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研究成果の概要（和文）：液晶デバイスを用いてベクトルビーム、光渦を発生させることに成功し、超解像顕微
鏡である２光子STED顕微鏡を開発した。また新たに、多重染色画像に有用な励起アンミキシング法を開発した。
また、補償光学によりマウス生体脳in vivo観察時の空間分解能の向上や神経線維の光破断に成功した。うつ病
モデルマウス固定脳におけるスパイン形態においては、超解像顕微鏡法を用いることで初めて、共焦点顕微鏡で
は検出てきない微細な変化を検出できた。加えて、超解像特性の数理的な解析から従来の２光子顕微鏡と比較し
て、試料の微細な構造をより明瞭に観測できることがわかり、ベクトルビームの優位性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：We successfully generated vector beams, optical vortex by using liquid 
crystal devices and developed a super-resolution microscope, two-photon STED microscope. In 
addition, we developed an excitation wavelength unmixing method useful for multicolor staining 
specimens. For in vivo imaging of living mouse brains, adaptive optics improved spatial resolutions 
and enabled laser ablation of neural fibers. In the case of depression model mice, a 
super-resolution microscopy could demonstrate quite finer morphological changes of dendritic spines 
that had not detected by conventional confocal microscopy. Moreover, numerical analyses on 
super-resolution effects showed that microscopy using vector beams can observe finer structure in 
specimens clearly, suggesting a superiority of vector beams.

研究分野： 生物物理学

キーワード： ２光子顕微鏡　超短光パルスレーザー　ベクトルビーム　バイオイメージング　神経科学　スパイン　
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
多光子顕微鏡は、近赤外域のフェムト秒レー
ザーを励起光源として用いることで生じる
非線形光学過程を利用し、他の顕微鏡法では
観察不可能な、インタクトな組織深部の分子
細胞機構の観察を可能としてきた。現在、生
物個体中で非侵襲的に細胞や生体分子の形
態・機能の解析が可能な方法論として最も期
待される。研究代表者は、この方法論の黎明
期より、その確立と生命科学への応用を先導
し、神経細胞や分泌腺細胞において、開口放
出、神経可塑性やイオンチャネル機能の可視
化により、生理的条件下での機能解析の重要
性を明らかにしてきた(Nature Cell Biol., 
2001; Nature Neurosci., 2001; Science, 
2002; EMBO J, 2006; Nature Methods, 2009; 
ProsONE, 2012など)。特に、細胞内遊離 Ca2+

濃度([Ca2+]i)の上昇がトリガーする開口放出
現象は、2013年度のノーベル医学・生理学賞
を見るまでも無く、シナプス前終末の神経化
学伝達物質に加え、様々な内・外分泌腺や免
疫、骨代謝などの多様な生命現象の基盤にあ
り、しかも組織を越えて共通の分子機械が用
いられていると推定されていた。しかし、そ
の分子機構自体は、観察技術の不足のため、
その解明が遅れていた。最近、申請者は、多
光子顕微鏡の生体組織への透過性、低侵襲性
を最大限に利用し、麻酔下のマウス個体で、
新皮質全層と海馬 CA1ニューロンの“in vivo”
イメージングに世界で初めて成功し、世界で
トップの約 1.4 mm という深部到達性を実現
し（上図、Sci. Rep. 2013, 讀賣新聞等マス
コミ報道５件など）、さらに最近、海馬歯状
回の可視化にも成功した（未発表データ）。
一方、研究分担者との共同研究から、新規レ
ーザー光源「ベクトルビーム」を用いた超解
像イメージングを開発し、古典的な光の回折
限界を打ち破ったナノイメージングの方途
を拓いた(特願 2011—042763; Opt. Express, 
2011; SPIE News, 2012; Microscopy, 2013)。
本研究課題では、これらの自ら開拓してきた
“in vivo”イメージングを展開させ、神経
伝達、開口放出の分子機構の全容解明を進め
ると共に、脳神経回路の機能の創発原理を理
解するための方法論を構築し、新たな「光・
脳科学」を切り開くことを目指した。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は生きたマウス脳の世界最深の
蛍光断層観察に成功し、世界に先駆けて海馬
CA1・歯状回ニューロンの“in vivo”ライブ
イメージングを可能としている。この“in 
vivo”多光子顕微鏡法を、新規レーザー技術
や蛍光プローブによる超解像イメージング
技術を融合する。これにより、「ありのまま」
状態のままで、光を用いて局所神経回路機能
から神経伝達、分泌・開口放出まで網羅的可
視解析する機能イメージング法を確立する。
最終的には、この“in vivo”超解像ニューロ
イメージング法を、脳機能の創発・作動原理

を解明するための方法論として確立し、我が
国の技術の世界的優位性を失うこと無く、神
経細胞と脳・神経回路機能の階層間を繋ぐ新
しい「光・脳科学」を開拓することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
新たに高出力光源を“in vivo”多光子顕微
鏡システムに導入することで、生体深部到達
性を向上させ、マウス生体脳深部の”in vivo”
イメージングを可能とすることとした。さら
に新規モデルマウス、海馬の神経活動の“in 
vivo”可視化を実施することで、神経回路機
能の創発原理の解明へとつなげることとし
た。さらに、ベクトルビーム超解像法により
微細形態や開口放出分子機能のイメージン
グを推進することとした。最終的に、実際の
脳内で分子から回路、機能単位へと統合化さ
れる神経情報伝達機構の包括的な理解する
ための多元的方法論を構築することを目指
した。本研究課題の遂行は、北大グループと
東北大グループとで分担するが、全体的な進
捗の調整や成果取り纏めは研究代表者（北大
グループ）が実施することとした。 
 
