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近年，三次元分解能を有する光学顕微鏡を用い
た三次元組織のタイムラプスイメージングによっ
て，複雑な生命現象における多細胞の相互作用を
観察できるようになってきている。また，観察す
るだけではなく，細胞間における入出力応答を調
べるための光操作技術も近年注目されている。特
に，光操作技術としては，チャネルロドプシンを
神経細胞に発現させ，光照射で神経発火を操作す
るようなオプトジェネティクス 1）と，励起光をパ
ターン照射する光制御技術 2）が重要になってい
る。本稿では，読者にとってあまり馴染みがない
と思われるパターン照明技術について紹介する。

蛍光イメージングでは，空間分解能は励起と検
出の両方で決定され，共焦点顕微鏡 3）や構造化顕
微鏡 4）のように，焦点面以外で発生する蛍光の除
去や画像処理によって，深さ方向の分解能を得る
顕微鏡技術がある。しかし，光操作では，励起に
おける深さ方向の分解能がなければ，深さの異な
る非標的細胞を意図せず操作することにつなが
り，アーティファクトとなる。そのため，非標的
細胞を励起しないパターン照明技術が必要であ
る。光操作におけるパターン照明には，光信号処
理で培われてきたホログラフィー技術 5）が用いら
れている。ホログラフィー技術では，光の位相を
制御することによってパターン照明を行う。しか
し，散乱のきつい組織のような試料内部にパター

ン照明を行うには，ホログラフィー技術だけでは
実用化が難しい。実用化するために，ホログラ
フィー技術に前回の連載講座（71 巻 2 号 pp169-
173） 6）で紹介した時空間集光技術 7）を組み合わせ
る試み 8）が行われているので紹介する。

Ⅰ　ホログラフィックパターン照明

ホログラフィーは光の強度情報だけでなく，位
相情報も記録することによって物体を三次元表示
する技術である。従来のホログラムは，物体から
反射した物体光と参照光の干渉縞パターンを写真
乾板に記録することによって作製されていた。作
製されたホログラムに参照光を照射すると，干渉
縞の強度情報だけでなく位相情報も付加され，観
察者にはあたかもそこに三次元の物体が存在して
いるように見える。現在では，写真乾板に代わる
ホログラムの記録・再生を可能にするデジタル技
術が開発されている。干渉パターンは，CCD カ
メラなどで撮像することによって，位相情報を算
出することができる。また，ホログラムの再生に
は，空間光変調器（spatial light modulator；SLM）
と呼ばれる二次元の液晶デバイスが用いられる。
参照光を SLM へ入射させると，参照光の空間位
相分布を変調することが可能である。SLM を用
いて参照光の位相分布を算出した位相分布へ変調
すると，三次元物体の像を再生できる。また，実
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際に干渉パターンをカメラで撮像することなく，
再生したい三次元物体像と参照光の強度分布を仮
定すると，物体から回折されてくる光の強度分布
と位相分布は，回折理論によりコンピューター上
で計算できる。コンピューターの数値計算によっ
て合成されるホログラムは，計算機ホログラム

（computer-generated hologram；CGH）と呼ばれ，
そのデータを用いれば，SLM によって所望の三
次元物体像を再生することができる。この CGH
技術を用いれば，細胞の三次元配置がわかる蛍光
画像から光刺激などの標的となる細胞を選択し，
パターン照明を行うことが可能である。

二次元のパターン照明を行う手法として，図 1
に示す Gerchberg-Saxton アルゴリズム 5）と呼ば
れる CGH を合成する一般的な手順について述べ
る。CGH 技術を用いる場合，SLM は対物レンズ
の瞳面と共役な位置に配置され，対物レンズの焦
点面が物体面となる。そこで，
A．�まず，発生させたいパターン照明の強度分布

It（x，y）から対物レンズの焦点（物体）面にお
ける電場を構築する。

E x, y= I x, y exp iϕ x, y,� （1）
ここで，ϕ0（x，y）は初期位相であり，ランダ

ム位相を選択する。
B．�次に，対物レンズの焦点（物体）面から瞳（ホ

ログラム）面への光の逆伝播を計算する。対
物レンズの瞳面から焦点面への光の伝播は，
フーリエ変換を用いて表される。したがっ
て，対物レンズの焦点面から瞳面への光の逆

