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　蛍光顕微鏡は、さまざまな種類の生
化学物質と物理的構造（形態）を観察す
るための独自の機能を備え、ライフサ
イエンス全般で広く使用されている。
レーザは、優れた空間輝度と単色性（ス
ペクトル輝度）の特長を併せ持つこと
から、蛍光顕微鏡、特に共焦点レーザ
走査型顕微鏡（CLSM：Confocal Laser 
Scanning Mi cro scopy）を使用する多
くの用途において、光源として用いら
れている。
　複数の技術的性能パラメータによって
定義される、幅広い種類のレーザが提
供されており、レーザの専門知識を持た
ないユーザーにとっては、その選択は難
しい作業かもしれない。しかしその選択
が、実験の成否を分ける可能性は高い。
本稿では、最も重要なパラメータを取り
上げ、それらが顕微鏡の性能に与える

影響について解説する。

波長
　波長は、レーザの代表的なパラメー
タだが、最適な波長の選択は必ずしも
容易ではない。最も単純な方法は、レ
ーザ波長を蛍光体励起スペクトルのピ
ークに合わせ、カットオフフィルタま
たはバンドパスフィルタを使って、散
乱したレーザ光がカメラや光検出器に
到達しないように遮断することであ
る。これにより、ストークスシフトさ
れた蛍光発光だけが検出される。
　レーザはフィルタよりも、スペクトル
がはるかにシャープ（幅が狭く傾斜が険
しい）であるため、フィルタから逆算し
て選択するのがよい場合が多い。例え
ば、励起ピークの短波長側の傾斜で、
蛍光色素をレーザ励起する場合が多い。

それは、波長を短くすることによって、
散乱レーザ光と、長波長の蛍光の間の
分離が大きくなり、フィルタの要件が
緩和されて、S/N比（画像のコントラス
ト）が増加するためである。
　1つの顕微鏡システムで、複数の蛍
光体を観察できるように、ますます広
範囲にわたる励起波長が顕微鏡メーカ
ーやユーザーによって求められるよう
になっており、フィルタに対する要件
は、かつてないほど厳しくなっている。
顕微鏡は現在、最大7種類の異なる波
長に対応するのが一般的である。
　複数のレーザや検出チャネル間のク
ロストークを回避することも、顕微鏡
の動作波長帯域幅を、近赤外（near 
IR）スペクトル領域まで拡大すること
がますます求められている理由の1つ
である。反ストークス放射に基づく賢
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光学顕微鏡の仕様を定める際、レーザ波長と出力が重要なパラメータである
ことは明らかだが、それ以外にも多数の項目を検討する必要がある。
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図1　コヒレント社のレーザコンバイナ「Galaxy」で結合された2つの励起レーザを使用して取得した、全反射照明蛍光顕微鏡（TIRF：Total 
Internal Reflection Fluorescence）画像。アクチンフィラメントの結合に関する研究の一環として撮影されたもので、赤色シグナルは、640nm
で励起されたCy5標識のTm1A（タンパク質）蛍光で、緑色シグナルは、488nmで励起されたAlexa488標識アクチン (1)。



明な手法により、1台のシリコンベー
スのカメラを使用して画像を検出する
こ と が で き る。 シ リ コ ン 製CCD/
CMOSの量子効率は、800nmを超え
ると急激に低下する。レーザメーカー
はこのニーズに応えるために、808nm
やさらには980nmの波長を持つレーザ
を提供している。

