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Abstract Polarization-resolved second-harmonic-generation (SHG)microscopy is a powerful tool to visualize

distribution of collagen fiber orientation in tissue with little invasion. However, long image acquisition time,

resulting from mechanical rotation of a half-wave plate, makes this microscopy easy to suffer from motion artifact

of a sample and hence has limited its use to in vivo application. In this paper, we constructed rapid, polarization-

resolved SHG microscopy by combination of an electro-optics-modulator-based polarization modulation with

improved data acquisition method. The constructed SHG microscopy enables us to visualize orientation mapping

of dermal collagen fiber in rat skin in vivo without influence of motion artifact. This microscope will open the door

for in vivo measurement of collagen fiber orientation in tissue.
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1. は じ め に

コラーゲンは多細胞動物に見られる線維状のタンパク質

の集合であり，ほ乳類の総タンパク質量の 25％を占めて

いる．例えば，生体組織を超高層ビルに例えると，コラー

ゲンは鉄筋に相当し，その濃度や構造は生体組織の形態や

機械的特性を決定する上で，重要な役割を担っているi1j．

特に，線維状の高次構造を有するコラーゲンにとって，そ

の配向は重要である．例えば，アキレス腱はコラーゲン線

維が規則的に単一軸配向することにより極めて高い引張り

強さを実現している一方で，骨組織ではコラーゲン線維が

等方的メッシュ構造を持つことにより衝撃に対する機械的

強さを保っている．また，最外殻組織である皮膚の場合，

コラーゲン線維は真皮のみに含まれるが，乳頭層と網状層

で異なるコラーゲン配向を有することで，生体内部を保護

するプロテクターとしての機械特性を維持している．ま

た，真皮コラーゲンがアンチエイジングや皮膚美容の分野

でも注目されているのは周知の事実である．もしこのよう

なコラーゲン配向を定量的に評価できれば，生体組織内の

コラーゲン線維構造を詳細に知ることが可能となり，バイ

オメカニクスi2jを始めとした分野で重要知見を与えるで

あろう．さらに，このようなコラーゲン配向評価が非侵

襲・非接触・リモートに実現できれば，『生きたありのま

まの状態』のコラーゲン配向を可視化することが可能にな

り，コラーゲンが豊富に含まれる真皮や角膜などの臨床診

断への応用が期待できる．

組織学の分野では，染色法が広く用いられている．コ

ラーゲン観察の場合，ワンギーソン染色やアザン・マロ

リー染色を用いることにより，生体組織中のコラーゲン線

維を光学顕微鏡下で選択的に観察できるi3j．しかし，染

色法は組織生検が必要な侵襲的手法である上に，組織染色

像からコラーゲン線維の配向を定量的に評価することは困

難である．
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光学的手法は，非侵襲・非接触・リモートな生体計測を

