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超高速レーザ

　従来より、共焦点顕微鏡法や多光子
励起蛍光（MPEF）顕微鏡法で得られ
る画像は、回析限界に近いミクロンサ
イズのレーザスポットを、数百ミクロ
ンを計測する大量の対象物をスキャン
して作られる。最新の多光子顕微鏡に
は、1秒あたり数百フレームを生成で
きる高速検流計やレゾナントスキャナ
が取り付けられている。通常は900〜
1300nmの近赤外（NIR）波長域におけ
る多量のフェムト秒（fs）レーザパルス
の非線形吸収によって発生する蛍光を
蓄積することで、各ボクセルの情報は
得られる。十分な数の連続レーザパル
スが各ボクセルに寄与することを保証
するため、超高速のレーザパルス源は
20MHz以上という比較的高いパルス
繰り返し率（PRR）を確保しなければな
らない。
　逆に、MPEF顕微鏡の蛍光強度、
イメージ明度、コントラストに対する
実際のドライバは、試料に届くレーザ
のピークパワーである。レーザのピー
クパワーとは、ある瞬間の光子の密度
である。

= ピークパワー = エネルギー
パルス幅

平均パワー
（PRR× パルス幅）

　多くのバイオイメージングアプリケー

ション、特にin vivo イメージング作業で
は、熱や光毒性による標本のダメージ
を防ぐため、研究者はレーザの平均パ
ワーを最大でも数百ミリワット（mW）
に抑える。PRRまたはパルス幅を小さ
くすることで、ピークパワー（すなわち
蛍光強度）は大きくできる。実用的な
目的では、今日のほとんどのレーザ走査
型多光子顕微鏡には、50〜100MHz
のPRRと、数百キロワットオーダーの
ピークパワー（今日の点走査MPEFイ
メージングアプリケーションのスイー
トスポット）で動作する超高速レーザが
装着されている。

可能性の現実化
　第一線の研究グループは、これら確

立したパラダイムを超えるアプリケー
ション枠を推し進めている。市販のイ
ッテルビウムベースの高ピークパワー
の超高速レーザ源は、多光子イメージ
ング方法のニューウェーブとなりつつ
ある。これらの新たなレーザプラット
フォームは、比較的低いPRR（10kHz
から10MHz）、数百ナノジュール（nJ）
から数十マイクロジュール（μJ）という
パルスエネルギーを提供することで、
1〜100メガワット（MW）という強力
なピークパワーをもたらす。そのよう
な高ピークパワーレベルによって、励
起場を調整したり拡大したりでき、あ
るいは複数のイメージングスポットに
向けてピークパワーを分布できる。
　ピークパワーの向上は、平均パワー
ではなくパルスエネルギーのスケール
アップによって実現していることを強
調するのは重要である。確かに、これ
らのレーザは超高ピークパワーへの維
持経路を提供する。しかし、過度の平
均パワーと関連する熱、光毒性、光ダ
メージの影響を受けやすい、もろい構
造のイメージングに適切な平均パワー
レベル（1〜5W）で動作する。

イッテルビウムレーザのオプション
　従来のチタンサファイアと光パラメ
トリック発振器（OPO）をベースとした
広い波長可変超高速レーザとは異なり、
イッテルビウムでドープ化されたレー
ザと増幅器はシンプルさ、コンパクト
性、費用対効果がうまく組み合わされ
たものである。高輝度赤外ポンプダイ
オードによって、イッテルビウムでドー
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ハイパフォーマンスのイッテルビウムベースのレーザと増幅器が、新たなバイ
オイメージング手法を可能にしている。またそれは、チタンサファイアのよう
な他の技術をベースとする、高い繰り返し率をもつ既存製品を補完できるもの
である。スピード、スケーリング、特異度を劇的に向上させ、さらなるin vivo
イメージングや光刺激を実現させる性能により、科学の進歩を手助けしている。

