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共焦点レーザ走査型蛍光顕微鏡(CLFM)は，共焦点性を有した 3次元イメージング手法であり，バイ

オイメージング分野で広く利用されている．しかし，レーザ焦点スポットの機械的走査は，画像取得速

度の制限や環境外乱に対するロバスト性低下に繋がる．高速化のため共振型ガルバノスキャナやニポ

ウディスクを用いる方法が提案されているが，環境外乱に対するロバスト性低下は依然として克服で

きていない．近年，スキャンレスによる高速化 FIRE法(fluorescence imaging using radiofrequency-tagged 

emission)による蛍光イメージングが提案されている[1]．FIRE法では，ライン状励起光の長軸方向に異

なる周波数で RFビートを発生させる．これによってサンプルを励起すると，励起ラインにおける蛍光

の 1次元多重化が達成できる．RFビート周波数によって 1次元多重化しているため，共焦点スリット

を設置すると機械的走査を 1 軸除去した共焦点イメージングが達成できる．4.4×103フレーム/秒の高

速撮像が達成されている．しかし，依然として 1 次元走査が必要であり，これを省略できれば高速撮

像性やロバスト性の向上が期待できる． 

機械的走査を完全に除去するために，我々は 2次元スペクトルエンコーディング(2D-SE)およびデュ

アルコム分光法(DCS)を用いたフル・フィールドスキャンレス共焦点蛍光顕微鏡を提案する．基本原理

は，無蛍光サンプルを対象とした既報のスキャンレス共焦点デュアル光コム顕微鏡を踏襲し，2D-SEと

DCSの手法を用いる[2]．光周波数コムを励起光源として使用する．励起光は 2D-SEによって波長-2次

元空間展開された後，蛍光サンプルを照明する．2D-SE セットアップに，同軸に 2 台の光周波数コム

を導入することで，サンプル面上に時間的な干渉が生成される．このとき，サンプル面上には位置ごと

に独立したビート周波数が与えられる．サンプルからの蛍光は，位置に依存した変調周波数が付与さ

れるため，周波数分解測定を行う事でサンプルの蛍光像が得られる．蛍光検出パスに，励起面と共役な

位置に共焦点ピンホールアレイを配置することで，機械走査なく共焦性を付与できる． 

以上の原理検証を目的とし，2D-SE と DCS を組合せたフルフィールド蛍光イメージングを行った．

今回は SN 比を確保するために共焦点ピンホールアレイを設置せずに検証を行った．図 1 にサンプル

配置を示す．蛍光サンプルは，30uMインドシアニングリーン水溶液とし，励起光の一部をネガ型テス

トチャートによってマスクした．図 2に蛍光の RF周波数領域におけるスペクトルを示す．これを 2次

元に再配置することで，サンプルの蛍光像を得た．図 3に，得られたサンプルの蛍光像を示す．このよ

うに，テストチャートの構造観察が達成できている． 
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Fig. 1. sample alignment. Fig. 2. RF spectrum of sample fluorescence. Fig. 3. fluorescence image.
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