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要約　広視野 2 光子顕微鏡 2-5）による in vivo カルシウ
ムイメージングは，2025 年時点で最も多くの細胞活
動を記録できる計測パラダイムである。本稿では筆
者の留学先である Spencer L. Smith 研究室（カリフォ
ルニア大学サンタバーバラ校）で開発されたカスタム
の広視野 2 光子顕微鏡 Diesel2p 5）の組み立て方を概説
する。筆者は 2020 年 4 月に帰国し，これを日本で組
み上げたが，その際自分でつくらなければわからな
い細かいノウハウを蓄積することができた。本稿は
そのテクニカルノートの一部で，実際に組み上げる
ときの要点をまとめている。現在，Diesel2p は世界
に 20 台以上が稼働していると思われるが，この顕微
鏡はシステム神経生理学実験の用途に過不足なく対
応でき，安価かつ拡張性も高く，あらゆる面でよく
できていると思う。その絶妙なバランスについても
本稿で共有したい。また，Diesel2p を組み立てるノ
ウハウは，一般的な 2 光子顕微鏡や，更に広い意味
でカスタムの生物学用顕微鏡構築にも役立つはずで
あるため，幅広い読者の方に自作顕微鏡の事例とし
て参考にしていただければ幸いである。

超短パルスレーザーがほとんどの準備を整えて
くれているため，2 光子顕微鏡をつくるのは簡単
である，と言われても多くの実験神経科学者は自
分で 2 光子顕微鏡をつくるのは簡単ではないと思
うのではないだろうか。本稿では，筆者が日本で
広視野 2 光子顕微鏡 Diesel2p を組み上げる際に
学んだ点を書き残したい。2 光子顕微鏡をこれか

ら自分でつくりたい方や，購入した 2 光子顕微鏡
に手を加えて機能を増強したい方の役に立てば幸
いである。

Ⅰ．Diesel2p のスペック

まず，今回取り上げる 2 光子顕微鏡のスペック
について整理したい。目的は「できるだけ多くの
神経細胞活動を一度に記録する」ことであるた
め，大規模カルシウムイメージングがメインであ
る。これに加え，2 光子・1 光子光遺伝学刺激に
よって神経細胞集団の活動を外部から操作するこ
とをサブの目的としている。

視野に多くの神経細胞を同時に収めるため，視
野は通常の2光子顕微鏡よりも広めの5×5 mm程
度を想定する（図 1）。現在最も明るいカルシウム
蛍光タンパク質は GCaMP8s で，これをメインの
蛍光分子として用いるほか，赤色蛍光タンパク質
も見えるようにする。これらは920 nmと1,050 nm
のレーザーでそれぞれ励起可能である。

顕微鏡は，これらの波長で高い 2 光子励起光率
を持ち，像面彎曲をできるだけ抑える必要があ
る。測定すべき蛍光波長（概ね 400-700 nm）の透
過率を確保しつつ，励起光である近赤外（NIR）
領域でも高い透過率が必要である。2 光子光遺伝
学刺激は 920 nm または 1,050 nm でカバーでき，
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“Building a two-photon microscope is easy because most of the work is done by the laser itself.” 
― Spencer L. Smith 1）
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1 光子光遺伝学刺激は脳深部ではそもそも高い解
像度を得にくいため，顕微鏡側のスペック要求は
さほど高くはない。

整理すると，5×5 mm の視野を持ち，920 nm，
1,050 nm のレーザーで 2 光子励起でき，像面彎
曲が小さい，というのが主な条件で，これを満た
す顕微鏡が Diesel2p なのである。筆者らはこの
Diesel2p を“必要最小限のスペック”でつくるこ
とで製造コストを抑えている。いわば“モッタイ
ナイ精神”である。この発想は，筆者の留学先の
ボスであり Diesel2p の開発者，そして現在もメ
ンターである Spencer Smith 博士によるものであ
る。彼は中古車を修理して 20 年乗るようなタイ
プで，実験機器の導入でも“本当に必要なスペッ
ク”を厳密に見極めて最適解を導き，実際にその
とおりの実機をつくってしまう人である。

