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抄 録
現在，人体の内部構造を観察する画像診断装置は医療現場では必須のものであり，様々な病気の診断

や病態の把握に使用されている．コンピュータ断層撮影法（CT），核磁気共鳴画像法（MRI），超音波エ
コー（US）は人体を輪切りの画像にすることができるが，細胞一つ一つを観察する空間分解能はない．
一方，光イメージングは1マイクロメートル以下の高空間分解で観察が可能である．また，生体深部
（1ミリメートル以上）を観察することは困難であるが，分子には，紫外，可視，近赤外領域においてエ
ネルギー準位の多彩さがあるため，CT，MRI，USに比べ高コントラストであるという大きな利点を持
つ．
近年，高コントラストかつ深達距離向上が可能な光音響イメージング（光と超音波のハイブリッド）

に注目が集まっているが，生体深部での空間分解能はまだ十分ではない．そこで我々は，生体深部での
空間分解能向上のために，2光子励起と光音響を組み合わせた新しい技術を開発した．本法は2光子励
起により高空間分解能を保ちながら，それによって発生する光音響波の低周波成分を用いることにより
深部観察が達成される．ここでは，光音響イメージングについて紹介するとともに，我々が開発した2
光子励起光音響イメージングの技術的優位性について述べる．

キーワード：光音響イメージング，2光子励起，周波数フィルタリング，血管イメージング，生体深部
観察．

Abstract

Medicalimagingmodalities,suchascomputedtomography（CT）,magneticresonanceimaging（MRI）
andultrasonography（US）areroutinelyusedtorecognizeanddiagnosevariouspathologicalconditions
throughoutthewholehumanbody.However,theirspatialresolutionsarenothighenoughtovisualize



は じ め に

生体は様々な役割を持った分子（生体分子）
によって構成されている．環境の変化に従い，
分子の動きや分布状態が変化したり，分子の構
造変化，他の生体分子との結合により，分子の
エネルギー準位も変化したりする．したがっ
て，標的生体分子の動きや分布，エネルギー準
位を観察することができれば，マクロな細胞，
組織，臓器の構造だけでなく機能も評価するこ
とができる．すなわち，様々な病態に関わる生
体の情報を抽出することができるのである．
しかしながら，分子は非常に小さく，直接目

で分子の動きやエネルギー準位の変化を観察す
ることはできない．そのための一つの方法とし
て，光がしばしば利用される１）２）．分子は，紫外
から赤外領域に分子構造に基づく固有の電子遷
移エネルギーや振動エネルギー準位を有してい
る．光と分子が相互作用すると，エネルギー準
位に依存した吸収，散乱，反射，屈折，蛍光な
どの現象が観察されるので，それらの違いから
生体内の特定分子の動きや分布を可視化するこ
とが可能である．また，分子のエネルギー準位
は，分子の構造，環境に対して変化を起こすた
め，相互作用の光周波数依存性を観察すると特
異的に細胞や組織の状態を抽出でき，コントラ
ストの高い，機能的なイメージングが可能とな
る．特に，蛍光イメージング３）４），ラマン散乱イ
メージング５‐８）などはその代表例である．

光イメージングは特異的に分子を捉えること
ができる有効な方法であるが，生体深部観察が
困難であるという問題がつきまとう．例えば，
超音波と比べると光の散乱は2から3桁以上高
い９）．生体に似た光散乱係数を持つイントラリ
ピッド溶液の中にレーザーを照射すると図1（a）
に示されるように，光を直進させることができ
ない．生体深部の情報を得るためには，対象ま
で生体表面から光を到達させ，かつ，対象から
の光を生体表面まで到達させ情報として取り出
す必要がある（図1（b），（c））．すなわち，生体
表面から対象までの片道の距離だけでなく，対
象から生体表面までの距離を加えた往復の光散
乱，吸収の効果が効いてくる．そのため，光に
よる深部観察は困難になる．

