波長1 mのフェムト秒パルス

レーザーを励起光源とした 2 光子イメージング系をベースとして、通常の 15 倍の焦点深度(約

15 m)を持つニードルスポットを焦点に形成し、長焦点深度イメージングを可能にした。 

【2】 蛍光シグナルの波面制御によるエアリービーム変換と深さ情報の抽出： 試料からの蛍

光シグナルを空間光変調器によってエアリービームに変換すると、当初の想定通り、ビーズ

の深さ位置に応じて結像面での結像中心位置が面内方向にシフトすることを実証した。 

【3】 ニードルスポット走査に同期したエアリービーム像の検出と 3 次元画像化：3 次元的に分

布した微小蛍光ビーズを評価試料として、本イメージング系で用いた実験条件において、約 8 

m の深さ範囲で 3 次元画像構築に初めて成功した。また、空間分解能評価を行ったところ、

従来のレーザー走査型顕微鏡法と比較して、光軸方向の空間分解能が 1-2 倍程度の劣化に

留まる一方で、面内方向には空間分解能が向上する予想外の効果を明らかにした。 

【４】 線形な面内シフト性を持つ結像光学系の開発: 本手法のさらなる高精度化についても

検討を進めた。その一つとして、計算機合成ホログラムの原理を応用し、観察物体の深さ位

置に対して結像面が面内方向に線形にシフトするようなホログラム設計が可能であることを明

らかにした（論文 1）。 

以上の要素項目が実現可能であることを本研究期間内に全て実証し、当初のねらいに従

って 10 m 以上の焦点深度を持つニードルスポットの 1 回の 2 次元走査のみから、試料の 3

次元情報を一挙に取得する新しい 3 次元光イメージングの方法論を確立した。 

 
図 1. 本研究で提案した新しい 3 次元イメージング手法の概念図 

（２）詳細 

 本研究目的の達成に必要な各要素項目の具体的な成果について以下に詳細に述べる。 

【1】 長焦点深度の 2 光子励起ニードルスポットの設計と実証： 

 本手法の重要な要素技術の一つは、レーザー走査型顕微鏡の焦点に焦点深度の長いニー



 

ドル状の集光スポットを形成することである。これを

実現するために、波長 1 m のフェムト秒パルスレ

ーザーを励起光源とした 2 光子イメージング系に対

して、対物レンズの瞳をリレーした位置において液

晶空間光変調器を導入し、円環状の強度分布とな

るような振幅マスクを形成した。これにより、対物レ

ンズの焦点にニードルスポット状のベッセルビーム

を形成した。ニードルスポットの焦点深度と面内ス

ポットサイズは、円環マスクの幅と直径に依存する

ことを考慮し、本研究で使用する開口数（NA）1.15

の水浸レンズに対して通常のレーザー光の集光と

同様の面内スポットサイズを維持しながら、焦点深

度のみ増大するようなニードルスポットを形成する

円環マスクを設計した。本光学系において焦点で

の 2 光子励起ニードルスポットの形状を計測し、図 2 に示すように通常の 15倍の焦点深度(約

15 m)を持つ光ニードルスポットが設計通り十分に形成できることを確認した。 

 さらに、円環状の強度分布を持つビームの集光では、集光するビームの収束角が一定の角

度範囲内に制限されることに着目し、球面収差が生ずる条件においても良好なニードルスポ

ット形状を形成できることを理論的・実験的に見出した。 

【2】 蛍光シグナルの波面制御によるエアリービームへの変換と深さ情報の抽出：  

物体面での深さ情報を抽出するために、蛍光試料からの蛍光シグナルを検出側光路に設

置した空間光変調器によってエアリービームに変換した。エアリービーム変換によって得られ

る結像面での面内シフト特性を定量的に評価するために、焦点に形成したニードル励起スポ

ットの光軸に沿って微小蛍光ビーズを走査し、各 z 位置で得られる結像面でのエアリービーム

像を 2 次元検出器によって記録した。図 3 に示すように、通常の検出(図 3、左列)では蛍光ビ

ーズの像は、対物レンズ焦点(zs = 0)以外

ではボケとして検出される。一方で、蛍光

シグナルをエアリービームに変換した場合

には、エアリービームが持つ非回折性によ

って焦点から外れた場合にも結像スポット

を形成し、付加するエアリービーム波面の

次数を大きくすると、像として検出可能な範

囲が増大する結果が得られた（図 3、2 およ

び 3 列目）。さらに、エアリービームの自己

湾曲性を反映し、蛍光ビーズの深さ位置に

応じて検出面では面内方向(h 軸方向)にシ

フトする結像特性が予想通り得られること

がわかった。また、エアリービームを用いた

深さ位置検出の一意性を担保するため

図 2. 焦点に形成されたニードルス

ポットの強度分布 

図 3. 蛍光シグナルのエアリービーム変換に

よる面内シフト特性の検証 



 