日米問わず，お金のあるラボでは高価な物品を
次々と買いそろえがちだが，Spencer 氏は潤沢な
予算があっても不要に高価な買い物はしない。筆
者も彼の下で，必要スペックを厳密に見積もると
いう考え方を身につけた。

Ⅱ．切り捨てる汎用性

話 を 戻 す と，Diesel2p は 920 nm や 1,050 nm
付近の波長に特化しているため，1 光子イメージ

ングや，それ以外の励起光を用いた 2 光子イメー
ジングでは性能を最大限に発揮できない。In 
vivo のシステム神経科学実験としては十分だが，
多少汎用性を欠くのも事実である。

ただし，設計波長とは異なる波長でも 2 光子励
起自体は可能であるため，焦点面のずれや像面彎
曲の増大をうまく補正できれば，使用できないわ
けではない。Diesel2p の対物レンズは有効 NA

（開口数）が 0.4-0.5 程度で，2 光子顕微鏡の対物
レンズとしてはかなり低いほうである。しかし，
脳深部をイメージングする場合は NA が多少低
くても問題ないことが知られている。NA が 0.4
を下回ると，必要なレーザーエネルギーが大きく
なりすぎるため，経験上 0.4 以上で使うのが妥当
である。2 光子イメージングの原理的かつ本質的
な拘束条件はエネルギーが組織を致命的な温度ま
で高めてしまわないようにすることであるため，
この点は観察領域を最大限広く，そして高速に観
察したいときたいへん重要になる。

Diesel2p では，レンズの面精度もそこまで高く
していない 注 1。大口径のレンズを高精度で特注す
ると極端に高額になるためである。面精度が低い
と，結果的に波面収差が大きくなってしまいそう
だが，脳組織中では散乱が激しく，解像度が必要
な と き に は い ず れ に し ろ 補 償 光 学（adaptive 

図 1　Diesel2pを用いた 2光子カルシウムイメージングの例
6×6 mm の大きな頭蓋骨窓越しのイメージング（左）。視野には 5 万以上の細胞が記録されている。3,000 程度の細胞活動
について関心領域（region of interest；ROI）を取得し（中央），活動の時系列を示した（右）。

Neural activity（Z score）
－2 －1 0 1 2 3

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1,000

0 5 10

Time（min）

2026/09/26 20:35:21



277生体の科学　76 巻 3 号・2025 年 6 月

optics）を使って励起効率を高めるため 5），多少の
面精度の低さは大きな問題にならない。補償光学
を用いれば，レンズ精度や組織による散乱の影響
を光学的に補正できるからである。

Ⅲ．レンズの製造

Zemax で設計されたレンズのスペックは既に
公開されているため，その材質，焦点距離，面精
度などの情報をレンズ製造メーカーに送れば，そ
のままつくってもらうことができる。例えば，米
国の Rocky Mountain Instrument 社や日本の京
セラ SOC 社は，レンズの製造からアッセンブ
リ，システム全体の構築，光学性能の検査まで対
応可能である。

筆者は帰国後に国内企業と相談し，最終的に京
セラ SOC 社にレンズ（図 2）とメカ部品の製造を，
シグマ光機社に偏光ビームスプリッターとダイク
ロイックミラーの製造を依頼した。現在は京セラ
SOC 社がシステム全体を販売している。京セラ
SOC 社には工場見学までさせていただき，実際
のレンズ製造工程を知ることもできた。

もっとも，レンズ系だけつくっても，スキャ
ナーやレーザーとの接合，光電子増倍管や AD
変換ボード，ソフトウェアなどの要素がそろわな
ければ，顕微鏡としては動かない。そうしたトー
タルな構築やフォローアップを考えると，Spencer
氏の Pacific Optica 社からシステム全体を購入す
るのも十分合理的ではないだろうか。そのあたり
はユーザーの事情次第であろう。

Ⅳ．スキャン光学系

2 光子顕微鏡はレーザーを走査する必要がある
ため，スキャナーが必要である。Diesel2p は視野
が広く，視野内で部分的な領域をイメージングす
る。もちろん視野全体を一気にスキャンすること
はできるが，神経生理学的に重要な領域は連続し
ている領域とは限らないため，飛び飛びの領域そ
れぞれを重点的に観察する必要がある。そこで，
3 つのスキャナーを使用する（図 3）。1 つはレゾ

