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研究成果の概要（和文）：本研究では，光照射により生きた細胞活動を制御可能なオプトジェネティクスの高性
能化に向けて，ホログラフィーを用いて多数の光スポットを同時に３次元空間に形成するとともに，1 umから20
 umの可変ビーム径を可能とし，さらに所望の領域内に配置するスポット数に関わらず一定のピーク強度を照射
可能な技術を開発した。開発した技術を培養細胞に適用し，選択的制御が可能なことを確認した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we developed the holographic stimulation technique for 
achieving a higher-level optogenetics, that can control cell activity by optical irradiation. In the
 developed technique, multiple spots are generated in a three-dimensional space and beam spot size 
can be changed from 1 um to 20 um. Furthermore, uniform peak intensity of multiple spots can be 
created regardless of a number of spots. The developed technique was applied to cultured cells and 
selective control of cells was confirmed experimentally.

研究分野：応用光学

キーワード： ホログラフィック光刺激　オプトジェネティクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生命機能情報の非接触，低侵襲観察を元にした生命機能の解明や細胞活動の非接触操作により生命機能を改善す
るなど，生命科学における光イメージング技術及び光照明技術に対する期待は大きい。本研究の研究成果は所望
の３次元位置に多数の光スポットを同時形成することを可能にし，さらに高性能な光スポット群を形成する技術
を開拓したものであり，この技術を発展させることで生命科学における有用な光操作技術の確立に繋がる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年，光学技術の発達によって，細胞活動，シグナル伝達，遺伝子発現などの細胞機能を計測
することが可能となってきた。さらに，光遺伝学（オプトジェネティクス）では光活性化型タン
パク質を細胞に発現させ，光刺激により細胞活動を制御することが可能になっている。しかしな
がら，現状のオプトジェネクティクスで用いられている光刺激は光ファイバによる均一な広域
照明に留まり，空間的・時間的に制御性が低いものとなっている。細胞活動といっても 10 µm
程度の大きさの細胞から細胞間ネットワークの活動を観察・操作するにはこれらの複数の細胞
集団をそれぞれ個別に３次元的に選択して光刺激する必要がある。その際には，刺激する細胞の
数に関わらず，同じ光強度で細胞を光刺激する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究ではホログラフィック光刺激技術を細胞内・細胞間刺激に利用可能とするためにリア
ルタイムにスポットサイズを変更できる並列細胞光刺激技術を開発することを目的とする。ホ
ログラフィック光刺激技術は光の波面を空間光変調素子で自在に制御し，機械的稼働部なしに
３次元空間に光スポットを複数同時作成することが可能である。また，２光子吸収を用いること
で，集光スポット付近のみに光刺激を行うことができるため，低散乱係数かつ低吸収係数領域の
近赤外光を用いて 1 mm深さの生体深部までを光刺激することが期待できる。 
本研究では，高機能オプトジェネティクスのためのホログラフィック光刺激技術として，(1) 
細胞の大きさから 1 µmから 20 µmのスポット径で 100点以上を３次元同時刺激し，かつこの
刺激パターンを 33 ミリ秒で更新可能とするマルチスケール光刺激技術の開発と，(2) 複数細胞
の同時光刺激において，細胞数に関わらず光刺激強度を同じにする光パワー制御技術の２つの
技術課題について取り組む。 

 
３．研究の方法 
本研究では，様々なサイズの細胞を複数かつ同時に３次元光刺激するためのホログラフィッ
ク光スポット生成技術を構築するものである。可変スポットサイズを可能にするアプローチと
して２つの方法を検討した。第
１の方法はホログラムによる光
スポットの設計であり，第２の
方法はガルバノミラーによるビ
ームスキャンによる方法であ
る。図１に２つの手法の概要を
示す。ホログラムによる光スポ
ット径を可変にする設計法の概
要を図２に示す。実験では光エ
ネルギー利用効率を考えて，位
相変調型空間光変調素子（SLM）
を用いる。方法１のスポット可
変法では，予め集光スポットパ
ターンを設定し，その分布を元
に，コヒーレント光波伝搬計算
とフーリエ変換により SLM 面で
の位相分布が求まる。振幅分布
を一定にするため，求められた
位相分布を表示しても所望の均
一な光スポットが得られない。
そのため，各スポットの係数を
制御する振幅係数 a1を導入する
ことでスポット強度の均一化を
図る。方法２のガルバノミラー
を用いたビーム径拡大では，ホ
ログラムによるマルチスポットを高速にスキャンすることで実効面積を大きくするものである。
具体的には SLM 面を照明する平行平面波の入射角度を変化させることで面内のスポット位置を
高速に移動させる。 
 
