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(57)【要約】
　複数の励起光による非線形光学過程から生じる信号光
を測定する非線形光学顕微鏡において、複数の励起光の
集光点の重心を所定の周波数で位置変調し、信号光から
変調周波数に応じた周波数成分を抽出する。抽出する周
波数成分は、変調周波数の偶数倍とすることが好ましい
。また、位置変調方法としては、集光点重心を、光軸に
垂直な面内で直線状または螺旋状に移動させたり、光軸
方向に直線状に移動させたりする方法が好ましい。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　第１の励起光を試料上に集光する第１の光学系と、
　第２の励起光を試料上に集光する第２の光学系と、
　前記第１の励起光と前記第２の励起光の試料上での集光位置を、所定の変調周波数で相
対的に位置変調させる集光位置変調手段と、
　試料から生じる信号光から、前記変調周波数に応じた周波数成分を抽出する信号抽出手
段と、
　を備える非線形光学顕微鏡。
【請求項２】
　前記信号抽出手段は、前記信号光から前記変調周波数の偶数倍の周波数成分を抽出する
、
　請求項１に記載の非線形光学顕微鏡。
【請求項３】
　前記集光位置変調手段は、第１の励起光の集光位置と第２の励起光の集光位置との重心
を、光軸に垂直な面内で螺旋状に移動させる、
　請求項１または２に記載の非線形光学顕微鏡。
【請求項４】
　前記集光位置変調手段は、第１の励起光の集光位置と第２の励起光の集光位置との重心
を、光軸に垂直な面内で直線状に移動させる、
　請求項１または２に記載の非線形光学顕微鏡。
【請求項５】
　前記集光位置変調手段は、第１の励起光の集光位置と第２の励起光の集光位置との重心
を、光軸方向に直線状に移動させる、
　請求項１～４のいずれかに記載の非線形光学顕微鏡。
【請求項６】
　前記集光位置変調手段は、第１の励起光または第２の励起光の集光位置を光軸に垂直な
面内で移動させるポインティング変調ユニットを含む、
　請求項３または４に記載の非線形光学顕微鏡。
【請求項７】
　前記集光位置変調手段は、第１の励起光または第２の励起光の集光位置を光軸方向に移
動させる波面変調ユニットを含む、
　請求項５記載の非線形光学顕微鏡。
【請求項８】
　第１の励起光および第２の励起光はパルスレーザ光であり、
　第１の励起光と第２の励起光の集光位置を時間的に重ねるための時間遅延光学系を更に
備える、
　請求項１～７のいずれかに記載の非線形光学顕微鏡。
【請求項９】
　所定の変調周波数で第１の励起光と第２の励起光の集光位置を相対的に位置変調させつ
つ、試料上に第１の励起光と第２の励起光を集光する集光工程と、
　試料から生じる信号光から、前記変調周波数に応じた周波数成分を抽出する抽出工程と
、
　を含む、非線形光学顕微鏡法。
【請求項１０】
　前記抽出工程では、前記信号光から前記変調周波数の偶数倍の周波数成分を抽出する、
　請求項９に記載の非線形光学顕微法。
【請求項１１】
　前記集光工程では、第１の励起光の集光位置と第２の励起光の集光位置との重心を、光
軸に垂直な面内で螺旋状に移動させる、
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　請求項９または１０に記載の非線形光学顕微法。
【請求項１２】
　前記集光工程では、第１の励起光の集光位置と第２の励起光の集光位置との重心を、光
軸に垂直な面内で直線状に移動させる、
　請求項９または１０に記載の非線形光学顕微法。
【請求項１３】
　前記集光工程では、第１の励起光の集光位置と第２の励起光の集光位置との重心を、光
軸方向に直線状に移動させる、
　請求項９～１２のいずれかに記載の非線形光学顕微法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、非線形光学顕微鏡の空間分解能を向上させる手法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　n光子励起蛍光顕微鏡は、１光子励起蛍光顕微鏡の励起波長λexの約n倍長い励起波長λ

n≒ n・λexを用いることにより、蛍光分子を励起する。n光子励起による信号光強度は励
起光強度のn乗に比例する。そのため、励起光を対物レンズ（開口数：NA）により集光し
た場合、励起光強度の高い集光点近傍のみで信号が発生する。その結果、同じ波長で１光
子励起を行った場合の空間分解能0.61λn/NAに比べて、空間分解能がn1/2倍［（0.61・λ