ナントスキャナーで，これで線分をつくる。残り
の 2 つがガルバノスキャナーでこの線分を視野内
の見たい位置に配置する役目である。実際にレー
ザーの入射側から順番に X 軸のレゾナントス
キャナー→ X 軸のガルバノミラー→ Y 軸のガル
バノミラーとなる。線分をつくるスピードが最終
的なスキャンスピードの律速になるため，ここは
できるだけスピードの速いレゾナントスキャナー
を使う必要がある。また，これらのスキャナーで
スキャンされたレーザーは，対物レンズの瞳を満
たす必要がある。この対物レンズの瞳の直径は，
Diesel2p では 33.4 mm である。スキャンレンズ
とチューブレンズで 4 倍に拡大されるため，Y ガ
ルバノミラーにおけるビーム径は約 8 mm となる
必要がある。XY ガルバノミラーの間は対称なリ
レーレンズのため 1 倍である。X ガルバノミラー

注 1　�面精度は高くないが，公差解析を行うことでレンズの精度や配置のずれに対する全体的な光学性能の低下が最小に
なるよう設計されている。詳しくは Stirman らの論文 3）に述べられている。

図 2　1台の Diesel2p顕微鏡に使用されるレンズ
リレーレンズ 6 個，チューブレンズ 1 個，対物レンズ 1
個。右下が通常の顕微鏡で使用される対物レンズ
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とレゾナントスキャナーの間は2倍になっている。
したがって，レゾナントスキャナーでのビーム径
は約 4 mm である必要がある。レゾナントスキャ
ナーはその共鳴周波数が重さに関係する。単振動
の周期はばね定数 k，質量 m として 1/2π k/m
であった。これが近似的に成り立つはずであるた
め，質量の平方根倍だけ周波数が小さくなってし

まう。質量の制限は受光面の制限になるため結果
的にレゾナントスキャナーのビーム径とその振動
周波数の間にはトレードオフがある。Diesel2p が
標準で使用しているのは Cambridge Technology
社の 8 kHz（CRS 8 kHz），4 mm のレゾナントス
キャナーである 注 2。その後のガルバノミラーは
Cambridge Technology 社の 8 mm のガルバノミ

図 3　Diesel2pの光路図

（上）現在の Diesel2p 1 号機の光路
図。（下）レゾナントスキャナー，ガ
ルバノミラー，ガルバノミラーの 3
つのスキャナーを通して対物レンズ
に入射するときのビーム径と振り角
の変遷。直径 1.3 mm 程度のレー
ザーを 32 mm 程度の対物瞳を満た
すことと，瞳において±5°のスキャ
ン角が実現するように設計されてい
る。
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ラー（6220H）である 注 3。
このように，スキャナーと対物レンズの瞳径に

おける要件がバランスしていることに注意が必要
である。逆に，手に入るスキャナーのスピードと
径，そして次に議論する振り角が，この設計を導
いているとも言える。これらのミラーを適切に配
置することによって，対物レンズ直上のダイクロ
イックミラーを外したときにその後方に約 32 mm
のレーザーを視認することができる（図 4）。これ
が真っすぐ平行に出ていれば，スキャナーとレン
ズ系が機能していることが確認できる。

さて，その振り角についてだが，Diesel2p は
5 mm 以上の視野直径を想定している。Diesel2p
の対物レンズの焦点距離は 30 mm である。一般
に，2×対物レンズの焦点距離×振り角＝視野直
径であるため，視野直径が 5 mm 以上という条件
は，30 mm×2 tanθ≧5 mm となる。ここでθは
瞳に入射するレーザー光の角度である。これを解
くと，tanθ≧0.083，つまり，tan（5°）＝0.875 で
あるため，対物レンズの瞳に対し約 5°の振り角
が必要ということになる。前述のように，最も対
物側の Y ガルバノミラーからスキャンレンズと
チューブレンズを介して瞳まできたとき，4 倍の
レーザー径になるため，逆にそこでのスキャン角
は瞳では 4 分の 1 になる。したがって，Y ガルバ
ノミラーでのスキャン角（optical）は±20°必要で
ある。Cambridge Technology 社のガルバノミ
ラー（6220H）はちょうど±20°のスキャン角（光
学角）を有している。2 つのガルバノミラーは対
称なリレーレンズでリレーするため 1 倍，ガルバ
ノミラーのレゾナントはビーム径が 2 倍であるた
め振り角は 2 分の 1 となり，単純に言えばレゾナ
ントスキャナーの振り角は±40°（光学角）必要と
いうことになる。しかし，CRS 8 kHz のそれは
±13°であるため 3 倍程度足りない。このため，
Diesel2p において，このレゾナントスキャナーで