４．研究成果 
１光子励起及び２光子励起の２つのホログラフィック光刺激システムにおいて，スポット強
度均一化，スポット数可変技術について取り組んだ結果を示す。観察領域内でのスポットのピー

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ マルチスポットビーム拡大手法 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ マルチスポット形成のためのフィードバック型位相
分布最適化手法 



 

 

ク強度を均一化するために、実験システムに光スポットの観察系を導入し，各スポットを均一化
するフィードバック型の位相分布最適化設計付きホログラフィック光刺激システムを開発した
（図３）。一平面で 150個のスポットを形成した場合の最適化設計法の適用なしとありの場合の
比較を図４に示す。光スポット形成では、５点から 200点の光スポットに対して，フィードバッ
ク補正なしではスポットピーク強度のばらつきが平均値に対して約 20%の標準偏差があったが、
フィードバック補正により５%以下の標準偏差の分布に抑えられることを確認した（図５）。可変 
焦点レンズを用いて奥行き方向にも観察可能な系
を導入し、二平面での光スポットピーク強度 
の均一化を行った。奥行き方向に 20 µm 離れた二平
面で 25点ずつ、合計 50点のスポットを作成した場合
に，８回の反復で平均値に対して 54.4%から 2.8%まで
標準偏差を低減できることを達成した（図６）。また，
光スポット数を変化させた場合でも，ピーク強度を一
定にすることも必要である。 そのため，領域内と領域
外の２つの領域を設定し，領域内外の光スポット総数
を一定として，領域内のスポット数を変化させること
で領域内のスポット強度を一定化させることを試み
た。その結果を図７に示す。図７では 10 点の光スポ
ットを形成し，領域内に 1 点から 10 点までとしたと
きの平均ピーク強度を表したものである。補正するこ
とで領域内のスポット数を変化させた場合でも均一
に近いピーク強度が得られている。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(a) (b) 図５ スポット数に対するスポットピ

ーク強度のばらつき 図４ 光スポット像; (a)位相最適化なし，(b)あり 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

 
(a) (b) 
図６ ２層の同時スポット形成結果; (a) ピーク強度の均一化; (b)位相最適化の反復による
ピーク強度ばらつきの改善結果 

 
構築したスポット可変技術を生細胞光刺激実験に適用した。刺激光には 473nm のレーザー光
を用い，位相変調型空間光変調素子を用いて刺激光の形と３次元分布を制御した。スポット径を
可変にする位相ホログラム設計は方法１を用いた。実験サンプルとして青色光に反応して細胞
内に Caイオンを放出する培養細胞を用いた。スポット径は1 µmから50 µmまで変化させた。実
験結果から全体の強度が同じ場合に，照射する面積に比例して Caイオンによる蛍光強度が増加
する傾向が見られた。１光子励起では奥行き方向の選択性が弱いため，近赤外光を用いた２光子
吸収現象を利用した。刺激光として波長 800nm（100fs, 1kHz）のフェムト秒パルスレーザー光
を用いた。レーザーパワーを 100mW〜150mWの間に調整したとき，１平面で 20個以上の細胞を選

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ フィードバック型位相分布最
適化によるマルチスポット形成 



 

 

択的に刺激できることを確認した。 

 
次に位相変調型空間光変調素子を用いて位相変調により多数の光スポットを作成し，さらに

途中の経路に，レゾナント・ガルバノスキャナーを用いることで高速にスポットをスキャンさせ
ることで，２光子励起における有効ビーム径を自在に変化させるシステムを構築した。近赤外フ
ェムト秒レーザー光を用いて、バルクの蛍光板、蛍光ビーズ及びマウスの脳神経細胞を用いた実
験により約 10 um サイズの脳神経細胞の 2 倍程度の大きさに拡大できるのを確認した。蛍光板
での 5 点のスポットの拡大前と拡大後の蛍光画像を図８に示す。横長に蛍光スポット像が拡大
されていることがわかる。 
今後の課題としては，構築した可
変スポット径技術，ピーク強度均一
化技術を生きた細胞操作に適用す
ることが考えられる。次に更なる高
速化に関してはガルバノミラーの
動作周波数は 8 kHz程度であり，光
音響偏向素子を用いる方法が考え
られる。このとき動作周波数はパル
ス発振の周波数に近づくため，１パ
ルスごとに位置を操作できる可能
性がある。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
(a) (b) 

図７ スポット数可変時の各ピーク強度を一定化する手法; (a)手法の概念図, (b)スポット
数可変時のピーク強度のばらつき 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図８ ガルバノスキャナーによる多点同時ビーム径拡大
実験結果 
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