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研究成果の概要（和文）：最近、チャネルロドプシン等の光感受性機能分子が飛躍的な発展を見せ、脳研究のさらなる
発展が期待できるようになってきた。一般に細胞など光刺激したい標的は脳内に3次元的に分布している事が多い。し
かし、現在の技術では3次元空間の複数の標的に瞬時にレーザー照射することは困難である。Z軸方向の深さが異なる標
的に瞬時にレーザー光の焦点を合わせることを目的に、本研究ではタンタル酸ニオブ酸カリウム(KTN)結晶を用いた可
変焦点レンズを用いて3次元空間に分布する光感受性機能分子に高速で焦点調節可能な顕微鏡用光刺激装置を開発した
。本技術により光操作技術がさらに進歩し、自然科学および工業分野で大きな前進が期待できる。

研究成果の概要（英文）：In this study we developed a tunable wavelength photo-stimulation equipment. We co
uld generate second harmonic waves ranging from ~400 nm to ~500 nm with a fun-out type periodically polari
zed crystal. So this equipment can photo-stimulate GFP, channelrhodopsin, and many other photosensitive mo
lecules. In the system we also equipped a pair of potassium tantalate niobate (KTN) crystals as a tunable 
lens, an electro-optic device that changes its refractive index by voltage. By changing the voltage which 
applied to the tunable KTN lens, focus changed within ~20 microseconds. The speed of focus change was abou
t 500~1000 times faster than that of the conventional piezo focuser. This technique can be applicable not 
only to scientific researches including brain science but also industrial field such as laser processing a
nd laser measurement.
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１．研究開始当初の背景 

 最近、チャネルロドプシン等（Yizhar ら

Neuron, 2011）の光感受性機能分子が飛躍的
な発展を見せ、Ca2+イメージング等と組み合

わせることにより脳研究のさらなる発展が

期待できるようになってきた。研究代表者は

細胞単位またはシナプスレベルでの局所の

光活性化を目指しているが、こうした局所へ

の光照射法にはレーザーのピンポイント照

射、Digital Mirror Device(DMD)や Liquid 

Crystal On Silicon(L-COS）を用いた多点照

射などがある。細胞やシナプスなどの標的は

3 次元的に分布している事が多いので、理想

的には 3次元空間の複数のポイントに瞬時に

レーザー照射が行えるとよいが、現実には技

術的に困難である。つまり、上記の局所照射

法はほぼすべて焦点方向（Z 方向）の調整が

必要で、現在主流となっている圧電（ピエゾ）

素子による対物レンズの機械的な移動では

ミリ秒～数十ミリ秒オーダーの時間がかか

り、振動も発生してしまう。 

 研究代表者は顕微鏡の焦点を高速で移動

する手法を研究し、タンタル酸ニオブ酸カリ

ウム(KTN)結晶を用いた可変焦点レンズ(NTT

技術ジャーナル 2009.11)を用いる方法を考

案した（特許申請中 特願 2012-197366）。

KTN 結晶は、電気的に超高速で屈折率を変え

られる利点があるが、現状では長波長の光

（～７００nm以上）しかハイパワーで安定に

利用できない。そこで我々は、KTN 結晶と波

長変換技術を組み合わせ紫外線～可視光で

も超高速焦点移動を可能にする新たな方法

を考案し実験を行った（H24 年度科研費挑戦

的萌芽研究にて実施）。このアイデアを発展

させ、本研究ではさらに波長可変を可能にし、

種々の分子の励起に対応できる超高速焦点

移動可能な光刺激装置の開発を行った。 

 

２．研究の目的 

 近年チャネルロドプシン等の光感受性機

能分子が応用され、神経回路の研究に大きく

寄与するようになってきた。本研究では光感

受性機能分子を励起するための光刺激装置

を開発する。細胞やシナプスなど光刺激した

い標的は脳内に 3次元的に分布している事が

多い。しかし、今の技術では 3次元空間の複

数の標的に瞬時にレーザー照射することは

困難である。研究代表者はこれまで KTN結晶

を使用した可変焦点レンズ（KTN レンズ）を

用いてレーザーの焦点調節を飛躍的に高速

化した光刺激装置の研究に取り組んできた。

本申請ではこの技術をさらに発展させ新た

に波長可変赤外レーザーと波長変換技術を

組み合わせ、発生させた可視光レーザーの波

長を自由に設定でき、しかも高速に焦点調節

可能な顕微鏡用光刺激装置を開発する。本研

究により光操作技術が飛躍的に進歩し、それ

を利用する脳科学で大きな前進が期待でき

る。 

 