出力
　出力もレーザの代表的なパラメータ
で、画像強度はレーザ出力にほぼ比例
する。レーザ励起蛍光は、ほとんどの
蛍光体に対して効率的なプロセスで、
1に近い量子効率が得られる場合が多
い。一方、共焦点顕微鏡は光学的に非
効率なシステムで、対物レンズによっ
て収集された蛍光の最大99%が共焦点
ピンホールによってブロックされ、3
次元解像度の画像強度が低下する。
　しかし、出力が最大のレーザが、必ず
しも最良の選択肢ではない。レーザ出力
とともに、光損傷と散乱光の両方が増加
し、レーザコストも増加するためである。
原則として、試料表面で1 ～ 10mW程
度というのが、一般的に多くの共焦点顕
微鏡において適切な出力レベルである。
つまり、標準的な顕微鏡光源および走
査光学部品の効率から考えて、レーザ
出力は数十mWということになる。
　それ以上の出力が必要となる用途も
存在する。例えば、新しいディスク走
査型顕微鏡は、試料上の複数の焦点を
同時に撮像することによって、さらに
高速なフレームレートに対応する。こ
こでは通常、各焦点において必要な強
度（と速度）を達成するために、より高
い出力が必要となる。
　光活性化局在性顕微鏡法（PALM ：
photoactivated localization micro­
scopy）や 誘 導 放 出 抑 制 顕 微 鏡 法

（STED：stimulated emission dep­

letion）などの超解像手法にも、高い出
力が必要である。こうした超解像手法
は、漂白や飽和による蛍光体のオン／
オフの切り替えに依存するためである

（図1）。最近まで、これにはワットレベ
ルの出力が必要だったが、それでは出
力とコストが高すぎることが明らかにな
った。実際に最適な出力は数百mWで、
レーザメーカーは現在、250 ～ 500mW
の出力範囲でますます多くのレーザ波
長を提供することにより、こうした用
途に対応している。

ビーム品質
　ビームモード品質は、焦点サイズに
直接影響を与え、焦点サイズによって

光効率が決まる。それは共焦点顕微鏡
が、試料面上の1つ以上の小さなスポ
ットにレーザを集光し、共焦点開口部
を通してそのスポットからの蛍光を撮
像することによって動作するからであ
る。焦点以外に照射された光は、出力
の無駄になるだけでなく、バックグラ
ウンドノイズを増加させ、それに伴い
全体的な画像コントラストを低下させ
る恐れもある。
　共焦点顕微鏡にはマルチモードレー
ザが使用できるが、光を均質化して空
間的にフィルタリングするための光学
部品の併用が一般的に必要で、それに
よって複雑さが増し、効率が低下する。
したがって、ビーム品質が低いマルチ
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　レーザは従来、技術、波長、定格出力
によって規定されていた。しかし今日で
は、顕微鏡の構築者もユーザーも、出力
ビーム特性は気にするが、それを製造す
るための基盤のレーザ技術はあまり気に
かけない。このようなパラダイムシフト
は、レーザメーカーが技術に関係なく共
通のプラットフォームを開発したことに
端を発している。たとえば、コヒレント
社は、半導体レーザと光励起半導体レー
ザ（OPSL）という2つの相補的な半導
体技術を、同じプラグアンドプレイ形式
でパッケージ化している。半導体レーザ
は、短波長（488nm以下）と赤色／近
赤外波長（640nm以上）において、効
率と変調速度に優れているためである。
一方のOPSL技術は、半導体レーザが
まだ実用的ではない可視域の中央から紫
外域にかけての波長を提供する。また、
OPSLは出力がスケーラブルであるた
め、数百mWの出力による超解像アプ
リケーションに対応する。

レーザ技術に関する注記

a)

b)

異なるレーザ技術を同一の形態、寸法、機
能でスマートにパッケージ化したことは、
主要な進歩である。これにより、顕微鏡に
必要なビーム品質で、広い波長範囲をカバ
ーすることができる。パッケージに集積さ
れた高精度光学部品により、半導体レーザ
は、低非点収差の円形ビームを出力でき
(a)、OPSL技術は、さらに高いビーム品
質と円形性を実現する(b)。



