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Abstract 
We experimentally demonstrated multi-photon patterned 

excitation illumination by using a digital micromirror 

device. We successfully obtained 2-photon fluorescence 

images same as the pattern on the digital micromirror 

device. By introducing time-multiplexing effect, we also 

confirmed spatial resolution improvement of multi-

photon excitation patterned illumination. 

 

1. はじめに 
神経回路の応答とそれに対応した生体機能を結

びつけることで神経回路のメカニズムを明らかに

する研究に注目が集まっている．これは蛍光イメー

ジングに光刺激を組み合わせることで実現できる．

光刺激を神経回路イメージングに応用するには 3

次元組織中の特定の細胞や離れた場所に存在する

細胞を同時に刺激する必要があり，1 細胞レベルの

空間分解能と広い視野内で高速に刺激可能な時間

分解能が光刺激に求められる．そのため，焦点面に

局所化された多光子励起領域内に任意の照射パタ

ーンを発生可能な多光子励起パターン照明が有用

である． 

 多光子励起パターン照明として空間光変調器

(SLM)を用いた手法が報告されている[1]．ホログラ

フィック多光子励起パターン照明ではパターンス

ポットを大きくすると光軸方向の分解能が著しく

低下する．上記の報告では，時空間集光による多光

子励起領域の局所化を組み合わせることでこれを

解決している．しかし，本手法では 4-f 光学系を介

し瞳面と共役な位置に SLM を配置するとともに，

試料面と共役な位置に回折格子を配置する必要が

あり，照明系が複雑である．加えて，照射パターン

数の増加に伴い空間分解能が低下し，ニューロン 1

細胞を分解可能な空間分解能(5 μm)は得られてい

ない．また，SLM の位相変調動作は 100 Hz 以下で

あり，照射パターンを高速に切り替えることができ

ない． 

 本研究では，デジタルマイクロミラーデバイス

(DMD)を用いた多光子励起パターン照明を開発し

た．DMD は微小なミラーがアレイ状に配置された

デバイスである．各ミラーの角度を電気的に

ON/OFF で制御でき，DMD により生じる強度パタ

ーンを試料に結像することでパターン照明が行え

る．また，微小ミラーが回折格子として機能するた

めフェムト秒パルスを入射すると回折が生じ，分光

される．この分光された回折光を用いることで時空

間集光を行える．そのため，本手法は多光子励起パ

ターン照明と時空間集光を 1 台のDMD で行えると

いうメリットを有する．また，微小ミラーの

ON/OFF 動作は 1 kHz 以上であり，SLM と比較し照

射パターンを高速に切り替え可能である．本報告で

は，DMD による多光子励起パターン照明の実験結

果および時間分割多重化による光軸方向分解能の

向上について報告する． 

 

2. 光源開発 

DMD を用いた多光子励起パターン照明用の光源

として，Yb ファイバーレーザーの開発を行った．

レーザーシステムの構成を Fig. 1 に示す．昨年度の

構成では，増幅器 1 段目の後に音響光学変調素子
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(AOM)を配置し繰り返しを 600 kHz まで落とした

上でダブルクラッドゲインファイバーにより増幅

していた．しかし，繰り返し低下と AOM の損失に

より増幅器 2 段目の入射パワーが低く，ASE が生

じやすかった．そのため，ダブルクラッドファイバ

ー前にシングルクラッドゲインファイバーによる

増幅器を追加した．また，増幅器の追加に伴い増幅

器 3 段目からの出力が高くなってしまい，4-f 波形

整形器に用いる空間光変調器(SLM)の破損が懸念

された．したがって，4-f 波形整形器を増幅器 1 段

目と 2 段目の間に配置するよう変更した．これらの

変更に加え，ASE のレイジングで増幅器が破損する

のを防止するため，増幅器の各段に対してシード光

遮断時に励起を停止するインターロックを反映し

た．今後，増幅器 4 段目としてラージモードエリア

フォトニック結晶ゲインファイバーを用いた増幅

器の構築に取り組む． 

 

3. 実験系と結果 

実験系を Fig. 2 に示す．照明光として，上に記載

した増幅器 3 段で構成される Yb ファイバーレーザ

ーシステム(出力: 680 mW，繰り返し: 4 MHz，パル

ス幅: 160 fs)を使用した．4-f 光学系において試料面

と共役となる位置に DMD を配置した．DMD で回

折し，分光されたフェムト秒パルスは f=375 mm の

レンズでコリメートされ，焦点距離 3 mm，開口数

1.2 の水浸対物レンズで蛍光試料に集光される．蛍

光試料として，アガロースゲルにローダミン溶液を

分散させた試料を用いた．蛍光試料で発生した二光

子蛍光をダイクロイックミラーで反射し，CMOS カ

メラに結像させた．また，時間多重化を加えた多光

子励起パターン照明の実験では，DMD の前に 4-f 光

学系を追加し，試料面，DMD と共役となる位置に

自作の時間分割多重化素子[2, 3]を配置した．通常の

時空間集光では対物レンズで集光されるのは分光

される軸のみであり，分光されない軸では集光作用

が得られない．そのため，分光されない軸に対して

も集光作用が得られる構成とすることで，空間分解

能を向上できる．これは，分光されない軸に対して

時間分割多重化を加えることで実現できる．時間遅

 
Fig. 1. Configuration of the Yb fiber laser system. 
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延によるマルチビーム化によって空間コヒーレン

スが低下しビームが拡散するため，分光されない軸

に対しても対物レンズの集光作用が得られる． 

実験結果を Fig. 3 に示す．Fig. 3. (a)は DMD の微

小ミラーを全て ON にした時の二光子蛍光像であ

る．レーザー光のビームプロファイルと同様の二光

子蛍光像が得られている．Fig. 3. (b)は刺激する細胞

を模擬した DMD のパターンである．この場合，Fig. 

3(c)に示されるように，DMD 上に表示した照射パ

ターンが二光子蛍光像で得られている．厚みのある

蛍光試料であっても照射パターンを確認できるの

は時空間集光によって光軸方向の励起領域が局所

化され，背景光が抑制されているためである．これ

により，DMD を用いることで多光子励起パターン

照明が行えることを確認した．また，時間分割多重

化を加えた場合の結果を Fig. 3.(d)に示す．時間分割

多重化による空間分解能の向上により，時空間集光

のみの場合と比較しシャープな二光子蛍光像が得

られた． 

 

4. まとめ 
DMD を用いて多光子励起パターン照明が行える

ことを確かめた．また，時間分割多重化を組み合わ

せることで，多光子励起パターン照明の空間分解能

が向上できることを確認した． 
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Fig. 2. Experimental setup of 2-photon excitation 

patterned illumination by using a DMD, combined with 

a time-multiplexing plate. 

 

Fig. 3. Obtained 2-photon fluorescence images (a), (c), 

(d) and pattern on the DMD. (a) Fluorescence image of 

all micromirror are set ON under temporal focusing. (b) 

DMD pattern assumed patterned illumination. (c) 

Fluorescence image of patterned illumination under 

temporal focusing, (d) that of combined with time-

multiplexing effect. 
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