伝播は，逆フーリエ変換で表され，瞳面の電
場は次式を用いて計算できる。

E x, y=E x, y exp  i
f xx+yydxdy

=Ex, y  exp iϕ x, y.
�（2）

ここで，f は対物レンズの焦点距離であり，

は波数である。
C．�次に，次式で示すように，式（2）で表される

瞳面における電場の振幅を，実際の瞳面にお
ける強度分布の 2 乗根  Ipx , y   で置き換え
る。

E′x, y= I x, y exp iϕ x, y.� （3）
D．�その後，フーリエ変換を用いて，瞳面から焦

点面の電場を計算する。

E′x, y=E′x, y exp − i
f xx+yydxdy

=E′x, y  exp iϕ x, y.� （4）

E．�ここで，発生させたいパターン照明の強度分
布 It（x，y）と計算された焦点面の強度分布
│Ef'（x，y）│ 2 を比較して，誤差を評価する。

RMS= I x, y−E′x, y


dxdy

I 
 x, ydxdy

.� （5）

式（5）で計算される RMS が大きければ，式（6）
で示すように，焦点面の電場の振幅を発生させた
いパターン照明の強度分布 It（x，y）の 2 乗根で
置き換え，手順 B〜E を繰り返す。

E x, y= I x, y exp iϕ x, y.� （6）

図 1 　Gerchberg︲Saxton アルゴリズム
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RMS が小さければ，式（2）の位相分布 ϕp（x0，
y0）を SLM で与える位相分布とする。

三次元のパターン照明を行う手法として，図 2
に示す三次元 Gerchberg-Saxton アルゴリズム 9）

を述べる。まず，発生させたい二次元のパターン
照明を異なる深さの層数だけ準備する。各深さの
物体面から瞳面への光の逆伝播の計算は，二次元
の CGH 合成のときと同様に，逆フーリエ変換を
用いて計算できる。ただし，各深さの物体面から
瞳面への計算では，次式の焦点面からの深さシフ
ト量 z に対応するレンズ効果の位相変調を導入す
る。

ϕ x, y, z=exp −i
z
2f  x+y .� （7）

また，瞳面の全電場は，各深さの物体面から計
算した瞳面の電場の重ね合わせによって，計算さ
れる。瞳面から各深さの物体面への光の伝播も，
フーリエ変換を用いて計算するが，ここでも，式

（7）の焦点面からの深さシフト量 z に対応するレ
ンズ効果の位相変調を導入する。ただし，瞳面の
電場を計算するために，式（7）でシフト量を z と
した場合，物体面における電場の計算では，−z

として符号を反転させる必要がある。あとは二次
元の CGH 合成と同様に，計算された物体面の強

度分布が，発生させたいパターン照明の強度分布
と同等になるまで繰り返し計算する。

図 3 に CGH 合成の例を示す。図 3A 上段に示す
ように，3 つの深さにおける発生させたい二次元
のパターンを設定し，三次元 Gerchberg-Saxton
アルゴリズムを用いると，図 3A 下段に示す物体
面の光強度分布となる CGH が得られる。図 3B に
合成された CGH を示す。この CGH を SLM に描
画すると，計算結果のようなパターン照明を実現
できる。しかし，三次元組織において，1 細胞レ
ベルの空間分解能で三次元パターン照明を実用化
するには，幾つかの問題がある。その 1 つは組織
内部における励起光の散乱である。散乱がきつい
組織サンプルでは，スペックルと呼ばれるランダ
ムな散乱光による干渉の影響が大きく，設計した
パターン照明を実現できない 10）。また，別の問題
として 0 次光と呼ばれる SLM で位相変調されな
かった光の影響がある。SLM では，すべての光
が位相変調されるのではなく，5％程度が位相変
調されずに，対物レンズによって単純に集光さ
れ，残りの 95％程度がパターン照明となる。0 次
光の励起光パワーは，パターン照明される励起光
パワーに比べて無視できるほど低い。しかし，0
次光は対物レンズできつく集光されているのに対

図 2 　三次元 Gerchberg︲Saxton アルゴリズム
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して，パターン照明は空間的に広がっている，す
なわち，総面積が広いため単位面積当たりのパ
ワーである励起光強度で考えると，0 次光の励起
光強度のほうが高くなる，もしくは無視できない
ほど高くなることもある。そのため，0 次光の影
響を除去する手法が開発されてきた。その 1 つと
して，対物レンズの焦点面と共役な位置におい
て，0次光を空間フィルタリングする方法がある 11）。
この場合，本来 0 次光が照明される位置にパター
ン照明を行うことはできない。

また，シリンドリカルレンズを用いて，0 次光
は別の深さに集光するように調整し，パターン照
明光にはそのシリンドリカルレンズ分を補償する
位相変調を SLM により付加する方法もある 12）。
この手法では，試料が厚いと 0 次光が標的外の深
さに集光され，アーティファクトを発生させる場
合がある。ほかにも様々な 0 次光対策手法 13）が開
発されているが，万能な手法はまだない。

CGH 技術による三次元パターン照明には，深
さ方向の分解能が低いことも実用化の問題となっ
ている。CGH 技術によって焦点面におけるパ
ターン照明のスポットサイズを大きくした場合，
深さ方向のスポットサイズが大きくなる。そのた
め，1 細胞レベルである 10μm の三次元分解能
を達成することはできない。この問題は，CGH
技術の光源に近赤外光を用いて，多光子励起を行
うだけでは解決されない。n 光子励起顕微鏡で
は，励起確率が励起光強度の n 乗に比例するた

