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　神経科学研究者らは、ゆっくりとで
はあるが着実に、脳の仕組みの神秘を
解明している。その進歩を主に支えて
いるのは、マウスの脳を、それよりも
大きな哺乳類（すなわち人間）の脳のモ
デルとして使用する研究である。その
研究の多くで、神経回路網の接続や機
能の様子をマッピングすることが行わ
れており、それには、3次元で高い分
解能（個々の神経細胞[ニューロン]単
位）を持つ、解析手法が必要である。
超短パルス（フェムト秒）レーザを装備
する多光子走査顕微鏡は、その3D分
解能を本質的に提供する、主要な実現
手段である。点走査によって、XY分
解能（イメージプレーン）が提供され、
非線形レーザ励起は、Z軸に沿った焦
点を絞った走査においてのみ行われる。
　2光子蛍光励起は、神経科学の手段

として十分に確立されている。より深
く、より選択的な機能的イメージング
を求めて、かなりの関心を集めている
その他の手法として、3光子（3P）蛍光
顕微鏡法と、2光子（2P）光遺伝学刺
激法の2つがある。3P顕微鏡法は、マ
ウス脳の厚さ1mmの皮質のさらに奥
深くをイメージングするための手法と
して、ますます利用が増加している。
オプシンと呼ばれる膜タンパク質に対
する2P光刺激法は、個々の神経細胞
単位で、特定の神経細胞集合を活性化
または不活性化する能力を研究者らに
もたらしている。研究者らは、これら
の手法を組み合わせた全光学型生理学
研究も開始している。この研究では、
レーザによって発火する神経細胞を刺
激し、2つめのレーザによって近くの
神経細胞における活動の蛍光マッピン

グを、カルシウム指示薬の蛍光強度の
変化を引き起こす、神経細胞のCa2+

レベルの変化を利用して行う。
　2光子蛍光励起、3P蛍光励起、2P
光刺激という3つの最前線の手法は、
パルスエネルギー、波長、繰り返し周
波数などの点において、それぞれ固有
で互いに全く異なるレーザ要件を持
つ。本稿では、それらのビーム特性の
生成を効率化して、最大限に広範囲の
用途に対してその利用を簡素化する、
レーザの最新進歩を紹介する。

3光子イメージング
　3P顕微鏡法は、対象蛍光体の単一
光子吸収波長の3倍の波長のレーザ光
を使用することにより、深いイメージン
グに複数のメリットをもたらす（図1）。
緑色蛍光タンパク質（Green Fluores 
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3光子イメージングと2光子光遺伝学刺激は、どちらも神経科学研究を真正
面からターゲットとするレーザの最新進歩によって支えられている。

先進的な神経科学手法を支える
レーザの進歩

図１　3光子励起では、従来の単光子吸収の3倍の波長
が使われる。この図に示されているのは、遺伝子発現のカ
ルシウム指示薬GCaMP6sに対する、1300nm励起の
仕組みである。クリス・シュウ氏とその同僚は最近、
1300nmでTexas Redなどのより長波長の色素も励起
できることを実証した。Texas Redは、抗体に結合して
特定の細胞成分のラベル付けが可能な蛍光色素である。
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cent Protein：GFP）や、遺伝子発現の
カルシウム指示薬（GCaMP）などの一
般 的 な 蛍 光 体 の 場 合、 こ れ は 約
1300nmのレーザ波長に相当する。ほ
とんどの組織の拡散特性と吸収特性に
基づき、高い侵入深さが得られる範囲
が、この波長付近にある。従って、
3P顕微鏡法では必然的に、2P顕微鏡
法よりも優れたイメージング深度が得
られる。同等に重要な点として、3P
励起を使用すると、焦点のぼけた蛍光
バックグラウンドが実質的に存在しな
いクリーンな画像が得られる（図2）。
　しかし、3P励起には、ピークレーザ
出力に対する3次依存性が存在する。
これは、3P顕微鏡法では、必要なピ
ーク出力と集束強度を達成するため
に、短いパルス幅（50〜60fs）による
100〜200nJのパルスエネルギーを、
サンプルに対して適用しなければなら
ないことを意味する。3P顕微鏡法では、
イメージング速度とサンプルの生存能
力の間のトレードオフとして、1〜
2MHzのパルス繰り返し周波数も必要
である。残念ながら、これらの要件を
満たす、使いやすいレーザ源を設計す
るのは難しい。例えば、このパルスエ
ネルギーは、2P顕微鏡法でサンプル
に適用される標準的なエネルギーより
も500〜1000倍高く、求められるパ
ルス幅は2〜3倍短い。このような理
由から研究者らは、イッテルビウムベ
ースのウルトラファースト増幅器を使
用して、1300nmの出力を生成するス
タンドアロンの光パラメトリック増幅
器（Optical Parametric Amplifier：
OPA）を励起している。
　この種のOPA源を数メガヘルツで
使用しても、実験の目的は多数の神経
細胞を同時に撮像することであるため