n)/(n
1/2・NA）］に向上する。

【０００３】
　また、２波長以上の波長成分によって誘起される非線形光学過程（非縮退２光子励起蛍
光、和周波発生過程、４光波混合過程、非縮退２光子吸収、誘導ラマン散乱など）により
発生する信号光を検出する非線形光学顕微鏡法も利用されている。これらの手法でも、励
起光強度の高い集光点近傍のみで非線形光学過程による信号が発生するため、空間分解能
を向上させることができる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】国際公開第２００５／１１３７７２号パンフレット
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Stefan W. Hell and Jan Wichmann, "Breaking the diffraction resol
ution limit by stimulated emission: stimulated-emission-depletion fluorescence m
icroscopy Opt. Lett. 19, 780-782 (1994)
【非特許文献２】Christian W. Freudiger, et al., “Label-Free Biomedical Imaging 
with High Sensitivity by Stimulated Raman Scattering Microscopy”, Science 322, 
1857 (2008)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　n光子励起蛍光顕微鏡では、同じ励起波長を用いて１光子励起を行う場合よりも空間分
解能は向上している。しかし、異なる励起波長を用いて同じエネルギー状態に励起し、発
生した蛍光を検出する場合には、n光子励起の励起波長は１光子励起の波長のn倍(λn ≒ 
n・λex）である。したがって、実際には空間分解能が1/n1/2倍[(0.61・n1/2・λex)/NA]
に低下してしまう。
【０００７】
　また、２波長以上の波長成分によって励起される非線形光学過程の信号光強度は２波長
の励起光の空間的な重なり面積に比例する。したがって、２つの励起光のビームポインテ
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ィングが揺らぐと、空間的な重なり面積が変化し信号光強度が揺らぐため問題となる。こ
れらの非線形光学顕微鏡では、２波長の励起光のビームポインティングを安定させなけれ
ば空間分解能を高めることができない。したがって、従来はビームポインティングを安定
させるために様々な工夫が施されてきた。しかしながら、ビームポインティングの安定に
は困難が伴う。
【０００８】
　このような課題を考慮し、本発明の目的は、簡易な構成でありながら高分解能の多光子
励起顕微鏡を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明では、２波長以上の波長成分によって励起される非線形光学過程の信号光を測定
する非線形光学顕微鏡において、複数の励起光の集光点重心を所定の周波数で位置変調さ
せ、この信号光から変調周波数に応じた周波数成分を抽出する。
【００１０】
　より具体的には、本発明に係る非線形光学顕微鏡は、第１の励起光を試料上に集光する
第１の光学系と、第２の励起光を試料上に集光する第２の光学系と、前記第１の励起光と
前記第２の励起光の試料上での集光位置を、所定の変調周波数で相対的に位置変調させる
集光位置変調手段と、試料から生じる信号光から、前記変調周波数に応じた周波数成分を
抽出する信号抽出手段と、を備える。
【００１１】
　信号光強度は励起光強度の積に比例するため、集光点位置の変調に伴って信号強度に揺
らぎが生じる。この際、信号光のうち変調周波数の偶数倍の成分は、集光位置中心から発
生した信号が支配的になる。したがって、信号光から変調周波数の偶数倍の成分を抽出す
ることで、空間分解能を向上させることができる。高調波成分を抽出するほど空間分解能
は向上するが、高調波成分ほど信号強度が弱くなるため、変調周波数の２倍の周波数成分
を抽出することが好ましい。
【００１２】
　また、励起光の集光位置を変調させる方法としては、複数の励起光の集光位置の重心を
、光軸に垂直な面内で直線状に移動させる方法、光軸に垂直な面内で螺旋状に移動させる
方法、光軸に垂直な方向に直線状に移動させる方法、およびこれらの組合せが考えられる
。
【００１３】
　たとえば、前記集光位置変調手段は、第１の励起光の集光位置を固定し、第２の励起光
の集光位置を、光軸に垂直な面内で直線状または螺旋状に移動させたり、光軸方向に直線
状に移動させたりする、ことが考えられる。
【００１４】
　また、前記集光位置変調手段は、第１の励起光と第２の励起光の集光位置をともに移動
させて、集光点重心が、光軸に垂直な面内で直線状または螺旋状に移動したり、光軸方向
に直線状に移動したりするようにしても良い。
【００１５】
　励起光の集光位置を光軸に垂直な面内で移動させるには、電気光学（ＥＯ）素子・音響
光学（ＡＯ）素子・ガルバノスキャナーなどのビームポインティング変調ユニットを用い
ればよい。また、励起光の集光位置を光軸に垂直な方向に移動させるには、電気光学素子
・可変ミラーなどのビームの発散角度を制御可能な波面変調ユニットを用いればよい。
【００１６】
　また、本発明において励起光にパルスレーザ光を用いることが好ましく、複数の励起光
の集光位置を時間的に重ねるための時間遅延光学系を備えることが好ましい。
【００１７】
　なお、励起光の数は２つ以上であればいくつであっても良く、観測する非線形光学過程
に依存して変化する。励起光を３つ以上用いる場合も励起光の集光位置重心を変調させれ
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その他の励起光の集光位置を固定としても良く、また２つ以上（あるいは全て）の励起光
を位置変調させてもかまわない。
【００１８】
　本発明は、上記手段の少なくとも一部を有する非線形光学顕微鏡として捉えることがで
きる。また、本発明は、上記処理の少なくとも一部を含む非線形光学顕微鏡法として捉え
ることもできる。上記手段および処理の各々は可能な限り互いに組み合わせて本発明を構
成することができる。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明に係る非線形光学顕微鏡によれば、空間分解能を向上させることができる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】（ａ）本実施形態にかかる非線形光学顕微鏡のシステム構成概要図、（ｂ）ポイ
ンティング変調ユニットの説明図、（ｃ）波面変調ユニットの説明図。
【図２】非線形光学顕微鏡の具体的構成を示す図。
【図３】（ａ）励起光パルスの位置変調を説明する図と、（ｂ）試料の中央および外側か
ら発生する信号光強度を示す図。
【図４】（ａ）～（ｃ）はそれぞれ従来手法による入射励起光強度・ＴＰＡ（２光子吸収
）後の励起光強度・ＳＲＳ（誘導ラマン散乱）後の励起光強度を示す図、（ｄ）～（ｆ）
は本手法による入射励起光強度・ＴＰＡ後の励起光強度・ＳＲＳ後の励起光強度を示す図
。
【図５】本手法によって励起光の集光位置を１０ｋＨｚで変調させた際のＳＦＧ信号の周
波数特性を示す数値計算結果。太線が中心位置のＳＦＧ信号の周波数特性であり、細線が
外側位置の周波数特性。
【図６】点像分布を示す数値計算結果であり、上段は光軸に垂直な面内での点像分布を表
し、下段は光軸を含む面内での点像分布を表す。
【図７】（ａ）光軸方向の信号光強度プロファイルを示す図、（ｂ）散乱試料の場合の各
深さから発生する信号光強度を示す図。
【図８】本手法による２光子蛍光顕微鏡の光軸方向の応答を示す図であり、（ａ）は強度
を線形表示し、（ｂ）は強度を対数表示したもの。
【図９】蛍光ビーズの２光子蛍光像であり、（ａ）は従来手法によるもの、（ｂ）は本手
法（Ｘ変調）によるもの、（ｃ）は本手法（ＸＹ変調）によるもの。
【図１０】本手法による４光波混合顕微鏡の光軸方向の信号光強度プロファイルを示す図
。
【図１１】本手法が適用可能な非線形光学過程の例を説明する図。
【図１２】本手法が適用可能な非線形光学過程の例を説明する図。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
＜原理＞
　本発明に係る非線形光学顕微鏡は、２波長以上の励起光によって誘起される非線形光学
過程の信号光を検出する。このような非線形光学過程にはいくつかの種類があるが、ここ
では和周波発生（SFG: Sum Frequency Generation）顕微鏡を例にして、本発明の原理を
説明する。
【００２２】
　SFG顕微鏡では、励起光として周波数ω1、ω2を有する２つのパルスを用いる。SFG顕微
鏡における信号光の時間平均光強度分布ISFG(r)は、集光点における２つの励起光パルス
の光強度分布Iω1(r,t), Iω2(r,t)を用いて、
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【数１】