３．研究の方法 

 KTN 結晶を使用した可変焦点レンズを用い

て、電圧を制御することにより超高速で焦点

調節を行う。 

KTN 結晶で短波長のレ―ザー光を使用できる

ようにする仕組み 

 現状の KTN結晶では短波長の光の利用は困

難である。そこで、第二高調波発生（SHG）

による波長変換を行うことにした。SHG とは

リチウム・トリボレートなどの結晶が、元の

波長の半分の波長の光を生成する現象であ

る（図１参照）。SHG結晶として周期分極反転

（pp）結晶を用いる。（H24年度科研費の研究

にて我々は pp結晶を用いてすでに 10%以上の

効率で波長変換できることを実証してい

る。） 

 

波長可変の仕組み（図２参照） 

 波長変換用の pp 結晶の周期分極の間隔は

波長依存的であるので、レーザーの波長に対

応した周期分極間隔の結晶を用いる必要が

ある。そこで、新たに pp 結晶の構造を工夫

し扇型にし、１つの結晶で広い波長範囲で波

長変換できる結晶を作成することにした。波

長可変赤外レーザーを組み合わせることで

連続的に広い波長範囲の光（例えば 380～

540nm）を発生できる。 

 

（１）装置開発：   

 図３に示された装置を開発した。可変焦点

図 1 SHG結晶による波長変換 

図２ 波長可変に対応した SHG結晶 

（扇型 pp結晶）の原理 



レンズは赤外線では問題なく使えるため、

KTN 結晶が組み込まれた可変焦点レンズモジ

ュールの後に、SHG 結晶を配置し、SHG 結晶

により赤外線の半分の波長をもつ光を発生

させた。これによって原理的に、短波長のレ

ーザー光で、KTN 結晶を利用して超高速焦点

移動を行うこととほぼ等価な操作が可能に

なる。波長可変レーザーで赤外線の波長を変

え、対応する SHG結晶の調整は可動ステージ

を用い SHG結晶を移動させて行なった。 

 SHG 結晶は温度コントローラーにより一定

温度に保った。可変焦点レンズモジュールは

コンピュータより電圧をコントロールして

焦点位置を変えた。シャッターおよびパワー

制御はコントローラーを介してコンピュー

タから制御した。 

 

（２）取り付け：  

顕微鏡の落射蛍光ユニットを利用して開発

する装置を正立顕微鏡に取り付けた。レーザ

ーはｘｙ面の照射位置を調整する装置を介

して光を顕微鏡に導入した。 

 

（３）装置のテスト・調整：  

 蛍光サンプルにて照射実験を行い、装置の

動作確認・調整を行った。調整は、光刺激に

より蛍光を発するサンプルで画像を CCDカメ

ラにて撮影し、焦点移動を確認した。また、

光検出器を用いて動作速度の測定を行った。 

 

４．研究成果 

（１）装置開発：   

 赤外可変波長フェムト秒レーザー光源と

して Chameleon Vision II(コヒーレント)を

用いた。電磁シャッター、パワー制御部の様

子を図４左図に示す。 

 また、可変焦点レンズは KTN レンズ（NTT

アドバンストテクノロジ）を使用した。レン

ズはペルチエ素子により温度制御した。 

扇型 pp結晶として(L)3ｘ(W)20ｘ(T)0.8  

ｍｍの ppMgSLT結晶（オキサイド）を用いた。

結晶には ARコーティングを付していない。 

 ppMgSLT 結晶については普通温度制御を行

うが、今回はチューニングが可能な扇型 pp

結晶であるため、温度の違いによる SHG発生

の影響は結晶の位置によるチューニングで

対応した（図５）。 

図４ シャッター、パワー制御部

（左）と KTNレンズ部（右） 

図５ 扇型 pp結晶（手前）と発生し

た SHG光（奥） 

IRレーザーは波長 976nm、発生した

SHG光は 488nm。 

図８ 装置の全景 

図７ プリズムにて分離された SHG

光（左）と赤外光（右）。なお、赤外

線はターゲットに塗られた蛍光塗料

により可視化した。 

図６ プリズム（中央）にて赤外光と

SHG光を分離し、観察した。 

図３ 製作した装置のブロック図 
SHG 結晶は可変波長レーザーに対応
するため扇型 pp結晶を用いた。 



 プリズムを用いて発生した SHG光と元の赤

外線光を分離して観察した（図６、７）。こ

れより扇型 pp 結晶により SHG 光を発生され

ることが可能であることが明らかとなった。 

発生させた SHG光の波長範囲は３９０ nm ～

５０５ nm で、ほぼ設計通りの性能が得られ

た。 

 