モードレーザは、製造が容易でコスト
も低い場合が多いが、結局は不経済に
なってしまう可能性が高い。
　端的に言って、CLSMにはTEM00

レーザが最適である。出力仕様は、
TEM00 コンテンツで80%以上、また
はM2<1.2である。
　レーザノイズも、共焦点画質に影響を
与える重要な項目である。画像ノイズ
を最小限に抑えるには、強度ノイズは
広い帯域幅（例えば、20Hz ～ 20kHz）
にわたって低くなければならない。こ
れには、平均ノイズ（二乗平均平方根
[RMS]ノイズ）とピーク・ツー・ピークノイ
ズの両方が含まれる。ビーム指向性の温
度に伴うシフトも、強度ノイズと解像度
の低下につながるので、5μrad/℃未満
とすることを推奨している。

変調
　走査画像には、何らかの変調機能が
必要である。少なくとも、フライバッ

ク中にレーザを停止できなければなら
ない。変調には、デジタルとアナログ
の両方の方式がある。デジタル変調は、
単純なオン／オフの切り替えで、アナ
ログ変調は、アナログ入力信号に応じ
て出力を変化させる。
　速度の点では、半導体レーザによる
変調が最も高速で、メガヘルツレベル
のスイッチングレートでのデジタルお
よびアナログ変調が可能だが、アナロ
グダイナミックレンジは、100:1強程
度に限定される。光励起半導体レーザ

（OPSL：Optically Pumped Semi con­
duc tor Laser）はもう少し変調が遅く

（最大値はデジタルで50kHz、アナロ
グで100kHz）、ダイナミックレンジは
同 程 度（50:1）で、 半 導 体 励 起 固 体

（DPSS：Diode Pumped Solid State）
レーザは変調をまったくサポートしな
い。したがって、レーザの種類にもよ
るが、一般的には直接変調が可能であ
る。しかし直接変調は、重要な項目で

ない場合が多い。ほとんどの顕微鏡に、
変調を可能にするために、音響光学変
調器（AOM：Acousto­Optic Modu la­
tor）か、音響光学チューナブルフィル
タ（AOTF：Acousto­Optic Tunable 
Fil ter）が搭載されているためである。

ファイバデリバリ
　共焦点顕微鏡は、シングルモードの
ファイバコネクタを介してレーザ光を
受信するように設定される。FC/APC

（フェルールコネクタ／アングルドフィ
ジカルコンタクト）規格が最も一般的
に使用されており、市場の約80%を占
めている。ディスク走査型など、一部
の新しい形態の顕微鏡では、FC/PC8
コネクタが使用されている。レーザは、
自由空間ビームで出力され、ベアファ
イバか、コネクタで終端されたファイ
バにピグテール接続される。
　レーザをシングルモードファイバに
結合するのは非常に難しく、開口数
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図２　複数のレーザを単一の「Laserbox」シャーシに統合することにより、電源とユーザーインタフェースの冗長性をなくすことができる。ファイバ
結合出力は、コヒレント社の「Galaxy」などのプラグアンドプレイ式のビーム結合モジュールによって、1本のシングルモードファイバに結合するこ
とができる。



（NA：Nu merical Aperture）の大きな
光学部品の微妙なアライメントを制御
する必要がある。このアライメントの最
適化には何時間もの時間がかかり、顕
微鏡ユーザーにとって、非常に手間とな
るため、顕微鏡あるいはビームコンバイ
ナに対する適切なファイバコネクタ終端
をすでに装備するレーザが求められる。
　ここで1つ、ファイバ結合レーザに
関する注意点がある。第1世代製品、
特に波長が短く出力が高いものは、わ
ずか数百時間で送信出力が最大で数パ
ーセント低下し、耐用期間がわずか
1000時間になってしまう場合があっ
た。主な要因は、シングルモードファ
イバ結合に必要な高強度の集光によ
る、ファイバ端面の損傷（光析出）であ
る（それよりもまれな要因として、フ
ァイバ自体の光損傷がある）。このこ
とからレーザメーカーは、米コヒレン
ト 社（Coherent）の「Extended Life 
Inter face」のような、独自の仕組みを
実装して、ファイバのシングルモード
特性を損なうことなく、ファイバ端面
の出力密度を低下させている。こうし
た仕組みによって、レーザ／ファイバ
ユニットの標準的な耐用期間は1万時
間以上に延長される。