　と表される。２つの励起光パルスの空間的重なり面積が大きいほど和周波光強度が高く
発生分布も狭くなる。２つのパルスの集光位置が時間的に揺らぐと、和周波光の時間平均
光強度分布は空間的に広がり、信号光強度にも揺らぎが生じる。従来のSFG顕微鏡では、
空間的な重なり面積が大きくなるように２つの励起光パルスの集光位置を固定した状態で
使用し、かつ、時間的に揺らぎが生じないようにしている。これに対して、本発明では、
２つのパルスの集光位置を時間的に変調し、変調により揺らいだ信号成分を検出する。こ
のように、本発明では、パルスの集光位置を積極的に移動させて、和周波光の揺らぎ成分
を測定対象とする。
【００２３】
　例えば図３（ａ）に示すように、励起光パルス１の位置（実線）をr=+δからr=-δの間
を周波数fで周期的に動かし、励起光パルス２の集光位置（破線）はr=0に固定する場合を
考える。このときの、SFG強度は、

【数２】

　と表される。励起光パルス１を１周期（+δ→0→-δ→0→+δ）動かした場合の位置r=0
, -δ, +δにおける和周波光強度ISFG(0,t), ISFG(-δ,t), ISFG(+δ,t)は図３（ｂ）に
示すようになる。位置r=0において信号は２周期の変化があり、位置r=-δ, +δにおいて
信号は１周期の変化がある。すなわち、励起光パルス１の集光位置を周波数fで変調した
場合、位置r=0における信号は2fの周波数成分が支配的となり、位置r=-δ, +δにおける
信号はfの周波数成分が支配的となる。このように、周波数特性が集光スポットの中心と
外側で異なる。そのため、周波数2fの信号を抽出することにより、集光スポットサイズよ
りも空間的に狭い領域の信号を抽出することが可能となる。また、集光位置変調によって
生じる信号の変化は完全な正弦波ではないので、r=0では高調波である周波数4f,6f,8f,..
.となる成分も生じる。高調波成分になればなるほど空間的に狭い領域からの信号となる
ので、高調波成分を抽出すれば分解能をより高めることができる。
【００２４】
　２光子吸収（TPA: Two-Photon Absorption）や誘導ラマン散乱（SRS: Stimulated Rama
n Scattering）を測定する場合にも、本発明は適用できる。これらの非線形光学過程を計
測する場合は、励起光強度の変化量を測定する。従来の手法では、周波数ω1, ω2の励起
光のうち一方（ω1）を周波数fで時間的に強度が変化するような強度変調を与える。他方
の励起光（ω2）の入射強度は一定とするが、ω1の強度変化がTPAやSRS過程を通じてω2
の励起光強度に影響を与え、ω2の励起光も周波数fで変化する。このように従来のTPAやS
RSでは、強度変調を与えていない方の励起光強度の周波数f成分を測定する。図４（ａ）
は入射励起光強度、図４（ｂ）はTPA後の励起光強度、図４（ｃ）はSRS後の励起光強度を
表している。
【００２５】
　これに対して、TPAやSRSに本発明を適用した場合は、強度変調をする必要はなく、一方
の励起光の位置を周波数fで変調する。この結果、周波数ω1, ω2の両方の励起光強度に
周波数2fで変化する成分が生じるため、この成分を測定する。図４（ｄ）～４（ｆ）のそ
れぞれは、本発明を適用した場合の入射励起光強度、TPA後の励起光強度、SRS後の励起光
強度を表している。本発明によれば、周波数ω1とω2の励起光強度変化を同時に測定可能
なので、2つの信号の平均化などにより信号対雑音比も向上させることが可能である。SRS
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ではポンプ光である周波数ω1の励起光強度が減少するときにストークス光である周波数
ω2の励起光強度が増加するため、これら２つの励起光を差分検出すれば、強度が２倍に
なると共に外部環境によるノイズを相殺できるため従来手法よりも感度が向上する。もち
ろん、従来手法のように励起光を時間的に変調し、さらに集光位置も変調することも可能
である。
【００２６】
　ここでは、本発明の原理的な説明を、和周波発生（SFG）,2光子吸収（TPA）,誘導ラマ
ン散乱（SRS）などを例に説明したが、2波長（以上）の励起光を用いるその他の非線形光
学過程を利用する顕微鏡にも適用できることは当業者であれば理解できるであろう。
【００２７】
　また、上記の位置変調は原理を説明するためのものであり、具体的には種々の位置変調