４．研究成果 
(1)高出力黄色ＣＷレーザー光を液晶デバイ
スを用いてベクトルビーム化することによ
り、トポロジカルチャージの異なるドーナッ
ツ状のビーム（光渦、角運動量 m  =  -2,  -1,  
+1,  +2）を発生することに成功した。その
ベクトルビームの性状を解析し、さらに STED
（Stimulated Emission Depletion；誘導放
出抑制）用の光源として利用することで、既
存の２光子励起顕微鏡システムを超解像顕
微鏡（２光子励起ＳＴＥＤ顕微鏡）に発展さ
せた。その結果、焦点面内の空間分解能をお
よそ２倍向上させることに成功した。さらに、
多光子顕微鏡に安定してドーナツ状の
STED 光を導光するように改善を引き続き
実施する共に、STED 効果の高い有機系蛍
光小分子および蛍光タンパク質をスクリー
ングし、各々3、2 種類を有力な候補として
同定した。最も STED 効果が高かった分子
（消光率 90%）では、空間分解能が約 33％

図１ 微小ビーズを用いた超解像効果の測

定。上は通常の２光子顕微鏡、下は STED 光

を重畳させたもの。 



に向上し、超解像効果の実現に成功した（図
１）。 
 
 (2)一方、２光子励起用レーザー光源の点で
は、旧来のチタンサファイアレーザーのパス
ル幅の圧縮による蛍光シグナルの増強に成
功すると共に、高出力の新規超短波パルス光
源を導入し、マルチビームスキャン式の 2光
子励起顕微鏡の視野を拡大することに成功
した。さらに高い時間分解能を生かしてマウ
ス皮下血管内の血流の高速 in  vivo イメー
ジングに応用した。白色レーザー光源を用い
た３次元ライブイメージングへの応用を検
討し、励起光アンミキシングの多色イメージ
ングにおける有用性を確認した。 
 
(3)マウス生体脳の深部での光学特性を定量
的に測定するための方法論の開発を進めた
結果、マウス生体脳の深部観察において生じ
る空間分解能、蛍光強度の低下は励起レーザ
ー光が生体組織を通過する際の球面収差の
発生が支配的であることが明らかになった。
その結果、対物レンズとカバーガラスの浸液
の屈折率の補正が分解脳の向上に効果的で
あることが判明した。そこで、液晶デバイス
を用いたレーザー波面の操作による補償光
学技術により球面収差補正を可能とし、光
学ファントムや固定マウス脳サンプルの深
部での蛍光シグナルと空間分解能の向上に
成功した（図２）。さらに、コマ収差や非対
称収差の補正を可能とする液晶デバイスの
開発を実施した。傾けたゲル標本や円柱状
ゲル標本における補償効果を確かめると共
に、固定マウス全脳サンプルの太い血管直
下での蛍光シグナルと空間分解能の向上に
成功した。また新規ガラスナノ厚シートを
用い、生体脳観察のためのオープンスカル
法の改善を試みた。またマウス皮膚の基底
細胞の”in vivo”イメージングと分裂軸の３
次元解析を実施し新たな知見を得た。 

(4)うつ病モデルマウスにおいて、薬物投与
が樹状突起スパインの形態分布の変化につ
いて検討する系を確立した。超解像顕微鏡
による観察方法を開発し、うつ病モデルマ
ウス固定脳において、樹上突起スパインの
形態変化について定量性の高い画像解析を
実施した。その結果、スパイン形態の変化
は、通常の共焦点顕微鏡の分解能以下のサ
イズの領域で発生しており、その差異は超
解像顕微鏡法を用いることで初めて検出し
得ることを明らかにした。 
 
(5) これまでに達成している世界最深部の
“in vivo”イメージングに対して、深部到
達度を一層向上させることによって、海馬全
層の“in vivo”イメージングを可能とする
顕微鏡システムを実現するための、高出力レ
ーザー光源の基盤技術の開発を進めた。基本
的には Yb ドープ光ファイバー増幅器を用い
るが、非線形効果によるパルス品質の低下を
避けるために、コア径の大きな光ファイバー
を選択した。また、イメージング時の信号ノ
イズとなる ASE（ Amplified spontaneous 
emission）を低減するために、できるだけ
seed光の出力を高めるように努めた。これら
の工夫により、連続波の状態で 10Wを超える
出力を得ることができた。しかしながら、光
ファイバー中で発生する複屈折によって、増
幅中にビーム品質が低下する現象が無視で
きなくなるため、その対策を進めることとし
た。主に複屈折効果を低減することが必要な
ため、seed光に対して波長板による位相補償
を行うことによって、最終出力のビーム品質
を改善する方法を考案・実施した。その結果、
40W 以上の出力と 60%以上のスロープ効率が
得られ、またビーム品質の低下も 10%未満に
抑制することができた。 
 また、ベクトルビームによる超解像特性に
関して、その点像分布関数およびそのフーリ
エ変換である光学伝達関数を数値計算によ
って求め、従来の顕微鏡法と比較検討した。
図３に示すように、広視野顕微鏡での限界空
間周波数が であるのに対して、高次ラゲー
ルガウスベクトルビームを用いる場合は、そ
の倍の となることがわかった。この値は、
共焦点顕微鏡と同じであるものの、高い空間
周波数領域でより高い伝達関数を持ってお
り、高い空間分解能を示すことがわかった。
また、このベクトルビームを２光子顕微鏡に
応用した場合、3 を超えるような高い空間周
波数領域でさらに高い伝達関数となること
が明らかとなり、従来の２光子顕微鏡と比較
して、試料の微細な構造をより明瞭に観測で
きることがわかり、ベクトルビームの優位性
を示すことができた。 

図２ 球面収差補正効果 
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