バイオイメージングを向上させる
超高ピークパワーのフェムト秒レーザ
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蛍光光シート顕微鏡法では、照射と検出が直
交する。（ジャン・フイスケン氏（Jan Huisken）
とディディエ・スタイナー氏（Didier Stainier）
からの引用（4）



プ化された利得媒質（バルク結晶、薄
いディスク、ファイバ）に直接エネルギ
ーが与えられる。イッテルビウムベー
スのレーザをモード同期することで、
1020〜1070nmのスペクトル域の超
高速パルスが生成される。そのパルス
幅は数百フェムト秒である。そのよう
な発振器は、高いPPRを生成するので、
点スキャン顕微鏡法（例えば63MHzで
動作する米スペクトラ・フィジックス社
のHighQ-2レーザ）（1）より長い光キャ
ビティと低いPRRでより高いパルスエ
ネルギーと高ピークパワー（例えば、同
社のfemtoTrainの場合では10MHz、
300nJ、1MW）と相性がよい。イッテル
ビウムでドープ化された再生増幅器も
やがては、より高いパルスエネルギー
と高ピークパワーレベル（例えば同社の
Spiritプラットフォームはシングルショッ
トで1MHz以下、最大40μJ、100MW）
にすら届くことができる。図1に、レー
ザ技術とアプリケーション見地による、
高PRRと高ピークパワーとのトレード
オフを描いた。
　イッテルビウムの超高速レーザと増
幅器の重要な限界点は、スペクトル同
調性を欠いていることであり、1μm励
起に最適なアプリケーション利用に制
限が生じる。この制限を軽減するため、
光学パラメトリック増幅器（線形OPA、
非線形OPAのどちらでもよい）を、イッ
テルビウム増幅器の1μm放射波長の
第二高調波（約520nm）または第三高
調波（約347nm）でポンプするかもし
れない。これにより、紫外線から中赤
外域にかけての完全スペクトル範囲が
得られる。高ピークパワーとスペクト
ルの柔軟性の両方を必要とするアプリ
ケーションを可能として、コンパクト
で2ボックスソリューションに収まる。
　イッテルビウムレーザから得られる
メガワット以上のピークパワーレベル

は、新たなピークパワーに「飢えてい
る」バイオイメージングアプリケーシ
ョンのホストに適している。以下に例
を述べる。
・二光子の光シート顕微鏡法としても

知られている、二光子の選択的平面
照明顕微鏡法（SPIM）

・二光子のスピニングディスクレーザ走
査顕微鏡でも使われている、マルチ
ビーム二光子励起とイメージング（2）。

・三光子励起蛍光顕微鏡法（3PEF）。
・巨大なニューロン集団の同時光活性

化に向けたオプトジェネティクス、
ホログラフィックパターン、瞬間的
フォーカス。

　これらのアプリケーションのいくつ
かについて詳しく紹介しよう。

明るい光シートの将来
　二光子SPIMでは、円柱レンズを通
した超高速ビームにフォーカスするか、
ひとつの横断方向（仮想の光シート）で
フォーカスされたビームを高速スキャ
ンすることで、二次元の薄い光シート
を作る。発生した蛍光は対物レンズを

通じてシートに直交する方向に集めら
れ、通常はCCDカメラで検出される（口
絵を参照）。全3次元ボリュームを照射
するため、シートは直交次元でスキャ
ンされる（3）、（4）。
　点スキャンMPEFに比べてSPIMは
獲得スピードが速いため、サンプルが大
きかったり光ダメージを制御したりす
るときには、特に重要である。さらに
二光子の光シートには、非線形励起の
よくある利点がある。すなわち、生体
組織における侵入深さの向上（散乱の
制限による）、縦分解能の向上（さらな
る励起閉じ込めによる）である。1MHz
のPRRをもつ高ピークパワーレーザに
よって、全シートを通して強い蛍光シ
グナルを作るのに十分なピークパワー
を分布する光シートが作成できる。サ
ンプルボリュームを通る光シートを比
較的低速でスキャンすることで、平均
して高いPRRのボクセルを必要とせ
ず、「遅い」（メガヘルツ以下の）繰り返
し率に適切である。これらの理由によ
り、イッテルビウムでドープ化された
フェムト秒の増幅器は（波長同調性の
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ラフィックパターン向けの高ピー
クパワーのイッテルビウムレーザ
と増幅器

