
(57)【要約】
本発明は、植物もしくは動物または他の貫通可能組織中の疾患を検出すること、または、
植物もしくは動物の特定の組織を撮像することを目的として、光ファイバーを介して照射
を行う方法に関する。さらに、そのような光ファイバーを介した照射を行うことにより、
被検体内において蛍光および非線形散乱信号を検出および位置特定することができる。照
射は、同時多光子励起を生じさせるのに有効な照射である。光ファイバーは、組織の内部
領域を調べるため単独で使用するか、組織の表面下を調べるため光学生検針と併用するか
、または体腔内の組織を調べるため内視鏡と併用する。本発明はまた、超短パルスモード
同期レーザーから出力された照射を顕微鏡のビーム路にカップリングさせる装置にも関す
る。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 植 物 ま た は 動 物 の 特 定 の 組 織 内 の 疾 患 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 少
な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 開 口 数 が 約 0.2以 上 で あ る
方 法 ：
　 　 特 定 の 植 物 組 織 ま た は 動 物 組 織 の 同 時 非 線 形 活 性 化 を 促 進 し 且 つ 少 な く と も 1つ の 非
線 形 信 号 を 放 射 さ せ る た め 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ
バ ー か ら の 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス を 送 達 す る の に 有 効 な 条 件 下 で 、 フ ァ イ バ
ー を 介 し て 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 す る こ と に よ り 特 定 の 植 物 組 織 ま た
は 動 物 組 織 を 活 性 化 す る 段 階 ；
　 　 活 性 化 の 段 階 に よ り 生 成 さ れ た 少 な く と も 1つ の 非 線 形 信 号 を 、 活 性 化 の 段 階 の 実 施
に 用 い た も の と 同 じ 条 件 下 で 特 定 の 植 物 ま た は 動 物 の 健 常 組 織 か ら 放 射 さ れ た 少 な く と も
1つ の 非 線 形 信 号 と 比 較 す る 段 階 ； な ら び に
　 活 性 化 の 段 階 に よ り 生 成 さ れ た 少 な く と も 1つ の 非 線 形 信 号 が 、 活 性 化 の 段 階 の 実 施 に
用 い た も の と 同 じ 条 件 下 で 特 定 の 植 物 ま た は 動 物 の 健 常 組 織 か ら 放 射 さ れ た 少 な く と も 1
つ の 非 線 形 信 号 と 異 な る 、 植 物 ま た は 動 物 の 特 定 の 組 織 を 、 疾 患 の 可 能 性 が あ る も の と し
て 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 ラ ー ジ コ ア ス テ ッ プ イ ン デ ッ ク ス フ
ァ イ バ ー で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ラ ー ジ コ ア ス テ ッ プ イ ン デ ッ ク ス フ ァ イ バ ー が 、 エ ア 中 の シ リ カ ロ ッ ド を 含 む 、 請 求 項
2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 フ ァ イ バ ー か ら の 放 射 の 出 力 パ ル ス
を 送 達 す る た め の 焦 点 ボ リ ュ ー ム を 減 少 さ せ る の に 有 効 な 焦 点 合 わ せ 装 置 と 末 端 で 連 結 さ
れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 焦 点 合 わ せ 装 置 が 、 レ ン ズ ま た は レ ン ズ シ ス テ ム を 含 む 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 走 査 装 置 が 照 射 の 出 力 パ ル ス の 非 線
形 活 性 化 焦 点 ボ リ ュ ー ム を 走 査 す る こ と を 可 能 に す る 有 効 な 条 件 下 で 、 走 査 装 置 と 末 端 で
連 結 さ れ 、 こ れ に よ り 、 画 像 生 成 技 術 を 用 い て 植 物 組 織 ま た は 動 物 組 織 の 画 像 を 生 成 す る
こ と を 可 能 に す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 画 像 生 成 技 術 が 、 レ ー ザ ー 走 査 撮 像 を 含 む 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス が 、 特 定 の 植 物 組 織 ま た は 動 物 組 織 の 実 質 的 に 隣 接
に 送 達 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス が 、 特 定 の 植 物 組 織 ま た は 動 物 組 織 の 中 に 送 達 さ れ
る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 　 活 性 化 す る 段 階 の 前 に 、 少 な く と も 1つ の 光 活 性 剤 で 特 定 の 植 物 組 織 ま た は 動 物 組 織
を 処 理 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 レ ー ザ ー に よ り 生 成 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 レ ー ザ ー が 、 モ ー ド 同 期 レ ー ザ ー で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 約 10～ 約 1,000フ ェ ム ト 秒 の パ ル ス 幅 で あ る 、 請
求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 負 に プ リ チ ャ ー プ さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 分 散 補 償 法 を 用 い て 負 に プ リ チ ャ ー プ さ れ る 、
請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 分 散 補 償 法 が 、 格 子 型 前 置 補 償 器 を 用 い て 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 回 折 格
子 対 に 2回 通 過 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 植 物 組 織 ま た は 動
物 組 織 の 表 面 に 接 す る 終 端 を 有 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 植 物 組 織 ま た は 動
物 組 織 の 中 に 配 置 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 光 学 生 検 針 を 構 成
す る か ま た は 光 学 生 検 針 に 連 結 さ れ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 植 物 ま た は 動 物 の
体 腔 内 に 配 置 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 内 視 鏡 に 連 結 さ れ
る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 体 腔 が 、 口 腔 、 結 腸 、 食 道 、 胃 、 腸 、 膀 胱 、 子 宮 、 膣 、 肺 、 卵 巣 、 お よ び 咽 喉 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 ：
　 　 1つ ま た は 複 数 の 集 光 フ ァ イ バ ー を 用 い て 、 植 物 組 織 ま た は 動 物 組 織 に 適 用 さ れ る 照
射 を 収 集 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 少 な く と も 1つ の 非 線 形 信 号 が 、 非 線 形 多 光 子 吸 収 過 程 で 生 成 さ れ る 蛍 光 、 非 線 形 散 乱
、 お よ び 非 線 形 多 光 子 吸 収 過 程 で 生 成 さ れ る 非 蛍 光 信 号 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス
を 多 光 子 顕 微 鏡 に 送 達 す る こ と を 可 能 に す る の に 有 効 な 条 件 下 で 、 多 光 子 顕 微 鏡 に 連 結 さ
れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 植 物 ま た は 動 物 の 特 定 の 組 織 の 内 部 領 域 の 画 像 を 生 成 す る 方 法 で あ
っ て 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 開 口 数 が 約 0.2以
上 で あ る 方 法 ：
　 　 植 物 ま た は 動 物 の 特 定 の 組 織 の 内 部 領 域 の 同 時 非 線 形 活 性 化 を 促 進 し 且 つ 少 な く と も
1つ の 非 線 形 信 号 を 生 成 す る た め 、 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス を 送 達 す る の に 有 効
な 条 件 下 で 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 照
射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 す る こ と に よ り 特 定 の 植 物 組 織 ま た は 動 物 組 織 を
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活 性 化 す る 段 階 ； お よ び
　 　 内 部 領 域 の 画 像 を 生 成 す る の に 有 効 な 条 件 下 で 少 な く と も 1つ の 非 線 形 信 号 を 収 集 す
る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 ラ ー ジ コ ア ス テ ッ プ イ ン デ ッ ク ス フ
ァ イ バ ー で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ラ ー ジ コ ア ス テ ッ プ イ ン デ ッ ク ス フ ァ イ バ ー が 、 エ ア 中 の シ リ カ ロ ッ ド を 含 む 、 請 求 項
27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 フ ァ イ バ ー か ら の 照 射 の 出 力 パ ル ス
を 送 達 す る た め の 焦 点 ボ リ ュ ー ム を 減 少 さ せ る の に 有 効 な 焦 点 合 わ せ 装 置 と 末 端 で 連 結 さ
れ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 焦 点 合 わ せ 装 置 が 、 レ ン ズ ま た は レ ン ズ シ ス テ ム を 含 む 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 走 査 装 置 が 照 射 の 出 力 パ ル ス の 非 線
形 活 性 化 焦 点 ボ リ ュ ー ム を 走 査 す る こ と を 可 能 に す る 有 効 な 条 件 下 で 、 走 査 装 置 と 末 端 で
連 結 さ れ 、 こ れ に よ り 、 画 像 生 成 技 術 を 用 い て 植 物 組 織 ま た は 動 物 組 織 の 画 像 を 生 成 す る
こ と を 可 能 に す る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 画 像 生 成 技 術 が 、 レ ー ザ ー 走 査 撮 像 を 含 む 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 植 物 組 織 ま た は 動
物 組 織 の 表 面 と 並 置 さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 ：
　 　 活 性 化 す る 段 階 の 前 に 、 少 な く と も 1つ の 光 活 性 剤 で 特 定 の 植 物 組 織 ま た は 動 物 組 織
を 処 理 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 レ ー ザ ー に よ り 生 成 さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 レ ー ザ ー が 、 モ ー ド 同 期 レ ー ザ ー で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 約 10～ 約 1,000フ ェ ム ト 秒 の パ ル ス 幅 で あ る 、 請
求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 負 に プ リ チ ャ ー プ さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 分 散 補 償 法 を 用 い て 負 に プ リ チ ャ ー プ さ れ る 、
請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 分 散 補 償 法 が 、 格 子 型 前 置 補 償 器 を 用 い て 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 回 折 格
子 対 に 2回 通 過 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 植 物 ま た は 動 物 の
体 腔 内 に 配 置 さ れ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
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　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 内 視 鏡 に 連 結 さ れ
る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 体 腔 が 、 口 腔 、 結 腸 、 食 道 、 胃 、 腸 、 膀 胱 、 子 宮 、 膣 、 肺 、 卵 巣 、 お よ び 咽 喉 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 ラ ー ジ コ ア 微 細 構
造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 束 で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 少 な く と も 1つ の 非 線 形 信 号 が 、 非 線 形 多 光 子 吸 収 過 程 で 生 成 さ れ る 蛍 光 、 非 線 形 散 乱
、 お よ び 非 線 形 多 光 子 吸 収 過 程 で 生 成 さ れ る 非 蛍 光 信 号 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス
を 多 光 子 顕 微 鏡 に 送 達 す る こ と を 可 能 に す る の に 有 効 な 条 件 下 で 、 多 光 子 顕 微 鏡 に 連 結 さ
れ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 被 検 体 内 で 少 な く と も 1つ の 非 線 形 信 号 を 検 出 お よ び 位 置 特 定 す る
方 法 で あ っ て 、 照 射 の 段 階 が 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス を 送 達 す る の に 有 効 な 条
件 下 で 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 照 射 の
少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 し 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド
光 フ ァ イ バ ー の 開 口 数 が 約 0.2以 上 で あ る 方 法 ：
　 　 各 々 が 被 検 体 の 内 部 表 面 付 近 の 先 端 内 で 集 結 す る 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構
造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 内 部 表 面 に 照 射 を 行 う 段 階 で あ っ て 、 内 部 表 面 内 で
分 子 の 同 時 非 線 形 活 性 化 を 生 じ さ せ 、 そ の 結 果 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ
ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 先 端 付 近 で 少 な く と も 1つ の 非 線 形 信 号 を 生 成 さ せ る の に 有 効
な 条 件 下 で 照 射 が 行 わ れ る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 ラ ー ジ コ ア ス テ ッ プ イ ン デ ッ ク ス フ
ァ イ バ ー で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 ラ ー ジ コ ア ス テ ッ プ イ ン デ ッ ク ス フ ァ イ バ ー が 、 エ ア 中 の シ リ カ ロ ッ ド を 含 む 、 請 求 項
48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 先 端 が 、 フ ァ イ バ ー か ら の 照 射 の 出 力
パ ル ス を 送 達 す る た め の 焦 点 ボ リ ュ ー ム を 減 少 さ せ る の に 有 効 な 焦 点 合 わ せ 装 置 と 末 端 で
連 結 さ れ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 焦 点 合 わ せ 装 置 が 、 レ ン ズ ま た は レ ン ズ シ ス テ ム を 含 む 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 先 端 が 、 走 査 装 置 が 照 射 の 出 力 パ ル ス
の 非 線 形 活 性 化 焦 点 ボ リ ュ ー ム を 走 査 す る こ と を 可 能 に す る 有 効 な 条 件 下 で 、 走 査 装 置 と
末 端 で 連 結 さ れ 、 こ れ に よ り 、 画 像 生 成 技 術 を 用 い て 被 検 体 の 内 部 表 面 の 画 像 を 生 成 す る
こ と を 可 能 に す る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 画 像 生 成 技 術 が 、 レ ー ザ ー 走 査 撮 像 を 含 む 、 請 求 項 52記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 被 検 体 の 外 部 か ら
到 達 可 能 な 体 腔 を 介 し て 被 検 体 に 挿 入 さ れ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
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　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 内 視 鏡 に 連 結 さ れ