可能にするが，コラーゲン計測という観点で考えた場合，

組織コラーゲンが有する構造複屈折性を利用すると，その

観測が可能になる．例えば，偏光顕微鏡や位相差顕微鏡を

用いると，コラーゲン構造を非染色で可視化できるが，対

象は組織切片に制限されるi4j．また，偏光感受型光コ

ヒーレンス・トモグラフィー（PS-OCT；polarization

sensitive optical coherence tomography）i5jを用いると，

コラーゲン分布を in vivoで可視化できるが，小さな複屈

折のためイメージ・コントラストは相対的に低い．一方，

非線形光学効果の 1 つである第 2 高調波発生光（SHG；

second-harmonic-generation）を用いると，コラーゲン分

布を in vivo かつ高コントラストで可視化できるi6, 7j．

SHG光は，超短パルスレーザー光によって実現される極

めて高い瞬時電場と物質の非線形相互作用により発生し，

生体構成物質の中ではコラーゲンから特異的に発生するこ

とが知られている．このようなコラーゲン固有の非線形光

学特性を用いることにより，非侵襲かつ選択的なコラーゲ

ン濃度分布の可視化が可能になる．例えば，円錐角膜とい

う疾病において角膜コラーゲン線維のメッシュ状構造が失

われることi8j，腱組織においてコラーゲン熱変性により

SHG強度が低下することi9j，血管外膜は主にコラーゲン

で構成されているのに対し，内膜はほとんどコラーゲンが

ないことi10jなどが確認されている．さらに，我々は，ヒ

ト真皮におけるコラーゲン線維を in vivo計測し，『生きた

ありのまま』の状態でコラーゲン濃度の 3次元分布を可視

化することに成功しているi11j．

一方，SHG 光の発生効率が，入射レーザー偏光とコ

ラーゲン配向の関係に依存する特徴を利用すると，コラー

ゲン配向の定量的マッピングも可能になる（偏光分解

SHG顕微鏡）．我々は，これまでに，各種組織サンプルの

コラーゲン配向やその分布を定量評価し，各種生体組織に

おいてコラーゲン配向分布が大きく異なることを確認して

いるi12, 13j．さらに，偏光分解 SHG顕微鏡を光老化性マ

ウス皮膚に適用し，シワ走行方向とコラーゲン配向が意義

深く平行であることを明らかにしているi14j．しかし，従

来の偏光分解 SHG顕微鏡では，入射レーザー光の偏光方

向を変化させながら複数枚の SHGイメージを逐次取得し

ていたため，モーション・アーチファクト（測定対象の拍

動や振動など）の影響を受け易く，in vivo計測への応用

が制限されてきた．

本論文では，高速偏光変調方式の導入とデータ取得方法

の改善により，モーション・アーチファクトの影響を受け

難い偏光分解 SHG顕微鏡の開発を行った．さらに，モー

ション・アーチファクトを有するラット皮膚の in vivo計

測に適用し，その有用性を確認したので報告する．

2. 測 定 原 理

2･1 SHG顕微鏡

フェムト秒（10−15秒）オーダーの超短パルスレーザー

光を対物レンズで生体組織に集光すると，光電場とコラー

ゲン分子の非線形相互作用により，入射レーザー光の一部

が波長変換され，入射レーザー光の半波長（あるいは 2倍

の周波数）の光が発生する．これが，生体 SHG 光であ

る．例えば，図 1 のように，超短パルスレーザー光を皮

膚に照射した場合，コラーゲンは真皮のみに分布している

ので，この SHG光から真皮コラーゲンの情報を抽出する

ことができる．この生体 SHG光は，電場強度が空間的に極

めて高くなる焦点近傍の限定されたスポット領域（直径<

数 μm）で発生するので，その焦点スポットをサンプル内

で 3次元走査することにより，高分解 3次元イメージング

を得ることが出来る．また，背景光（拡散反射光，蛍光な

ど）との分離が容易，良好な生体侵達性，熱的ダメージが

小さいなどの特徴も併せ持つ．そして，最も重要なこと

は，コラーゲン分子固有の非線形光学特性によってイメー

ジコントラストを得ているので，非染色かつ高コントラス

トでコラーゲン線維のみを選択的に可視化できる特徴であ

る．これらの特徴を利用することにより，生体組織におけ

る『生きたありのまま』のコラーゲンを可視化できる．

2･2 偏光分解 SHG顕微鏡

生体 SHG光強度は，コラーゲン線維の濃度分布のみな

らず，入射レーザー偏光方向とコラーゲン配向方向の関係

にも依存する．例えば，偏光方向とコラーゲン配向方向が

平行の場合には強い SHG光が観測されるが，両者が直交

すると SHG 光は極めて弱くなる．これは，SHG 光がコ

ラーゲンに含まれる発色団による発光ではなく，コラーゲ

ン分子固有の非中心対称性構造（ポリペプチド 3重螺旋構

造）による波長変換の結果であり，その構造軸の方向に敏

感であるためである．したがって，入射レーザー光の偏光

方向を回転させながら生体 SHG 光を取得することによ

田中佑治ほか：In vivoコラーゲン配向イメージング （39）

図 1 生体コラーゲン SHG顕微鏡

Fig. 1 Collagen-sensitive SHG microscopy.