方法が採用可能である。
【００２８】
　例えば、励起光パルス１と励起光パルス２の集光点の重心が光軸に垂直な面内で直線上
を動くように変調する方法（Ｘ変調）がある。この場合、各励起光パルスの光強度は、
【数３】

　と表される。ここで、δ1≠δ3またはδ2≠δ4とする。また、この条件を満たせばδn=
0(n=1,2,3,4)であっても良い。このような変調では、励起光パルスの集光点重心は、[δ1

-δ3, δ2-δ4]
T方向の直線上を移動する。このような変調方式では、2jf（jは整数)の周

波数成分を検出する。こうすることで、集光点重心が移動する直線方向についての空間分
解能が向上する。また、光軸方向についても空間分解能が向上する。
【００２９】
　また、励起光パルス１と励起光パルス２の集光点の重心が、光軸に垂直な面内で螺旋上
を動くように変調する方法（ＸＹ変調）がある。この場合、各励起光パルスの光強度は、

【数４】

　と表される。ここで、δ1≠δ3またはδ2≠δ4、2f < f0とする。また、この条件を満
たせばδn=0(n=1,2,3,4)であっても良い。このような変調では、励起光パルスの集光点重
心は螺旋状に移動する。このような変調方式では、2jf（jは整数)の周波数成分を検出す
る。こうすることで、光軸に垂直な面内および光軸方向、すなわち全方向について空間分
解能が向上する。
【００３０】
　また、励起光パルス１と励起光パルス２の集光点の重心が、光軸方向で直線上を動くよ
うに変調する方法（Ｚ変調）がある。この場合、各励起光パルスの光強度は、
【数５】

　と表される。ここで、δ1≠δ2とする。また、この条件を満たせばδn=0(n=1,2)であっ
ても良い。このような変調では、励起光パルスの集光点重心は光軸方向の直線上を移動す
る。このような変調方式では、2jf（jは整数)の周波数成分を検出する。こうすることで
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、光軸方向の空間分解能が向上する。
【００３１】
　また、上記のＸ変調とＺ変調を組み合わせた変調方法や、ＸＹ変調とＺ変調を組み合わ
せた変調方法を採用することも考えられる。
【００３２】
　また、ここでは励起光パルスが２つの場合を例に説明しているが、励起光パルスが３つ
以上の場合であっても集光点重心を上記と同様に移動させれば良い。
【００３３】
＜本手法が適用可能な非線形光学過程の例＞
　以下、本手法が適用可能な非線形光学過程の例を説明する。
【００３４】
　（１）非縮退２光子励起蛍光（nondegenerate two-photon excitation fluorescence: 
TPEF）
　図１１（ａ）に示すように、分子は、周波数ω1, ω2の２個の光子を同時に吸収し、基
底状態から励起状態へ遷移する。その後、励起状態から蛍光を発し，基底状態へ遷移する
。このとき発せられる蛍光が非縮退２光子励起蛍光である。２光子励起蛍光強度は励起光
強度の２乗に比例するため，励起光をきつく集光することにより光軸方向の分解能が得ら
れる。そのため，共焦点ピンホールなしで３次元イメージングが可能である。光褪色や光
損傷も集光点近傍に抑制される。１光子励起蛍光顕微鏡では励起光として紫外光や可視光
の励起光を用いるのに対して２光子励起蛍光顕微鏡では近赤外光を用いる。近赤外光は生
体試料中における散乱や１光子吸収が小さいため、励起光が試料の深部まで到達でき、深
部イメージングが可能である。また、励起光と蛍光の波長が大きく異なることから励起光
と蛍光の分離も容易である。
【００３５】
　（２）和周波発生（Sum frequency generation: SFG）と第２高調波発生（Second harm
onic generation: SHG）
　２光子励起のSFGとは，図１１（ｂ）に示すように周波数ω1, ω2の２個の光子が和の
周波数ω3=ω1+ω2をもつ１個の光子に変換される２次の非線形光学過程であり、反転対
称性のない分子・媒質でのみ生じる現象である。そのため、SFG顕微鏡では生体組織中に
おける配向構造や組織構造を可視化することが可能である。
【００３６】
　（３）差周波発生（Difference frequency generation: DFG）
　DFGとは，図１１（ｃ）に示すように周波数ω1, ω2の２個の光子が差の周波数ω3=ω1

