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超解像顕微鏡は、近年の生体イメージングにおいて欠かせない技術となってきているが、生体

深部観察への応用は困難であった。我々は深部超解像顕微鏡を開発するため、超解像技術である

構造化照明法と試料の深部観察を可能とする時空間集光法とを組み合わせた干渉時空間集光顕微

鏡を開発してきた 1)。しかし、光学系が複雑であり、二光子励起を始めとする多光子過程を広い

視野にわたって誘起するにはさらなる励起光強度が求められていた。我々はこれまで、デジタル

マイクロミラーデバイス(DMD)を導入することで光学系の簡素化と光軸方向分解能の向上を図っ

てきた。本発表では、もう一つの課題である励起光強度の増強について報告する。 

中心波長 1055 nm、スペクトル半値全幅 23 nm、繰り返し周波数 44 MHzの Ybファイバーレー

ザーを作成した。その出力パルスを Yb ファイバーチャープトパルス増幅器で増幅し、パルス幅

100 fs、パルスエネルギー 1 µJ、繰り返し周波数 200 kHzの出力パルスを得ることができた。低次

の分散は回折格子対により補償され、高次の分散は 4-f パルス整形器にて補償される。Fig.1 は、

DMDを用いて作成した干渉時空間集光顕微鏡にこの励起光源を入射して得た、蛍光色素ローダミ

ン Bとカバーガラスの境界近傍における蛍光強度分布を示している。この信号の光軸方向につい

ての一階微分より分解能を求めたところ、一般的な時空間集光法では 6.2 µm程度であるが、多光

子三次元構造化照明法では約 0.8 µmとなり、多光子三次元構造化照明顕微鏡が極めて高い光軸方

向分解能を持っていることを確認できた。 

 

 

Fig.1 Fluorescence Intensity distribution 

1) K.Isobe et.al., Biomed. Opt. Express, 4, 2396(2013). 
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