り，コラーゲン配向の定量評価が可能になる．例えば，偏

光回転による SHG 光強度変化を極グラフ表示した SHG

レーダーグラフの長軸方向と楕円率から，コラーゲン配向

の方位と揃い具合を詳細に評価することが可能である（連

続偏光分解 SHG顕微鏡）i12, 13j．一方，より単純な方法

としては，水平と垂直の直線偏光のみを用い，各々の偏光

分解 SHG光強度のコントラストから，迅速にコラーゲン

配向情報を取得することも可能である（直交偏光分解

SHG顕微鏡）i14j．本論文では，in vivo計測に適した後者

の直交偏光分解 SHG顕微鏡の高速化に関して報告する．

直交偏光分解 SHG顕微鏡では，コラーゲン線維の配向

を定量的に評価する指標として，以下に示す SHG偏光異

方性 αを用いる．

α=
I−I

I+I
( 1 )

ここで，IVと IHは，垂直偏光と水平偏光のレーザー光を

入射した場合の SHG光強度である．この α値は±1の範

囲内の値をとり，正符号の場合は，垂直方向のコラーゲン

配向が優位，負符号では水平方向の配向が優位ということ

を示している．α＝ 0付近では，45°方向あるいは等方的

（完全ランダム）に配向していることを示している．また，

α値の絶対値は線維の配向度合を示しており，値が大きい

ほど，一方向によく揃って配向していることを表してい

る．

2･3 偏光分解 SHGイメージング

直交偏光分解 SHG顕微鏡を用いてコラーゲン配向マッ

プを取得するためには，垂直および水平の直線偏光レー

ザー光を入射した時の偏光分解 SHGイメージをそれぞれ

取得し，2枚の偏光分解 SHGイメージから，式( 1 )に基

づいて，αイメージを算出する．従来は，偏光回転光学素

子である 1Ú2波長板を機械的に回転させることにより，垂

直及び水平方向の偏光分解イメージを順次取得していた．

すなわち，図 2( a )のように，垂直偏光分解 SHGイメー

ジの全ピクセルデータ（強度値）を取得した後，偏光を回

転させ，水平偏光分解 SHGイメージの全ピクセルデータ

を取得する方法をとっていた．しかし，この手法では，2

枚の偏光分解イメージを取得する間に，機械的偏光回転の

ための待ち時間（数秒程度）が必要になる．動きのない測

定対象（例えば，組織切片）の ex vivo計測では，このよ

うな計測手法でも問題ないが，ヒトの in vivo計測のよう

に動きのある場合にはモーション・アーチファクトの問題

が生じてくる．正確な αイメージを取得する為には，2枚

の偏光分解 SHGイメージの測定部位を単一ピクセル単位

で一致させる必要があるが，偏光回転の間，測定部位の動

きを単一ピクセル（数 μm）内で抑制するのは不可能であ

る．その結果，2枚の偏光分解 SHGイメージ間でピクセ

ル間の対応が取れず，モーション・アーチファクトの影響

を大きく受けてしまう．

このような問題を避けるためには，図 2( b )のようにピ

クセル毎に垂直および水平の偏光分解 SHG強度値を連続

取得し，その繰り返しによって 2 枚の偏光分解 SHG イ

メージを取得する必要がある．もし，十分に高速（kHz

オーダー）な直交偏光のスイッチングが実現できれば，

少々動きのあるサンプルでもピクセル間の対応が取れ，

モーション・アーチファクトの影響を抑えることが可能と

なる．その結果，偏光分解 SHGイメージングが in vivo計

測に拡張できるであろう．しかし，機械的偏光回転では高

速偏光スイッチングが不可能である．そこで，高速偏光変

調を実現するための手段として，電気光学変調器（EOM）

に着目したi15j．EOMを利用すれば，最大で MHzオー

ダーの電気的偏光変調が可能になり，この問題を解消でき

る．本研究では，EOMを偏光変調光学素子として用い，

図 2( b )に示したようなデータ取り込みを実行することに

より，モーション・アーチファクトの影響を受けない高速

偏光分解 SHG顕微鏡の開発を行った．

2･4 実験装置

図 3に，開発した高速・直交偏光分解 SHG顕微鏡の装

置構成を示す．SHG顕微鏡は，レーザー走査型顕微鏡と

同様な構成を有しているが，唯一の違いはレーザー光源と

生体医工学 51巻 1号（2013年 2月）（40）

図 2 直交偏光分解 SHGイメージングにおけるピクセルデー

タの取り込み方法．( a )機械式偏光回転に基づいた従来

法と( b )高速偏光変調による提案手法．

Fig. 2 Acquisition method of pixel data in orthogonally

polarization-resolved SHG imaging. ( a ) Conventional

method based on mechanical rotation of a half-wave

plate and ( b ) proposed method based on rapid

polarization modulation.



