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[研究の目的]

光コヒーレンストモグラフィー (Optical

Coherence Tomography : OCT) 法は光を用い

て組織の断層像を測定する方法として広く用い

られている。市販の OCT 装置を用いた臨床応

用が広く行われており，緑内障や糖尿病による

網膜症の診断に有用なツールとして認識されて

いる。OCT の利点は生体組織の 3 次元的画像

を短時間・非侵襲に取得できることであるが，

一方で，蛍光イメージングやラマンイメージン

グといった手法に比べて分子特異性が乏しい。

本研究では，非線形分光法と OCT 法を組み合

わせたイメージング手法を開発し，分子情報を

有する 3次元イメージングを目標として要素技

術開発を実施した。また，蛍光とラマンといっ

た異なる光学現象を組み合わせることによる新

しい分光測定法の開発にも取り組んだ。干渉分

光法を活用することで，ラマン分光と蛍光分光

という従来同時に測定することが困難であった

2 つの測定モードの両立に成功し，マイクロ粒

子解析への応用も行った。

[研究の内容，成果］

1．光周波数コムを用いた 3次元イメージング

法の開発

本研究ではまず，高速な 3次元イメージング

を実現するために，2 台の光周波数コムを光源

として用いるデュアルコム法の利用を検討し

た。図 1に測定原理の概略を示す。繰り返し周

波数の安定化されたモードロックレーザー

(Taccor, Laser Quantum, 800 nm, 20 fs, 1 GHz)

からの出力を回折格子によって波長分散させた

のちサンプルに照射する。

分光器と同様，異なる波長の光が異なる場所

に集光されるため，サンプルの位置情報を周波

数にエンコードすることができる。サンプルか

らの反射光を周波数の異なる別の周波数コムと

重ね合わせることで，2 つのレーザー間の干渉

信号を測定することで，サンプルから反射した

光の複素スペクトルを測定することができる。

上述のように，空間情報が波長にエンコードさ

れているため，スペクトルの位相と振幅からサ

ンプルの 1次元断層像を取得できる。

開発した装置をもちいて測定した断層像を図

2 に示す。ガルバノスキャナを用いて 1 軸を走

査し，図 1 の原理で 2 軸分を測定することで 3
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図 1 デュアルコム 3次元イメージングの原理



次元測定を実現した。図 2の右上図，右下図は

光軸方向に異なる断面で測定した 100 円硬貨の

イメージだが，断面位置の違いに対応して異な

る像が得られており，3 次元的に解像した測定

が実現していることがわかる。今後，さらなる

高感度化及び高精度化を進め，生体組織のイ

メージングへと応用していく予定である。

2．高速走査干渉分光法を用いた蛍光・ラマン

同時測定法の開発

本研究では当初干渉分光法による 3次元 2光

子蛍光イメージング法の実現を主たる目的とし

て研究を進めていたが，本手法を拡張すること

で 2光子蛍光励起スペクトル及びラマンスペク

トルの同時測定が可能であることを見出し，そ

の開発も並行して行った。

図 3 に干渉分光法による 2 光子励起 (Two-

photon excitation : TPE) スペクトル測定法の

原理を示す。フェムト秒レーザーからの広帯域

パルスを 2つに分け，一定の遅延ののちに重ね

合わせたパルス対を分子に照射すると，パルス

間の間隔に対応してトータルの光強度が変調を

受ける。この光変調は光パルスの自己相関に対

応しているため，そのフーリエ変換によって光

パルスのパワースペクトルが測定可能である。

仮に分子が全ての周波数に対してフラットに

応答して蛍光を発するならば (吸収スペクトル

が入射光の第二高調波スペクトルに対して十分

幅広いとき)，得られる蛍光信号のフーリエ変

換は入射光のパワ−スペクトルに等しい。一方

で，吸収スペクトルが入射光の第二高調波スペ

クトルと同程度，あるいは狭いスペクトル広が

りを有する場合は，特定の周波数成分のみに分

子が応答するため，蛍光信号のフーリエ変換は

レーザー光のパワ−スペクトルに分子の応答

(励起スペクトル) が掛け合わされたものとな

る。そのため，パルス間の遅延を走査しながら

蛍光信号を測定し，フーリエ変換することで間

接的に分子の励起スペクトルを求めることが可

能となる。

次に，図 4にラマンスペクトルの測定原理を

示す。分子振動周期よりも十分短いパルス光

(ポンプ光) が分子に照射されると，分子振動

がコヒーレントに励起される。一定時間後に照

射されるもう 1 つの短パルス光 (プローブ光)

を用いて分子振動の時間発展を追跡することで，

分子の固有振動数を求めることができる。ポン

プ光によって励起される分子振動によって物質

の屈折率が時々刻々変化し，プローブ光の周波
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図 2 デュアルコム 3 次元イメージングによる 100 円硬貨
のイメージング