2光子蛍光イメージング

光の深達距離の問題を解決する方法として，2
光子“蛍光”イメージングが提案されている１０）１１）．
1光子吸収（通常の光吸収）は，分子の基底状
態と励起状態のエネルギー差と同等のエネル
ギーを持つ光子が分子と相互作用すると起こる

（図2（a））．図2（a）内の写真は，波長515nm
の連続レーザーをローダミンB溶液に集光した
場合の蛍光像を示したものである．ローダミン
Bの吸収帯は波長530nm近傍にあり，波長515
nmでは1光子励起が起こる．この図を見て分
かるように光軸方向全体に吸収が起こり，蛍光
を発していることがわかる．
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micrometer-sizedsmallvesselsandsinglecells.Ontheotherhand,opticalmodalities,suchasconfocal
laser-scanningmicroscopy,canvisualizethestructureswithsub-micrometerscale,thoughtheycannot
visualizestructuresover1millimeterdeep.Opticalmodalitieshavegreatadvantagesinobtaininghigh-
contrastimagescomparedwithCT,MRIandUS,becausevariousbiomoleculeshavedifferentenergy
levelsintheultraviolet,visibleandinfraredregions.
Recently,photoacousticimaging（hybridofopticalandultrasonicmodalities）isregardedwithgreat

attentiontovisualizedeepstructureswithopticalhighcontrast.However,thespatialresolutionindeep
layersisnotenoughtovisualizesinglecells.Toimprovethespatialresolutionindeeplayers,wehave
developedtwo-photonabsorption-inducedphotoacousticmicroscopy（TP-PAM）. Theuseoflow-
frequencycomponentsofphotoacousticwavesimprovespenetrationdepthwhilekeepinghighspatial
resolutiondeterminedbytwo-photonabsorptionoccurringatmicrometer-sizedspaces.Herewepresent
photoacousticimagingtechniqueanddiscusstheadvantageofourTP-PAMsystem.

KeyWords:Photoacousticimaging,Two-photonabsorption,Frequencyfiltering,Vascularimaging,
Deepimaging.
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図2（a）1光子励起と（b）2光子励起における光子エネルギーと分子エネルギー準位の
関係．1光子励起は光軸方向に一様に起こるが，2光子励起は焦点の空間的に限局し
た領域のみで起こる．

図1 光イメージングの問題点．（a）レーザーをイントラリピッド溶液に照射した時の
光散乱．（b）励起光の散乱．（c）対象からの蛍光の散乱．



一方，ピークパワーの高いパルスレーザー（ナ
ノ秒（10－９s），ピコ秒（10－１２s），フェムト秒

（10－１５s）などの短時間幅を持つ光パルス）を物
質に集光照射すると，焦点近傍において光子密
度が高くなる．分子の基底状態と励起状態のエ
ネルギー差が光子のエネルギーの2倍にほぼ一
致すると2つの光子が同時に吸収され分子が励
起状態に遷移する現象が起こる１２）．この現象を
2光子励起と呼び，1光子励起と異なり，焦点近
傍の微小空間でのみ起こる（図2（b））．図2（b）
内の写真は，波長800nmのフェムト秒光パル
スをローダミンB溶液に集光した場合の蛍光を
観察したものである．ローダミンBは波長800
nmに吸収はないが，その半分の波長領域には
吸収があるため，2光子励起が起こる．この図
からわかるように，焦点近傍の微小領域のみ選
択的に吸収を起こし，蛍光を観察することが可
能である．蛍光の起源が微小空間であるとわ
かっているので，そこから発生するすべての蛍
光を利用することによって，蛍光散乱の影響が
少なくなり，深い部分の観察が可能となる．し
かしながら2光子蛍光イメージングは励起光や
蛍光の散乱による影響をできるだけ少なくする
技術であるが，更なる深部観察を目指すと，ど
うしても散乱，吸収を無視できなってくる．こ
の課題を克服することが更なる深部観察を可能
にする解決法となる．