してフェムト秒パルスレーザーを用い，サンプルで波長変

換された SHG 光を検出している点である．我々の SHG

顕微鏡の特徴は，生体透過性の良好な 1250 nm帯フェム

ト秒 Cr：Forsteriteレーザー（繰返し周波数 73 MHz，パ

ルス幅 100 fs）を光源とすることにより，表皮越しの真皮

コラーゲン計測が可能な程度の測定可能深度を実現してい

る点である．顕微鏡の詳細は先行文献に示されているので

i11, 13j，簡単な装置説明と主要な変更点を示す．

レーザー光は，プリズム対（後述），EOM（後述），ガ

ルバノミラー，リレーレンズを通り，対物レンズ（N.A.＝

0.9，倍率 50 倍，作動距離 350 μm，油浸）によりサンプ

ルに集光される．サンプルに照射するレーザーパワーは

28 mWに設定した．サンプル内で発生し後方散乱された

SHG光は，同じ対物レンズで集められた後，ハーモニッ

クセパレータ（反射波長：705 nm以下）およびバンドパ

スフィルター（透過波長：625 nm）によって拡散反射光

から分離抽出され，光電子増倍管で検出される．ガルバノ

ミラーを用いて，サンプル上の焦点スポットを 2次元走査

することにより，SHGイメージを高速取得する．本装置

を用いることにより，300 μm×300 μm あるいは 500

μm×500 μmのイメージ領域（256ピクセル×256ピクセ

ルまたは 128ピクセル×128ピクセル）を計測時間 2秒で

取得でき，面内方向および深さ方向の空間分解能は 1 μm

である．

従来の偏光分解 SHG顕微鏡からの第 1の変更点は，高

速偏光スイッチングのための EOMの導入である．EOM

とは，電気光学効果により，印加電圧に比例した複屈折を

生じる結晶によって構成されているi15j．ここで，その複

屈折量が入射レーザー波長の 1Ú2となるように印加電圧を

調整すると（半波長電圧），レーザー偏光を 90度回転させ

ることが可能になる．したがって，印加電圧を半波長電圧

でパルス駆動することにより，水平及び垂直の高速偏光ス

イッチングが可能になる．今回は，半波長電圧 160 V お

よび周波数 32,768 Hzでパルス駆動することにより，高速

偏光スイッチングを行った．

ここで，注意しなければならないのは，パルスレーザー

光が厚い EOM 結晶（120 mm）を伝搬すると，EOM 結

晶材料固有の屈折率分散（正）の影響を大きく受け，出射

後のパルス幅がかなり拡がってしまうことである（1000

fs）．このようなパルス拡がりによるピーク電場強度の低

下は，SHG発生効率を低下させ，測定時間短縮の障害と

なる．そこで，EOMが有する正の屈折率分散を相殺する

よう，プリズム対i16jを用いて負の屈折率分散を予め与え

ることにより，トータル分散がゼロとなるよう分散補償を

行った．その結果，EOM透過後でも，100 fsのパルス幅

が保たれている．

第 2の変更点は，図 2( b )に示すようなイメージ・デー

タ取り込みを実現するため，EOM印加信号，ガルバノミ

ラー駆動信号，およびデータ取り込みタイミング信号の同

期を取っていることである．まず，高速軸のガルバノミ

ラーを図 4に示すように，階段波形状の信号（周波数 128

Hz，振幅：2 V，階段数：256）で駆動する．ここで，ガ

ルバノミラー駆動電圧が一定に保たれる間（30 μs）に，

垂直偏光から水平偏光に高速偏光スイッチングを行う必要

があるので，EOMを 32,768 Hzでパルス駆動する．さら

に，垂直偏光と水平偏光の SHG光強度を連続取得するた

めに，データ取り込みタイミング信号の周波数を EOMパ

ルス周波数の 2 倍（65,536 Hz）とした．最終的に，連続

取得データ列を，垂直偏光分解 SHGイメージと水平偏光

分解 SHG イメージに分割する．このようなタイミング

チャートで計測することにより，モーション・アーチファ

田中佑治ほか：In vivoコラーゲン配向イメージング （41）

図 3 実験装置．EOM：電気光学変調器，PMT:光電子増倍

管．

Fig. 3 Experimental setup. EOM: Electro-optic modulator,

PMT: photomultiplier.

図 4 EOM駆動信号，ガルバノミラー駆動信号（高速軸），お

よびデータ取り込み用タイミング信号のタイミング

チャート．

Fig. 4 Timing chart of driving signals for EOM and galvano

mirrors and timing signals for data acquisition.



