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Enhancement of the axial resolution with time-multiplexed multi-line temporal focusing microscopy 
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時空間集光顕微鏡[1]はレーザー走査無しで多光子

蛍光の断層像を取得可能な顕微鏡であるため，多細胞

の相互作用を観察するための手段として期待されてい

る。しかしながら、回折格子による分光方向(x)と垂直

な方向(y)における空間集光特性を持たないため光軸

方向の分解能はレーザー走査型多光子顕微鏡と比べる

と低い。この問題を解決するため y方向において多焦

点で空間集光を行うマルチライン時空間集光に反射型

エッシェル回折格子を用いた時間分割多重化技術[2]

が応用されている[3]。しかし、エッシェル回折格子に

よって分割されたビームを回折限界まで集光するため

に、試料面までの結像倍率が 1000 倍以上必要であり、

視野が直径 5 μmと非常に狭い。本発表では、この問題

を解決するために時間多重化プレートと Digital 

micromirror device (DMD)を応用し時間多重化マルチラ

イン時空間集光顕微鏡を提案する。 

 

Fig.1 Schematic of time-multiplexed multi-line temporal 

focusing (TM-ML-TF ) microscopy. 

Fig.1 に y 方向における本提案手法の概要図を示す。

時間多重化プレートと DMD は 2 つの 4-f 系で構成さ

れ試料面と共役な位置に配置されている。前者で隣り

合うビーム間に遅延時間を与え、後者でマルチライン

の時空間集光を行う。DMD に表示するマルチライン

の幅を狭くすることによって，回折限界まで集光でき

るため、時間多重化プレートから試料への結像倍率を

下げることができる。このとき、試料面にできるライ

ン間のギャップをなくすためにマルチラインのシフト

が数回必要となるが、DMD の高速パターン切り替え

で走査すれば、画像取得時間の低下はほとんどない。

Fig.2 に時間分割多重化マルチライン時空間集光顕微

鏡における二光子観察画像をを示す。時間分割多重化

によって、マルチラインにおける焦点面外での励起を

抑制できることを確認し，時空間集光と比べ、光軸方

向の分解能は半値全幅で 2.37倍の向上を達成した。 

 

Fig.2 2-photon fluorescent image with temporal focusing 

(TF) and TM-ML-TF.  
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