光音響イメージングとは

光のみを使用した純粋な光イメージングの
深部観察困難という問題点を解決するために，
近年，光音響イメージングに注目が集まってい
る１３）１４）．光を組織に照射すると，組織を構成す
る分子に吸収が存在すれば，瞬間的に熱膨張を
起こし，音波が発生する．この効果（光音響効
果）を用いて画像化を行う方法を光音響イメー
ジングと呼ぶ．音波は生体内を長距離伝搬可能
であるため，高コントラストに生体深部を可視
化できる．光音響効果自体は非常に古くから知
られている現象であり，アレキサンダー・グラ
ハム・ベルによって，1880年に最初の報告がさ
れている１５）．その後，蛍光を持たない物質に対

しても高感度に吸収スペクトルを検出できる方
法として，光音響分光法が発展し１６）１７），様々な生
体への応用が示された９）１３）１８）１９）．一般的に光音響
イメージングの横分解能（光軸に垂直方向の分
解能）は，発生する超音波をどれくらい狭い領
域から集音できるかによって決定される１３）．集
音の範囲は超音波の周波数が高くなると狭くな
るため，高空間分解能を得るためには，光音響
波の高周波成分を検出しなければならない．ま
た，深さ位置情報は，超音波エコーと同じよう
に，発生する光音響波が音響トランスデュー
サーに到達するまでの時間を超音波の速度を用
いて位置情報に変換することによって得るのが
一般的である．例えば，75MHzの超音波成分を
検出してイメージングを行うと，およそ20μm
の分解能が得られる（分解能は生体内の波長程
度，音速を1500m/sと仮定）．このように，光
音響波の高周波成分を用いると深さ分解能は向
上する．しかしながら，超音波の伝播距離は組
織によって異なるが高周波になると極端に短く
なるといった問題点がある１３）．例えば，脳組織
5mmの厚さを1MHzの超音波を伝搬させると
95％以上透過するが，75MHzの超音波を伝搬
させると0.4％しか透過しない．

高空間分解能を保ちながら，光音響イメージ
ングによって達成される深達距離を向上させる
ために，我々は2光子励起と光音響イメージン
グを組み合わせた2光子励起光音響イメージン
グを開発した２０‐２３）．この方法は，2光子励起に
よって発生した光音響波を用いてイメージング
を行う方法である．1光子光音響イメージング
では，高空間分解能化のために音響波の高周波
成分が必要とされる．しかし2光子光音響イ
メージングでは，空間分解能は光すなわち2光
子励起により決定されるため，長距離伝播が可
能な光音響波の低周波成分を検出に用いること
ができ，空間分解能を高く保ちながら，深部観
察が可能になる．

2光子励起光音響
イメージング
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システムは主に①光音響波を発生させるため
のレーザー光源，②試料に集光するための光
学系，③試料からの光音響波を検出する測定
系，④データ取得，画像化装置から構成される．
①に関して，光子密度を高くする必要があるた
めに，高いピークパワーを持ち，パルス幅がナ
ノ秒以下のレーザーが必要である．②に関し
て，生体深部で2光子励起を起こさせるため，
作動距離の長い顕微鏡用対物レンズを用いる．
③に関して，生体内の超音波の減衰を少なくす
るため，低周波の音響トランスデューサーを用
いる．また，トランスデューサーからの信号
は非常に微弱であるので増幅器が必要である．
④に関して，高速デジタイザにより光音響信号
を取得後，信号解析を行い，画像化する．
具体的には図3に示されるような2光子励

起光音響イメージングシステムを試作した２３）．
レーザー光源としては，サブナノ秒半導体励

2光子励起光音響
イメージングシステム

起マイクロチップレーザー（SNP-13E;Teem
Photonics）を用いた（波長，1064nm;パルス
幅，0.6ns;最大パルスエネルギー，14.1μJ;繰
り返し周波数，7.3KHz）．レーザービームは2
つのレンズでビーム径を広げて平行光にされ
る．サブナノ秒の光パルスは20倍の対物レン
ズ（LMH-20X;Thorlabs）（NA0.4）で水中に設
置される試料に集光され，発生する光音響波
を10MHz音響トランスデューサー（10K6.4I;
JapanProbe）によって検出した．試料の位置は
XYZステージによって制御される．光音響波の
信号は高速デジタイザ（U1082A-AVG;Agilent
Technologies,Inc.）によってコンピュータに取
り込まれ，光音響波の時間波形をフーリエ変換
することによってパワースペクトルが得られ
る．選択した周波数範囲のパワースペクトルの
積分値を明るさとしてプロットすることによ
り，3次元のイメージが得られる．測定装置の
空間分解能を評価するために，図4に示される
ようなシリコーンブロック内の直径300μmの
円柱状の中空に2光子吸収色素溶液（ローダミ
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図3 2光子励起光音響イメージングシステム．白点線は光路を示す．