クトが存在しても，ピクセル間の対応が取れた αイメー

ジの取得が可能になる．

3. 実 験 方 法

3･1 試料

本研究では，ヒト腓骨筋腱（切片試料）の ex vivo計測

とラット皮膚の in vivo計測を行った．ヒト腓骨筋腱は，

コラーゲン線維が単一軸方向によく揃って配向しているた

めi17j，コラーゲン配向が既知のサンプルとして用いるこ

とで，開発装置のコラーゲン配向計測に関する基本特性を

評価した．ラット皮膚では，in vivo 計測におけるモー

ション・アーチファクトに対する有効性を確認するため，

wistar系ラットを用いて動物実験を行った．動物実験お

よび動物サンプルの準備に関しては，「研究機関における

動物実験等の実施に関する基本指針（平成 18年 6月 1日

文部科学省告示）」を遵守すると同時に，大阪大学大学院

基礎工学研究科動物実験倫理委員会の承認を得た．

3･2 計測方法

まず，ヒト腓骨筋腱切片を用いた ex vivo計測では，コ

ラーゲン線維配向が垂直方向，水平方向，45°方向の 3方

向に向くようサンプルを配置した場合の偏光分解 SHGイ

メージングにより特性評価を行った．次に，ラット皮膚に

おける in vivo 計測は全身麻酔下で行った．計測風景を

図 5に示す．計測前に，イソフルランによる吸入麻酔下

（導入濃度 4-5％）で，メデトミジン（ドミトール 0.15

mgÚkg），ミダゾラム（ドルミカム 2 mgÚkg），ブトル

ファノール（ベトルファノール 5 mgÚkg）の三種混合薬

を腹腔内投与し，全身麻酔を施した．その後，ラット背部

の一部をハサミで剃毛した後，除毛クリームによって脱毛

する．全身麻酔下でも，心拍や血液循環によりラット皮膚

は拍動しており，これがモーション・アーチファクトの原

因となる．このモーション・アーチファクトの影響を確認

するため，まず従来の機械的偏光回転に基づいた直交偏光

分解 SHG顕微鏡を用いて，ラット皮膚の in vivo計測を

行った．次に，電気的偏光変調に基づいた高速・直交偏光

分解 SHG顕微鏡を用いてイメージングを行った．

4. 結 果 と 考 察

4･1 単一軸配向サンプルの ex vivo計測

図 6は，電気的偏光変調に基づいた偏光分解 SHG顕微

鏡による 3方向に向けられて配置したサンプルの垂直偏光

分解 SHG イメージ，水平偏光分解 SHG イメージ，およ

び αイメージを示している（イメージ領域：300 μm×300

μm，ピクセル数：128ピクセル×128ピクセル）．いずれ

