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　2光子顕微鏡法にはここ数年で多数
の進歩があった。例えば、遺伝的に符
号化された新しい蛍光センサ、空間情
報を時間で多重化する測定方法、大き
な範囲や複数の範囲を同時に観察でき
る顕微鏡などである。
　超短パルスレーザは世代ごとに新た
な進歩をもたらす。その最も顕著な例
が、第1世代の超短レーザパルスを実
現 し た、 衝 突 パ ル ス モ ー ド 同 期

（colliding-pulse mode-locking：CPM）
色素レーザである。生物物理学者のワ
ット・ウェッブ氏（Watt Webb）は1980
年代初頭に、物理学者のウィンフリー

ド・デンク氏（Winfried Denk）とジェー
ムス・ストリクラー氏（James Strickler）
とともに、世界初の2光子蛍光顕微鏡
を発明した。デンク氏はその10年後、
再生チャープパルス増幅システムを使
用して、高出力の超短パルスによるイ
メージングの深度を1mm以上にまで拡
大した。現在はチューナブルなチタン
サファイア（Ti:sapphire）発振器が、市
場の最先端として存在する。
　ここ数年の間に登場した、次世代の
固定波長ファイバレーザ技術も例外で
はない。これらの進歩は、超小型顕微
鏡やモバイル設定など、新しい種類の

測定を可能にする。

2光子顕微鏡法のメリット
　2光子イメージングは、蛍光イメー
ジングの1種である。可視光によって
直接励起する代わりに、近赤外（near-
IR）光による蛍光標識の2光子励起を
使用する。アッベ回折限界のスポット
径は近赤外領域では大きくなるが、2
光子吸収過程は、光強度に対して線形
ではなく、その二乗に比例する。
　蛍光の励起と発光は、標準的な蛍光
イメージングのような円錐状の励起領域
ではなく、焦点体積に限定される。この
小さな焦点体積によって、単光子の場
合よりもはるかに高い深度分解能が得ら
れ、レゾナントガルバノスキャナや音響
光学素子によるサンプル全体の走査が
可能である。2光子顕微鏡は、複数の
深度スライスを走査することによって、
画像を3次元で収集することができる。
また、近赤外光は組織を透過する際の
散乱が可視光よりも低いため、2光子顕
微鏡法は、遺伝的に符号化されたセン
サと組み合わせて、in vivo イメージン
グに用いられることが多い。

ファイバレーザ技術の次世代用途
　2光子顕微鏡法用の（ウェッブ氏らが
開発した）最初の装置は、机ほどのサ
イズだったが、今ではわずか3gにま
で小型化されている。連続波ミニスコ
ープ（小型顕微鏡）は、その発明から
10年以内に2光子深度イメージング用
に改変され、2光子イメージングレー
ザのフットプリントは現在、大きな辞
書よりも小さくなっている。
　ノルウェーのカブリ研究所（Kavli 
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図１　3gの超小型ヘッドマウント2光子顕微鏡「MINI2P」



Institute）のモーザーグループ（Moser 
group）に所属する研究者であるウェイ
ジャン・ ゾン氏（Weijian Zong）は、
2017年から2光子顕微鏡法の小型化
に取り組んでいる。同氏は、それまで
の2光子ミニスコープを拡張して、3g
のヘッドマウント顕微鏡「MINI2P」
を開発した。これまでよりも格段に広
い視野を持ち、自由に動き回るマウス
の複数の焦点面内にある最大1000個
の神経細胞を撮影することができる

（図1）（1）。
　マイクロオプティクスは、この小型
化において非常に大きな役割を担って
おり、可変焦点用にMEMS圧電素子
の4重レンズ、ラスタ走査用にMEMS
スキャナが採用されている。MINI2P
のこれまでの世代には、最大限のパル
ス品質と画質を実現するために、チタ
ンサファイアシステムが採用されていた
が、それがこの研究用装置のモビリテ
ィ を 制 約 す る 要 因 に な っ て い た。
MINI2Pプロジェクトにおいてゾン氏
は、このファイバ接続の顕微鏡を、登
り壁があるケージや迷路など、さまざ
まな環境で使えるようにしたいと考え
た。そこで同氏は、モバイルカートを
構築し、市場で提供されているものの
中から、パルスペデスタルやウィングが
ない最高品質のsech2パルスを提供す
るものとして、独トプティカ社のファイ
バレーザ「FemtoFiber Ultra 920」を
選択して、このカートに搭載した。
　 同 氏 は920nmの レ ー ザ 出 力 を
MINI2P顕微鏡にファイバ結合するこ
とにより、環境内を自由に動き回るマ
ウスの中の遺伝的に符号化された
GCaMP（カルシウムに反応して神経活
動を示す蛍光タンパク質）を撮影した。
頭部を固定したマウス（発泡スチロー
ルの玉の上を歩き回っている場合もあ
る）に、コンピュータ画面の仮想現実

環境を見せて撮影するという設定も存
在する。しかし、その設定では、登っ
たり跳ねたりといった活動時のマウス
脳 を 観 察 す る 能 力 が 制 限 さ れ る。
MINI2P顕微鏡によって研究者は、そ
うした行動を直接調査することが可能
となり、行動と細胞レベルの認識の相
関に関する新たな次元の洞察を得るこ
とができる。

皮膚科における
2光子顕微鏡法の利用—
組織検査結果を即日確認
　 米ロチェスター 大（University of 
Rochester）のマイケル・ジャコメリ氏