-ω2をもつ１個の光子に変換される２次の非線形光学過程であり、反転対称性のない分子
・媒質でのみ生じる現象である。周波数差をラマン振動数に一致させることにより、試料
の化学成分や熱力学的状態に由来する振動コントラストが得られる。
【００３７】
　（４）第３高調波発生（Third harmonic generation: THG）
　３光子励起のSFGとは図１１（ｄ）に示すように周波数ω1, ω2, ω3の３個の光子が和
の周波数ω4=ω1+ω2+ω3をもつ１個の光子に変換される３次の非線形光学過程であり、
全ての分子・媒質で生じる現象である。ただし、励起光と信号光の波長が大きく異なり屈
折率が大きく異なるために、位相整合条件を満たすことが困難である。そのため、一般的
に屈折率が一様な分布の媒質中ではTHGは発生せず、屈折率分布が不均一な媒質中（屈折
率の異なる媒質の境界）で発生する。入射光である３個の光子の周波数が同じ周波数の場
合をTHGと呼ぶ。
【００３８】
　（５）４光波混合（Four-wave mixing: FWM）
　周波数ω1, ω2, ω3の3つの入射場と媒質の相互作用により、新しい周波数ω4=ω1-ω

2+ω3の光が発生する３次の非線形光学過程をFWM過程と呼ぶ。相互作用を行う場の順番に
より、FWM過程には図１１（ｅ）（ｆ）に示す2つの過程がある。非共鳴FWM顕微鏡では、
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屈折率の分布を測定することが可能である。
【００３９】
　（６）コヒーレント反ストークスラマン散乱（Coherent anti-Stokes Raman scatterin
g: CARS）
　図１２（ａ）のようにFWM過程において2つの励起光の周波数差ω1-ω2がラマン振動数W