のサンプルにおいても，垂直偏光分解 SHGイメージと水

平偏光分解 SHG イメージの間に大きな相違は見られな

い．一方，αイメージでは明確な違いが確認できる．例え

ば，垂直方向に向けられたサンプルでは，全体的に α値

が正符号の青色イメージとなっており，これは垂直配向が

優位であることを示している．一方，水平方向に向けられ

たサンプルでは，全体的に α値が負符号の赤色イメージ

となっており，これは水平配向が優位であることを示して

いる．さらに，45°方向に向けられたサンプルでは，青色

（正符号）と赤色（負符号）が入り混じって全体的に白色

の中立的な分布となっている．これは，図 7に示した従

来の機械的偏光回転に基づいた偏光分解 SHG顕微鏡によ

る結果（イメージ領域：300 μm×300 μm，ピクセル数：

256ピクセル×256ピクセル）と一致しており，実際のコ

ラーゲン配向とも良く一致していることがわかる．これら

の結果から，EOMを用いた高速・直交偏光分解 SHG顕

微鏡によって，サンプルのコラーゲン配向が正確に計測で

きていると言える．

4･2 ラット真皮コラーゲン配向の in vivo計測

図 8( a )は，従来の機械的手法によって取得された垂直

偏光分解 SHG イメージ，水平偏光分解 SHG イメージ，

および α イメージを示している（イメージ領域：500

μm×500 μm，ピクセル数：256 ピクセル ×256 ピクセ

ル）．両偏光分解 SHG イメージに注目すると，イメージ

が所々で歪んでいる様子（黄色矢印部分）が確認できる．

これは，毎秒 1回程度のラット拍動に対して，イメージ取

得時間が 2 秒／枚であるので，1 枚の偏光分解 SHG イ

メージを取得する間に 2回程度のモーション・アーチファ

クトの影響を受けるためである．さらに，垂直偏光分解

SHGイメージを 2秒で取得後，機械式偏光回転のための

待ち時間（6秒程度）を挟み，垂直偏光分解 SHGイメー

ジを 2 秒で取得するため，両イメージ間でモーション・

アーチファクトの影響の様子が異なる．その結果，モー

ション・アーチファクトによる歪みの様子が，垂直偏光分

解 SHGイメージと水平偏光分解 SHGイメージで異なっ

ている．モーション・アーチファクトの寄与が異なる 2枚

の偏光分解 SHGイメージから αイメージを算出すると，

ピクセル間の対応が取れず，極端な青色部分（垂直偏光）

生体医工学 51巻 1号（2013年 2月）（42）

図 5 計測風景

Fig. 5 Scene of experiment.