は視野の左右を一度にスキャンすることができな
いということになる。筆者らの実験では，Diesel2p
のすべての視野をスキャンするためには，3 つか
4 つの長方形をつくることになる。

対物レンズの瞳面と，それに共役な 3 つの面，
すなわち入射側からレゾナントスキャナー，X ガ
ルバノミラー，Y ガルバノミラーの合計 4 つの面
の間に配置される 3 つの光学系はそれぞれの像を
拡大縮小するが，像の大きさと振り角の角度は反

注 2　�Cambridge Technology 社（Novanta 社が買収）のレゾナントスキャナーについては新型コロナウイルスの影響で手
に入りにくい状況が続いていたが，現在は比較的納期が短くなっている。ただし，円安の影響もあり価格は高騰し
ている。レゾナントスキャナーについては引き続き Novanta 社製のものが使用できるが，Thorlabs 社のものが近々
購入可能になるという噂がある。

注 3　�ほかに Thorlabs 社の QS7X-AG か ScannerMax 社の Saturn 9B などがある。受光面の直径が 8 mm，40°の振り角
で，response time が十分早いものを選定する必要があるが，それに近い性能であれば実際上ほとんど問題ない。

図 4　Diesel2pの組み立て
組み立てがうまくいくと，ダイクロイックミラーを外した
ときの後方の任意の地点で 32 mm の円形のレーザーが IR
カードで確認できる。赤色実線はレーザーの軌道を示す。
DM：ダイクロイックミラー，Obj.：対物レンズ，Tube：
チューブレンズ，YG：Y 軸のガルバノミラー，XG：X 軸
のガルバノミラー，PBS：偏光ビームスプリッター
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比例することになる。したがって，例えば瞳を満
たすためにビーム径を大きくしようとするとス
キャナーの振り角の制限に引っかかることにな
る。逆にスキャナーの振り角の制限が大きい場合
には，視野全体をスキャンすることができない。
振り角が大きなスキャナーを使用できたとして
も，レンズの端での収差は大きくなるためにレン
ズの枚数が多くなり，高い面精度が必要となるこ
とも問題となる。現実的な解決策はこれをバラン
スすることである。Diesel2p のスキャナーの選定
は，対物レンズの瞳を満たすことと，ガルバノミ
ラーによって視野直径 5 mm 以上を実現するこ
と，一度に部分的な視野であっても高速なスキャ
ンができること，振り角が大きすぎないこと，と
いう条件に対しバランスよく適合された結果に
なっている。

Ⅴ．コレクション光学系と光電子増倍管

Diesel2p では，コレクション光学系と光電子増
倍管が対物レンズの直上に置かれている。対物レ
ンズは可視光の透過率を上げているものの，前述
のように 920 nm と 1,050 nm 付近の励起光にの
み最適化された結像性能を持つ。このため，可視
光である蛍光が対物レンズを通して綺麗な像を結
ぶことはないはずである。それはもちろん 1 点ず
つ走査することによって最終的に画像を得る 2 光
子顕微鏡の場合，全く問題にはならない。コレク
ション光学系は，光電子増倍管の受光面が対物レ
ンズ下の視野の任意の点からきた光を効率的に受
け入れるように設計されていれば十分である。こ
のため，Diesel2p のコレクション光学系は市販の
レンズの組み合わせとなっており，ここに高価な
特注レンズを使用していない。光電子増倍管は標
準的な GaAsP（H10770PA-40）であり，受光面の
直径は 5 mm である。この 5 mm の円状に Diesel2p
の焦点の中心から 3.5 mm のところから発せられ
た蛍光の多くが入るように設計してある。