Rに近づくとFWM過程が増強される。振動共鳴により増強されたFWM過程をCARS過程と呼ぶ
。CARS強度は周波数ω1のポンプ光と周波数ω2のストークス光の周波数差ω1-ω2がラマ
ン振動数WRに近づくほど強くなる。そのため、CARS顕微鏡では、試料の化学成分や熱力学
的状態に由来する振動コントラストが得られる。
【００４０】
　（７）誘導パラメトリック発光（Stimulated parametric emission: SPE）
　図１２（ｂ）のようにFWM過程において2つの励起光の周波数和ω1+ω3が電子共鳴振動
数Weに近づくとFWM過程が増強される。2光子電子共鳴により増強されたFWM過程をSPE過程
と呼ぶ。SPE強度は周波数和ω1+ω3が電子共鳴振動数Weに近づくほど強くなる。そのため
、SPE顕微鏡では，試料の吸収に基づくコントラストが得られる。
【００４１】
　（８）非縮退２光子吸収（nondegenerate two-photon absorption: TPA）
　TPAは超短光パルスの強度自身に誘起された吸収係数の変化に起因する。TPAは、２個の
光子が同時に吸収され、基底状態から励起状態へ遷移する。TPA顕微鏡では吸収による励
起光強度の微小な変化量を測定するために、図１２（ｃ）に示すように、第１光子と第２
光子の周波数が異なる２波長励起を行う。また、一方の周波数（ω2）の光強度のみを周
波数fで強度変調し、他方（ω1）は変調せずに用いる。TPAが生じると、励起光強度は周
波数ω2の光強度が減少した量だけ周波数ω1の光強度が減少する。従来は、ω2の励起光
を強度変調して、ω1の励起光に生じる周波数fの信号を測定するが、上述したように本手
法を適用する場合は強度変調を行う必要はない。TPA顕微鏡では吸収コントラストが得ら
れる。
【００４２】
　（９）誘導ラマン散乱（Stimulated Raman scattering: SRS）
　ラマン活性媒質に周波数ω1のポンプ光と周波数ω2のストークス光を入射したとき、ラ
マン散乱によりポンプ光がストークス光に変換され、ストークス光が増幅される過程がSR
S過程である（図１２（ｄ））。従来のSRS顕微鏡では、SRSによるストークス光強度とポ
ンプ光強度の微小な変化量を測定するために、TPA顕微鏡と同様に一方の励起光に強度変
調を行う。ただし、上述したように本手法を適用する場合は強度変調を行う必要はない。
SRS顕微鏡では振動コントラストが得られる。
【００４３】
＜数値計算による原理の検証＞
　図５に数値計算により周波数f=10kHzで励起光１の集光点を100nm（δ=100nm)変調した
ときの信号のフーリエ変換を示す。図５のグラフの横軸は周波数（kHz）を表し、縦軸は
任意単位の信号光強度をログスケールで表している。
【００４４】
　数値計算は、ビーム半径3mm(1/e2)のガウス型空間プロファイルを有する、中心波長800
nm(励起光1)と中心波長1015nm(励起光2)の２つの励起パルスを、焦点距離4.5mmの対物レ
ンズにより集光し、SFGを発生させた場合を仮定した。
【００４５】
　図５において、太線は中心位置（r=0）でのSFG光の周波数成分を示し、細線は中心から
離れた外側位置（r=250nm）のSFG光の周波数成分を示す。なお、周波数2n×10kHz（nは整
数）における外側位置の信号の強度は矢印で示してある。図から、中心位置の周波数成分
は変調周波数fの偶数倍の周波数成分が大きく、中心から離れた位置では変調周波数fの奇
数倍の周波数成分が大きいことが分かる。また、変調周波数の偶数倍成分は主に中心位置
から生じるSFG光によるものであることが分かる。例えば、2fの周波数成分は、中心位置
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から生じるSFG光の方が、中心から離れた位置から生じるSFG光よりも101～102倍大きいこ
とが分かる。さらに、励起光の空間強度分布が完全な正弦波ではないので、正弦波からの
歪成分として高次の周波数成分も現れている。そのため、高次成分においても中心位置と
中心から離れた位置において周波数特性が異なっている。以上から、変調周波数の偶数倍
の周波数成分を検出することにより、中心位置付近で生じるSFG光を特異的に抽出できる
ことが分かる。
【００４６】
　図６に数値計算により得られた点像分布関数を示す。図６上側は光軸に垂直なxy面での
点像分布を示し、図６下側は光軸に平行なxz面内での点像分布を示している。
【００４７】
　ここで、励起光１の集光位置変調は、光軸に垂直なxy面内における対称性を得るために
、集光位置が螺旋状に動くように変調して数値計算を行った。すなわち、SFG光強度は、
【数６】

　により計算した。ここで、f0は螺旋回転の角周波数、fは螺旋半径の変調周波数であり
、f0>>fとする。こうすることで、xy面内における対称性が確保される。
【００４８】
　図６において、従来の手法（ＤＣ成分）に比べて、周波数2fの点像分布関数の広がりが
小さくなっている。また、検出する周波数が高くなるほど点像分布の広がりが小さくなっ
ている。すなわち、本発明により空間分解能が向上していることが示されている。なお、
点像分布の広がりはxy面内においてもxz面内においても小さくなっており、水平分解能お
よび垂直分解能の両方が向上していること分かる。
【００４９】
　また、本発明によれば垂直方向について、集光点以外での信号を抑制できている。した
がって、測定対象の表面近傍から発生する背景光を抑制可能であり、従来手法に比べて観
察可能な深さが向上する。図７（ａ）は、光軸（z）方向の信号強度を、本発明の手法と
従来の手法について示している。このように、本発明によれば、観察信号が集光点付近に
限定されることが分かる。
【００５０】
　観察対象の試料が散乱の無い試料であれば、図７（ａ）が各深さから発生する信号強度
であり、集光点位置で発生する信号強度が最も大きくなり、その他の領域から発生する背
景光は十分小さく無視できる。しかしながら、散乱の大きな試料では、励起光強度が深さ
と共に、以下のように減衰する。