（Michael Giacomelli）は、2光子顕微
鏡技術を皮膚科医院の即日検査に適用
している。研究室に入って最初に目に
入るのが、同氏のはんだ付け装置であ
る。ジャコメリ氏のグループはこの場
所で、その顕微鏡の中核となる次世代
シリコン光電子増倍管（PMT）検出器

を開発した。この検出器は、2光子顕
微鏡法で従来使われているPMT検出
器の約9倍の信号雑音比を備える（2）。
　この技術を利用することにより、サ
ンプル全体の画像を驚くほど高速に収
集することができる。顕微鏡のスライ
ド上に配置された1cm2ほどの洗浄済
みの組織サンプルの全体を、30秒未満
で細胞内の細部まで完全に撮影するこ
とができる（3）。撮影しているのは細胞
片であって、生きたマウスではないた
め、熱損傷を心配する必要はない。輝
度を上げることによって信号雑音比を
最大化し、数百枚もの2光子画像をつ
なぎ合わせて、cmサイズのズーム可
能な画像を生成することが可能である

（図2）。
　イメージング処理で収集された異な
るスペクトルチャンネル、SHG（コラー
ゲンや結合組織内など）を含む信号、
細胞の異なる部分（細胞体や神経核な
ど）に結合した蛍光色素の発光に人工
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図２　ジャコメリ氏のグループによる組織のハイパースペクトル画像。（a）は、組織サンプルの
cmサイズの2光子画像の全体図。蛍光染色（タンパク質：緑、DNA：赤）とSHG（コラーゲン
SHG：青）からの信号を使用した擬色RGB画像である。（b）はコラーゲンが豊富な領域。（c）は
タンパク質が豊富な領域。d）はDNAが豊富な領域で、血管に隣接する多くの細胞核が示されて
いる。画像は、トプティカ社のFemtoFiber Ultra 920レーザを2光子励起に使用することに
よって収集されている



的に色付けをすることにより、皮膚科
医が100年前から使用してきた組織染
色に似た画像を生成することができる

（図3）。さらに、カートに搭載された
ジャコメリ氏の顕微鏡を使用すれば、
処理と画像生成のためにサンプルを検
査施設に送付する必要はない。皮膚科
医は院内でそれを行い、組織検査の結
果をその日に得ることができる。

マルチカラーの
in vivo イメージング
　米コーネル大（Cornell University）
のMeinig School of Biomedical Engi
neeringに在籍する研究者であるクリ
ス・シャファー氏（Chris Schaffer）とノ
ゾミ・ニシムラ氏は、一般的な単光子や
2光 子 で は な く、 波 長800、900、
1030nmの3つのレーザ源を励起に使用
するハイパースペクトル多光子顕微鏡
を開発した。角度を調整可能なバンド

パスフィルタの4つの異なる位置によっ
て、4チャンネルを同時に検出すること
ができ、合計16個の異なる波長におけ
る蛍光検出が可能である。1枚の2光子
画像につき、合わせて48チャンネルの
情報を収集する。それぞれの蛍光染色
の既知のスペクトルに基づいてこれら
のチャンネルに線形変換を適用するこ
とにより、最大10種類の異なる色素と、
同じイメージングボリュームの中の最
大8種類の異なる組織を解像可能であ
ることが実証されている（4）。
　この種の測定の1つのボトルネック
は、3つの励起レーザ源の同期と、そ
れらの間の切り替えである。各レーザ
によってシーケンシャルにin vivo イメ
ージングを行う場合、画像の収集に費
やされる時間の間に、筋肉のけいれん
や血管の脈動など、サンプルの変化が
生じる可能性があり、それらの画像の
収集と変換は難しくなる。レーザパル

スのインターリーブや光学的同期は、
その明らかな解決策である。

ファイバレーザ技術の進歩
　トプティカ社のファイバレーザは、
この分野の進歩の一例である。通信コ
ンポーネントによって構築されてお
り、モード同期エルビウムファイバ発
振器によって生成された、高品質でク
リーンなレーザパルスがシード光とし
て同社独自の周波数シフト及び増幅モ
ジュールに供給される。
　クリーンパルス技術と100fsのsech2
パルスにより、平均出力に対して最大
のピーク出力と最高の画像輝度が、2
光子顕微鏡法の用途に対して提供され
る。 また、 同 じ発 振 器 技 術 を780、
920、1050nmのレーザシステムに適
用することにより、同一発振器のシー
ドを最大4つの光学同期レーザへ簡単
に分岐し、0〜12.5nsの固定遅延、イ
ンターリーブパルスの場 合 は最 大
500psの可変遅延を実現することがで
きる。このレーザシステムは、光学テ
ーブル上に配置されるレーザヘッドを
除くと、オールファイバで光を伝搬す
るため、サービス契約や年に2回のメ
ンテナンスは不要である。
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図３　ジャコメリ氏のグループによる組織のハイパースペクトル画像。（a）は、組織サンプルの
cmサイズの2光子画像の全体図。（b）〜（d）は、蛍光染色（細胞体：ピンク、神経核：紫）とSHG

（コラーゲンSHG：青）からの信号を使用して、組織染色を模倣した擬色画像である。（b）には、
多様な特徴を持つサンプルの広い領域が示されている。（c）は、血管などの多様な種類の組織を
示す領域。d）はコラーゲンが豊富な領域。画像は、トプティカ社のFemtoFiber Ultra 920レ
ーザを2光子励起に使用することによって収集されている