光電子増倍管のアンプは浜松ホトニクス社の高
速な C5594（1.5 GHz）と，ゲイン調整ができる

Edmund Optics 社の低ノイズアンプ（#59-178）
を用途に応じて使っているが，Edmund Optics
社のものが使い勝手が良い印象がある。

本稿では論じないが筆者らはビームの多重化に
よって 4 視野を同時に観察する系を構築してい
る 注 4。この際，蛍光シグナルを高速にサンプリン
グすることが必要になり，高速アンプ（浜松ホト
ニクス社 C5594 など）を必要とする場合がある。

光電子増倍管のシグナルは前述のようにアンプ
を通したのち，AD コンバーターに入る。筆者ら
は AD コ ン バ ー タ ー と し て AlazarTech 社 の
ATS460またはATS9146（いずれも14 bit，2 ch，
125 MS/s）を用いている。5 M または 10 MS/s 程
度で使用する。ソフトウェア開発キットを購入す
ることができるため，LabVIEW ソフトウェア

（National Instruments 社）からの制御が簡単にで
きる。

Ⅵ．レーザー

レーザーは従来のようなチタンサファイヤレー
ザーでもよいが，Diesel2p はそもそも使用する波
長を限定しているため，波長可変である必要はな
い。筆者らは波長固定のファイバーレーザー，
ALCOR 920-2 と ALCOR 1040-2 を使用してい
る。これらはチタンサファイヤレーザーよりも安
価で性能が劣化しにくいとされている（図 5）。

ALCOR はビーム径約 1.2 mm の直線偏光のパ
ルスレーザー（80 MHz）を出力する。このレー
ザーパワーを制御するために，偏光ビームスプ
リッターと半波長板を組み合わせる。半波長板を
回転させることで偏光の向きを回転させ，偏光
ビームスプリッターに通すことで，任意の割合の
レーザーを透過または反射することになる。パ
ワーが調整されたレーザーを×3 または×5 の
ビームエクスパンダーに入射することによって，
3.6 mm または 6 mm のビーム径とする。3.6 mm
の場合はスキャナーの節で議論したように実行的
な NA が 0.4 程度となるが，6 mm の場合はより
瞳を満たすため実行的な NA は更に高くなる。

注 4　�ビームの多重化を行う場合は，FPGA（field programmable gate array）で処理しながら行うため National Instruments
社のPXIe-5774を使用している。これは日本で独自に開発したものであり，いずれ論文がオープンになる予定である。
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レーザーパワーに余裕がある場合は×5 のビーム
エクスパンダーを利用する。

Ⅶ．制 御

顕微鏡システム全体の制御は，すべて National 
Instruments 社の LabVIEW を用いて書いてい
る。自律的に振動し，外部から位相をコントロー
ルすることができないレゾナントスキャナーの出
力 TTL を同期信号とすることによってシステム
全体を駆動する。レゾナントスキャナーが左端か
ら右端までレーザーを走査し，線分を 1 本つくる
タイミングで，Y 方向のガルバノミラーを縦の 1
ピクセル分動かす。これをレゾナントスキャナー
による線分が構成されるたびに繰り返し，下端ま
でスキャンしたら上端に戻る。これで 1 枚の長方
形フレームをつくることができる。複数の長方形
を構成するときは，このタイミングで X と Y の
ガルバノミラーを動かし，次の長方形をつくるス
タート地点に向かう。

光電子増倍管信号のデジタル化においては，
5 M または 10 MHz で記録すると書いた。レゾナ
ントスキャナーは共鳴しているだけであるため，
その角度の時間変化は三角関数になる。均一の時
間幅で記録しているため，視野中央付近は 1 サン
プルにより長い線分を励起し，逆に視野の左右の
端点付近では 1 サンプルに短い線分の励起に対す
る蛍光を記録することになる。したがって，これ
を逆算して空間的に均一な画像に戻す必要があ
る。筆者らのソフトウェアは，これをリアルタイ
ムに行ったうえで左向きと右向きのスキャンタイ
ミングのずれも補正し，画像として可視化してい
る。