る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 体 腔 が 、 口 腔 、 結 腸 、 食 道 、 胃 、 腸 、 膀 胱 、 子 宮 、 膣 、 肺 、 卵 巣 、 お よ び 咽 喉 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 体 の 貫 通 可 能 な 表
面 を 介 し て 被 検 体 に 挿 入 さ れ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 ：
　 　 照 射 段 階 の 後 に 被 検 体 の 内 部 表 面 を 撮 像 す る 段 階 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 ：
　 　 照 射 段 階 の 後 に 被 検 体 の 内 部 表 面 内 の 疾 患 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 ：
　 　 照 射 段 階 の 前 に 少 な く と も 1つ の 光 活 性 剤 で 被 検 体 を 処 理 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 レ ー ザ ー に よ り 生 成 さ れ る 、 請 求 項 47記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 レ ー ザ ー が 、 モ ー ド 同 期 レ ー ザ ー で あ る 、 請 求 項 61記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 約 10～ 約 1,000フ ェ ム ト 秒 の パ ル ス 幅 で あ る 、 請
求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 負 に プ リ チ ャ ー プ さ れ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 分 散 補 償 法 を 用 い て 負 に プ リ チ ャ ー プ さ れ る 、
請 求 項 64記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 分 散 補 償 法 が 、 格 子 型 前 置 補 償 器 を 用 い て 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 回 折 格
子 対 に 2回 通 過 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 65記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 ：
　 　 照 射 段 階 の 後 に 、 被 検 体 の 内 部 表 面 の 組 織 学 的 お よ び 臨 床 的 組 成 、 構 造 、 代 謝 状 態 、
な ら び に 活 力 度 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 ：
　 　 照 射 段 階 の 後 に 、 被 検 体 の 内 部 表 面 の 生 理 的 お よ び 薬 理 学 的 刺 激 に 対 す る 機 能 的 反 応
と 疾 患 状 態 と を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 ：
　 　 照 射 段 階 の 後 に 、 被 検 体 の 内 部 表 面 に お け る 組 織 ま た は 薬 物 の 蛍 光 励 起 お よ び 発 光 ス
ペ ク ト ル と 、 光 度 と 、 蛍 光 寿 命 と 、 時 間 的 変 動 と を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 組 織 が 、 照 射 光 の 第 二 高 調 波 お よ び 第 三 高 調 波 を 生 成 す る 能 力 を 有 す る 、 請 求 項 47記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
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　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス
を 多 光 子 顕 微 鏡 に 送 達 す る こ と を 可 能 に す る の に 有 効 な 条 件 下 で 、 多 光 子 顕 微 鏡 に 連 結 さ
れ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 貫 通 可 能 な 物 質 の 体 の 中 で 少 な く と も 1つ の 非 線 形 信 号 を 検 出 お よ
び 位 置 特 定 す る 方 法 で あ っ て 、 照 射 の 段 階 が 、 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス を 送 達
す る の に 有 効 な 条 件 下 で 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ
ー を 介 し て 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 す る 段 階 を 含 み 、 且 つ 、 少 な く と も 1
つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 開 口 数 が 約 0.2以 上 で あ る 方 法 ：
　 　 各 々 が 貫 通 可 能 な 物 質 の 体 の 内 部 領 域 付 近 の 先 端 内 で 集 結 す る 少 な く と も 1つ の ラ ー
ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 内 部 領 域 に 照 射 を 行 う 段 階 で あ っ て 、
内 部 領 域 内 で 分 子 の 同 時 非 線 形 活 性 化 を 生 じ さ せ 、 そ の 結 果 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ
ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 先 端 付 近 で 少 な く と も 1つ の 非 線 形 信 号 を 生 成 さ
せ る の に 有 効 な 条 件 下 で 照 射 が 行 わ れ る 段 階 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 ラ ー ジ コ ア ス テ ッ プ イ ン デ ッ ク ス フ
ァ イ バ ー で あ る 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 ラ ー ジ コ ア ス テ ッ プ イ ン デ ッ ク ス フ ァ イ バ ー が 、 エ ア 中 の シ リ カ ロ ッ ド を 含 む 、 請 求 項
73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 先 端 が 、 フ ァ イ バ ー か ら の 照 射 の 出 力
パ ル ス を 送 達 す る た め の 焦 点 ボ リ ュ ー ム を 減 少 さ せ る の に 有 効 な 焦 点 合 わ せ 装 置 と 末 端 で
連 結 さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 焦 点 合 わ せ 装 置 が 、 レ ン ズ ま た は レ ン ズ シ ス テ ム を 含 む 、 請 求 項 75記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 走 査 装 置 が 照 射 の 出 力 パ ル ス の 非 線
形 活 性 化 焦 点 ボ リ ュ ー ム を 走 査 す る こ と を 可 能 に す る 有 効 な 条 件 下 で 、 走 査 装 置 と 末 端 で
連 結 さ れ 、 こ れ に よ り 、 画 像 生 成 技 術 を 用 い て 内 部 領 域 の 画 像 を 生 成 す る こ と を 可 能 に す
る 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 画 像 生 成 技 術 が 、 レ ー ザ ー 走 査 撮 像 を 含 む 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 貫 通 可 能 な 物 質 の 体
に 挿 入 さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 ：
　 　 照 射 段 階 の 後 に 貫 通 可 能 な 物 質 の 体 の 領 域 を 撮 像 す る 段 階 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 レ ー ザ ー に よ り 生 成 さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 レ ー ザ ー が 、 モ ー ド 同 期 レ ー ザ ー で あ る 、 請 求 項 81記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 約 10～ 約 1,000フ ェ ム ト 秒 の パ ル ス 幅 で あ る 、 請
求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 負 に プ リ チ ャ ー プ さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の 方 法
。
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【 請 求 項 ８ ５ 】
　 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス が 、 分 散 補 償 法 を 用 い て 負 に プ リ チ ャ ー プ さ れ る 、
請 求 項 84記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 分 散 補 償 法 が 、 格 子 型 前 置 補 償 器 を 用 い て 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 回 折 格
子 対 に 2回 通 過 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 85記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 少 な く と も 1つ の 非 線 形 信 号 が 、 非 線 形 多 光 子 吸 収 過 程 で 生 成 さ れ る 蛍 光 、 非 線 形 散 乱
、 お よ び 非 線 形 多 光 子 吸 収 過 程 で 生 成 さ れ る 非 蛍 光 信 号 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 、 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス
を 多 光 子 顕 微 鏡 に 送 達 す る こ と を 可 能 に す る の に 有 効 な 条 件 下 で 、 多 光 子 顕 微 鏡 に 連 結 さ
れ る 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 ：
　 　 照 射 段 階 の 後 に 、 被 検 体 の 内 部 表 面 に お け る 組 織 ま た は 薬 物 の 蛍 光 励 起 お よ び 発 光 ス
ペ ク ト ル と 、 光 度 と 、 蛍 光 寿 命 と 、 時 間 的 変 動 と を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 貫 通 可 能 な 物 質 の 体 が 、 非 液 状 物 質 お よ び 液 状 物 質 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項
72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 貫 通 可 能 な 物 質 の 体 が 、 食 品 、 天 然 ポ リ マ ー 構 造 、 合 成 ポ リ マ ー 構 造 、 多 孔 性 媒 質 、 お
よ び 薬 剤 候 補 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 72記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 超 短 パ ル ス 同 期 レ ー ザ ー か ら の 照 射 を 顕 微 鏡 の ビ ー ム 路 に カ ッ プ リ ン グ さ せ る 装 置 で あ
っ て 、 レ ー ザ ー に 続 く 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド フ ァ イ バ ー に よ
り カ ッ プ リ ン グ が 実 現 さ れ 、 レ ー ザ ー の パ ル ス に 負 の 分 散 を 印 加 す る た め の 分 散 前 置 補 償
装 置 を 含 む 光 学 配 置 が レ ー ザ ー と フ ァ イ バ ー と の 間 に 設 け ら れ 、 且 つ 、 少 な く と も 1つ の
ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド フ ァ イ バ ー の 開 口 数 が 約 0.2以 上 で あ る 装 置 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 分 散 前 置 補 償 装 置 が 、 負 の 分 散 を 生 成 す る の に 十 分 な 距 離 だ け 離 れ た マ ル チ パ ス 格 子 対
を 含 む 、 請 求 項 92記 載 の 装 置 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 多 光 子 励 起 を 光 学 生 検 針 、 内 視 鏡 お よ び 顕 微 鏡 と 共 に 利 用 す る こ と に 関 す る
。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 願 は 、 2003年 8月 19日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/496,241号 の 恩 典 を 主 張 す る
も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 、 米 国 陸 軍 研 究 所 補 助 金 番 号 DAAD 19-01-10341、 全 米 科 学 財 団 補 助 金 番 号 PHY-
9987990、 同 DBI-0080792、 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 ・ 国 立 研 究 資 源 セ ン タ ー 補 助 金 番 号 1-510-
RR15831-01、 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 補 助 金 番 号 P41-2RR04224、 お よ び 同 R33CA094311-01に よ
る 政 府 資 金 を 得 て 開 発 さ れ た 。 米 国 政 府 は 本 発 明 に 特 定 の 権 利 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
発 明 の 背 景
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　 多 く の 重 要 な 生 物 学 的 機 能 は 、 固 有 の 蛍 光 性 を 有 す る 生 体 分 子 お よ び 組 織 構 造 に よ っ て
調 整 ま た は 達 成 さ れ る 。 し た が っ て 、 ス ペ ク ト ル お よ び 組 織 蛍 光 発 光 を 測 定 お よ び 位 置 特
定 す る こ と に よ っ て 重 要 な 生 物 学 的 事 象 を 診 断 お よ び 検 査 で き る 可 能 性 が あ る 。 ヒ ト お よ
び 畜 産 動 物 な ど の 大 型 生 物 の 内 部 過 程 お よ び 内 部 構 造 を イ ン ビ ボ で 観 察 す る た め に は 、 体
腔 ま た は 固 形 組 織 さ え も 貫 通 す る 内 視 鏡 検 査 が 必 要 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 通 常 、 体 腔 の 内 視 鏡 ビ デ オ 画 像 に は 、 内 視 鏡 を 通 じ て 照 射 さ れ る 後 方 散 乱 白 色 光 が 使 用
さ れ 、 体 腔 の 内 部 表 面 の カ ラ ー 画 像 は 解 像 度 が 低 く な る 。 医 師 は 、 悪 性 腫 瘍 ま た は 炎 症 な
ど 、 疾 患 の 状 態 を 判 断 す る た め に 形 状 の 変 化 お よ び 局 所 の 顕 著 な 色 の 変 化 （ 主 に 血 液 分 布
の 変 化 に 起 因 す る ） を 利 用 す る こ と が 多 い 。 残 念 な が ら 、 こ れ ら の 手 掛 か り は 、 特 に 疾 患
の 初 期 徴 候 の 検 出 に は 十 分 で な い こ と が 多 い 。 光 散 乱 お よ び 組 織 蛍 光 発 光 の 量 的 測 定 に よ
っ て 、 診 断 は 改 善 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 通 常 、 組 織 蛍 光 を 励 起 す る の に 必 要 な 光 は 、 内 視 鏡 管 に 設 け ら れ た 小 さ な チ ュ ー ブ を 通
じ て 挿 入 さ れ る 光 フ ァ イ バ ー ま た は フ ァ イ バ ー 束 を 通 じ て 伝 達 さ れ 、 お よ び /ま た は 、 輸
送 フ ァ イ バ ー は 、 表 面 集 光 用 に 使 用 さ れ て も よ り 。 小 さ な 光 フ ァ イ バ ー ま た は フ ァ イ バ ー
束 は 、 こ の 同 じ チ ュ ー ブ に 通 す こ と が で き る 。 こ の 方 法 で 通 常 見 ら れ る 最 も 強 い 組 織 蛍 光
の 中 に は 、 NADH（ ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド ） 、 コ ラ ー ゲ ン お よ び 、 ト リ プ
ト フ ァ ン の よ う な 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 に 起 因 す る も の も あ る 。 そ れ ら の 蛍 光 は 、 約 2～ 4 eVの
光 子 エ ネ ル ギ ー に 相 当 す る 波 長 約 250～ 450 nmの 紫 外 線 、 ま た は 、 と き と し て こ れ よ り や
や 波 長 が 長 い 、 フ ラ ビ ン タ ン パ ク 質 と い っ た 本 来 備 わ っ た エ ミ ッ タ ー 用 に 使 用 し て も 良 い
可 視 光 線 を 吸 収 す る こ と に よ っ て 励 起 さ れ る 。 コ ン ト ラ ス ト や 信 号 強 度 を 強 め る た め 蛍 光
と い っ た 添 加 さ れ た 色 素 か ら の 蛍 光 発 光 を 励 起 し 、 集 光 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 第 1の 問 題 は 、 こ の 光 線 が 血 液 内 の ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン に 多 く 吸 収
さ れ 、 し た が っ て 組 織 中 へ の 照 射 光 の 透 過 が ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 濃
度 お よ び 分 布 に よ り 異 な る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 第 2の 問 題 は 、 光 フ ァ イ バ ー を 出 て 組 織 に 入 射 す る 照 射 光 が 、 光 フ ァ イ バ ー の 開 口 数 （ N
A） に よ っ て 決 定 さ れ る 開 先 角 度 で 扇 型 に 広 が る こ と で あ る 。 光 が ま ず 焦 点 に 集 束 す る が
、 焦 平 面 よ り 先 は 、 光 は 扇 型 に 広 が る よ う に 小 さ な レ ン ズ は 使 用 さ れ 得 る 。 （ 典 型 的 に 、
NAは 約 0.2、 開 先 円 錐 角 は エ ア 中 で ～ 23° ） 。 吸 収 お よ び 分 散 に よ っ て 減 衰 さ れ る ま で 、
フ ァ イ バ ー 端 か ら 各 距 離 の 球 面 上 で は 同 量 の 蛍 光 が 励 起 さ れ る た め 、 単 光 子 （ 例 え ば 、 線