複数レーザにわたる互換性
　最大7本のレーザを単一の顕微鏡入
力に接続することに伴うもう1つの問題
が、レーザの共通性である。すべての
レーザの形態、寸法、機能が同じであ
れば、顕微鏡のメーカーとエンドユー
ザーの両方にとって、複数レーザの統
合も新規レーザへのアップグレードも、
はるかに容易になる。これは、電源、
熱管理要件、電子的インタフェース、
ビーム位置、ビーム径、拡がり角、方
位角などが同一であることを意味する。
　レーザメーカーは、ライフサイエンス

向けのすべてのレーザを、内部的な技
術に関係なく、同じ出力区分形式でパ
ッケージ化することにより、この複数
レーザの共通性に関するニーズに対応
している（「レーザ技術に関する注記」
参照）。また、これらのレーザには現在、
スマートなプラグアンドプレイ技術が
一般的に搭載されており、レーザを交
換するだけで出力を上げたり、新しい
波長を追加したり、耐用期間が終了し
たレーザを交換したりできるようにな
っている。コヒレント社の「OBIS」レ
ーザファミリは、この共通スマートプ
ラットフォームの概念を採用する1つ
の例である。
　この共通プラットフォームの概念は
最近、物理的な統合にも拡張されてい
る。複数のレーザを単一のパッケージ
に搭載することにより、同じ電源を複
数装備する必要がなくなり、全体的な
システムフットプリントが簡素化され
る。コヒレント社では「Laserbox」に
よってこれが実現されており、単一の
タッチスクリーンコントローラによっ
て、すべてのレーザを操作するオプシ
ョンが提供されている。

ビーム結合
　最後のステップは、すべてのレーザ
を、顕微鏡の単一入力のファイバコネ
クタ（FC/APCまたはFC/PC8）に接
続することである。従来は、各レーザ
のビームをコリメートして、複数の二
色性ビームスプリッタによってそれら
を連続的に結合しなければならなかっ
た。続いて結合したビームを、レンズ

を使用してシングルモードファイバに
効率的に結合する必要があるが、レン
ズの光学特性は波長によって本質的に
異なる。ありがたいことに、ユーザー
によるアライメントや調整の必要な
く、レーザをシームレスに結合する、
既製の集積モジュールが提供されてい
る。これは、スマートモジュールのプ
ラグアンドプレイ機能を、自然な形で
発展させたもので、ファイバ接続レー
ザの追加または交換を、数時間ではな
く数秒間で行うことができる。
　このようなビーム結合モジュールの最
初の製品が、コヒレント社の「Galaxy」
である（図2）。特許技術を使用して、
ユーザーが選択した最大8つの波長に
対するFC入力コネクタを装備する。
最小限の内部屈折光学部品で、ビーム
を1本のアライメント済みの出力ファ
イバに結合する。このシングルモード
の偏波保持ファイバは、ユーザー指定
のFC/APCまたはFC/PC8で終端さ
れ、すべての一般的な共焦点顕微鏡に
直接接続される。
　レーザの進歩により、さらなる機能
を備え、操作が簡素化され、コストが
抑えられた、新世代の蛍光顕微鏡ツー
ルが実現できるようになった。しかし、
まさにこの成功が原因で、市場に製品
があふれ、特定の用途に対する最適な
ソリューションの選択を難しくしてい
るともいえる。いくつかの主要なレー
ザパラメータが顕微鏡性能に与える影
響を理解することにより、この選択が
簡素化され、より良い結果につながる
可能性がある。
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