（つまり、イメージング量が大きい）、
イメージング速度はまだ不足気味であ

る。カリフォルニア大バークレー校
（University of California, Berkeley）
のナ・ジ教授（Na Ji）の研究室は、レー
ザとOPAを組み合わせて、この制約
を回避する方法を考案した。同グルー
プは、自作のパルスコンプレッサーを
使用して、サンプルプレーンの群遅延
分散（Group Delay Dispersion：GDD）
を最小限に抑えることも行っている。
しかし、同教授らの最大のイノベーシ
ョンは、いわゆるベッセル焦点（Bessel 
focus）を利用して、サンプルのZ軸に
沿って長い焦点ウエスト（focal waist）
を生成したことである。これによって、
より厚みのある画像スライスを単一フ
レーム内に記録することができる。ジ

教授は、Z軸焦点深度が長くなること
の付加的なメリットとして、Z軸に沿
ったサンプルの小さな動きに対する耐
性が高くなることを指摘している。ベ
ッセル焦点を利用した励起では、3光
子励起のメリットも活用されている。
3光子励起は、その側環による蛍光発
生を抑制する。
　3Pイメージングの別の最近の研究と
し て、 コ ー ネ ル 大（Cornell Univer 
sity）のクリス・シュウ教授（Chris Xu）
の研究室に所属する研究者らは、この
1300nmのイッテルビウムレーザと
OPAの組み合わせを使用して、GFP
に基づくものに限らず、さらに幅広い
種類の蛍光体が、この波長で励起でき
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図２　マウス脳のより深いイメージングの例。
この3色の画像スタックは、1200μmの深
さにまで及 んでいる。 画 像 は、3P励 起 の
GCaMP6s（緑色）、3P励起のTexas Red（赤
色 ）、3 次 高 調 波 発 生（Third Harmonic 
Generation：THG、青色）で構成されている。

（提供：本谷友作氏とクリス・シュウ氏）



ることを実証した。特に、多くの橙色
と赤色のプローブも、この波長によっ
てイメージングに対する十分な強度で
励起できることを示した（図1）。続い
て同教授らは、検出チャンネルにおけ
るスペクトル分離を使用して、この2
種類のプローブから蛍光を分離した。
　3Pイメージングを早くから採用して
いるグループとして、米アレン研究所

（Allen Institute）のジャック・ウォー
ターズ氏（Jack Waters）の研究室があ
る。Laser Focus World誌（2000年2
月号）に掲載された記事には、イッテ
ルビウム増幅器とOPAの組み合わせ
を使用した同氏らの研究が説明されて
いる。マウス皮質の厚みは約1mm

（1000μm）であるため（図3）、皮質
のさらに奥にまで神経科学のマッピン
グの研究が進むにつれて、それ以上の
侵入深さを持つ手法の使用が不可欠に
なると、ウォーターズ氏は述べている。

2光子光刺激
　光遺伝学は、光によって神経細胞を
活性化または不活性化する手法であ
る。具体的には、オプシンと呼ばれる
タンパク質複合体が、神経細胞の外膜
に位置するイオンゲート及びポンプと
して機能する。適切な波長の光を照射
すると、これらが開閉する。光遺伝学
は、他の行動刺激方法よりもはるかに
高い分解能と柔軟性を提供する、非侵

襲的な励起方法である。
　光遺伝学では当初、初期のオプシン
の吸収に合わせて青色光が使われてい
た。現在は、1000〜1050nmの範囲
の2光子光刺激に、高い関心が寄せら
れている。多光子イメージングと同じ
3次元の識別が可能であるためだ。し
かし、神経細胞の活性化に対し、2P
励起蛍光と比べてはるかに高い出力が
必要である。加えて、2P光刺激実験
では、多数の神経細胞を同時に操作す
る回折光パターンを生成するために、
空 間 光 変 調 器（Spatial Light Modu­
lator：SLM）が一般的に用いられる。
この光出力の再分割と、それに伴って
必然的に光学効率が低くなること（例
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図３　生きたマウスの脳に対する2光子イメージングの実質的な深度限界は約1mmであるため、この手法は皮質の研究にしか適用できない。（提供：
アレン脳科学研究所のMouse Brain Atlas）
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えば10%）から、必要な出力はさらに
高くなる。結果として、研究者らには
一般的に、数十ワットのレーザ源が必
要ということになる。この要件を理想
的に満たすのが、1035nmで出力する
新世代のイッテルビウム増幅器である。