形 ） 励 起 で 、 こ の 角 度 の 広 が り は 問 題 と な る 。 図 1に こ の 効 果 を 概 略 的 に 示 す 。 蛍 光 励 起
も 同 様 の 広 が り を 生 じ る 。 散 乱 は 、 蛍 光 励 起 を 減 衰 さ せ な い が 、 そ の 分 布 を さ ら に 広 く す
る 。 そ の 結 果 、 血 液 の 分 布 お よ び 光 の 散 乱 に よ る 実 際 的 な 制 限 も 受 け て 、 観 察 領 域 が 誤 っ
て 規 定 さ れ る 。 照 射 光 を レ ン ズ で 集 束 し 、 な ら び に ／ ま た は 、 プ リ ズ ム お よ び 鏡 で 側 視 用
に 光 を 屈 曲 さ せ て も 、 こ れ ら の 問 題 は 依 然 と し て 存 在 す る 可 能 性 が あ る こ と は 注 意 を 要 す
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 フ ァ イ バ ー に よ る フ ェ ム ト 秒 パ ル ス 伝 播 が 発 明 さ れ た 。 こ れ ら の フ
ァ イ バ ー は 高 い マ ル チ モ ー ド 性 を 有 す る も の の 、 基 本 モ ー ド の 励 起 が 容 易 に 達 成 さ れ 、 フ
ァ イ バ ー に 曲 げ ま た は 捩 れ が あ る 場 合 も 高 次 モ ー ド と の カ ッ プ リ ン グ が 弱 い 。 3ナ ノ ジ ュ
ー ル （ 「 nJ」 ） と い う 大 き な エ ネ ル ギ ー を 有 す る 、 プ リ チ ャ ー プ さ れ た 入 力 パ ル ス の 場 合
、 フ ァ イ バ ー の 出 力 側 で は 140フ ェ ム ト 秒 （ 「 fs」 ） と い う 短 い パ ル ス が 生 成 さ れ る 。 そ
の よ う な シ ス テ ム は 、 イ ン ビ ボ の 多 光 子 顕 微 鏡 観 察 お よ び 内 視 鏡 観 察 な ど 、 フ ェ ム ト 秒 パ
ル ス の 送 達 と 蛍 光 の 収 集 と を 必 要 と す る 用 途 に 特 に 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 回 折 限 界 ビ ー ム で 生 成 す る フ ェ ム ト 秒 パ ル ス は 、 多 く の 科 学 技 術 分 野 で 重 要 な ツ ー ル と
な っ て い る 。 多 数 の 用 途 に お い て は 、 こ れ ら の パ ル ス を 、 光 フ ァ イ バ ー に よ り 数 メ ー ト ル
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の 距 離 を 介 し て 特 定 の 位 置 に 送 達 す る こ と が 望 ま し い 。 一 般 的 に は 、 ビ ー ム の 空 間 的 な 質
を 高 め る と も に 、 モ ー ド 間 分 散 に よ る 余 分 な 時 間 的 広 が り を 防 ぐ た め 、 単 一 モ ー ド フ ァ イ
バ ー （ 「 SMF」 ） を 使 用 す る 必 要 が あ る と 考 え ら れ て い る 。 し か し 、 SMFは コ ア サ イ ズ が 非
常 に 小 さ い （ < 5μ m） た め 、 数 ピ コ ジ ュ ー ル と い う 低 い パ ル ス エ ネ ル ギ ー で も 自 己 位 相 変
調 に よ る パ ル ス ス ペ ク ト ル の 広 が り が 生 じ 、 且 つ 、 分 散 に よ る 時 間 的 な 広 が り は 、 プ リ チ
ャ ー プ と い う 手 段 で 容 易 に 補 償 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 多 光 子 顕 微 鏡 観 察 （ Williams et al., Curr. Opin. Chem. Biol. 5:603 (2001)） な ど
の 用 途 に お い て 、 フ ェ ム ト 秒 パ ル ス の フ ァ イ バ ー 送 達 は 、 既 存 の 顕 微 鏡 の 設 計 を 改 善 で き
る 可 能 性 が あ る う え 、 よ り 重 要 な 点 と し て 、 生 物 学 の 基 礎 研 究 と 非 線 形 内 視 鏡 観 察 な ど の
臨 床 用 途 と の 両 方 に 役 立 つ 小 型 機 器 の 開 発 に つ な が る 可 能 性 が あ る 。 パ ル ス を フ ァ イ バ ー
に 伝 播 さ せ た 後 に パ ル ス 幅 を 保 つ に は 、 分 散 性 か つ 非 線 形 の 作 用 を 補 償 す る ま た は 最 小 に
す る 必 要 が あ る 。 フ ァ イ バ ー の 分 散 は 、 入 力 パ ル ス に 対 し て 適 切 な 周 波 数 チ ャ ー プ を 伝 え
る こ と に よ っ て 補 償 で き る 。 負 の チ ャ ー プ を し た パ ル ス の SMFに よ る 伝 播 が 発 明 さ れ （ Mya
ing et al., Opt. Express 7:210 (2000)） 、 そ の 出 力 パ ル ス の 幅 は パ ル ス エ ネ ル ギ ー に
対 し て 準 直 線 的 に 変 化 す る こ と が 見 出 さ れ た が 、 0.5 nJの パ ル ス エ ネ ル ギ ー で さ え も 出 力
パ ル ス 幅 は 0.5 psを 上 回 っ た 。 Athertonお よ び Reed（ Atherton et al., Proc. SPIE 3269
:22 (1998)） は 、 単 格 子 型 前 置 補 償 器 を 使 用 し て 、 0.7 nJと い う 大 き な エ ネ ル ギ ー の 100 
fsパ ル ス を 長 さ 3 mの フ ァ イ バ ー で 送 達 し た 。 2人 は 、 非 線 形 性 を 最 小 限 に す る た め 、 フ ァ
イ バ ー に よ る 補 償 量 を 上 回 る 量 だ け パ ル ス を 補 償 器 で 引 き 伸 ば し 、 さ ら に 、 正 の 分 散 ガ ラ
ス 部 品 を 追 加 で 用 い て パ ル ス の 持 続 時 間 を 最 初 の 値 近 く ま で 回 復 さ せ た 。 し か し 、 フ ァ イ
バ ー の 後 に 追 加 の ガ ラ ス 部 品 を 用 い る こ の 手 法 は 、 フ ァ イ バ ー を プ ロ ー ブ と し て 直 接 使 用
す る こ と が 意 図 さ れ る ケ ー ス に は 不 向 き で あ る 。 2本 の フ ァ イ バ ー と 6つ の プ リ ズ ム を 用 い
る 興 味 深 い 手 法 も 示 さ れ て い る （ Clark et al., Opt. Lett. 26: 1320 (2001)） 。 こ れ は
、 出 力 パ ル ス の 持 続 時 間 を 入 力 パ ル ス と ほ ぼ 等 し く す る た め 、 空 間 的 圧 縮 と 時 間 的 圧 縮 の
両 方 を 用 い る と い う も の で あ る 。 三 次 分 散 の た め 出 力 パ ル ス に は ひ ず み が 残 る が 、 パ ル ス
幅 は 負 に プ リ チ ャ ー プ の 適 用 に よ っ て 送 達 し た 場 合 よ り 大 幅 に 短 く な っ た 。 非 線 形 性 を 最
小 限 に す る 別 の 手 法 と し て は 、 コ ア サ イ ズ の 大 き い フ ァ イ バ ー を 使 用 し こ れ に よ り 有 効 な
非 線 形 性 を 低 減 す る と い う も の が あ る 。 し か し 、 単 一 横 モ ー ド を 保 つ た め 、 コ ア サ イ ズ を
大 き く し た ら コ ア と ク ラ ッ ド と の 屈 折 率 の 差 を 小 さ く す る 必 要 が あ り 、 こ れ は 曲 げ 損 失 を
急 速 に 増 大 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 最 近 開 発 さ れ た 微 細 構 造 フ ァ イ バ ー （ MF） に よ り 、 導 波 モ ー ド の 光 学 特 性 を 調 整 す る 新
し い 可 能 性 が 開 か れ た （ Birks et al., Electron. Lett. 31:1941（ 1995） and Knight et
 al., Science 282:1476 (1998)） 。 MFは コ ア と ク ラ ッ ド と の 屈 折 率 の 有 効 差 が 従 来 の フ
ァ イ バ ー と 比 較 し て 大 幅 に 大 き く 、 且 つ 、 小 さ な コ ア 径 で 観 察 さ れ た と こ ろ に よ れ ば （ Ra
nka et al., Opt. Lett. 25:796 (2001)） 、 フ ァ イ バ ー が マ ル チ モ ー ド と な る 条 件 下 で も
基 本 モ ー ド が 強 力 に 励 起 さ れ 、 す べ て の 意 図 お よ び 目 的 に つ い て SFMと し て 振 舞 う 。 さ ら
に 、 曲 げ 損 失 が 最 小 限 で あ る 。 し か し 、 こ の 単 一 モ ー ド の 挙 動 を 有 効 に 保 っ た ま ま コ ア を
ど こ ま で 大 き く で き る か に つ い て は ま だ 研 究 が な さ れ て い な い よ う で あ る 。 さ ら に 、 そ の
よ う な フ ァ イ バ ー は 、 入 力 の カ ッ プ リ ン グ 条 件 に 対 し て 大 き な 感 受 性 を 示 す こ と な く 、 自
由 空 間 か ら 基 本 モ ー ド へ の カ ッ プ リ ン グ が 容 易 に で き る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 当 技 術 分 野 に お け る こ れ ら の 問 題 を 解 決 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 の ひ と つ の 局 面 は 、 植 物 ま た は 動 物 の 特 定 組 織 内 の 疾 患 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る
。 こ の 方 法 は 、 特 定 の 植 物 ま た は 動 物 の 組 織 の 非 線 形 ま た は 多 光 子 の 同 時 活 性 化 を 促 進 す
る た め 、 フ ァ イ バ ー か ら の 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス を 送 達 す る の に 有 効 な 条 件
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下 で 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 照 射 の 少
な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 す る こ と に よ り 特 定 の 植 物 ま た は 動 物 の 組 織 を 活 性 化 す
る 段 階 を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 「 非 線 形 の 活 性 化 」 と い う 用 語 は 、 蛍 光 を も た ら し 得 る
ま た は も た ら し 得 な い 任 意 の 非 線 形 多 光 子 吸 収 過 程 、 お よ び 、 第 二 高 調 波 発 生 な ど 任 意 の
非 線 形 散 乱 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 「 非 線 形 信 号 」 と い う 用 語 は 、 （ 1） 非 線 形 多
光 子 吸 収 過 程 で 生 成 さ れ る 蛍 光 、 （ 2） 非 線 形 散 乱 、 お よ び ／ ま た は （ 3） 非 線 形 多 光 子 吸
収 過 程 で 生 成 さ れ る 非 蛍 光 信 号 を 意 味 す る 。 第 二 高 調 波 （ 「 SH」 ） 光 を 逆 方 向 に 集 光 す る
こ と は 、 逆 方 向 伝 播 す る SHを 直 接 生 成 で き る 、 コ ラ ー ゲ ン な ど 特 定 の 構 造 に よ り 可 能 で あ
る （ 参 照 に よ り そ の 全 部 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Zipfel et al., PNAS 100(12):70
75 (2003)） 。 順 方 向 SHも 、 組 織 に よ り （ 線 形 に ） 後 方 散 乱 さ せ 、 集 光 フ ァ イ バ ー で 収 集
す る こ と が で き る 。 生 成 さ れ た 信 号 （ 蛍 光 信 号 お よ び ／ ま た は 非 線 形 散 乱 信 号 ） は 、 送 光
フ ァ イ バ ー お よ び ／ ま た は 補 助 集 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 回 収 さ れ 、 次 に 、 特 定 の 植 物 ま た
は 動 物 の 健 常 組 織 を 励 起 さ せ る こ と に よ り 放 射 さ れ る 信 号 と 比 較 さ れ る 。 2つ の 信 号 に 何
ら か の 差 が あ る 場 合 は 疾 患 の 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造
マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー は 、 開 口 数 が 約 0.2以 上 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 植 物 ま た は 動 物 の 特 定 の 組 織 の 内 部 領 域 の 画 像 を 生 成 す る 方 法 に
関 す る 。 こ の 方 法 は 、 植 物 ま た は 動 物 の 特 定 の 組 織 の 内 部 領 域 の 同 時 多 光 子 活 性 化 お よ び
／ ま た は 非 線 形 活 性 化 を 促 進 し 、 且 つ 、 固 有 蛍 光 、 添 加 さ れ た コ ン ト ラ ス ト 増 強 蛍 光 体 が
発 す る 蛍 光 、 非 線 形 多 光 子 吸 収 過 程 で 生 成 さ れ る 非 蛍 光 信 号 、 お よ び ／ ま た は 非 線 形 散 乱
信 号 を 生 成 す る た め 、 フ ァ イ バ ー か ら の 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス を 送 達 す る の
に 有 効 な 条 件 下 で 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介
し て 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 す る こ と に よ り 特 定 の 植 物 組 織 ま た は 動 物
組 織 を 活 性 化 す る 段 階 を 含 む 。 フ ァ イ バ ー に よ り 送 達 さ れ る 活 性 化 照 射 を 走 査 し 、 且 つ 、
照 明 位 置 で 生 成 さ れ る 信 号 を 経 時 的 に 収 集 す る こ と に よ り 、 ラ ス タ ー 走 査 像 を 作 成 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 被 検 体 内 で 蛍 光 ま た は 他 の 非 線 形 信 号 を 検 出 お よ び 位 置 特 定 す る 方 法 に
関 す る 。 こ の 方 法 は 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を
介 し て 、 被 検 体 の 内 部 表 面 に 照 射 を 行 う 段 階 を 含 む 。 各 フ ァ イ バ ー は 開 口 数 が 約 0.2以 上
で あ り 、 且 つ 、 内 部 表 面 付 近 の 先 端 内 で 終 結 す る 。 照 射 は 、 内 部 表 面 内 で 分 子 の 同 時 非 線
形 活 性 化 を 生 じ さ せ 、 そ の 結 果 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ
ァ イ バ ー の 先 端 付 近 で 非 線 形 信 号 を 生 成 さ せ る の に 有 効 な 条 件 下 で 行 わ れ る 。 内 部 表 面 に
照 射 を 行 う 段 階 は 、 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス を 送 達 す る の に 有 効 な 条 件 下 で 、
少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 照 射 の 少 な く と
も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 貫 通 可 能 な 物 質 の 体 の 中 で 非 線 形 信 号 を 検 出 お よ び 位 置 特 定 す る
方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ
バ ー を 介 し て 、 貫 通 可 能 な 物 質 の 体 の 内 部 領 域 に 照 射 を 行 う 段 階 を 含 む 。 各 フ ァ イ バ ー は
開 口 数 が 約 0.2以 上 で あ り 、 且 つ 、 内 部 領 域 付 近 の 先 端 内 で 終 結 す る 。 ひ と つ の 態 様 に お
い て 、 照 射 は 、 内 部 領 域 内 で 蛍 光 体 分 子 の 同 時 多 光 子 吸 収 を 生 じ さ せ る の に 有 効 な 条 件 下
で 行 わ れ 、 そ の 結 果 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の
先 端 付 近 で 蛍 光 が 励 起 さ れ る 。 内 部 領 域 に 照 射 を 行 う 段 階 は 、 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出
力 パ ル ス を 送 達 す る の に 有 効 な 条 件 下 で 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ
ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 非 線 形 分 光 法 に よ り 疾 患 を 認 識 す る た め 、 多 光 子 吸 収 を 利 用 し て 、 高 い 空 間
分 解 能 で 非 線 形 信 号 を 生 じ さ せ 、 且 つ 、 組 織 お よ び ／ ま た は 添 加 さ れ た 蛍 光 体 の 固 有 蛍 光
を 励 起 さ せ る 。 こ の 目 的 に 最 も 有 用 な 固 有 組 織 蛍 光 は 、 励 起 に 紫 外 線 エ ネ ル ギ ー の 吸 収 を
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必 要 と す る 可 能 性 が 最 も 高 い 。 多 光 子 励 起 は 、 蛍 光 性 の 分 子 ま た は 構 造 が 2つ 以 上 の 光 子
を 同 時 吸 収 す る こ と に よ り 必 要 な 励 起 エ ネ ル ギ ー を 提 供 す る と い う 、 赤 外 線 照 明 の さ ら な
る 利 便 性 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 非 線 形 分 光 法 に よ り 疾 患 を 認 識 す る た め 、 多 光 子 照 明 を 利 用 し て 、 高 い
空 間 分 解 能 で 第 二 高 調 波 発 生 な ど の 非 線 形 散 乱 信 号 を 生 成 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 体 腔 ま た は 組 織 を 貫 通 す る 光 フ ァ イ バ ー を 介 し た 内 部 多 光 子 非 線 形 分 光 法 に つ い て 前 述
し た も の と 同 じ 利 点 は 、 蛍 光 性 で あ る か も し く は 蛍 光 性 に し て も よ い 他 の 貫 通 可 能 な 物 質
、 ま た は 、 非 線 形 散 乱 信 号 も し く は 他 の 非 線 形 信 号 を 生 成 す る 他 の 貫 通 可 能 な 物 質 の プ ロ
ー ビ ン グ に も 有 利 に 適 用 で き る 。 そ の よ う な 他 の 利 用 法 の い く つ か の 例 と し て は 、 食 品 、
天 然 も し く は 人 工 の ポ リ マ ー 構 造 （ 例 え ば コ ラ ー ゲ ン ゲ ル ま た は 足 場 ） 、 ま た は 多 孔 性 媒
質 な ど の 物 質 の プ ロ ー ビ ン グ 、 お よ び 、 蛍 光 を 利 用 し た 高 速 イ ン ビ ト ロ ス ク リ ー ニ ン グ の
