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I. 基本情報 
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（英 語）Brain Mapping by Integrated Neurotechnologies for Disease Studies 

(Brain/MINDS) 

 

研究開発課題名： （日本語）新規半導体レーザー光源を用いた超解像多光子励起顕微鏡法の開発 

（英 語）Multi-photon super-resolution microscopy utilizing a novel 

semiconductor laser based light source 

 

研究開発担当者  （日本語）国立大学法人北海道大学 電子科学研究所 教授 根本 知己 

所属 役職 氏名： （英 語）Research Institute for Electronic Science Hokkaido University,  

      Tomomi Nemoto, Professor 
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分担研究     （日本語）超解像多光子励起顕微鏡法のための高機能半導体レーザー光源の開発 

開発課題名：  （英 語）Development of pulse laser light sources for multi-photon-excitation  

      STED microscopy 

     

研究開発分担者   （日本語）国立大学法人東北大学 未来科学技術共同研究センター 教授 横山弘之 

所属 役職 氏名： （英 語）New Industry Creation Hatchery Center Tohoku University, Hiroyuki  

          YOKOYAMA, Professor 

 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 

昨年度、北海道大学に移設された研究分担機関である東北大学の開発した多光子励起用レーザ

ー及び STED レーザーについて光学ファントムを用いた超解像効果の実証試験を実施した。

まず STED レーザー、多光子励起レーザー光の長期安定性について実証試験を実施し十分な

安定性を確認した。さらに、既設の生物用光学顕微鏡に導入し、対物レンズ後の標本位置にお

いて多光子励起用のレーザーパルスと STED 用のレーザー光との間の遅延時間をナノ秒精度

で精密に制御可能であることを確認した。その結果、STED 効果やそのパルス間遅延時間依存

性を定量的に測定することに成功し、パルス型 STED 法の有効性を確認した。そこで、多種
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の蛍光色素分子・蛍光タンパク質について、新規開発したレーザー光源装置によって最適な STED
が観察されるものを網羅的に探索した。その結果、開発新規光源を用いた２光子 STED 顕微鏡に対
して最も有効な色素や蛍光タンパク質の候補を決定できた。 
また、生体脳深部到達性について基本特性を検証し、マウス生体脳を用いた実証試験を引き

続き実施した。特に、開発したレーザー集光の解析法を用いて、さまざまな条件下で生体脳深

部でのレーザーの集光特性を検討した。その結果、我々は世界で初めて生体脳中で 500 マク

ロメータ深部での神経繊維の破断に成功すると共に、その経時変化を長時間に渡って追跡する

ことを可能とした。さらに我々は破断に必要なレーザー照射時間とその深さ依存性についても

網羅的に検討をした。また、生体脳内における破断の影響を評価するために、新しい系統を確

立し、アストロサイトの実時間 in vivo Ca2+イメージングを実施した。一方、透過型液晶デバ

イスを用いたレーザー波面操作が深部観察には極めて有効であることを実証した。特に本年度

は、コマ収差や非点収差の補正についても有効な液晶デバイスを完成させた。さらに東北大学

の開発した多光子励起用レーザーと、これらの成果を組み合わせることで、海馬 CA1 領域や

大脳新皮質 V 層で神経細胞活動の in vivo イメージングに成功した。 
研究分担機関である東北大学では高性能半導体レーザーとその高速制御技術をベースとす

ることで、高安定な動作の電気的制御が可能なパルスレーザー光源開発において世界屈指の高

い技術を保有している。この技術基盤のもと、励起用近赤外パルスレーザー、および赤色光を

主とする STED 用パルスレーザーの開発を進めて、この２つの半導体レーザー光源の同期動

作を精密に制御することができた。それにより代表機関である北海道大学において２光子励起

によるマウス脳の深部イメージング機能とともに赤色 STED 光パルスによる超解像効果を確

認するに至った。また、この２つの半導体レーザー光源の同期動作を精密に制御するための機

能を、光源システムを構成する筐体の１つに組み込んだ。さらに、STED 用パルス光源として

650nmの赤色サブナノ秒光パルスを LD から直接発生する光パルスに比して強度を１桁増大さ

せる方策を検討しその実現を図った。その方法は、1300nm のサブナノ秒光パルスを半導体レ

ーザーで得た後に光増幅して SHG 変換を行うというものである。これにより、狙い通りの

STED 光パルスを得ることができた。 

 

 

New laser light sources developed in Tohoku University for multi-photon excitation and 
STED have been reinstalled in Hokkaido University last fiscal year. Verification tests of 
these light sources using optical phantoms were then carried out for the evaluation of the 
super-resolution: First, the long-term stability of both multi-photon excitation and STED 
laser light sources were examined and verified. Next, after the light sources were combined 
to the biological light microscopy existing, we verified such the performance that the delay 
time between the STED laser pulse and the multiphoton excitation pulse was precisely 
controllable at the focal plane at a sub-nano second level. This function enabled us to 
measure STED effects and their delay-time dependencies quantitatively, which was 
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thought to be one of superiorities of the pulsed STED method proposed in the project. Next, 
we searched for fluorescent dyes or fluorescent proteins exhibiting superior STED effects 
comprehensively. Finally, we determined several superior candidates of fluorescent dyes and 
fluorescent proteins for two-photon STED microscopy utilizing these newly-developed semi-conductor 
based laser light sources. 
 On the other hand, we continuously examined fundamental properties related to penetration depth in 
living brains were examined. By using the methods developed in this project, we analyzed laser focal 
properties in living mouse brains under various conditions. As a result, we have successfully severed 
neural fibers in living mouse brains at ~500 micrometer depth from the brain surface at most, and 
observed events occurring after serving for a long time. We also examined the laser illumination time 
required for severing a neural fiber and its depth dependency comprehensively. For visualizing events 
and effects occurring after such ablations in living mouse brains, and performed real-time in vivo Ca2+ 
imaging of astrocytes within deeper layers in the living mouse brain. On the other hand, we showed 
that the wavefront manipulation of the excitation laser beam was considerably effective for deep 
observations. Indeed, we constructed new useful liquid crystal devices compensating for coma, or 
astigmatisms. Finally, by combing these techniques and the multiphoton excitation laser source newly 
developed in Tohoku University, we succeeded in in vivo imaging of neural activities both in the 
hippocampal CA1 and the neocortical layer V areas. 
 Tohoku University has a world-top-class technology for developing electrically controllable 
laser light sources with high stability of operation. On the basis of this technology, we 
developed near-infrared pulse laser for multiphoton excitation and red pulse laser for 
STED, and successfully controlled synchronized operations of these two semi-conductor 
baser lasers. In Hokkaido University, we confirmed that this laser system was 
implemented such the function required for two-photon deep imaging of mouse brain as 
well as for inducing super-resolution effects by red STED light pulses. We next packed the 
function for controlling such synchronized operations into the single box consisting of the 
light source system. Moreover, we examined and tried to realize an idea to increase the 
laser power of the 650nm red sub-second light pulses by one order of magnitude compared 
to the direct emission from LD. The basic idea was to obtain SHG signals from 1300 nm 
sub-nano second light pulses generated by LD. We thus realized STED light pulses 
successfully as expected. 
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