（２）取り付け：  

 扇型 pp 結晶により発生させた SHG 光を、

レンズ、フェムト秒レーザーミラー、XY軸調

整ミラーを用いて顕微鏡に導入した。この際

SHG 光と元の赤外線光はダイクロイックミラ

ーおよびブロッキングフィルターにより分

離し、SHG 光のみを顕微鏡に導入した。図８

は装置全景である。 

 図９はステージに投影された SHG光の像で

あるが、ガウシアンビームに近い像が得られ

た。 

 

（３）装置のテスト・調整：  

 ２０ｘ対物レンズを取り付け、GFP を神経

系に発現する線虫サンプルを用いて装置の

テスト、調整を行った（図１０）。 

 対物レンズの焦点に集光された SHG光は強

く、GFP が明るく光り、肉眼でも十分観察で

きた。そこで KTNレンズ直前のレーザーパワ

ーを７ｍWに調整し、この後の実験を行った。 

 KTN 結晶レンズへの０～４００V の電圧印

加により蛍光画像が変化する事を観測した

（図１１）。なお、KTNレンズの channel １,

２の容量は両方とも １.３９μF で実験を行

った。焦点移動の際、本装置では対物レンズ

を移動せずに焦点移動できるため、焦点位置

を高速で移動させても振動は発生しなかっ

た。 

 次に、KTN レンズの動作速度を測定した。

１０ｘ対物レンズ下にフォトダイオード型

光検出器を置き、焦点移動による光強度の変

化を電気信号に変換してストレージオシロ

スコープで観察した（図１２）。その結果、

高圧電源の電圧変化に対応して光り信号が

変化することが観察され、シグナルの始まり

から２０μ秒以内に光り信号が安定化する

ことが分かった。 

 

得られた成果の国内外における位置づけと

インパクト 

 KTN レンズは現在主流の圧電素子を使用し

た技術より５００～1０００倍のけた違いの

速さを持っており速さに対するインパクト

は非常に大きなものがある。 

 今回あらたに可変波長レーザー光源に対

応し、３９０nm～５０５nmまでの波長範囲で、

自由に SHG光を作り出せるようになったこと

により、各種の蛍光分子、また光感受性分子

を活性化できるようになった。本技術開発は

単に脳科学を含む自然科学分野の研究に利

図１１ 生物試料を用いた検討。 

GFPを神経細胞に発現する線虫を用い

て焦点移動を検討した。電圧（400V）

を印加ことにより焦点位置が変わるこ

とが分かる。対物レンズ：PLAN APO 

２０ｘ０．７５ Nikon  

0V 400V 

図１２ 装置の応答速度の測定 

上トレース：高圧電源の電位モニ

ター、下トレース：光検出器から

得られたシグナル。電位の変化に

ほぼ追従して光検出器から得られ

た信号の変化はほぼ電源電圧の変

化に追従している。 

図１０ 生物試料を用いた検討。 

GFPを神経細胞に発現する線虫を

用いて焦点移動を検討した。 

図９ 発生した SHG光を顕微鏡に導

入したところ 

青い光がステージの中央に見られ

る。なお、対物レンズはこの写真で

は外してある。 



用されるだけではなく、工業、レーザー加工、

計測分野での利用も見込まれ、将来的に大き

な市場が開ける可能性があるが、今回種々の

波長の光を生成できるようになったことで

さらに応用範囲が広がった。 

 

今後の展望 

 本装置では３９０nm から５０５nm の範囲

の SHG 光を１つの pp 結晶で発生させること

に成功したが、理論的にはさらに長い波長の

SHG光にも１つの pp結晶で発生させることが

可能である。より赤い波長の光は生体内での

散乱を軽減できるため重要である。赤外線レ

ーザー光源自体も長波長の物が開発されて

おり、また光源に OPOなどを用いることも可

能で、こうした光源を用いることにより紫外

光から赤色光までの SHGを発生させて、焦点

調節を瞬時に行う事が可能になると考えら

れる。。 

 本装置は DMD や L-COS などと組み合わせ

ることにより、多点同時刺激を行うことも可

能である。DMD や L-COSとの組み合わせによ

り、より高度な光刺激が可能となると考えら

れる。 
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