用 途 な ど が あ る 。 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 薬 剤 候 補 物 質 を 同 定 す る た め の 高 ス ル ー プ ッ ト ア
ッ セ イ と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 貫 通 可 能 な 物 質 の 体 は 、 非 液 体 試 料 お よ び 液 体 試 料 を 含 ん
で い て も よ い 。 後 者 の 例 の 利 点 は 、 多 光 子 照 明 に よ り 、 IR光 を 用 い て 異 な る 蛍 光 体 を 効 率
的 に 同 時 励 起 で き （ 参 照 に よ り そ の 全 部 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Xu et al., PNAS 
93(20): 10763, (1996)） 、 し た が っ て 複 数 の 励 起 源 を 使 用 す る 必 要 が な い こ と で あ る 。
さ ら に 、 集 光 は 開 口 数 （ NA） の 4乗 （ す な わ ち 、 NA 2 ） に 比 例 す る こ と か ら 、 微 細 構 造 フ ァ
イ バ ー の 開 口 数 （ NA） が 大 き い （ 典 型 的 に  > 0.6） こ と に よ り 、 従 来 の 単 一 モ ー ド フ ァ イ
バ ー （ NA < 0.2） の 場 合 と 比 較 し て 、 フ ァ イ バ ー を 通 っ て 戻 る 信 号 を は る か に 効 率 的 に 収
集 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 多 光 子 励 起 の ひ と つ の 重 要 な 利 点 は 、 照 射 光 が ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び ミ オ グ ロ ビ ン に 吸 収
さ れ な い こ と 、 お よ び 、 事 実 上 他 の 一 般 的 な 組 織 構 成 要 素 に も 吸 収 さ れ な い こ と で あ る 。
ま た 、 組 織 に よ る 赤 外 線 の 散 乱 も 紫 外 線 波 長 の 線 形 散 乱 よ り 有 意 に 少 な い 。 し か し 、 内 視
鏡 蛍 光 お よ び 線 形 散 乱 分 光 法 に お け る 多 光 子 励 起 の 最 も 重 要 な 利 点 は 、 試 料 が 活 性 化 さ れ
る 有 効 な 集 光 量 を 良 好 に 規 定 し 高 度 に 局 在 化 で き る こ と で あ る （ 図 2） 。 こ の 理 由 は 、 蛍
光 の 2光 子 励 起 の 割 合 ま た は 第 ２ 高 調 波 信 号 の 発 生 の 割 合 が 照 度 の 2乗 に 比 例 し て い る こ と
に あ る 。 よ り 高 次 の 多 光 子 プ ロ セ ス に つ い て は 、 照 度 の 指 数 法 則 が 大 き く な り 、 例 え ば 3
光 子 励 起 で は 3乗 と な る 。 多 光 子 レ ー ザ ー 走 査 顕 微 鏡 で は 、 こ の 高 次 指 数 法 則 の 特 徴 に よ
っ て 、 共 焦 点 空 間 フ ィ ル タ リ ン グ で 除 外 す る 必 要 の あ る 焦 点 外 の 蛍 光 を 生 成 す る こ と な し
に 3次 元 の 分 解 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 同 様 の 照 射 条 件 は 、 特 定 の 適 し た 組 織 に お け る 第 二 高 調 波 お よ び 第 三 高 調 波 の 生 成 に も
適 し て い る 。 第 二 高 調 波 お よ び 第 三 高 調 波 は 、 レ ー ザ ー 照 射 光 波 長 の 正 確 に 2分 の 1お よ び
3分 の 1の 波 長 で そ れ ぞ れ 生 成 さ れ 、 固 有 の 蛍 光 性 と 共 に 利 用 し て 組 織 の 特 徴 付 け に 役 立 て
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 類 似 の 利 点 の ひ と つ は 、 内 視 鏡 組 織 蛍 光 に 適 用 す る 場 合 の よ う に 、 光 フ ァ イ バ ー を 通 じ
て 伝 送 さ れ る レ ー ザ ー 光 に よ っ て 励 起 さ れ る 蛍 光 多 光 子 に 関 す る も の で あ る 。 照 度 は 、 フ
ァ イ バ ー の 端 ま た は 任 意 の 集 光 レ ン ズ の 焦 平 面 か ら の 各 半 径 に お い て 、 ほ ぼ 同 量 の 力 を 有
す る １ 光 子 の 励 起 と 同 様 に 扇 形 に 展 開 す る が 、 励 起 蛍 光 は こ の 照 射 光 の 扇 形 展 開 に 従 わ な
い 。 単 一 モ ー ド の 光 フ ァ イ バ ー を 通 じ た 2光 子 励 起 の 場 合 、 蛍 光 の 分 布 は 、 フ ァ イ バ ー の
先 端 を 起 点 と す る ろ う そ く の 炎 に 似 た 形 状 で 、 フ ァ イ バ ー の 先 端 近 く に 局 在 化 す る 。 こ の
有 効 な 集 光 量 は 、 2光 子 励 起 の 照 度 の 2乗 の 空 間 分 布 に よ っ て 規 定 さ れ る 。 照 度 の 2乗 は 、
フ ァ イ バ ー 端 か ら の 距 離 の 4乗 に ほ ぼ 反 比 例 し て 急 激 に 減 少 す る た め 、 蛍 光 励 起 は 局 在 化
す る 。 図 3に 示 す よ う に 、 有 意 な 蛍 光 は 、 励 起 強 度 の 2乗 が 大 き い こ の 制 限 さ れ た 領 域 か ら
の み 放 射 さ れ る 。 有 効 な 集 光 量 を 光 フ ァ イ バ ー の 端 よ り 先 方 へ ず ら す た め 、 お よ び ／ ま た
は 多 光 子 励 起 の 利 点 を 失 う こ と な く 側 視 を 得 る た め 、 レ ン ズ 、 プ リ ズ ム な ど を 使 用 し て も
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よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の 効 果 に よ っ て 、 蛍 光 励 起 の 集 光 量 が 良 好 に 規 定 さ れ 、 且 つ 、 重 要 な 解 剖 学 的 構 造 を
分 析 す る の に 十 分 な 鮮 明 さ を 持 つ 有 用 な 空 間 分 解 能 が 得 ら れ る 。 例 え ば 、 結 腸 内 で は 、 約
5つ の 異 な る 層 が 識 別 で き る と 考 え ら れ る 。 内 皮 表 面 で は 、 陰 窩 の ア レ イ が そ の 領 域 を 覆
い 、 こ の ア レ イ は 陰 窩 底 部 を 閉 じ る 細 胞 層 で 終 結 し 、 そ の 後 、 平 滑 筋 お よ び 結 合 組 織 を 含
む 複 数 の 層 が 合 計 約 0.5 mmに わ た っ て 続 く 。 こ れ ら の 層 は 層 ご と に 異 な る 固 有 の 組 織 蛍 光
を 励 起 す る 多 光 子 レ ー ザ ー 走 査 顕 微 鏡 に よ っ て 容 易 に 分 析 さ れ る 。 し た が っ て 、 そ の よ う
な 層 お よ び 表 面 付 近 の 疾 患 に よ る 層 の 摂 動 は 、 組 織 蛍 光 の 内 視 鏡 分 光 法 に よ っ て 、 多 光 子
励 起 で 得 ら れ る 十 分 な 空 間 分 解 能 で 無 傷 の 組 織 内 で 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 多 光 子 励 起 に よ っ て 精 密 な 空 間 識 別 能 が 得 ら れ 、 且 つ 、 三 次 元 で 規 定 さ れ る 小
領 域 の 蛍 光 の 定 量 化 が 可 能 と な る 。 こ れ は 特 に 、 厚 い 細 胞 層 を 検 査 す る 際 に 重 要 と な る 。
こ の 場 合 、 フ ァ イ バ ー は 深 い 層 の 蛍 光 を 励 起 す る 多 光 子 を 観 察 お よ び 確 認 す る た め に 組 織
を 貫 通 さ せ て も よ く 、 こ れ に よ り イ ン サ イ チ ュ ー の 光 学 生 検 が 可 能 と な る 。 さ ら に 、 多 光
子 励 起 で は 背 景 蛍 光 お よ び 散 乱 ア ー チ フ ァ ク ト が 大 幅 に 低 下 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ピ コ 秒 以 下 の 高 パ ワ ー レ ー ザ ー パ ル ス の 同 時 送 達 と 、 生 成 さ れ た 蛍 光 の 収 集
と を 、 コ ア お よ び 開 口 数 が 大 き い 同 じ 微 細 構 造 光 フ ァ イ バ ー で 行 う こ と を 可 能 に す る 手 法
を 組 み 込 ん だ も の で あ る 。 こ れ ら の フ ァ イ バ ー は マ ル チ モ ー ド で あ る が 、 主 に 単 一 基 本 モ
ー ド で パ ル ス を 効 率 的 に 伝 播 で き る 。 フ ァ イ バ ー の 面 積 が 大 き い た め 、 シ ス テ ム の 入 力 部
で 単 純 な 分 散 補 償 の み を 用 い る こ と で 有 効 な 小 さ い 非 線 形 性 が 得 ら れ 、 こ れ に よ り 、 フ ァ
イ バ ー の 出 力 部 で パ ル ス 持 続 時 間 が シ ス テ ム へ の 入 力 パ ル ス の 持 続 時 間 と ほ ぼ 等 し く な る
よ う な 、 高 ピ ー ク パ ワ ー の レ ー ザ ー パ ル ス の 送 達 が 可 能 と な る 。 フ ァ イ バ ー の 開 口 数 が 大
き い こ と に よ り 、 ピ コ 秒 以 下 の レ ー ザ ー パ ル ス に よ り シ ス テ ム の 出 力 部 で 励 起 さ れ て 生 成
さ れ た 蛍 光 を 効 率 的 に 収 集 す る こ と が 可 能 と な る 。 そ の よ う な シ ス テ ム は 、 可 視 領 域 お よ
び 赤 外 領 域 に わ た る 広 い 波 長 範 囲 の 入 力 パ ル ス で 有 効 に 作 動 で き る 。 コ ア と ク ラ ッ ド と の
屈 折 率 差 が 比 較 的 大 き い こ と も 、 レ ー ザ ー 源 か ら の 入 力 パ ル ス を 微 細 構 造 フ ァ イ バ ー の 基
本 モ ー ド に 簡 単 に カ ッ プ リ ン グ す る こ と を 可 能 に す る 。 そ の よ う な シ ス テ ム は 、 フ ェ ム ト
秒 パ ル ス の 送 達 を 必 要 と す る 、 イ ン ビ ボ の 多 光 子 顕 微 鏡 観 察 お よ び 内 視 鏡 観 察 な ど の 用 途
に き わ め て 有 用 と な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 の ひ と つ の 局 面 は 、 植 物 ま た は 動 物 の 特 定 組 織 内 の 疾 患 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る
。 こ の 方 法 は 、 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス を 送 達 す る こ と 、 な ら び に 、 特 定 の 植
物 組 織 ま た は 動 物 組 織 の 同 時 多 光 子 励 起 を 促 進 し 、 且 つ 、 固 有 組 織 蛍 光 、 添 加 さ れ た コ ン
ト ラ ス ト 増 強 蛍 光 体 も し く は 蛍 光 性 薬 品 が 発 す る 蛍 光 、 お よ び ／ ま た は 第 二 高 調 波 な ど の
非 線 形 散 乱 信 号 を 生 成 す る こ と に 有 効 な 条 件 下 で 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造
マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 す る こ と に
よ り 特 定 の 植 物 組 織 ま た は 動 物 組 織 を 活 性 化 す る 段 階 を 含 む 。 次 に こ れ ら の 信 号 を 、 活 性
化 の 段 階 の 実 施 に 用 い た も の と 同 じ 条 件 下 で 特 定 の 植 物 ま た は 動 物 の 健 常 組 織 を 励 起 さ せ
る こ と に よ り 放 射 さ れ た 信 号 と 比 較 す る 。 信 号 が 、 同 じ 条 件 下 で 特 定 の 植 物 ま た は 動 物 の
健 常 組 織 を 活 性 化 さ せ る こ と に よ り 放 射 さ れ た 信 号 と 異 な る 植 物 ま た は 動 物 の 特 定 の 組 織
は 、 疾 患 の 可 能 性 が あ る も の と し て 同 定 さ れ る 。 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ
ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー は 、 開 口 数 が 0.2以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 特 性 を 説 明 す る た
め に 使 用 す る 「 開 口 数 」 （ 「 NA」 ） と い う 用 語 は 、 次 式 に 示 す よ う に 、 半 円 錐 角 で あ る フ
ァ イ バ ー の 受 光 角 （ 「 θ a 」 ） の 正 弦 値 と し て 定 義 さ れ る 。
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式 中 、 n 1 お よ び n 2 は そ れ ぞ れ コ ア お よ び ク ラ ッ ド の 有 効 屈 折 率 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 局 面
は 、 植 物 ま た は 動 物 の 特 定 の 組 織 の 内 部 領 域 の 画 像 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は
、 植 物 ま た は 動 物 の 特 定 の 組 織 の 内 部 領 域 の 同 時 多 光 子 活 性 化 を 促 進 し 、 且 つ 、 固 有 蛍 光
、 添 加 さ れ た コ ン ト ラ ス ト 増 強 蛍 光 体 が 発 す る 蛍 光 、 お よ び ／ ま た は 非 線 形 散 乱 信 号 を 生
成 す る た め 、 フ ァ イ バ ー か ら の 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス を 送 達 す る の に 有 効 な
条 件 下 で 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 照 射
の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 す る こ と に よ り 特 定 の 植 物 組 織 ま た は 動 物 組 織 を 活
性 化 す る 段 階 を 含 む 。 フ ァ イ バ ー に よ り 送 達 さ れ る 活 性 化 照 射 を 走 査 し 、 且 つ 、 照 明 位 置
で 生 成 さ れ る 信 号 を 経 時 的 に 収 集 す る こ と に よ り 、 ラ ス タ ー 走 査 像 を 作 成 す る こ と が で き
る 。 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー は 、 開 口 数 が 0.2以 上
で あ る 。 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス は 、 約 10～ 約 1,000フ ェ ム ト 秒 の パ ル ス 幅 で あ
っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 被 検 体 内 で 蛍 光 を 検 出 お よ び 位 置 特 定 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、
少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 、 被 検 体 の 内 部
表 面 に 照 射 を 行 う 段 階 を 含 む 。 各 フ ァ イ バ ー は 開 口 数 が 0.2以 上 で あ り 、 且 つ 、 内 部 表 面
付 近 の 先 端 内 で 終 結 す る 。 照 射 は 、 内 部 表 面 内 で 蛍 光 体 分 子 の 同 時 多 光 子 吸 収 を 生 じ さ せ
る の に 有 効 な 条 件 下 で 行 わ れ 、 そ の 結 果 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ
ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 先 端 付 近 で 蛍 光 励 起 が 生 じ る 。 内 部 表 面 に 照 射 を 行 う 段 階 は 、 照 射 の
少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス を 送 達 す る の に 有 効 な 条 件 下 で 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア
微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 す
る 段 階 を 含 む 。 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス は 、 約 10～ 約 1,000フ ェ ム ト 秒 の パ ル ス
幅 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 貫 通 可 能 な 物 質 の 体 の 中 で 蛍 光 を 検 出 お よ び 位 置 特 定 す る 方 法 に
関 す る 。 こ の 方 法 は 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を
介 し て 、 貫 通 可 能 な 物 質 の 体 の 内 部 領 域 に 照 射 を 行 う 段 階 を 含 む 。 各 フ ァ イ バ ー は 開 口 数
が 0.2以 上 で あ り 、 且 つ 、 内 部 領 域 付 近 の 先 端 内 で 終 結 す る 。 照 射 は 、 貫 通 可 能 な 物 質 の
体 の 中 で 分 子 の 非 線 形 活 性 化 を 生 じ さ せ る の に 有 効 な 条 件 下 で 行 わ れ る 。 ひ と つ の 特 定 の
態 様 に お い て 、 照 射 は 、 内 部 領 域 内 で 蛍 光 体 分 子 の 同 時 多 光 子 吸 収 を 生 じ さ せ る の に 有 効
な 条 件 下 で 行 わ れ 、 そ の 結 果 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ
イ バ ー の 先 端 付 近 で 蛍 光 励 起 が 生 じ る 。 内 部 領 域 に 照 射 を 行 う 段 階 は 、 照 射 の 少 な く と も
1つ の 出 力 パ ル ス を 送 達 す る の に 有 効 な 条 件 下 で 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ
ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー を 介 し て 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス を 誘 導 す る 段 階 を 含
む 。 照 射 の 少 な く と も 1つ の 入 力 パ ル ス は 、 約 10～ 約 1,000フ ェ ム ト 秒 の パ ル ス 幅 で あ っ て
も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る の に 好 適 な ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の 例
の 断 面 図 を 図 4お よ び 図 5に 示 す 。 具 体 的 に は 、 図 4に 、 コ ア 8、 気 孔 6、 コ ア 8を 支 持 す る ガ
ラ ス ウ ェ ブ 4（ 気 孔 6の 間 ） 、 お よ び 外 部 ク ラ ッ ド 2を 示 す 。 外 部 ク ラ ッ ド 2、 ガ ラ ス ウ ェ ブ
4、 お よ び コ ア 8は ガ ラ ス で あ り 、 気 孔 6は 空 気 で あ る 。 こ の フ ァ イ バ ー の ク ラ ッ ド の 有 効
屈 折 率 は n 2