め，高い励起光強度となる焦点面近傍のみに励起
領域が局所化される 14）。これは，レーザー光を高
い開口数の対物レンズできつく集光することに
よって，深さ方向に対してビームスポット径を劇
的に変化させている，すなわち，励起光強度を大
きく変化させているから得られる性質である。し
かし，CGH 技術では高い開口数の対物レンズを
用いた場合でも，焦点面におけるパターン照明の
スポットサイズを大きくすると，対物レンズの実
効開口数を低下させたかのように深さ方向に対し
てビームスポット径があまり変化しない。した
がって，深さ方向に対して励起光強度が変化しな
いため，励起領域は深さ方向に局所化されな
い 8）。この問題と散乱によるスペックルの問題に
ついては，前回の連載講座 6）で紹介した時空間集
光法7）を用いると改善できるため，次項で述べる。

Ⅱ　 パターン照明への 
時空間集光法の応用

前回の連載講座 6）で紹介した時空間集光技術 7）

は，CGH 技術と組み合わせてパターン照明の性
能を向上させることが可能である。時空間集光技
術を用いたパターン照明光学系の例 8）を図 4A に
示す。SLM を対物レンズの瞳面と共役な位置に
配置し，回折格子を試料と共役な位置に配置す
る。時空間集光のための回折格子上に SLM1 に
よるパターン照明を行い，そのパターンを試料へ
像転送する。このとき，パターンのスポットサイ

図 3 　CGH 合成
A. 設定したターゲットパターン（上図）と計算された物体面の光強度分布。
B. 合成された CGH。
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ズが大きかったとしても，時空間集光によって多
光子励起領域を焦点面近傍に局所化できる。その
ため，パターン照明の深さ方向の分解能は 1 細胞
レベル以下に改善できる。また，図 4B に示すよ
うに，回折格子によって分光された光は試料内部
の異なる経路を透過し，焦点面において再び重な
る。光路が異なれば生じるスペックルのパターン
も異なることから，分光された全波長成分のス
ペックルが重ね合わさると，平滑化される 10）。そ
のため，散乱の大きな組織中においても，設計し
たパターン照明を実現しやすい。

また，二次元ではなく三次元のパターン照明を
行う場合は，SLM2 によってレンズ効果の位相変
調を行い，パターンが結像される深さを制御す
る。このとき，SLM1，2 は深さの層数分だけ空

間分割して独立に制御すれば，各深さに異なるパ
ターンの照明を行うことが可能である。ただし，
分割した数だけ空間分解能は低下する。また，
SLM1 で発生させたパターンを，SLM2 を用いて
三次元的に任意の位置に複製して配置することも
可能である 15）。この場合，空間分解能の低下は無
視できる程度であるが，三次元的に複数配置した
パターンがすべて同じ形状になる。時空間集光技
術を用いたとしても，パターン形状と分解能のよ
うに，パターン性能のトレードオフの関係を完全
に打破することはまだできていないが，時空間集
光技術を用いることによって，従来の CGH 技術
で問題となるスペックルと深さ方向の分解能低下
の問題は改善可能である。図 5 に Accanto ら 15）

によって行われたゼブラフィッシュへの三次元パ

図 4 　時空間集光を用いたパターン照明光学系（A）およびスペックルパターンの平滑化（B）
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図 5 　三次元パターン照明
Reprinted with permission from［Optica 5, 1478（2018）］© The Optical Society.
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ターン照明の結果を示す。Kaede を神経細胞に
発現させ，パターン照明によって，緑から赤へ光
変換されている様子を示している。異なる深さの
標的の細胞のみ光変換されていることから，1 細
胞レベルでの三次元パターン照明が実現できてい
ることがわかる。

おわりに

本稿で紹介した時空間集光技術と CGH 技術を
組み合わせたパターン照明技術は，今後の光操作
技術として非常に有用なツールになると考えら
れ，海外では製品として販売されており，実用化
されている。時空間集光の性能を十分に引き出す
ためには，市販の二光子顕微鏡で用いられている
フェムト秒レーザーではなく，パルス波形が高品
質な高出力のフェムト秒レーザーが必要であるた
め，現状では非常に高価な装置となっている。高
品質なファイバーレーザーや波長変換装置が安価
で入手できるようになれば，こういった技術も普
及するため，安価なレーザー開発も望まれてい
る。また，低い励起光強度で応答する蛍光タンパ
ク質やチャネルロドプシンなどが開発されれば，
市販の二光子顕微鏡で用いられているフェムト秒
レーザーでも十分に応用可能になると期待でき
る。
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