図 3 干渉分光法を用いた蛍光励起スペクトル測定の原理 図 4 干渉分光法を用いたラマンスペクトル測定の原理



数が変調を受ける。ポンプ−プローブ光の間隔

を走査して得られるインターフェログラムを

フーリエ変換することによって分子のラマンス

ペクトルを取得することができる。

時間領域で分子振動の測定を行うことで，単

一ピクセルの光検出器を用いて高速かつ広帯域

なスペクトル測定が可能となる。

図 3と図 4に示したラマン散乱及び蛍光の測

定は同じ短パルスペアを入射光として用いて行

うことができるため，同時測定が可能である。

2光子蛍光と分子振動によるプローブ光の周波

数変調成分は別の波長に現れるので，波長フィ

ルターを用いてこれらを容易に区別することが

できる。実際に開発した装置を図 5 に示す。

フェムト秒のチタンサファイアレーザーを光源

として，マイケルソン干渉計へと導入すること

でパルス対を生成する。ポンプ−プローブパル

スの間隔をレゾナントスキャナと 4 f 光学系を

用いて高速に走査し，各遅延時間におけるラマ

ン散乱強度と蛍光強度をアバランシェフォトダ

イオード及び光電子増倍管で検出する。また，

測定に用いるチタンサファイアレーザーと同軸

に連続発振レーザーを導入し，その干渉信号を

同時に測定する。それにより各測定におけるポ

ンプ−プローブ間の遅延を正確に測定すること

ができる。

開発した装置を用いて測定した TPE 及びラ

マン散乱のインターフェログラムを図 6に示す。

原理検証として Coumarin314 のクロロホルム

溶液の測定を行った。TPE では時間原点付近

に Coumarin314 の 2 光子蛍光に由来する干渉

信号が測定された。

一方，ラマンインターフェログラムでは，

>200 fs の領域にクロロホルムの分子振動に由

来する振動が測定された。

測定された TPE 及びラマンインターフェ

ログラムをフーリエ変換することで得られる

ラマン及び TPE スペクトルを図 7 に示す。

Coumarin1 のエタノール溶液及び Coumarin

314 のクロロホルム溶液を測定した。Cou-

marin1 と 314 の励起スペクトルの違いが本手

法で測定した TPE スペクトルの違いに反映さ

れており，単純な蛍光強度のみの測定ではなく，

電子状態の違いによる分子特異的な測定が可能

であることが分かる。また，ラマンスペクトル

では溶媒の分子振動の違いが明瞭に反映されて

おり，本手法を用いてより複雑な系の化学分析

が可能であることがわかる。

本手法の高速性とラマン・TPE の同時測定
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図 5 開発した蛍光・ラマン同時測定分光計 DM :
Dichroic Mirror, LPF : Longpass Filter, PBS :
Polarizing Beamsplitter, QWP : Quarter-wave Plate,
SPF : Shortpass Filter

図 6 Coumarin314 のクロロホルム溶液から測定した 2 光
子励起 (TPE，上) 及びコヒーレント反ストークス
ラマン散乱 (CARS，下) のインターフェログラム

図 7 開発した蛍光・ラマン同時測定分光計で測定した
インターフェログラムをフーリエ変換することで
得られる (a) TPE 及び (b) ラマンスペクトル。サ
ンプルは Coumarin1 の エ タノール溶液及び
Coumarin314 のエタノール溶液



性能を活用した応用として，マイクロ流路中を

高速に流れる粒子の分析を行った。緑色色素で

染色されたポリスチレン及び PMMAのマイク

ロビーズおよび無線色の PS マイクロビーズを

マイクロ流体デバイス中で高速に測定した。

PMMA に特徴的なラマンピークがある 600

cm-1 におけるラマン強度と蛍光強度を用いて

図 8に示す散布図を作成したところ各々のビー

ズが明瞭に分離されており，本手法をもちいて

マイクロビーズの解析にも有用であることが実

証された。

[今後の研究の方向，課題］

今後，上記手法を生体組織の 3次元測定や多

数細胞の一細胞解析へと応用していく予定であ

る。そのためには，装置ののさらなる高感度化

や細胞分取機能の実装などが技術的課題として

解決される必要がある。また，本研究で開発し

た 3次元計測法とラマン・蛍光同時測定法を組

み合わせることができれば，さまざまな生体組

織・生細胞の詳細な 3 次元計測が可能となり，

医療および基礎生命科学分野で有用なツールと

なり得る。ラマン・蛍光の同時測定が可能な 3

次元測定法の開発にも今後取り組んでいく予定

である。
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図 8 TPE・ラマン同時測定分光計とマイクロ流体デバイ
スを組み合わせることによるマイクロ粒子解析。
(a) 600 cm−1におけるラマン強度と 12,500 cm−1に
おける TPE 強度を軸として作成した散布図 (b) 緑
色 PMMA ビーズ，(c) 緑色 PS ビーズ，(d) 無染
色 PSビーズの平均スペクトル