2  ～  f + (1-f)n g l a s s
2 と な る 。 こ の 式 に お い て 、 fは コ ア 8の 周 囲 の 領 域 （ ガ

ラ ス ウ ェ ブ 4お よ び 気 孔 6） の 空 隙 率 （ air-lling fraction)で あ る 。 図 5に 、 そ の よ う な 微
細 構 造 フ ァ イ バ ー の ひ と つ の 具 体 的 な 態 様 の 端 部 の 画 像 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の ひ と つ の 形 態 は 、 生 体 体 腔 内 の 組 織 表 面 に お け る 多 光 子 非 線 形 内 視 鏡 分 光 法 を
利 用 す る も の で あ る 。 内 視 鏡 に よ る 低 分 解 能 で の 体 腔 内 部 表 面 の 観 察 お よ び 画 像 化 は 、 す
で に 標 準 的 な 医 療 手 技 と し て 十 分 に 確 立 さ れ て い る 。 光 フ ァ イ バ ー を 通 じ た 多 光 子 内 視 鏡
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自 己 蛍 光 分 光 法 に よ っ て 、 表 面 自 己 蛍 光 と 組 織 下 層 の 自 己 蛍 光 と を 分 離 す る こ と が で き る
。 将 来 的 な 改 善 の 可 能 性 は 数 多 く あ る 。 体 腔 の 内 視 鏡 観 察 で は 、 対 象 と す る 組 織 領 域 の 蛍
光 を 検 出 す る た め に 制 御 器 具 を 使 用 し て 進 行 方 向 を 定 め 、 観 察 部 位 を 特 定 し 、 光 フ ァ イ バ
ー の 焦 点 を 合 わ せ る こ と は 既 に 可 能 で あ る 。 内 視 鏡 観 察 に 多 光 子 蛍 光 励 起 の 利 点 を 生 か す
た め に 類 似 の 技 術 が 適 用 で き る 。 多 光 子 固 有 蛍 光 の 画 像 を 得 る た め に 、 フ ァ イ バ ー の 走 査
、 ま た は 、 個 々 の フ ァ イ バ ー も し く は 束 に し た ク ラ ス タ ー の 連 続 照 射 が 使 用 で き る と 予 想
さ れ る 。 本 発 明 の こ の 局 面 は 、 口 腔 、 結 腸 、 食 道 、 胃 、 腸 、 膀 胱 、 子 宮 、 膣 、 肺 、 卵 巣 、
お よ び 咽 喉 な ど の 体 内 の 管 で 組 織 の 蛍 光 を 画 像 化 す る の に 使 用 し て も よ い 。 そ の 結 果 、 紫
外 線 励 起 エ ネ ル ギ ー で 励 起 さ れ た 蛍 光 の 差 異 を 認 識 す る こ と に よ っ て 悪 性 疾 患 が 検 出 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 図 6A～ 6Cに 、 本 発 明 に 係 る 内 視 鏡 の 構 成 を 示 す 。 本 発 明 の こ の 態 様 で は 、 レ ー ザ ー 2が
レ ー ザ ー 照 射 光 Lを 生 成 し 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク フ ィ ル タ 4に よ っ て 光 フ ァ イ バ ー ア セ ン ブ リ 6
に 送 ら れ る 。 図 6Bに 光 フ ァ イ バ ー ア セ ン ブ リ 6を さ ら に 詳 し く 示 す 。 こ の 図 に お い て 、 レ
ー ザ ー 照 射 光 Lは レ ン ズ ／ 集 束 ア レ イ 8を 通 過 し 、 光 フ ァ イ バ ー 10dに 入 る 。 光 フ ァ イ バ ー 1
0a～ 10gは ケ ー ブ ル 12に 収 め ら れ 、 ケ ー ブ ル 12は 内 視 鏡 ヘ ッ ド ピ ー ス 14に 接 続 さ れ る 。 内
視 鏡 の 遠 位 端 は 、 患 者 Pの 口 腔 に 導 入 さ れ 、 こ の 場 合 は 食 道 で あ る 腔 Cに 通 さ れ る 。 内 視 鏡
の 遠 位 端 は 内 視 鏡 端 16お よ び 励 起 ／ 収 集 ユ ニ ッ ト 18で 終 結 し て い る 。 図 6Cに 、 励 起 ／ 収 集
ユ ニ ッ ト 18の 詳 細 を 示 し 、 レ ー ザ ー 照 射 光 Lは 光 フ ァ イ バ ー 10dを 通 過 し て 組 織 Tに 照 射 さ
れ る 。 そ の 結 果 、 組 織 Tは 光 フ ァ イ バ ー 10dの 先 端 部 で 蛍 光 を 発 し （ 図 2参 照 ） 、 こ の よ う
な 蛍 光 Fは 光 フ ァ イ バ ー 10a～ 10gに よ っ て 収 集 さ れ る 。 収 集 さ れ た 蛍 光 Fは 、 内 視 鏡 ヘ ッ ド
ピ ー ス 14、 光 フ ァ イ バ ー ア セ ン ブ リ 6（ レ ン ズ ／ 集 束 ア レ イ 8を 含 む ） 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク フ
ィ ル タ 4、 バ リ ア フ ィ ル タ 20を 順 に 通 過 し 、 分 光 器 お よ び ／ ま た は 画 像 検 出 装 置 22に 入 る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 形 態 は 、 光 学 生 検 針 ま た は 少 な く と も 1本 の 従 来 の 光 フ ァ イ バ ー で 組 織 自
体 を 貫 通 す る こ と に 基 づ く 。 こ の 用 途 で は 、 光 フ ァ イ バ ー の 末 端 部 で 組 織 の 自 己 蛍 光 を サ
ン プ リ ン グ す る た め に 、 光 フ ァ イ バ ー ま た は 光 学 生 検 針 を 組 織 自 体 に 挿 入 す る 。 フ ァ イ バ
ー は 、 必 要 に 応 じ て 組 織 に 挿 入 で き る 皮 下 注 射 器 の よ う に 機 能 し て も よ い 。 も し く は 、 光
フ ァ イ バ ー の 遠 位 端 は 、 画 像 化 す る 植 物 ま た は 動 物 の 組 織 の 表 面 に 接 触 す る よ う 構 成 し て
も よ い 。 多 光 子 励 起 に お い て は 、 蛍 光 が 励 起 さ れ る フ ァ イ バ ー 先 端 部 の 量 は 原 理 的 に 良 好
に 規 定 さ れ る 。 こ れ は 初 め の フ ァ イ バ ー を 取 り 巻 く フ ァ イ バ ー 束 に よ り 実 現 で き る 。 も し
く は 、 よ り 大 き な 量 を 照 射 す る フ ァ イ バ ー の 束 を 使 用 し て も よ い 。 乳 癌 ま た は 肝 癌 な ど 、
高 密 度 組 織 の 癌 の 生 検 で は 、 フ ァ イ バ ー の 挿 入 経 路 に 沿 っ て 蛍 光 を 探 索 で き る 。 一 般 的 に
、 時 間 が か か る 組 織 の 固 定 お よ び 染 色 手 順 が 必 要 と さ れ る 従 来 の 生 検 と は 対 照 的 に 、 多 光
子 励 起 蛍 光 分 光 法 を 使 用 し た 光 学 生 検 で は 、 プ ロ ー ブ を 患 者 の 体 内 に 挿 入 し 移 動 さ せ る 際
に 、 即 座 に 診 断 ス ペ ク ト ル デ ー タ が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 7A～ 7Cに 、 本 発 明 に 係 る 光 学 生 検 針 の 構 成 を 示 す 。 本 発 明 の こ の 態 様 で は 、 レ ー ザ ー
102が レ ー ザ ー 照 射 光 Lを 生 成 し 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク フ ィ ル タ 104に よ っ て 光 フ ァ イ バ ー ア セ
ン ブ リ 106に 送 ら れ る 。 図 7Bに 光 フ ァ イ バ ー ア セ ン ブ リ 106を さ ら に 詳 し く 示 す 。 こ の 図 に
お い て 、 レ ー ザ ー 照 射 光 Lは レ ン ズ ／ 集 束 ア レ イ 108を 通 過 し 、 光 フ ァ イ バ ー 110dに 入 る 。
光 フ ァ イ バ ー 110a～ 110gは ケ ー ブ ル 112に 収 め ら れ 、 ケ ー ブ ル 112は 光 学 生 検 針 の ヘ ッ ド ピ
ー ス 114に 接 続 さ れ る 。 光 学 生 検 針 （ す な わ ち 針 116） の 遠 位 端 は 、 患 者 Pの 皮 膚 を 通 し て
骨 盤 Eま で 進 め ら れ る 。 図 7Cに よ り 詳 し く 示 す よ う に 、 針 116の 内 部 で は レ ー ザ ー 照 射 光 L
は 光 フ ァ イ バ ー 10dを 通 過 し て 組 織 Tに 照 射 さ れ る 。 そ の 結 果 、 組 織 Tは 光 フ ァ イ バ ー 10dの
先 端 部 で 蛍 光 を 発 し （ 図 2参 照 ） 、 こ の よ う な 蛍 光 Fは 光 フ ァ イ バ ー 110a～ 110gに よ っ て 収
集 さ れ る 。 収 集 さ れ た 蛍 光 Fは 、 光 学 生 検 針 ヘ ッ ド ピ ー ス 114、 光 フ ァ イ バ ー ア セ ン ブ リ 10
6（ レ ン ズ ／ 集 束 ア レ イ 108を 含 む ） 、 ダ イ ク ロ イ ッ ク フ ィ ル タ 104、 バ リ ア フ ィ ル タ 120を
順 に 通 過 し 、 分 光 器 お よ び ／ ま た は 画 像 検 出 装 置 122に 入 る 。