【数７】

　ここで、ls：散乱長、z：光軸方向の位置、z0：試料表面の位置である。
【００５１】
　したがって、散乱の大きな試料の場合は、図７（ａ）に示す信号強度に、深さに応じた
励起光強度を掛け合わせた強さが、各深さから発生する信号強度となる。図７（ｂ）に、
散乱有りと無しの場合のそれぞれについて、各深さから発生する信号強度を示した。散乱
有りの試料を観測する場合には、ある深さ以上については、試料表面から発生する信号強
度の方が集光点付近から発生する信号強度より強くなってしまい、観察が不可能となる。
本発明では、集光点以外から発生する信号強度を十分抑制できているため、観察可能な深
さを改善することができる。
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【００５２】
＜非線形光学顕微鏡のシステム概要＞
　図１（ａ）に、本実施形態にかかる非線形光学顕微鏡のシステム構成の概念図を示す。
【００５３】
　本実施形態にかかる非線形光学顕微鏡では、２波長以上の励起光によって誘起する非線
形光学過程を用いる。非線形光学過程としては、多光子励起蛍光、和周波発生（第２高調
波発生）、差周波発生、第３高調波発生、４光波混合、コヒーレント反ストークス散乱、
誘導パラメトリック発光、多光子吸収、誘導ラマン散乱などがある。
【００５４】
　分子を励起するための励起光として２波長以上のレーザー光を用いるため、２つのレー
ザー発生装置１０１，１０２を用いる。２波長以上のレーザー光を得ることができれば、
１台のレーザー発生装置のみを使用しても良い。例えば、１台のレーザー発生装置で同時
に複数の波長を出力可能であれば分割して使用できる。また、レーザー発生装置を１つの
みとして、波長変換器を用いて異なる複数の波長を得ても良い。
【００５５】
　ビーム位置変調ユニット１０３は、一方の励起光（励起光１）の集光位置を、他の励起
光（励起光２）の集光位置に対して動かすためのものである。図１（ｂ）に示すように集
光位置を光軸方向に垂直な平面内で動かすためには、電気光学（ＥＯ）素子・音響光学（
ＡＯ）素子・ガルバノスキャナーなどのビームポインティングを制御可能なビームポイン
ティング変調ユニットを用いればよい。また、図１（ｃ）に示すように集光位置を光軸方
向に動かすためには、電気光学素子・可変ミラーなどのビームの発散角度を制御可能な波
面変調ユニットを用いればよい。また、ビームポインティング変調ユニットと波面変調ユ
ニットの両方を用いて、集光位置を３次元的に移動させてもかまわない。また、各励起光
の集光位置を相対的に移動させられれば良いので、複数の励起光の位置をそれぞれ制御し
てもかまわない。
【００５６】
　時間遅延光学系１０４は、励起光１と励起光２を集光点において時間的に重ねるための
ものである。
【００５７】
　レーザー走査顕微鏡１０５は、ポインティング変調または波面変調によって生じる信号
から、位置変調の変調周波数に応じた周波数成分を抽出する。具体的には、変調周波数の
偶数倍の周波数成分を抽出する。
【００５８】
＜装置構成＞
　図２に、実験で用いた非線形光学顕微鏡の具体的な構成を示す。ここでは、光源として
波長775nmのチタンサファイアレーザー発振器１１を用いてレーザーパルスを発振する。
薄膜偏光板（ビームスプリッター）１２でこのレーザーパルスを分割し、一方をそのまま
励起光パルス２として用い、他方をパラメトリック発振器（波長変換手段）１３により波
長1000nmに変換して励起光パルス１として用いる。
【００５９】
　励起光パルス１についてはガルバノスキャナー（位置変調ユニット）１４を通過させた
後に、励起光パルス２については時間遅延光学系１６を通過させた後に、ダイクロイック
ミラー１５を用いて空間的に重ね合わせる。重ね合わされた励起光パルス１，２は、対物
レンズ１８により試料１９の内部に集光される。なお、試料１９が固定されたスライドガ
ラスは３軸ピエゾステージによって移動可能であり、試料１９を３次元的に走査可能であ
る。
【００６０】
　試料１９から反射された光信号は、ダイクロイックミラー１７等を介して、励起光カッ
トフィルター２０により励起光を除去した後に、光電子増倍管（PMT: Photomultiplier T
ube）２０に入射される。また、試料１９を透過した光信号も、励起光カットフィルター
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２３により励起光を除去した後に、光電子増倍管２４に入射される。ＰＭＴ２０、２４に
おいて検出された信号から特定の周波数成分を抽出するためのディジタル信号処理を省略
する目的で、本実験例ではロックインアンプを用いて、ガルバノスキャナーによる位置変
調の周波数に応じた周波数成分を抽出する。ロックインアンプによって抽出された信号は
、例えばコンピュータに送られて表示・記憶等の処理が成される。
【００６１】
・実験結果１
　本発明の手法によって光軸方向の分解能が向上していることを確認するための実験を行
った。本実験例では、ガルバノスキャナーを用いて、励起光パルス１の集光位置が励起光
パルス２の集光位置に対して、光軸に垂直な面内で直線上を動くように集光位置を変調さ
せた。この際の変調周波数は1kHzとした。すなわち、励起光パルス１の位置変調方向をx
軸としたときに、励起光パルス１の集光位置は次のように表される。なお、このように２
つの励起光パルスの集光位置を光軸に垂直な面内で相対的に直線移動させる変調方法を、
以下、Ｘ変調と称する。