に、結像位置を光軸方向にシフトするためのレンズ波面を空間光変調器に重畳したところ、発

光点の深さ位置に応じて結像面内位置が設計通りシフトすることについても確かめられた（図

3、右列）。 

【3】 2 光子励起ニードルスポット走査に同期したエアリービーム像の検出と 3 次元画像化： 

 以上の研究項目の結果を踏まえ、本手法による 3 次元画像化のためのシステム構築を行う

と共に3次元結像特性の評価を行った。アガロースゲル中に3 次元的に固定した直径200 nm

の蛍光ビーズを評価試料として用い、ピエゾステージを用いたニードルスポットの 2 次元走査

に同期して、エアリービームに変換された蛍光シグナルの強度分布を高感度 2 次元検出器に

よって測定した。本原理では、検出面における面内の 1 軸方向が、試料の深さ軸に直接対応

することを考慮し、2 次元走査によって得られた画像データを元に 3 次元画像の構築を行っ

た。その結果、図 4 上段（3 次元像の xz 面に対する強度分布、図では最大値投影法により表

示）に示すように、通常のレーザー顕微鏡法において複数(図では 31 枚)の 2 次元画像のスタ

ックにより構築した 3 次元像と同様の画像を得ることに成功した。このことから、当初の構想通

り、従来のレーザー顕微鏡法では深さ位置を変化させながら複数枚の 2 次元画像を取得する

必要のあった 3 次元画像取得を、1 回

のニードルスポット走査のみから取得

し、本研究で提案した 3 次元イメージ

ング法が実現可能であることを示し

た。 

 また、本手法における空間分解能

の評価を行ったところ（図 4 下段）、従

来のレーザー顕微鏡法と比べて 1-2

倍程度の空間分解能の低下に留ま

る一方で、面内方向には共焦点効果

により空間分解能が向上するという

当初想定していなかった効果を有す

ることもわかった。 

以上のように、本研究で考案した 3

次元イメージング法のアイディアが実

現可能であることを証明し、レーザー

顕微鏡法の新しい方法論として確立

することに成功した。現在、本成果を

まとめ、論文として投稿準備中であ

る。 

【4】 エアリービームを用いない線形面内シフト特性を持つ結像光学系の検討 

エアリービームは放物線の軌跡を示す自己湾曲性を持つことから、深さ方向の情報取得に

は非線形な面内シフト性の補正プロセスを要する。この点を根本から解決するための新しい

取り組みとして、計算機合成ホログラム(CGH)の原理により、発光点の深さ位置に対して結像

位置が線形にシフトするホログラムの設計と原理検証をさきがけ情報計測領域の中村友哉 

図 4. 3 次元画像構築結果。上段：本手法および

従来法での 3 次元像の xz 面での強度分布。z

方向に約 8 m の範囲が可視化できている。下

段：孤立粒子を用いた空間分解能の評価。 



 

氏（東工大）と共同で行った（論文 1）。これにより、本イメージング手法に適用可能な CGH の

設計指針を得ることに成功した。今後は、CGHベースでの3次元イメージング法の開発にも展

開していく予定である。 

 

３． 今後の展開 

本研究により、ニードルスポットの 1 回の 2 次元走査のみから、試料の深さ情報を一挙に取得

できることを実証した。一方で、真に高速な 3 次元イメージングを実現するためには、ニードルス

ポットの 2 次元走査に同期した高速・高感度な 1 次元あるいは 2 次元の光検出器を用いる必要

がある。ただし、今日における最先端の光学機器（例えばレゾナントスキャナ）や検出器（アレイ）

を用いれば、原理的にはビデオレートでの 3 次元イメージングは十分可能と考えられる。 

本手法の本質は、深さ方向の情報を何らかの方法（波面）で結像面での面内方向の情報に変

換することであり、本研究提案ではエアリービームの自己湾曲性および非回折性がその役割を

担っていた。しかしながら，CGH の例でも明らかなように、このような特性を持つ波面はエアリー

ビームに限るのものでは無く、波面制御の最適化や全く異なる光ビーム特性の適用も考えられ、

3 次元イメージングにおける観察深度の拡大や高精度化を追求していきたい。さらに、本研究の

将来展開として、特に生命科学分野の研究者との密な連携の下で、生きた生体深部での 3 次元

可視化と高速な動態観察に基づく生命機能の理解へと発展させて行きたいと考えている。 

 

４． 自己評価 

蛍光レーザー走査型顕微鏡における 3次元イメージングを高速に実現する従来には無い方法

を着想し、研究者自身にとっても完全に新規の研究テーマとして取り組み、その実証をさきがけ

研究期間内に示すことができた。本手法の実現には、独自の 2 光子励起レーザー走査型顕微鏡

系を立ち上げ、励起側に加えて検出側光学系のいずれに対しても波面制御機構を導入する必

要があったが、これに必要な装置やシステムを全て自ら構築し、研究開始時に期待していたよう

な結果を得ることに成功した。当初の研究計画で設定した 3 次元イメージングを実現するための

主要な研究項目について、概ね達成することができたと考えている。 

従来のレーザー顕微鏡法での 3 次元イメージングに対して、1 回の 2 次元走査のみで 3 次元

画像化が実現でき、3 次元画像化に要する時間の大幅な時間短縮を図ることが可能となった。

一方で、絶対値としての高速性という観点では、検出器のフレームレートに依存するという点で

の装置改良等の余地が残されており、今後の研究によって真に高速な 3 次元イメージングを実

証していきたいと考えている。また、本結果を踏まえて、企業との共同研究へ向けた活動も進め

ており、今後は本手法のさらなる高度化や高速化を目指すことに加えて、実用化への展開も図っ

ていきたい。 
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