ンB／エタノール，25mM）を満たし，その断
面形状を測定した．その結果から，横，深さ分
解能を評価した．

2光子励起光音響波の選択的検出

2光子励起の起こる確率は1光子励起に比べ
て小さいため，2光子光音響イメージング像を
得るには，2光子励起による光音響波と1光子
励起によるものとの区別が重要である．一般的
に1光子励起によって発生する光音響波の時間
波形は吸収係数によって変化することが知られ
ている２４）２５）．例えば，吸収係数が大きい場合は，
吸収が起こる領域が小さくなるため，高周波成
分が多く含まれる２４）．同様に，2光子励起によ
る光音響信号は非常に空間的に限局した領域か
ら発生するため，高周波成分が多く含まれると
予想される（図5）．したがって，生体深部観察
に不利な高周波成分を除く低域フィルタリング
に加えて，2光子励起光音響波検出のために高
域フィルタリングを行うこと，すなわち，低周
波領域のバンドパスフィルタリングによって，
生体深部の2光子光音響波を選択的に効率よく
検出できるのではないかと考えた．
図4に示されるシリコーンブロック内の2光

子吸収色素溶液を満たした直径300μmの円柱
に対して，図3で示される装置を使用し（パル
スエネルギー：4.3μJ），集光点が円柱内にある
場合（2光子励起）とない場合（1光子励起）で，

光音響波の時間波形（図6（a），（b））とパワース
ペクトル（図6（c））の比較をした２３）．1光子光
音響波に比べて，2光子光音響波は非常に急峻
な時間波形を持っており，それぞれのパワース
ペクトルは1光子と2光子光音響波とで違いが
存在する．このことは，適切な周波数フィルタ
リングにより，選択的に2光子光音響波を抽出
できることを意味する．加えて，1光子と2光
子による光音響波の周波数成分の違いは比較的
低周波領域において存在し，生体深部観察に不
利な高周波成分を使わずに，選択的に2光子光
音響波を検出できることが明らかとなった．

システムの空間分解能を評価するために，図
4で示したローダミンB／エタノール溶液で満
たされた円柱状の中空（直径300μm）の断面
形状から空間分解能を評価した２６）．音響トラン
スデューサーとして，焦点距離が15mmで10
MHzの共鳴周波数を持つものを使用し，レー
ザー集光位置とトランスデューサー集音位置を
合わせることにより感度を向上させた．ビーム
径は対物レンズの性能ができるだけ発揮できる
ように，対物レンズのバックアパーチャー径に
対して，70％以上になるように調整した１１）．励
起パルスのエネルギーは1.2μJで測定した．図
7（a）は周波数フィルタリングなしで得られた断

2光子励起光音響
イメージングの性能評価
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図4（a）空間分解能を評価するための試料と（b）期待される中空断面のイメージ．



面像，（b）は低周波バンドパスフィルタリング
（1～15MHz）を用いた2光子励起光音響像を示
している２６）．光音響波のパワースペクトルは測
定ターゲットの種類，形状，集光レンズ等に依

存するので，本実験条件下であらかじめ測定し
ておいた1光子と2光子光音響波の周波数スペ
クトルの違いから周波数フィルタリングの範囲
を決定した．図7に示されるように，低周波バ
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図5 周波数フィルタリングの原理．（a）1光子励起と（b）2光子励起の吸収領域，光音響波
の時間波形，パワースペクトルの違い．パワースペクトルの高域フィルタリングより，2
光子励起による光音響波を効率よく検出できる．低域フィルタリングを加えたバンドパ
スフィルタリング（（b）2光子励起のパワースペクトルの灰色部分）を行うことにより，
深部観察が可能となる．