10

20

30

40

50

(15) JP 2007-503851 A 2007.3.1



【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 形 態 は 、 フ ァ イ バ ー を 体 腔 の 内 部 表 面 に 到 達 さ せ る た め の 経 路 を 提 供
す る た め 患 者 の 体 腔 内 に 内 視 鏡 を 挿 入 す る と い う 組 み 合 わ せ で 使 用 し て も よ く 、 こ の 場 合
、 フ ァ イ バ ー は 組 織 内 に 挿 入 さ れ て そ の 連 続 層 を サ ン プ リ ン グ し て も よ い 。 例 え ば 、 結 腸
壁 で 腫 瘍 の 発 生 を 探 索 す る 場 合 、 そ の 組 織 に は 約 5つ の 層 が あ り 、 そ れ ぞ れ が 特 有 の 光 学
的 性 質 お よ び 自 己 蛍 光 を 有 す る 。 各 層 を 連 続 し て 光 学 的 に 探 索 す る こ と に よ っ て 、 各 層 を
識 別 で き 、 且 つ 確 認 で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 多 光 子 励 起 蛍 光 な ら び に 組 織 内 で 生 じ た レ ー ザ ー 励 起 の 第 二 高 調 波 お よ び 第 三 高 調 波 の
検 出 を 、 励 起 を 生 じ さ せ る 光 フ ァ イ バ ー と 、 単 一 モ ー ド 励 起 フ ァ イ バ ー の 先 端 付 近 で 励 起
し た 光 を 効 率 的 に 収 集 す る た め の 周 囲 を 囲 む フ ァ イ バ ー 束 ま た は 太 い 光 学 チ ュ ー ブ と を 通
じ て 、 内 視 鏡 観 察 お よ び 光 学 生 検 に よ っ て 達 成 し て も よ い 。 多 光 子 内 視 鏡 組 織 蛍 光 で は 、
発 光 は 光 収 集 光 学 部 品 に 最 も 到 達 し や す い フ ァ イ バ ー 先 端 の 付 近 に 限 局 さ れ る た め 、 単 一
光 子 励 起 と 比 較 し て 蛍 光 収 集 効 率 の 面 で 大 き な 利 点 が あ る 。 同 じ 利 点 は 光 学 生 検 に も 当 て
は ま る 。 本 発 明 は 複 数 の 異 な る 方 法 で 実 施 で き 、 そ れ に は 非 限 定 的 に 以 下 の も の が 含 ま れ
る ： 複 数 の 集 光 フ ァ イ バ ー に 囲 ま れ て い て も よ い 単 一 の 微 細 構 造 光 フ ァ イ バ ー を 介 し た 送
光 に よ る 非 撮 像 モ ダ リ テ ィ ； 追 加 の 複 数 の 集 光 フ ァ イ バ ー を 伴 う か ま た は 伴 わ な い 、 複 数
の 送 光 光 フ ァ イ バ ー を 用 い た 低 分 解 能 の 撮 像 ； NAの 大 き い 送 光 フ ァ イ バ ー （ 表 面 集 光 ） お
よ び 複 数 の 集 光 フ ァ イ バ ー の 両 方 に よ る 、 単 一 の 送 光 フ ァ イ バ ー の 走 査 お よ び 放 出 の 集 光
； ま た は 、 対 物 レ ン ズ を 介 し て 送 光 フ ァ イ バ ー か ら 出 た 後 の レ ー ザ ー ビ ー ム の 走 査 、 お よ
び 追 加 の 複 数 の 集 光 フ ァ イ バ ー を 伴 う か ま た は 伴 わ な い 送 光 フ ァ イ バ ー を 介 し た 集 光 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に 係 る 効 率 的 な 多 光 子 分 子 励 起 は 、 （ a） 非 常 に 強 く 、 局 所 的 、 且 つ 瞬 間 的 な 強
度 、 お よ び （ b） パ ル ス さ れ た レ ー ザ ー の 一 時 的 な 集 中 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 可 能
と な る 。 回 折 限 界 に 集 光 で き る 高 い 強 度 の 、 長 波 長 の 単 色 光 光 源 と し て は 、 各 パ ル ス の 持
続 時 間 が 約 100フ ェ ム ト 秒 （ 100 x 10 - 1 5 ） で 反 復 速 度 約 80 MHzの チ タ ン サ フ ァ イ ア ・ モ ー
ド ロ ッ ク 固 体 レ ー ザ ー な ど が あ る 。 多 光 子 励 起 お よ び 高 調 波 生 成 に 有 効 な 他 の レ ー ザ ー を
使 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 超 高 速 の パ ル ス は 、 内 視 鏡 ま た は 光 学 生 検 針 を 通 じ て 生 き た 植
物 も し く は 動 物 の 標 的 組 織 、 ま た は 組 織 標 本 に 照 射 さ れ る 。 回 折 限 界 に 集 光 さ れ る 、 持 続
時 間 が 非 常 に 短 い 強 い パ ル ス に よ っ て 大 き な 瞬 間 的 な 力 が 供 給 さ れ る た め 、 標 的 に 含 ま れ
、 通 常 は 波 長 の 短 い 高 エ ネ ル ギ ー の 単 一 光 子 （ 典 型 的 に は 紫 外 線 ） に よ っ て 励 起 さ れ う る
蛍 光 体 （ 蛍 光 色 素 ） が 、 レ ー ザ ー 源 か ら 出 た 波 長 の 長 い 光 子 を 2つ 同 時 に 吸 収 す る 可 能 性
が 十 分 高 く な る 。 こ の 吸 収 に よ っ て 蛍 光 体 分 子 内 で 2つ の 光 子 の エ ネ ル ギ ー が 結 合 さ れ 、
蛍 光 体 が 励 起 状 態 ま で 高 め ら れ る 。 蛍 光 体 が 通 常 の 状 態 に 戻 る と き に 光 が 放 射 さ れ 、 こ の
光 が 内 視 鏡 ま た は 光 学 生 検 針 を 通 じ て 適 切 な 検 出 器 ま で 戻 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 非 常 に 強 力 な 短 パ ル ス の 光 に よ る 蛍 光 体 の 多 光 子 励 起 に よ り 、 一 般 的 な 蛍 光 顕 微 鏡 技 術
で 、 背 景 識 別 力 が よ り 良 好 で 蛍 光 体 の 光 退 色 が よ り 少 な い 画 像 化 が 可 能 と な る 。 こ れ は 、
顕 微 鏡 内 で 供 給 さ れ る 集 束 照 射 光 が 、 標 本 を 通 過 す る 際 に 集 束 円 錐 を 形 成 す る た め で あ る
。 集 束 円 錐 の 頂 点 で 焦 平 面 に 到 達 す る す べ て の 光 は 、 蛍 光 体 で 吸 収 さ れ る ご く 一 部 を 除 い
て 、 発 散 円 錐 を 通 っ て 標 本 の 反 対 側 へ と 抜 け る 。 照 度 は 、 集 束 円 錐 と 発 散 円 錐 と で 形 成 さ
れ る く び れ 部 分 （ waist） に あ る 対 物 面 上 の 焦 点 部 位 で の み 標 本 発 光 体 の 多 光 子 吸 収 を 生
じ さ せ る の に 十 分 な 強 さ と な り 、 こ の 照 度 依 存 性 に よ り 、 焦 点 周 囲 の 小 さ な 局 所 領 域 内 で
の み 長 波 長 の 励 起 を 生 じ さ せ る こ と が 可 能 と な る 。 こ の 吸 収 は 、 高 速 、 強 力 で あ り 、 標 本
内 の 焦 点 以 外 の 部 位 で 長 波 長 光 の 適 度 な 平 均 照 度 を 維 持 す る 比 較 的 波 長 の 長 い フ ェ ム ト 秒
パ ル ス の 流 れ と い う 手 段 に よ っ て 実 現 さ れ る 。 そ の 結 果 、 焦 平 面 以 外 の 部 位 の 蛍 光 体 の 光
退 色 は 事 実 上 生 じ な い 。 長 波 長 光 の 1光 子 吸 収 は 無 視 で き る 程 度 で あ り 、 ま た 、 実 際 に は
時 間 平 均 照 度 は 標 本 の 全 深 度 に わ た っ て ほ ぼ 均 一 で あ る も の の 、 瞬 間 照 度 は 焦 平 面 以 外 の
部 位 で は 低 す ぎ る た め 、 感 知 可 能 な 2光 子 吸 収 お よ び 励 起 を 生 じ さ せ な い 。 こ の 効 果 に よ
り 、 生 細 胞 へ の 傷 害 も 大 幅 に 低 下 す る 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 で は 、 3次 元 分 解 能 を 得 る た め 、 励 起 光 の 波 長 の 2分 の 1と 重 複 す る か ま た は こ れ
を 上 回 る 波 長 に 1光 子 吸 収 の ピ ー ク を も つ 蛍 光 体 の 2光 子 励 起 を 利 用 し て も よ い 。 3光 子 励
起 の 場 合 は 、 1光 子 吸 収 の 波 長 が 励 起 光 の 波 長 の 3分 の 1と 重 複 す る よ う に す る 。 こ れ を 実
現 す る に は 、 例 え ば 可 視 赤 色 や 赤 外 線 領 域 な ど 比 較 的 波 長 が 長 く 、 高 い 瞬 間 出 力 を も つ 非
常 に 短 い パ ル ス の レ ー ザ ー 光 を 生 成 さ せ る 。 こ の 光 を 、 通 常 は 短 波 長 領 域 （ 例 ： 紫 外 線 照
射 ） の 1光 子 で 励 起 さ れ る 蛍 光 体 を 含 ん だ 標 本 に 照 射 し 、 2つ の 低 エ ネ ル ギ ー （ 赤 色 ） の 光
子 が そ の エ ネ ル ギ ー を 結 合 さ せ な け れ ば 1つ の 高 エ ネ ル ギ ー （ 紫 外 線 ） の 光 子 の 場 合 と 同
じ 励 起 が 生 じ な い よ う に す る 。 標 本 中 の 励 起 率 も 、 し た が っ て 蛍 光 率 も 、 入 射 光 強 度 の 2
乗 に 比 例 す る 。 集 光 し た 励 起 レ ー ザ ー 光 に お い て 、 長 波 長 の 入 射 光 は 標 本 内 の 焦 点 領 域 で
の み 蛍 光 体 を 励 起 す る の に 十 分 な 強 度 と な る 。 こ の 焦 点 は 、 焦 点 周 囲 の 選 択 し た 長 円 形 量
で の み 標 本 の 蛍 光 お よ び ／ ま た は 光 分 解 が 生 じ る よ う 、 標 本 内 で 位 置 を 調 整 し て も よ い 。
し た が っ て 、 本 発 明 に お い て は 、 長 波 長 の 励 起 光 の み が 標 本 を 通 過 す る 必 要 が あ り 、 こ の
長 波 長 の 光 は 、 非 常 に 小 さ な 領 域 内 で の み 蛍 光 を 励 起 す る の に 十 分 な 強 度 を も つ よ う 集 光
さ れ る 。 こ の 蛍 光 は 、 通 常 は 紫 外 線 で し か 吸 収 し な い 蛍 光 体 で も 発 生 す る 。 焦 点 は 標 本 内
で 選 択 的 に 位 置 決 め す る こ と が で き る た め 、 走 査 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 、 光 分 解 の い ず れ に お い
て も 3次 元 分 解 能 が 得 ら れ る 。 光 分 解 に は 、 光 分 解 で 放 射 さ れ て も よ い 、 光 子 に よ り 活 性
化 さ れ る 試 薬 の 光 分 解 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 必 要 な 励 起 強 度 は 、 例 え ば 、 赤 色 領 域 の ス ペ ク ト ル （ 例 え ば 約 700～ 1
000 nm） の 波 長 を 有 す る か 、 も し く は パ ル ス 幅 10 - 9 ～ 10 - 1 5 秒 で 便 宜 的 に は 反 復 速 度 が 約 8
0 MHzで あ る パ ル ス 光 を 生 成 す る 、 チ タ ン サ フ ァ イ ア モ ー ド ロ ッ ク レ ー ザ ー で あ っ て も よ
い 照 射 光 源 か ら 供 給 さ れ る 。 他 の 高 輝 度 パ ル ス レ ー ザ ー を 使 用 し て 、 例 え ば 赤 外 ま た は 可
視 赤 色 領 域 の 比 較 的 長 い 異 な る 波 長 の 光 を 生 成 し 、 こ れ に よ り 、 総 エ ネ ル ギ ー が 適 切 な 吸
収 エ ネ ル ギ ー バ ン ド と な る よ う 必 要 な 励 起 光 子 を 生 じ さ せ て も よ い 。 適 切 な 吸 収 エ ネ ル ギ
ー バ ン ド と は 、 通 常 は ス ペ ク ト ル 領 域 が こ の 入 射 光 の 波 長 の 約 半 分 の 波 長 を 有 す る 単 一 光
子 の 吸 収 に よ り 励 起 さ れ る ス ペ ク ト ル の 蛍 光 体 が 必 要 と す る エ ネ ル ギ ー で あ る 。 よ り 短 波
長 の 励 起 が 必 要 な 場 合 は 、 外 部 の 高 調 波 発 生 に よ り レ ー ザ ー 波 長 を 2、 3、 ま た は 4つ に 分
割 し て も よ い 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 750 nmの 可 視 赤 色 領 域 の 2つ の 光 子 に よ り 、 通 常 は 3
75 nmま た は そ れ 以 上 の 紫 外 領 域 の 光 を 吸 収 す る 蛍 光 体 が 励 起 さ れ 、 例 え ば 、 1070 nmの 赤
外 領 域 の 2つ の 光 子 に よ り 、 535 nmま た は そ れ 以 上 の 可 視 光 領 域 の 光 を 吸 収 す る 蛍 光 体 が
励 起 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の ひ と つ の 変 更 さ れ た 形 式 に お い て は 、 入 射 光 が 強 い 瞬 間 パ ワ ー と 異 な る 波 長 と
を 有 す る 2つ の 重 ね 合 わ せ パ ル ス 光 と な る よ う 、 単 一 波 長 の 光 源 を 2つ の 異 な る 波 長 の レ ー
ザ ー 光 源 で 置 き 換 え て も よ い 。 入 射 光 の 各 波 長 は 、 短 波 長 で 吸 収 性 を 示 す 蛍 光 体 を 励 起 す
る よ う 選 択 さ れ 、 こ れ は 以 下 の 式 で 表 さ れ る ：
　
　
式 中 、 λ a b s は 吸 収 体 の 短 い 波 長 、 λ 1 お よ び λ 2 は レ ー ザ ー 入 射 光 の 各 波 長 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 2光 子 励 起 に お い て 、 ～ 10 - 5 0 cm 4 sの 2光 子 断 面 積 δ 2 p で 与 え ら れ 、 パ ル ス パ ラ メ ー タ が
前 述 の と お り （ 反 復 速 度 80 MHzの 100 fsecパ ル ス ） で あ り 、 且 つ 開 口 数 NAの レ ン ズ で 光 が
集 光 さ れ る 場 合 、 平 均 パ ワ ー （ P 0 ） 約  50 mWの 入 射 レ ー ザ ー 光 に よ り 、 1蛍 光 体 1パ ル ス に
つ き 1吸 収 光 子 が 限 界 で あ る 蛍 光 体 の 蛍 光 出 力 が 飽 和 す る 。 1パ ル ス 1蛍 光 体 に つ き 吸 収 さ
れ る 光 子 数 n a は 以 下 の 関 係 に 従 う (Denk et al., Science, 248:73(1990)、 本 文 献 は 、 全
体 と し て 参 照 す る こ と に よ り 組 み 込 ま れ る 。 )
：
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式 中 、
　 　 τ は パ ル ス 持 続 時 間 、
　 　 fは 反 復 速 度 、
　 　 P 0 は 入 射 レ ー ザ ー の 平 均 パ ワ ー 、
　 　 δ は 光 子 吸 収 断 面 積 、
　 　 hは 2π × プ ラ ン ク 定 数 、
　 　 cは 光 速 、
　 　 Aは 集 光 レ ン ズ の 開 口 数
で あ る 。 た だ し 、 蛍 光 放 射 は パ ル ス 反 復 周 波 数 を 蛍 光 寿 命 の 逆 数 ま で 増 加 す る こ と に よ っ
て 増 強 で き る 。 こ れ は 典 型 的 に 次 式 で 表 さ れ る ：
　
　
　
比 較 と し て 、 1光 子 の 蛍 光 飽 和 は 約 3 mWの 入 射 光 パ ワ ー で 生 じ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 多 光 子 励 起 で 固 有 組 織 蛍 光 を 測 定 す る こ と に 加 え て 、 薬 物 の 蛍 光 を 利 用 し て 組 織 中 の 局
在 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ う し た 薬 物 は し ば し ば 特 定 の 組 織 構 造 ま た は 腫 瘍 な ど
の 疾 患 生 成 物 の 中 に 分 離 し て 存 在 す る 。 こ れ ら 薬 物 の 同 定 に 多 光 子 励 起 を 用 い る こ と が で
き る 。 多 く の 重 要 な 薬 物 は 紫 外 光 を 吸 収 し て 蛍 光 性 と な る 性 質 が あ り 、 し た が っ て 多 光 子
励 起 に よ り 効 率 的 に 励 起 さ れ る 。 し た が っ て 、 蛍 光 性 薬 物 の 選 択 的 分 離 ま た は 結 合 に よ り
提 供 さ れ る 標 識 付 け の 特 徴 と と も に 、 固 有 組 織 蛍 光 の 多 光 子 励 起 の 利 点 が す べ て 得 ら れ る
。 例 え ば 、 結 腸 炎 治 療 に 使 用 さ れ る 主 要 な 薬 物 で あ る 5-ア ミ ノ サ リ チ ル 酸 は 、 生 き た 結 腸
組 織 の 外 植 片 に お い て 同 薬 物 が 代 謝 さ れ る 際 に 結 腸 組 織 の 全 層 内 で 画 像 化 で き る 。 コ ラ ー
ゲ ン 、 ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （ NADH） 、 お よ び 他 の 構 造 に よ る 組 織 自 己
蛍 光 を 画 像 化 す る こ と に よ り 、 複 雑 な 組 織 構 造 に 対 し て 位 置 特 定 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 薬 物 の 多 光 子 励 起 に よ り 、 多 光 子 内 視 鏡 お よ び ／ ま た は 多 光 子 光 学 生 検 に よ る 組 織
内 の イ ン ビ ボ 観 察 も 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 蛍 光 色 素 を 含 む 光 活 性 剤 は 、 細 胞 お よ び 組 織 の 特 性 を 画 像 化 す る た め 多 光 子 顕 微 鏡 観 察
で 一 般 的 に 用 い ら れ る 。 適 切 な 光 活 性 剤 と し て は 、 例 え ば Ca 2 + 、 Mg 2 + 、 Na + 、 K + 、 ま た は H
+ な ど の 金 属 イ オ ン に 結 合 し た と き に 蛍 光 特 性 が 変 化 す る 有 機 分 子 な ど 、 多 光 子 励 起 で 励
起 さ れ る 色 素 が 含 ま れ る 。 DAPI（ 4',6-ジ ア ミ ジ ノ -2-フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル 、 ジ ヒ ド ロ ク ロ
ラ イ ド ） な ど 、 DNA二 重 鎖 に 結 合 す る 色 素 は 特 に 有 用 で あ る 。 多 く の こ の よ う な 色 素 が イ
ン ビ ボ の 適 用 に お い て 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ヒ ト を 含 む 生 き た 動 物 内 で 多 光 子 吸 収 内 視 鏡 分 光 観 察 に よ り 蛍 光 の 分 布 を 探 索 し 、 結 腸
炎 な ど の 炎 症 性 疾 患 の 識 別 お よ び そ の 治 療 経 過 の 観 察 を 行 う こ と が で き る 。 同 様 に 、 ア ミ
ノ レ ブ リ ン 酸 の 代 謝 産 物 で あ り 、 癌 細 胞 に 蓄 積 す る 蛍 光 性 の プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ン IXの 分 布
も 癌 の 検 出 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 NADH蛍 光 は 、 多 光 子 吸 収 内 視 鏡 分 光 観 察 で 検 出 で
き る 、 最 も 将 来 性 の あ る 癌 シ グ ナ ル で あ る 可 能 性 が あ る が 、 隣 接 組 織 中 で 同 様 に 蛍 光 性 を
有 す る コ ラ ー ゲ ン と 識 別 す る に は 多 光 子 吸 収 に よ り 空 間 的 に 位 置 特 定 す る 必 要 が あ る 。 特
定 の 組 織 お よ び 組 織 構 成 物 、 特 に 、 組 織 の 重 要 な 構 造 構 成 物 で あ り 多 く の 形 体 で 存 在 す る
コ ラ ー ゲ ン は 、 明 る い 干 渉 性 の 照 射 光 の 第 二 高 調 波 を 非 常 に 高 効 率 で 生 成 す る こ と が 以 前
か ら 知 ら れ て い る 。 第 二 高 調 波 の 照 射 光 は 波 長 が 基 本 照 射 光 の ち ょ う ど 半 分 で あ り 、 し た
が っ て 基 本 照 射 光 の 2倍 の 光 子 エ ネ ル ギ ー を 有 す る 。 同 様 に 、 第 三 高 調 波 の 照 射 光 は 波 長
が 基 本 照 射 光 の ち ょ う ど 3分 の 1で あ り 、 し た が っ て 光 子 エ ネ ル ギ ー は 3倍 で あ る 。 実 際 に
、 第 二 高 調 波 光 の 生 成 は 細 胞 の 顕 微 鏡 的 な 画 像 化 に 有 用 な 現 象 で あ る こ と が 示 さ れ て い る
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。 複 雑 な 組 織 内 で 第 二 高 調 波 お よ び 第 三 高 調 波 を 生 じ さ せ る の に 必 要 な 照 射 条 件 は 多 光 子
蛍 光 励 起 の 必 要 条 件 と 同 様 で あ る た め 、 コ ラ ー ゲ ン な ど の 組 織 に お い て 、 第 二 高 調 波 ま た
は 第 三 高 調 波 の 生 成 を 利 用 し て 固 有 組 織 蛍 光 の 多 光 子 励 起 を 補 う こ と が で き る 。 複 雑 な 組
織 内 で は 、 第 二 高 調 波 ま た は 第 三 高 調 波 は 広 い 角 度 か ら 高 頻 度 に 照 射 さ れ る た め 、 多 光 子
励 起 蛍 光 と と も に 検 出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 種 々 の 目 的 に 利 用 可 能 で あ る 。 例 え ば
、 被 検 者 の 当 該 領 域 に お け る 組 織 学 的 お よ び 臨 床 的 な 組 成 、 構 造 、 代 謝 状 態 、 な ら び に 活
力 度 を 決 定 す る こ と が で き る 。 も し く は 、 被 検 者 の 当 該 領 域 に お け る 、 生 理 的 お よ び 薬 理
的 な 刺 激 に 対 す る 機 能 的 反 応 、 な ら び に 疾 患 状 態 を 検 出 す る こ と が で き る 。 最 後 に 、 被 検
者 の 当 該 領 域 に お け る 、 組 織 蛍 光 お よ び 薬 物 蛍 光 の 励 起 ス ペ ク ト ル お よ び 発 光 ス ペ ク ト ル
、 光 度 、 蛍 光 寿 命 、 な ら び に 時 間 的 変 動 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に 、 説 明 し た フ ァ イ バ ー 送 達 シ ス テ ム は 、 従 来 の 多 光 子 顕 微 鏡 に フ ェ ム ト 秒 パ ル ス
を 送 達 す る の に も 有 用 で あ り 、 こ れ に よ り 、 顕 微 鏡 シ ス テ ム へ の モ ー ド 同 期 レ ー ザ ー の カ
ッ プ リ ン グ を 容 易 に す る と と も に 、 フ ェ ム ト 秒 レ ー ザ ー 源 の 配 置 の 制 限 を 緩 和 す る 。 こ の
実 現 方 法 は 、 フ ァ イ バ ー よ り 後 に 分 散 グ ラ ス を 必 要 と す る の で は な く 、 す べ て の 補 償 が フ
ァ イ バ ー よ り 前 に 実 施 さ れ る と い う 点 で 、 こ れ ま で に 提 唱 さ れ た 実 現 方 法 （ 例 え ば 、 参 照
に よ り そ の 全 部 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 米 国 特 許 第 5,995,281号 、 同 第 6,178,041号
、 お よ び 同 第 6,356,088号 ） と 異 な る 。 さ ら に 、 微 細 構 造 ラ ー ジ コ ア フ ァ イ バ ー で は 、 こ
れ ま で 可 能 で あ っ た も の よ り は る か に 高 い レ ー ザ ー パ ワ ー を 伝 達 す る こ と が で き 、 出 力 の
パ ル ス 持 続 時 間 も フ ァ イ バ ー へ の 入 力 時 と ほ ぼ 等 し い 。 ひ と つ の 特 定 の 態 様 に お い て 、 ラ
ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー は 、 照 射 の 少 な く と も 1つ の 出 力 パ ル ス を 従
来 の 多 光 子 顕 微 鏡 に 送 達 す る こ と を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 従 来 の 多 光 子 顕 微 鏡 に 連 結 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に は 種 々 の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー が 使 用 で き る 。
ひ と つ の 態 様 に お い て 、 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー は 、 ラ ー ジ コ ア ス
テ ッ プ イ ン デ ッ ク ス フ ァ イ バ ー で あ っ て も よ い 。 本 明 細 書 に お い て 、 「 ラ ー ジ コ ア ス テ ッ
プ イ ン デ ッ ク ス フ ァ イ バ ー 」 と い う 用 語 は 、 ラ ー ジ コ ア お よ び コ ア -ク ラ ッ ド ス テ ッ プ イ
ン デ ッ ク ス コ ン ト ラ ス ト が 大 き い 光 フ ァ イ バ ー を 意 味 す る 。 本 発 明 に 使 用 す る た め の 特 定
の ラ ー ジ コ ア ス テ ッ プ イ ン デ ッ ク ス フ ァ イ バ ー の 好 適 な 例 と し て は 、 エ ア 中 の シ リ カ ロ ッ
ド が あ る が 、 そ れ に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 本 発 明 に 使 用 す る の に 好 適 な 他 の ラ ー ジ コ
ア ス テ ッ プ イ ン デ ッ ク ス フ ァ イ バ ー の 例 と し て は 、 MM-HMA-35フ ァ イ バ ー （ Crystal Fibre
 A/S、 デ ン マ ー ク ） お よ び MM-HMA-25フ ァ イ バ ー （ Crystal Fibre A/S、 デ ン マ ー ク ） が あ
る が 、 そ れ に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 他 の 態 様 に お い て 、 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ
ー ド 光 フ ァ イ バ ー は 、 焦 点 合 わ せ ま た は 撮 像 を 増 強 す る た め 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の
種 々 の 装 置 と 末 端 で 連 結 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ
イ バ ー は 、 焦 点 合 わ せ 装 置 と 末 端 で 連 結 さ れ て も よ い 。 好 適 な 焦 点 合 わ せ 装 置 と し て は 、
フ ァ イ バ ー か ら の 照 射 の 出 力 パ ル ス を 送 達 す る た め の 焦 点 ボ リ ュ ー ム を 減 少 さ せ る の に 有
効 な 装 置 が あ る 。 好 適 な 焦 点 合 わ せ 装 置 の 例 と し て は レ ン ズ ま た は レ ン ズ シ ス テ ム が あ る
が 、 そ れ に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 別 の 実 施 例 と し て 、 ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー
ド 光 フ ァ イ バ ー は 、 走 査 装 置 が 照 射 の 出 力 パ ル ス の 非 線 形 活 性 化 焦 点 ボ リ ュ ー ム を 走 査 す
る こ と を 可 能 に す る 有 効 な 条 件 下 で 、 走 査 装 置 と 末 端 で 連 結 さ れ て も よ い 。 こ の 走 査 装 置
を 用 い て 、 画 像 生 成 技 術 （ 例 え ば レ ー ザ ー 走 査 撮 像 ） に よ る 画 像 生 成 を 容 易 に し て 、 被 検
体 の 画 像 を 生 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 超 短 パ ル ス モ ー ド 同 期 レ ー ザ ー か ら 出 力 さ れ た 照 射 を 顕 微 鏡 の 光 路 に カ
ッ プ リ ン グ す る 装 置 に も 関 す る 。 こ の カ ッ プ リ ン グ は 、 レ ー ザ ー に 続 く 少 な く と も 1つ の
ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド フ ァ イ バ ー に よ り 実 現 さ れ 、 レ ー ザ ー と フ ァ イ バ ー と の
間 に は 、 レ ー ザ ー パ ル ス に 負 の 分 散 を 印 加 す る 分 散 補 償 を 行 う た め の 装 置 を 含 む 光 学 配 置
が 設 け ら れ る 。 好 適 な 分 散 前 置 補 償 器 と し て は 、 必 要 な 負 の 分 散 を 生 成 す る の に 十 分 な 距
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離 だ け 離 れ た マ ル チ パ ス 格 子 対 、 お よ び ／ ま た は 、 微 細 構 造 光 フ ァ イ バ ー の コ ア に よ り 生
じ る 分 散 を 補 償 す る た め の 十 分 な 負 の 分 散 を 生 成 で き る 他 の 任 意 の 装 置 が あ る 。 ひ と つ の
態 様 に お い て 、 フ ァ イ バ ー の カ ッ プ リ ン グ は 、 顕 微 鏡 の 焦 点 面 に 無 走 査 の 非 線 形 活 性 化 を
も た ら す た め 、 顕 微 鏡 へ の 直 接 接 続 に よ り 実 現 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 顕 微 鏡 は レ ー
ザ ー 走 査 多 光 子 顕 微 鏡 で あ り 、 フ ァ イ バ ー は レ ー ザ ー 走 査 顕 微 鏡 の 走 査 装 置 を 介 し て パ ル
ス レ ー ザ ー 照 射 を 送 達 し 、 こ の 照 射 は 顕 微 鏡 の 焦 点 面 に 送 達 さ れ て ラ ス タ ー 走 査 像 を 生 成
す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 カ ッ プ リ ン グ は 、 少 な く と も 1つ の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ
モ ー ド フ ァ イ バ ー に よ り 実 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
実 施 例

 - ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 フ ァ イ バ ー を 介 し た ナ ノ ジ ュ ー ル フ ェ ム ト 秒 パ ル ス の 送 達
　 こ の 実 施 例 で は 、 ラ ー ジ コ ア MFを 介 し た フ ェ ム ト 秒 パ ル ス の 送 達 を 示 す 。 格 子 型 前 置 補
償 器 で 負 に プ リ チ ャ ー プ し た 100 fsの 入 力 パ ル ス を 、 コ ア 径 15μ mお よ び 25μ mの MFに カ ッ
プ リ ン グ し た 。 基 本 モ ー ド の 励 起 は 容 易 に 達 成 さ れ 、 且 つ 、 フ ァ イ バ ー を き つ く 曲 げ た と
き に も 高 次 モ ー ド へ の カ ッ プ リ ン グ は わ ず か し か 観 察 さ れ な か っ た 。 同 様 の 条 件 下 で 、 標
準 的 な SMFが 送 達 し た パ ル ス は 、 MFが 送 達 し た パ ル ス よ り 10倍 以 上 長 か っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 実 験 で は 、 標 準 的 な SMFお よ び 2種 類 の MF（ Crystal-Fiber A/Sよ り 市 販 さ れ て い る も の
） を 使 用 し た （ 図 5参 照 ） 。 第 一 の MF（ MF1） の パ ラ メ ー タ は 、 コ ア 径 15μ m； ピ ッ チ 11μ m
； 孔 径 6.6μ mで あ っ た 。 第 二 の MF（ MF2） は コ ア 径 25μ mで あ り 、 空 隙 率 は ほ ぼ 均 一 で あ っ
た 。 800 nmの 単 一 モ ー ド 用 に 設 計 さ れ た SMFも 使 用 し た 。 SMF お よ び MF1の 長 さ は 92 cm、 M
F2の 長 さ は 130 cmで あ っ た 。 コ ア の 小 さ い MFの 場 合 （ 参 照 に よ り そ の 全 部 が 本 明 細 書 に 組
み 入 れ ら れ る 、 Ranka et al., Opt. Lett. 25:796 (2001)） と 異 な り 、 こ れ ら の MFの 群 速
度 ゼ ロ の 波 長 は 、 本 質 的 に バ ル ク シ リ カ の 場 合 と 変 わ ら な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 中 心 波 長 800 nmの 100 fsの 入 力 パ ル ス を 、 チ タ ン ： サ フ ァ イ ア レ ー ザ ー （ Tsunami、 Spe
ctra-Physics） に よ り 繰 返 し 率 80 MHzで 生 成 し た 。 こ の レ ー ザ ー パ ル ス を 格 子 対 に 2回 通
過 さ せ る こ と に よ り 負 の 周 波 数 チ ャ ー プ を 印 加 し （ 参 照 に よ り そ の 全 部 が 本 明 細 書 に 組 み
入 れ ら れ る 、 Treacy, IEEE J. Quantum Electron. QE-5:454 (1969)） 、 10Xの 顕 微 鏡 対 物
レ ン ズ （ SMFお よ び MF1） ま た は 4X対 物 レ ン ズ （ MF2） で 集 束 さ せ る こ と に よ り 3つ の 各 フ ァ
イ バ ー に カ ッ プ リ ン グ さ せ た 。 カ ッ プ リ ン グ 効 率 は 、 MF1が 約 50%、 MF2が 60%で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 2光 子 検 出 器 に 基 づ く 自 己 相 関 器 に よ り パ ル ス の 持 続 時 間 を 測 定 し た （ 参 照 に よ り そ の
全 部 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Ranka et al., Opt. Lett. 22:1334 (1997)） 。 す べ
て の フ ァ イ バ ー に つ い て 、 平 均 パ ワ ー 5 mWで の 出 力 パ ル ス が 可 能 な 限 り 短 く な る よ う 、 格
子 間 距 離 を 調 整 し た 。 こ の 固 定 格 子 間 隔 を 維 持 し た ま ま 、 フ ァ イ バ ー に カ ッ プ リ ン グ し た
パ ワ ー の 関 数 と し て 出 力 パ ル ス の 幅 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 MFの パ ラ メ ー タ は 、 MFが 多 数 の 横 モ ー ド に 対 応 で き る こ と を 示 し て い る 。 入 力 カ ッ プ リ
ン グ の ア ラ イ メ ン ト ず れ が あ っ た 場 合 に は い く つ か の 高 次 モ ー ド へ の カ ッ プ リ ン グ が 観 察
さ れ た が 、 比 較 的 簡 単 に 専 ら 基 本 モ ー ド が 励 起 さ れ た 。 MF1の 出 力 ビ ー ム の 写 真 お よ び 強
度 分 布 を 図 8A～ 8Cに 示 す 。 強 度 分 布 の 断 面 は ガ ウ ス 関 数 に ほ ぼ 完 全 に フ ィ ッ ト し 、 励 起 さ
れ た モ ー ド が 専 ら 基 本 モ ー ド で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 最 後 の 結 論 は 、 長 い 距 離 に わ た っ
て 得 た 強 度 自 己 相 関 に よ っ て 裏 付 け ら れ た （ 図 9A） 。 中 心 ピ ー ク は 、 高 次 モ ー ド に 起 因 す
る 側 方 の ピ ー ク よ り 14倍 高 い 。 2つ の パ ル ス 間 の 遅 延 か ら 、 有 効 モ ー ド 群 屈 折 率 の 差 が 9.7
x10 - 4 で あ る と 計 算 さ れ た 。 こ の は る か に 弱 い 第 二 の パ ル ス は 出 力 ス ペ ク ト ル の 変 調 を も
た ら す （ 図 9B） 。 1 cmと い う 小 さ な 曲 げ 半 径 に よ る 適 度 な 曲 げ ま た は 捩 れ を フ ァ イ バ ー に
加 え て も 、 MF1の 出 力 モ ー ド に 対 す る 測 定 可 能 な 影 響 は 生 じ ず 、 ス ペ ク ト ル も ほ と ん ど 変
化 を 示 さ な か っ た 。 自 己 相 関 ト レ ー ス の 全 ピ ー ク が 低 下 す る と い う 事 実 は 、 摂 動 に よ り 生
じ る の が 高 次 モ ー ド へ の カ ッ プ リ ン グ で は な く 曲 げ 損 失 で あ る こ と を 示 し て い る 。 MF2の
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場 合 は 、 曲 げ に よ っ て 、 高 次 モ ー ド へ の カ ッ プ リ ン グ の 結 果 と し て 自 己 相 関 信 号 の ピ ー ク
値 が わ ず か に （ 5%未 満 ） 低 下 し た 。 し か し 、 変 化 が わ ず か で あ っ た こ と は 、 こ の カ ッ プ リ
ン グ が 弱 い こ と 、 お よ び 、 パ ワ ー の 大 部 分 が 基 本 モ ー ド に あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 カ ッ プ リ ン グ し た 入 力 パ ワ ー に 対 す る 出 力 パ ル ス 幅 の 依 存 度 を SMF、 MF1、 MF2に つ い て
測 定 し た 結 果 を 図 10に 示 す 。 2格 子 補 償 器 に よ る 三 次 分 散 の 補 償 が な い た め 、 低 い パ ワ ー
で も 、 出 力 パ ル ス は 入 力 パ ル ス よ り わ ず か に 長 く な っ て い る 。 明 ら か に 、 MFで は 、 特 に 高
い パ ワ ー に お い て 、 は る か に 短 い パ ル ス の 送 達 が 可 能 で あ る 。 MF1で は 、 パ ル ス エ ネ ル ギ
ー 2.5 nJで 300 fsと い う 短 い 出 力 パ ル ス が 生 成 さ れ た 。 こ れ は 、 標 準 的 な SMFに よ る 同 じ
エ ネ ル ギ ー で の 出 力 パ ル ス よ り 約 5倍 短 い 。 コ ア が よ り 大 き い MF2で は 、 パ ル ス エ ネ ル ギ ー
3 nJで （ 図 11） 、 持 続 時 間 140 fsと い う さ ら に 短 い 出 力 パ ル ス の 送 達 が 可 能 で あ っ た （ 図
10） 。 こ の 3種 類 の フ ァ イ バ ー に よ る 、 負 に プ リ チ ャ ー プ し た パ ル ス の 伝 播 を 、 標 準 的 な
非 線 形 シ ュ レ ー デ ィ ン ガ ー 方 程 式 モ デ ル で シ ミ ュ レ ー シ ョ ン し た 。 こ の 実 験 と 同 様 に 、 最
初 の 負 の チ ャ ー プ は 、 低 パ ワ ー で の 線 形 分 散 を 補 償 す る よ う に 設 定 し た 。 そ の 結 果 を 図 10
に 示 す （ 実 線 ） 。 SMF、 MF1、 お よ び MF2の 各 フ ァ イ バ ー 内 の ビ ー ム 径 を 、 そ れ ぞ れ 1.8μ m
、 6μ m、 お よ び 14μ mで あ る と 仮 定 す る と 、 各 ケ ー ス の フ ィ ッ ト が 最 良 と な っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 結 論 と し て 、 入 力 パ ル ス に 単 純 な 負 の チ ャ ー プ の み を 印 加 し て 比 較 的 エ ネ ル ギ ー の 高 い
フ ェ ム ト 秒 パ ル ス を 送 達 す る と い う 微 細 構 造 フ ァ イ バ ー の 可 能 性 が 実 験 的 に 示 さ れ た 。 MF
は マ ル チ モ ー ド の フ ァ イ バ ー で あ る が 、 実 質 的 に 単 一 モ ー ド の 様 式 で 機 能 で き 、 こ れ に よ
り 、 回 折 限 界 に 近 い 出 力 ビ ー ム を 出 す こ と が で き る 。 同 じ 条 件 下 に お い て MFで 送 達 し た パ
ル ス と 標 準 的 な SMFで 送 達 し た パ ル ス の 持 続 時 間 を 比 較 す る と 、 MFで は 10倍 以 上 短 い パ ル
ス を 送 達 で き る こ と が 示 さ れ る 。 さ ら に 、 こ の 種 の フ ァ イ バ ー で は NAが 大 き い た め 、 フ ァ
イ バ ー を 介 し て 蛍 光 を 効 率 的 に 回 収 す る こ と が 可 能 と な る 。 こ の こ と は 、 内 視 鏡 的 な 多 光
子 顕 微 鏡 観 察 、 お よ び 従 来 の 多 光 子 顕 微 鏡 に 対 す る フ ェ ム ト 秒 パ ル ス の フ ァ イ バ ー 送 達 に
有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 好 ま し い 態 様 を 詳 細 に 記 述 お よ び 説 明 し て き た が 、 当 業 者 に は 、 本
発 明 の 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 種 々 の 改 変 、 追 加 、 置 換 な ど が 可 能 で あ り 、 こ れ ら は 特
許 請 求 の 範 囲 で 規 定 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 内 に 入 る と み な さ れ る こ と が 理 解 さ れ る も の と 思
わ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 図 １ 】 先 行 技 術 に 基 づ い た 、 単 一 モ ー ド の 光 フ ァ イ バ ー か ら 放 射 さ れ る 紫 外 光 の 空 間 的
分 布 、 お よ び そ れ に 対 応 す る 自 己 蛍 光 を 示 す 斜 視 図 で あ る 。 こ こ で 、 照 射 の 強 度 の 減 衰 は
光 フ ァ イ バ ー 先 端 か ら の 距 離 の 2乗 に 反 比 例 す る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 に 基 づ い た 、 単 一 モ ー ド の 光 フ ァ イ バ ー か ら 放 射 さ れ る 2光 子 励 起 蛍 光 の
紫 外 光 の 空 間 的 分 布 を 示 す 斜 視 図 で あ る 。 こ こ で 、 照 射 光 の パ タ ー ン は 1光 子 励 起 と 同 様
で あ る 。 し か し 、 2光 子 励 起 の 割 合 が パ ル ス さ れ た 照 度 の 2乗 に 比 例 す る た め 、 蛍 光 強 度 は
フ ァ イ バ ー 先 端 か ら の 距 離 の 4乗 に ほ ぼ 反 比 例 し て 減 衰 し 、 蛍 光 の 励 起 が 高 度 に 局 在 化 さ
れ た 有 効 な 集 光 量 が 得 ら れ る 。 よ り 高 次 の 蛍 光 励 起 に つ い て は 、 直 径 の 大 き な 光 フ ァ イ バ
ー を 使 用 す る 場 合 は 有 効 な 集 光 量 の 鮮 明 さ が 低 下 し 得 る も の の 、 放 射 の 指 数 法 則 は さ ら に
強 く な り 、 例 え ば 、 3光 子 励 起 の 場 合 は 6乗 に 反 比 例 す る 。
【 図 ３ 】 フ ァ イ バ ー 出 力 の 2光 子 励 起 プ ロ フ ィ ー ル を ガ ウ ス 強 度 プ ロ フ ィ ー ル （ Gaussian 
Intensity Profile） で 示 し た も の で あ る 。 こ の 図 は 、 光 フ ァ イ バ ー の 出 口 を 起 点 と し て
、 光 フ ァ イ バ ー の 軸 に 沿 っ た 平 面 に つ い て 、 均 一 な 蛍 光 体 に よ る 2光 子 励 起 の 蛍 光 放 射 の
空 間 分 布 を 示 し た も の で あ る 。 使 用 さ れ た 微 細 構 造 フ ァ イ バ ー に と っ て 、 正 規 化 さ れ た 最
大 値 は 、 軸 に 沿 っ て 約 50マ イ ク ロ メ ー ト ル で 半 分 に 減 少 し 、 ま た 、 任 意 の 追 加 の 焦 点 光 な
し に 典 型 的 な 単 一 モ ー ド の フ ァ イ バ ー 出 口 の 半 分 の 最 大 値 半 幅 は 約 10μ mを 有 す る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の

