
 

 

 

 

 

 

多光子（二光子）顕微鏡（２/３）：極短パルス励起光でより明るい画像 
 
キーワード：多光子（二光子）励起顕微鏡、SHG顕微鏡、フェムト秒レーザ、極短パルス、生体イメージン

グ、深部、低光毒性、明るさ、高い励起効率 

 

前回1/3の号では、二光子励起顕微鏡用光源として、パルス幅15fsのFYLA社製Cycloneのような近赤外レーザが、これまで標準と

された100fsレーザと比較すると、同様の繰り返し周波数と平均出力において7倍以上の光量子束を提供できることを紹介しまし

た。 

 

しかし、このように時間と面積あたりで利用できる光子の数が飛躍的に向上した場合、画像の明るさにはどのような影響があるの

でしょうか？ 

 

理論的には、二光子顕微鏡の画像の明るさは、光量子束と蛍光色素の2次非線形励起断面積（GM）に2次関数的に依存する励起

効率に直接関係します。（GM=10^-50 cm^4 photon^-1s） 

 

例えば、蛍光タンパク質mRFPを15fsレーザ（Cycloneなど）で1050nmに照射した場合の励起効率を、100fsレーザと比較して計算す

ることができます。波長帯域幅が200nmを有する15fsレーザは、11nm程の100fsレーザと比較して、900～1200nmと非常に幅広い波

長域でmRFPを励起することができます。 

 

      

青線：ピーク出力＝Cyclone全ファイバ・レーザ（15[fs]、中心波長＠1050[nm]） 

橙線：ピーク出力＝他社固体レーザ（100[fs]、中心波長＠1050[nm]） 

黒線（右側縦軸）：mRFPの2次非線形励起断面積(GM)  

 

各波長におけるピーク出力と励起断面積を考慮すると、mRFPの励起効率が計算できます。その結果、Cycloneなどの15fsレーザ

では、従来の100fs固体レーザと比べ、効率が50％向上することが分かりました。 



 分子が1秒間に励起される回数の平均値 

      

青線：ピーク出力＝Cyclone全ファイバ・レーザ（15[fs]） 

橙線：ピーク出力＝他社固体レーザ（100[fs]） 

黒線（右側縦軸）：mRFPの2次非線形励起断面積(GM)  
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マウス腸管切片の二光子蛍光顕微鏡画像 

核を SYTOX Green で（黄色）、アクチンフィラ

メントを Alexa Fluor 568 ファロイジンで（青色）

染色した。 