3Pイメージングと2P光刺激の
ためのワンボックス型レーザ源
　こうした最先端の神経科学研究をさ
らに適切に支援するために、イッテル
ビウムレーザと1300nm波長発生の両
方を単一のパッケージとして統合する
製品が登場している。例えば、米コヒ
レント社（Coherent）の新製品「Monaco 
1300」は、50fs未満の出力パルス幅、1、
2、または4MHzのパルス繰り返し周
波数、1.5または2.5Wの出力を備える。
1300nm出力のワンボックス型レーザ
源というこの新しいフォーマットは、
3Pイメージングのパラメータ要件を満
たすものである。
　この統合により、顕微鏡コミュニテ
ィにとって重要な2つの機能の組み込
みも容易になる。1つは、統合出力制
御機能（Total Power Control：TPC）
で、オンザフライの出力減衰と高速な
光学ゲーティングを可能にして、高速
ラスタ走査の一環として行われる、フ
ライバック時のブランキングなどの処
理を簡素化するものである。もう1つ
は、 小 型 パ ル ス コ ン プ レ ッ サ ー

（Compact Pulse Compressor：CPC）
で、分散事前補償を可能にして、サン
プルにおけるパルス幅を最適化するも
のである。前述のとおり、ピーク出力
に対する3次依存性に基づき、3P手法
では2P以上に、サンプルにおけるパ
ルス幅が短いことが重要になる。
　最終的な1300nm出力は、3Pイメ
ージングを特に対象として最適化され
ているが、この新しいレーザ源は、

1300nmモジュールをバイパスしてイ
ッテルビウム励起レーザのみを利用す
るように切り替えることができる。そ
の 場 合 は、1035nmで60Wと い う、
2P光刺激に理想的な出力が得られる。
ユーザーはこの出力のパルス繰り返し
周波数を、イッテルビウムレーザの最
大ネイティブ速度である50MHzにま
で調整可能である。
　つまり、このワンボックス型レーザ源
は、3Pイメージングと2P光刺激の両
方に対応し、先進的な神経科学実験を
行う際のコストと複雑さを軽減する。

神経科学分野の主力手段は
やはり2Pイメージング
　3Pイメージングは、比類なく深いイ
メージングを可能にする重要な新手法
だが、すべての神経科学イメージング
実験に対する解決策というわけでは決
してない。組織表面付近のイメージン
グに対してはやはり、2Pイメージング
の方が適している。例えば共鳴走査に
よって、3Pよりもはるかに高速な撮
像が可能だからである。2Pイメージン
グは一般的に、神経細胞のトリガと反
応測定の両方に光を使用する、全光学
型生理学実験に対して推奨される手法
である。
　レーザ性能については、2Pイメージ
ングに必要なのは、例えば920nmと
いう短い波長と50〜100MHzの繰り
返し周波数で、わずか数ワットのレー
ザ出力である。神経科学実験に対して、
以下の3つの異なるレーザ出力をすべ
て装備する単一のレーザ源は、まだ存
在しない。
・�3Pイメージング：波長1300nm、パ

ルス幅100fs未満で、ワットレベル
の出力

・�2P光刺激：波長1035nm、数MHzの
繰り返し周波数で、数十ワットの出力

・�2Pイメージング（多くの一般的なプ
ローブを対象とするもの）：波長
920nm、数十MHzの繰り返し周波
数で、数ワットの出力

　一方、920nmの出力は、ここ数年
の間にレーザ業界で提供され始めてい
る、単一波長の次世代小型レーザによ
って得ることができる。これらのフェ
ムト秒レーザは、コストの削減、複雑
さの緩和、非常にコンパクトなフット
プリントをOEMインテグレータとエ
ンドユーザーの両方に提供することを
目的に、一から設計されたものである。
その一例が、コヒレント社の「Axon」
シリーズである。これらのレーザはコ
ンパクトで経済的ながらも、TPCや
GDD事前補償などの高性能機能を、
オプションで搭載する。
　多くの重要な神経科学研究におい
て、イメージングと光遺伝学刺激の両
方に対して、多光子励起が広く利用さ
れている。レーザ業界は、神経科学で
現在使用されている、3つの主要な多
光子手法を対象に最適化された出力を
提供するレーザ源によって、この研究
を支えている。これには、3つの手法
のうちの3Pイメージングと2P光刺激
の2つに対応する単一レーザ源や、3
つめの重要な手法である2Pイメージ
ングを対象としたコンパクトで費用対
効果の高いパッケージ製品などが含ま
れる。これらのレーザ源を組み合わせ
ることで、神経科学研究のために高度
な多光子顕微鏡法を利用する主要研究
施設の現時点のすべてのニーズに、対
応することができる。
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