10

20

30

40

50

(21) JP 2007-503851 A 2007.3.1



例 の 断 面 図 を 示 し た 略 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の ラ ー ジ コ ア 微 細 構 造 マ ル チ モ ー ド 光 フ ァ イ バ ー の
例 （ Crystal Fibre A/S［ デ ン マ ー ク ］ よ り 市 販 さ れ て い る も の ） の 断 面 図 を 示 し た 略 図
で あ る 。
【 図 ６ 】 本 発 明 に 係 る 内 視 鏡 の 配 置 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 本 発 明 に 係 る 光 学 生 検 針 の 配 置 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 微 細 構 造 フ ァ イ バ ー MF1の 出 力 部 の ビ ー ム プ ロ フ ィ ー ル で あ る ： デ ジ タ ル カ メ ラ
写 真 （ 図 8A） ； 強 度 分 布 （ 図 8B） ; 断 面 の ガ ウ ス フ ィ ッ ト （ 図 8C） 。
【 図 ９ 】 MF1へ の 平 均 パ ワ ー 100 mWに 対 す る 、 強 度 の 自 己 相 関 （ 図 9A） お よ び 出 力 パ ル ス
の ス ペ ク ト ル （ 図 9B） を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 出 力 パ ル ス の 幅 を フ ァ イ バ ー に 対 す る パ ワ ー の 関 数 と し て 示 し た 図 で あ る ： SM
F（ 四 角 ） 、 MF1（ 円 ） 、 お よ び MF2（ 三 角 ） の 3つ の 各 フ ァ イ バ ー の 測 定 値 、 な ら び に 各 フ
ァ イ バ ー の 理 論 値 （ 実 線 ） 。
【 図 １ １ 】 パ ル ス エ ネ ル ギ ー 3 nJに 対 す る 、 入 力 パ ル ス （ 灰 色 ） お よ び MF2か ら の 出 力 パ
ル ス （ 黒 色 ） の 干 渉 自 己 相 関 を 示 し た 図 で あ る 。
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】
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【 図 ６ Ｃ 】 【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】 【 図 ７ Ｃ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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