【数８】

【００６２】
　厚み７０μｍの検鏡プレートにシアン蛍光タンパクを封入したものを試料として用い、
２光子蛍光顕微鏡の光軸方向における応答を測定した。図８にシアン蛍光タンパクとスラ
イドガラスの境界近傍における信号発生分布を示す。図８（ａ）は、光軸方向の応答をリ
ニアスケールで表したものであり、右上は境界付近の拡大図である。図８において、細線
が従来手法による結果を示し、太線が本手法による2f(2kHz)成分を示している。境界近傍
での応答が本手法の方が急峻であり、光軸方向の分解能が向上していることが分かる。ま
た、図８（ｂ）のように対数表示にすると集光点以外から発生する２光子蛍光強度も抑制
できていることが分かる。なお、図８（ｂ）においてデータがつながっていない部分は信
号強度がノイズレベルであり、信号が負になっているためである。
【００６３】
・実験結果２
　次に、本発明の手法によって光軸に垂直な面内での分解能が向上していることを確認す
るための実験を行った。図９は、直径４０ｎｍの蛍光ビーズの２光子蛍光像である。
【００６４】
　図９（ａ）は従来手法による観察結果であり、図９（ｂ）は励起光パルス１の集光位置
を光軸に対して垂直な面内において、励起光パルス２の集光位置と相対的に直線移動させ
た。図面では、この移動方向は上下方向（Ｙ方向）に相当する。集光位置をＹ方向に変調
させて、変調周波数fの２倍の周波数成分2f(2kHz)を抽出することで、変調方向（Ｙ方向
）の分解能が向上していることが分かる。また、Ｘ方向については位置変調を行っていな
いので、Ｘ方向についての分解能は向上していない。
【００６５】
　図９（ｃ）は、Ｘ方向の分解能も向上させるために、励起光パルス１の集光位置を螺旋
状に移動させた場合の観測結果である。ここでは、励起光パルス１の集光位置を、以下の
ように位置変調させている。
【００６６】

【数９】

　なお、観察信号として抽出する信号は周波数2fの成分である。また、螺旋回転の各周波
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垂直な面内における分解能が、Ｘ方向およびＹ方向の両方について向上していることが図
９（ｃ）から確認できる。
【００６７】
・実験結果３
　次に、２光子励起蛍光以外の他の多光子励起過程においても分解能が向上することを確
認するために、ガラスと空気の境界における４光波混合（FWM: Four-wave Mixing）信号
を測定した。FWMは周波数ω1,ω2,ω3の３つの入射場と媒質の相互作用により、ω4=ω1-
ω2+ω3の光が発生する３次の非線形光学過程である。本実験では、３つの励起光パルス
を試料に照射し、そのうちの１つの励起光パルスを光軸方向に垂直な面内で変調周波数f
で直線移動させた。
【００６８】
　図１０に、光軸に垂直な方向の信号発生分布を示す。細線が従来手法による測定結果で
あり、太線が本手法による2f成分を示している。２光子蛍光のときと同様に、本手法の方
が境界近傍において急峻な変化をしており、光軸方向の分解能が向上していることが分か
る。
【００６９】
＜本手法による効果＞
　以上のように、非線形光学過程による信号光を測定する非線形光学顕微鏡において励起
光の集光位置を変調させ、信号光の変調周波数の偶数倍成分を抽出することで、空間分解
能を光軸に垂直な面内方向および光軸方向の両方について向上させることができる。また
、集光点以外から発生する信号光を抑制できるので、従来よりも深い部分のイメージング
できるようになる。
【符号の説明】
【００７０】
　１１　　レーザー発生装置
　１２　　ビームスプリッター（薄膜偏光板）
　１３　　光パラメトリック発振器
　１４　　ガルバノスキャナー（ポインティング変調ユニット）
　１５　　ダイクロイックミラー
　１６　　時間遅延ステージ
　１７　　ダイクロイックミラー
　１８　　対物レンズ
　１９　　試料
　２０　　励起光カットフィルター
　２１　　光電子増倍管
　２２　　対物レンズ
　２３　　励起光カットフィルター
　２４　　光電子増倍管



(14) JP WO2012/127907 A1 2012.9.27

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(15) JP WO2012/127907 A1 2012.9.27

【図５】 【図７】

【図８】 【図１０】



(16) JP WO2012/127907 A1 2012.9.27

【図１１】 【図１２】



(17) JP WO2012/127907 A1 2012.9.27

【図６】



(18) JP WO2012/127907 A1 2012.9.27

【図９】



(19) JP WO2012/127907 A1 2012.9.27

10

20

30

40

【国際調査報告】



(20) JP WO2012/127907 A1 2012.9.27

10

20

30

40



(21) JP WO2012/127907 A1 2012.9.27

10

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,T
J,TM),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,R
O,RS,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,
BB,BG,BH,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,H
U,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI
,NO,NZ,OM,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,
UZ,VC,VN

Ｆターム(参考) 2G043 AA03  CA07  DA05  DA06  EA01  EA03  EA04  GA02  GB19  HA07 
　　　　 　　        JA03  KA01  KA02  KA08  KA09  LA02 
　　　　 　　  2H052 AA07  AA09  AC05  AC14  AC28  AC34 

（注）この公表は、国際事務局（ＷＩＰＯ）により国際公開された公報を基に作成したものである。なおこの公表に
係る日本語特許出願（日本語実用新案登録出願）の国際公開の効果は、特許法第１８４条の１０第１項(実用新案法 
第４８条の１３第２項）により生ずるものであり、本掲載とは関係ありません。


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	search-report
	overflow