点スキャン2PEF、SHG、THG、
CARS、SRS向けの高PRRレーザ

図1　点スキャン顕微鏡法に適した高繰り返し率レーザと、新しいイメージング技術に適した高ピ
ークパワーのトレードオフ。
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ためのOPAはあってもなくても）、や
がてくる二光子SPIMアプリケーション
に適しているだろう。

3PEFでより深いイメージング
　近年、in vivo、特に皮質下の構造の
機能的イメージングを必要とする神経
科学において、侵入度を向上させるイ
メージング法として三光子励起蛍光

（3PEF）顕微鏡法が提案されている（5）。
三光子の吸収プロセスは、レーザ光が
さらにNIR（通常は1.3μm、場合によ
っては1.7μmまで）にシフトすること
を決定づけるものであり、散乱効果を
さらに軽減させ、弾道光子を生体組織
からイメージング平面にまで貫通でき
るようになる。
　非線形の三光子プロセスは、非常に
起こりにくい量子イベントであり、蛍
光シグナルを形成するには三つのNIR
光子が同時に存在して吸収されること
が必要になる。そのような低い可能性

を補うため、研究者は高ピークパワー
の超高速レーザに期待している。イッ
テルビウムでドープ化され、励起を十
分な波長にシフトさせるためのOPA
またはNOPAが取り付けられた超高速
増幅器は、ロバストで信頼できるソリ
ューションになるだろう。

ホログラフィを兼ね備える
オプトジェネティクス
　イッテルビウムレーザの高ピークパ
ワーはバイオイメージングの限界を超
えるが、それを利用する最後の例とし
て、再び神経科学に話を移そう。オプ
トジェネティクスである。
　オプトジェネティクスでは、ニュー
ロン活動を選択的に制御するために光
感受性タンパク質（オプシン）を利用す
る。動物を遺伝子改変して、ターゲッ
トとするニューロン集団特異的に、細
胞膜でオプシンを発現させる。これに
より、適切なスペクトル特性をもつ光

を照射したときにニューロンが「活性
化」する。ある種のオプシンは、活動
電位の発火を引き起こし、一時的な電
気シグナルを発生させる。これらの現
象は、神経コミュニケーションの基礎
である。逆に、他の種類のオプシンは
それらの発火を抑制する。最もポピュ
ラーで広く使われているオプシン（チ
ャネルロドプシン-1、ChR2）は920〜
950nmの二光子レジュームで最もよく
励起する。さらに最近では、新しく赤
側にシフトさせ、1000nm以上の波長
で励起するオプシン（例えばC1V1や
ReaChR）を使うことで、さらに複雑
な活性化ができる。
　さらなる侵入深さの必要性に加え
て、オプトジェネティクスにおける重
要な課題は、巨大なニューロン集団を
選択的かつ同時にコントロールするこ
とである。この課題を克服するために、
第一線の神経科学者のグループは高ピ
ークパワーレーザとスキャンレスのホ
ログラフィック光活性化技術について
期待を寄せている（図2）。ひとつの例
が英ユニバーシティ・カレッジ・ロンドン

（University College of London）のマイ
ケル・ハウザー博士（Michael Hausser）
の研究グループである。「神経回路の
全光学的な疑問における我々の研究で
は（6）、in vivo でオプトジェネティクス
的に活性化させるため、レーザビーム
レットを複数の標的ニューロンに同時
にあてる空間光変調器（SLM）をプロ
グラムしている」と、ハウザー博士の