図6（a）焦点が試料外にある場合（1光子励起）と（b）試料内にある場合（2光子励起）
の光音響波の波形と（c）それらのパワースペクトル（実線：1光子光音響，点線：2
光子光音響）．文献２３）より改変．



ンドパスフィルタリングを用いることによって
コントラストが向上することがわかった．得ら
れた断面像（図7（b））の光照射と反対側の光音
響信号は強くなっている．これはエッジ効果１７），
円柱形状のターゲットによるレンズ効果，光音
響波の干渉などによると推察された．断面像の
中心を通る深さ方向の強度プロファイルから深
さ分解能を，横方向の強度プロファイルから横
分解能の評価を行った．励起光がガウシアン
ビームである，強度の2乗によって光音響波が
発生するという仮定を用いて，フィッティング
により空間分解能を評価した２３）．得られた深
さ，横分解能（半値全幅で評価）はそれぞれ10.2
±0.2μm，5.9±0.4μmであった２６）．低周波音響
トランスデューサー（10MHz）を使っているに
もかかわらず，高周波音響トランスデューサー
（75MHz）を使った1光子励起光音響イメージ
ングより２７），深さ分解能の向上を示している．20
倍対物レンズ（NA：0.4）を用いて得られる理
想的な2光子蛍光イメージングの深さ，横分解
能はそれぞれ10.8μm，1.0μmであるが１０），本
法は検出に音響波を使っているにもかかわら
ず，光学的に決定される高い空間分解能を有し
ていることが分かる．

小血管光音響イメージング

生体への応用を考えるために，ラット精巣内
血管に対して波長1064nmの励起光を用いた2
光子励起光音響イメージングを行った．近赤外
領域においてヘモグロビンは大きな2光子吸収
断面積を有することが報告されており２８），小血
管は2光子励起光音響イメージングのターゲッ
トとして適している．図8は精巣動静脈を結紮
し精巣を取り出した後，精巣内に存在する血管
をイメージングしたものである．（a）1～15MHz
を用いて画像化したもの，（b）から（p）は0～15
MHzまで1MHz間隔の周波数フィルタリング
を用いて画像化したものである．これらの図か
ら，フィルタリングの周波数を変化させること
で画像が変化するのがわかる．これは，高周波
になるにしたがって，光音響波の1光子励起と
2光子励起の寄与の割合が変化するためであ
る．また，得られた結果を見ると，高周波成分
を使用した光音響イメージングは低周波の光音
響イメージングに比べてより細い血管を捉えて
いることがわかる．吸収領域の大きさによって
も発生する光音響波の時間波形の急峻さ，すな
わち，パワースペクトルが変化するため，周波
数フィルタリングを行うことにより，選択的に
特定のサイズの構造体が捉えられるのかもしれ
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図7 低周波バンドパスフィルタリングが（a）ない場合と（b）ある場合の2光子励起
光音響像．レーザーパルスは上から照射されている．スケールバーは100μm．文
献２６）より改変．



ない．今後，より良い2光子励起光音響イメー
ジング像を得るためには，周波数フィルタリン
グ，集光レンズ，音響トランスデューサー等の
最適化がまだまだ必要である．また，現在イ
メージングに使用している励起波長は，ヘモグ
ロビンの2光子吸収のピークではない２８）．適切
な励起光の波長選択や特異的な光音響用プロー
ブの開発によって更なるイメージング品質の向
上が期待される．

ま と め

今回，低周波バンドパスフィルタリングを用
いた2光子励起光音響イメージングについて紹
介した．本法によって，生体深部観察に不利な

超音波の高周波成分を用いることなく，高空間
分解，高コントラストなイメージングに成功し
た．さらに，血管イメージングへの可能性を示
した．本法は，生体内部構造を細胞レベルの空
間分解能で観察する技術として有用であると考
えている．
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