と赤色部分（水平偏光）が混在した αイメージになって

しまう．このような αイメージは，実際のコラーゲン配

向を正しく反映しておらず，in vivo計測が不可能である

ことを示している．

一方，図 8( b )は今回開発した顕微鏡を用いた結果を示

しており，垂直および水平の偏光分解 SHGイメージに注

目すると，図 8( a )と同様に，イメージが歪んでいる様子

が確認できる．しかし，各ピクセル毎に垂直偏光分解

SHG光強度と水平偏光分解 SHG光強度を高速連続取得し

てイメージを形成しているので（トータル計測時間 2秒），

垂直偏光分解 SHGイメージと水平偏光分解 SHGイメー

ジでモーション・アーチファクトの影響が同じように現れ

ている．これにより，ピクセル間の対応が取れ，コラーゲ

ン配向を正確に反映した αイメージの取得が可能になる．

例えば，モーション・アーチファクトの影響を受けたイ

メージ領域（黄色矢印部分）でも，他の部分と同様なコ

ラーゲン配向分布が得られている．また，毛穴周辺のコ

ラーゲン線維は毛穴に取り囲むように配向しているが，α

イメージにおいても，毛穴の左右は垂直配向（青色），上

下は水平配向（赤色）が優位な結果が得られている（黒色

矢印部分）．これらの結果から，高速・直交偏光分解 SHG

顕微鏡による in vivo計測が可能であることが分かる．な

お，ここで示されているイメージは，SHG顕微鏡が有す

る 3次元空間分解能により，焦点近傍（皮膚表面から深さ

100 μm）の約 1 μmの深さ分解能で光学的に切り出された

（オプティカル・セクショニングされた）ものである．

5. お わ り に

本論文では，簡便にコラーゲン配向情報が取得可能な直

交偏光分解 SHG顕微鏡に対して，EOMによる高速偏光

変調方式を導入すると共に，2枚の偏光分解 SHGイメー

ジ間でピクセル間の対応が取れるようにデータ取得方法を

田中佑治ほか：In vivoコラーゲン配向イメージング （43）

図 7 従来の機械的偏光回転法用いた単一軸配向サンプル（ヒ

ト腓骨筋腱切片）の直交偏光分解 SHG イメージ（左：

垂直偏光分解 SHGイメージ，中：水平偏光分解 SHGイ

メージ，右：αイメージ）．

Fig. 7 Orthogonally polarization-resolved SHG imaging of

sliced human peroneal tendon with uniaxial orienta-

tion of collagen fiber using conventional method based

on mechanical rotation of a half-wave plate (left :

Vertically polarization-resolved SHG image, middle :

horizontally polarization-resolved SHG image, and

right : α image).

図 8 モーション・アーチファクトを有するラット皮膚の in

vivo 直交偏光分解 SHG イメージ（左：垂直偏光分解

SHG イメージ，中：水平偏光分解 SHG イメージ，右：

αイメージ）．( a )機械式偏光回転に基づいた従来法と

( b )高速偏光変調による提案手法．

Fig. 8 Orthogonally polarization-resolved SHG imaging of rat

skin with motion artifact (left : Vertically polarization-

resolved SHG image, middle : horizontally polarization-

resolved SHG image, and right : α image). ( a )

Conventional method based on mechanical rotation of

a half-wave plate and ( b ) proposed method based on

rapid polarization modulation.

図 6 高速偏光変調による提案手法を用いた単一軸配向サンプ

ル（ヒト腓骨筋腱切片）の直交偏光分解 SHGイメージ

（左：垂直偏光分解 SHG イメージ，中：水平偏光分解

SHGイメージ，右：αイメージ）．

Fig. 6 Orthogonally polarization-resolved SHG imaging of

sliced human peroneal tendon with uniaxial orienta-

tion of collagen fiber using proposed method based

on rapid polarization modulation (left : Vertically

polarization-resolved SHG image, middle : horizontally

polarization-resolved SHG image, and right : α image).



改善することにより，モーション・アーチファクトの影響

を受け難い偏光分解 SHG 顕微鏡の開発を行った．実際

に，モーション・アーチファクトを有するサンプルとして

ラット皮膚の in vivo計測を行い，正確にコラーゲン配向

が取得できることを確認した．これにより，コラーゲン線

維の濃度分布だけでなく，配向分布の in vivo計測も可能

になった．

今後は，ヒト皮膚の目じりや口元といったしわ形成部位

におけるコラーゲン配向を in vivo計測し，シワ形成過程

におけるコラーゲン配向の寄与を評価する予定である．ま

た，皮膚科学分野以外では，角膜レーザー手術におけるコ

ラーゲン配向評価手段としての利用も期待できる．
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