レゾナントスキャナーは左右の端点で一瞬だけ
測度がゼロになる。この付近ではレーザーパルス
の密度は高くなるが，蛍光の空間的な像を得るこ
とはできない。つまり，脳を局所的に熱するだけ
で無駄なレーザー光となる。音響光学変調器

（AOM）を使って高速にパワーを ON-OFF でき
ると，このレゾナントスキャナーの左右の端付近
のみでパワーを OFF することができる。筆者ら
は純粋に経済的な理由によりそのようなことをし
ていないが（ALCOR でもオプションで 100 万円

程度である），一般的に AOM 制御は有効である
とされている。

Diesel2p は 2 つの光路があり，それぞれを独立
に制御する。つまり，2 つのレゾナントスキャ
ナーがあるため，それぞれを完全に別に扱う必要
がある。第一光路では，そのレゾナントスキャ
ナーでトリガーして第一光路のガルバノミラー 2
つとそこを通ったレーザーによって励起した蛍光
を記録する。第二光路でも同じである。これに
よって，例えば G-CaMP と R-CaMP の同時イ
メージング，または，G-CaMP を 2 つの光路を
使って領域イメージングを行うことが可能であ
る。後者の場合は，1 つのパルスレーザーを多重
化して使用する。これには偏光ビームスプリッ
ターで分離したあと，片方のレーザーに 1.8 m 程
度の光路差を与えればよいだけである。

図 5　 920 nmと 1,040 nmの ALCORレーザー用のテー
ブルオプティクス

920 は AOM を内蔵していないため半波長板と偏光ビーム
スプリッターでパワーを調整している。いずれもサンプ
ラーで数％のレーザーを反射させパワーを確認している。
ダイクロイックミラーでマージ後，×3 のビームエクスパ
ンダーを通してから Diesel2p に入射する。DM：ダイクロ
イックミラー，HWP：半波長板，PBS：偏光ビームスプ
リッター
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Ⅷ．一次解析

筆者らは光電子増倍管の信号をバイナリデータ
で保存しており，オフラインで画像に戻し，サイ
ン補正をしてから画像のゆがみを補正している。
その後関心領域（region of interest；ROI）を自動
で取得し，ROI の周辺輝度を引き，ハイパスフィ
ルターをかける。ここからは解析する用途にもよ
るが，デコンボリューション，ガウシアンフィル
ター，ウィーナーフィルターなどを施すか，
MCMC スパイクを推定するなど，幾つかの処理
方法がある。これらがアクティブな細胞活動であ
るかどうかの指標としては，個々のトレースの
skewness や kurtosis を使うことが一般的であ
る。この基準を満たす細胞が万のオーダーで出て
くるためすべてを見て確認するのは不可能だが，
アクティブニューロンを数百個程度ランダムに目
で見ることによって，例外がないかどうかを確認
する。

ここまでが電気生理で言うところのスパイク
ソーティングからマニュアルキュレーションに相
当する部分になる。つまり，個々の細胞の活動の
時系列が細胞の個数分与えられる。これは縦が時
間，横が細胞の時系列データ行列となる。その
後，この時系列と行動や感覚刺激を合わせてエン
コーディング・デコーディング解析をするところ
までがルーティンである。何らかの行動指標との
関連性を基に細胞をラベリングし，脳表面にマッ
プすれば，機能局在を得ることができる。機能局
在が得られれば，実験と解析の全体が一応うまく
いっていることの基準となるため，ここまでを実
験の翌朝までに確認できるようにしておくことを

ラボでは推奨している。

おわりに

本稿では，広視野 2 光子顕微鏡の組み立てにお
ける実務的な側面について述べた。既に稼働する
ことがわかっているシステムであっても，ほとん
ど自作の部品で組んでいるときは非常にスリルが
あった。でき上がってみて，2 光子励起による画
像化が確認できたときは非常に安心したことを覚
えている。読者の皆さんにとって，将来の実験に
少しでもお役に立てると幸いである。ご質問など
があれば気軽にメールをお送りいただきたい。
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