ビーム拡大器

平面波

デジタル位相変調

位相SLM

顕微鏡

対象物 筒鏡

3Dにおける
二光子ホログラフィック光活性化

マウス脳

 ポッケルセル（EOM）

レーザ

覚醒しているマウスにおけるニューロン1個

時間 Gcamp6f; ホログラムターゲット

図2　空間光変調器を使う二光子ホログラフィックパターンのアームによって、生きたマウス脳の
任意空間で光励起が可能である。（米カリフォルニア大のニコラス・ペガード氏（Nicholas 
Pegard）提供）

図3　デジタルホログラム
のターゲットは1個の神経
細胞を簡単に活性化して

（写真3枚目）、活動電位を
発火させる。その後、グレ
イで示したカルシウム蛍光
シグナルが増加する。（米
カリフォルニア大のマーデ
ィンリー博士提供）



グループのアダム・ パッカー 博 士
（Adam Packer）は述べる。「脳組織で
は非常に散乱しやすいため、1細胞レ
ベルの精度に必要な空間分解能を得る
ためには、二光子励起を必要とする」。
　各ニューロンは、特定の時空間特性
で形成された、別々の高ピークパワー
レーザのビームレットで制御される。
SLMは刺激ビームパスへの光損失を生
み出すため、さらに高ピークパワーを
必要とする。次のステップは単純で、
与えられたボリュームで制御可能なニ
ューロン数を増やすために、全レーザ
のピークパワーの量を増やすことであ
る。「活性化できるニューロンの数は、
ターゲット内部で分けられる全ピーク
パワーによる」とパッカー博士は注意す
る。「femtoTrainのようなプラットフォ
ームでは、特に低い繰り返し率（10MHz）
を使うことで、必要とする高ピークパ
ワーを作り出す。狭いスペクトルバン
ド幅も、分散的なSLMによる色収差
効果を軽減できるので有益である」。
光学的活性化を補足するために、遺伝
的にコードされたカルシウム指示薬

（例としてGCaMP6、RCaMP2など）を
使い、ニューロン活性もまた光学的に
検出する。イッテルビウムとチタンサ

ファイアのレーザ源で照射波長を分け
ることで、光学チャネル間でスペクト
ルを分離できる。
　米カリフォルニア大（University of 
California）のヒレル・アデスニク氏

（Hillel Adesnik）のグループに所属す
るアラン・マーディンリー博士（Alan 
Mardinly）による全光学的実験では、
デジタルホログラムがニューロン1個
を簡便に活性させることで、活動電位
を発火させ、やがてカルシウムの蛍光
シグナルが増強する（図3）。図4では、
複数のニューロンに広げたときの可能
性について描いた。このグラフでは、ひ
とつの超高速レーザ（この場合はfemto 
Train）を使って同時に刺激できるニュ
ーロン数を示す。この図は細胞に接着

した記録計から作られたもので、ニュ
ーロンが確実にスパイクをやめるまで、
追加ホログラムへのレーザパワーを
徐々に分割している。
　最終的にはホログラフィック光刺激
によって、図5で描いたような高い空
間的特異性が可能である。この実験で
は、それぞれの列はあるニューロン集
団からのカルシウム指示薬のシグナル
を意味する。赤で記した対角線上の要
素は、目的のニューロンが光活性化し、
かつカルシウム活性が観察された場所
を示す。非対角線上の項は、他のニュ
ーロンが光刺激されたときに、目的ニ
ューロンのカルシウム活性を調べた場
合を示す。予想通り、カルシウムシグ
ナルはかなり弱い、あるいは全くない。
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図4　1つのイッテルビウムレーザからさまざ
まなホログラムにピークパワーを分割するこ
とで、複数のニューロンを同時に興奮させる
ことができる。（米カリフォルニア大のマーデ
ィンリー博士提供）

図5　光刺激の空間的選択
性。カルシウムシグナルは
光刺激されたニューロン

（赤で示したもの）のみで検
出される。（米カリフォル
ニア大のマーディンリー博
士提供）




