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はじめに: レーザー走査型顕微鏡の空間分解能は光の回折限界によって実効的には 200 nm程度が

限界とされている。この限界を超える超解像技術(STED顕微鏡法、構造化照明顕微鏡法など)が今

日多数報告されているものの、高精度のアライメントや画像取得に長時間を要する、観察条件に

制限が生じるなどの欠点があり、より簡便かつ高速なイメージング技術が求められる。一方で、

一般的な共焦点レーザー顕微鏡を用いて 2 種類の異なる共焦点ピンホールサイズで取得した共焦

点画像の差を取ることで空間分解能を向上する Subtractive imaging と呼ばれる手法が提案されて

いる 1, 2。最近、通常の蛍光顕微鏡画像からドーナツ状強度分布を有する方位偏光ビームで得られ

たレーザー顕微鏡画像を差し引くことにより空間分解能が向上可能であることが報告された 3。し

かしながら、通常の点像分布関数(PSF)と差し引くドーナツ状 PSFの強度プロファイルの差異が大

きく、差し引く割合を大きくするとマイナス値のサイドローブが強く現れ、取得画像のコントラ

ストが低下するといった問題があり、本手法の効果については明らかになっていない点も多い。 

本研究では軸対称な偏光分布を有するベクトルビームの特異な集光特性に着目し、偏光及び強

度分布を制御したベクトルビームによる差引法を共焦点レーザー顕微鏡(CLSM)へ適用した場合

の分解能向上の可能性を数値計算により検討した。 

計算結果: 放射状および方位角方向に偏光分布した径偏光ビーム

と方位偏光ビームを適当な割合で重ね合わせると、焦点における

強度プロファイルが Flattop 形状となる 4。この強度プロファイル

からドーナツ状 PSF を差し引くことで、サイドローブの発生を抑

制できることがわかった。特に、差し引く光ビームを高次方位偏

光ビームにした場合 5、差し引いた結果として得られる PSFのサイ

ズ（半値全幅）は 93 nmとなり（NA = 1.45 油浸，波長 488 nm，共

焦点ピンホール径 0.5 AU の場合）、サイドローブの発生もガウス

状 PSF を用いた場合に比べて大きく低減できた。また、本手法を

用いて共焦点イメージングシミュレーションを行った結果、従来

の CLSM 画像に比べて大幅な空間分解能の向上が可能であること

がわかった（Fig. 1）。 
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Fig.1 Results of imaging 

simulation by (a) conventional 

CLSM and (b) subtractive 

imaging using a flattop PSF and a 

high-order azimuthally polarized 

beam. 

第 60 回応用物理学会春季学術講演会　講演予稿集（2013 春　神奈川工科大学）

Ⓒ 2013 年　応用物理学会

30a-A1-5

03-006


