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研究成果の概要（和文）：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。本研究ではタンタル酸ニオブ酸カリウム(KTN)結晶を使用したXYスキャナー（KTNスキャナー）を
用いて高速でレーザー光をXY移動制御可能な光刺激装置の開発を行なった。二光子励起によるfluoresceinの蛍光を観
察した結果、KTNスキャナーを用いた世界初の多光子光刺激装置の開発に成功した。光刺激の際の光照射位置のXY移動
が従来技術であるガルバノスキャナーによる方法より10倍以上高速化された。本研究成果は光操作技術を進歩させるも
ので、光を利用する脳科学や自然科学の飛躍的な前進が今後期待される。

研究成果の概要（英文）：Recently, optogenetics is getting popular for studying neuronal circuits. In this 
research, we developed a photostimulation device that used a fast XY scanner with potassium tantalate 
niobate (KTN) crystal. World-fast two photon excitation of fluorescein could be achieved with this newly 
developed photostimulation device with KTN scanner. Scan speed of the KTN scanner is more than 10 times 
faster than that of the galvano scanner. This research will advance brain science and natural science in 
which optical technique is more important.

研究分野：分子神経生理学

キーワード： 光遺伝学　KTNスキャナー　多光子励起　高速走査
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１．研究開始当初の背景 

 研究代表者は GFP を用いた蛍光 Ca2+セン
サーG-CaMP（Nakai ら Nat Biothchnol, 
2001）や最近では赤色の蛍光 Ca2+センサー
R-CaMP（Ohkura ら PLoS One, 2012）を開
発し、Ca2+イメージングにより神経活動を
測定し脳機能を解明する研究を行っている。
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。 
これまで研究代表者は電気光学素子(EO 素
子)であるタンタル酸ニオブ酸カリウム
(KTN)結晶を用いた光学素子を顕微鏡に応
用する研究を行ってきた。本研究ではさら
に最近開発された KTN 結晶を使用した高速
XY スキャナー（KTN スキャナー）(NTT 技術
ジャーナル 2009.11, 16-19)を用いて超高
速で刺激用レーザー光を XY 移動制御可能
な光刺激装置の開発を行った。レーザー走
査は基本となる技術であるため、走査技術
の研究者からも KTN スキャナーは興味を持
たれている技術である。 
 
２．研究の目的 

 本研究では最近新たに開発された KTN ス
キャナーを顕微鏡に応用し、超高速で光刺
激用レーザーの XY 位置を制御できる顕微
鏡用光刺激装置を開発する。速度は従来の
共振ガルバノスキャナーの 10 倍以上を目
指す。本研究は、最近開発された KTN スキ
ャナーを世界で初めて顕微鏡用光刺激装置
に応用する点で先進的、独創的で、⑴超高
速 XY スキャンと⑵エネルギーロスの低減
を可能にする。 
 本技術による光操作技術の進歩により、
光を利用する脳科学や自然科学が飛躍的に
前進し、また、レーザー技術は生物分野以
外に医療やレーザー加工機など工業分野へ
の応用範囲も広がることが期待される。 
 
３．研究の方法 

装置開発： 2 光子顕微鏡用のフェムト秒
赤外線パルスレーザーとして Chameleon 
Vision II（コヒーレントジャパン）を用い、
電動シャッター（SH05, ソーラボジャパン）
によりレーザーを on-off 制御した。レーザ
ーパワー制御には Electro-optic （EO）
device (Model 302A, Conoptics)を用いた。
EO device を通過した光はさらにビーム
コンディショナー（MPM-BCU, ソーラボジャ
パン）を通し、その後 0.3x ビームエクスパ
ンダーにてビームを絞り、plano-convex 
lens（ソーラボジャパン）を通し、2 次元
KTN スキャナー（NTT アドバンストテクノロ
ジ）に導入した。KTN スキャナーを通った
光は、さらにスキャンレンズ、チューブレ
ンズ、dichroic mirror（FF670-SDi01-25
ｘ36, セムロック）を通した後対物レンズ

（4ｘ、または 10ｘ, ニコン）に導入した
（図１）。 
 

 
 2 次元 KTN スキャナーの制御には KTN コ
ントローラー（KST1000BAI-00, NTT アドバ
ンストテクノロジ）を使用した。また、
100KHz の高速スキャンには KTN Scanner 
driver（KPS1001CH0-00, NTT アドバンスト
テクノロジ）を用いた。 
 動作確認： 動作確認のためサンプルと
して Fluorescein または Texas-red の溶液
（0.1ｍM）をキャピラリーに満たし観察し
た。観察は CCD カメラにより行った。 
 
 
４．研究成果 
装置開発： 方法に記載したように光刺激
装置を組み立てた（図２, 図３）。 
 

 
 また、KTN スキャナーの制御に用いた KTN
コントローラーを図４に示す。 
 
 開発した装置を用いて 10 倍対物レンズ
にて Texas-red の溶液を 860nm の励起光に
て光刺激した（図５）。自在に刺激できるこ
とがわかる。 
 

図 2 開発した光刺激装置 

図 1 本研究開発の光刺激装置を組み込んだ光刺激・ 
      イメージング装置の模式図 

    （実際の光路図を簡略化して記載） 



 

 
 また、100KHｚでの走査でも KTN スキャナ
は動作し、蛍光シグナルを観察することが
できた。 
 ところでレーザー波長を 800nm から
900nm に変更したところ、ビームの偏光角
がやや減少した。これは予想されたことで
あるが、KTN スキャナーの偏光角は波長依
存性がある。 
 
考察 
 本研究では、2 次元高速スキャナーであ
る KTN スキャナーを用いて顕微鏡用光刺激
装置を開発した。KTN スキャナーを用いハ
イパワー近赤外フェムト秒パルスレーザー
光を高速（100KHz）に 2次元走査すること
に成功した。さらに KTN スキャナーにより

走査された近赤外パルスレーザー光を用い
て、蛍光物質を 2光子励起し、そこから発
せられた蛍光を CCD カメラにて撮影するこ
とに世界で初めて成功した。KTN スキャナ
ーは EO 現象を動作原理として用いたスキ
ャナーであるため、従来の機械的なスキャ
ナー（ガルバノスキャナー等）よりも 10～
100 倍以上高速に動作する利点がある。ま
た、KTN スキャナーには可動部分が無いた
め振動等が発生することもない。さらに、
KTN スキャナーに用いられている KTN 結晶
は透過性が高いためレーザーパワーロスを
低く抑えることが可能である。通常のレー
ザーや LED による光励起では、1 光子によ
る光励起であるため、光路上の蛍光物質も
励起されてしまう欠点があるが、本研究で
開発した光刺激装置はフェムト秒赤外線パ
ルスレーザーによる多光子励起現象を用い
ているため、焦点位置のみが光励起され、
その他の部位は光励起されない。よって、
通常のレーザーや LED よりもより正確に光
刺激できる利点がある。 
 レーザー波長と偏光角について、本 KTN
スキャナーは動作原理において光の屈折を
電圧により制御することにより機能する。
したがって、励起光の波長が変わると偏光
角も変わるのは予想されたことである。こ
れは事前に波長と偏光角を調べておくこと
により波長を変更した際、印加する電圧を
調節することにより補正可能である。 
 本研究で開発した光刺激装置は、光遺伝
学等の光操作技術が今後ますます有効な研
究手段となると予想される脳科学や自然科
学の研究で利用されるものと考えられる。 
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