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内容概観 

バイオイメージングは生体内の細胞や組織の形態を直接観察することができる技術である。

近年の著しい光学顕微鏡の発展に伴い、よりミクロな生体の解析が可能となり、医学や病理学の

分野における需要がさらに高まっている。例えば、2014 年のノーベル化学賞に選出された超解

像蛍光顕微鏡は、生きた細胞の核膜やゴルジ体などの詳細構造の検出が可能であり、光の回折限

界を突破したナノメートルオーダでの観察を可能とした。一方で、このような強力な性能を持つ

超解像蛍光顕微鏡を含め、従来の光学顕微鏡は一般的に染色や標識を行う必要があるものが多い。

しかし、染色には時間と手間がかかり、生きたままの生体観察への応用が困難である。また、標

識は細胞本来の性質の喪失、あるいは細胞への毒性付与の可能性などが懸念されている。 

一方で、我々が研究を進めている誘導ラマン散乱(SRS)顕微鏡は、光と分子の相互作用によっ

て生じる SRS を用いることで、無染色、無標識の観察を可能とした光学顕微鏡である。SRS 顕

微鏡では、分子固有のスペクトル情報を取得できることを利用して、分光イメージングを行うこ

とが可能である。さらに、超短光パルスによって誘起される非線形光学効果を利用しているため、

高速かつ 3 次元のイメージングが行える。このように SRS 顕微鏡は、生きた生体のイメージン

グに対して様々な利点を有している。 

SRS顕微鏡は、上記のような特長がある一方で、2色かつ同期したピコ秒のパルスレーザを必

要とするなど、光源に対して多くの要求条件が存在する。そのような条件を満たしたパルス光源

として、従来、固体レーザや光パラメトリック発振器が主に用いられてきた。しかし、これらの

光源は一般的に大型、高価、そして長期的に不安定であるなど実用化への課題が多く存在してい

た。近年、これらの課題の対策として小型かつ安価なファイバレーザを光源に用いた応用が進め

られている。また、さらに小型かつ安価で長期安定性に優れた光源である半導体レーザ(LD)を用

いた SRS イメージングの結果も報告されている。しかし、これらの報告例では、要求条件を満

たすパルス光を得るために、大型の装置や複雑な機構を必要としている。 

本研究において我々は、SRS顕微鏡のための光源として利得スイッチング駆動 LD (GS-LD)に

着目した。GS-LD は、電気パルスを用いて励起された LD から直接光パルスを生成することが

できるレーザである。近年、高速強励起下の GS-LDにおいて、SRS顕微鏡の光源に適した幅の

光パルスの生成が示された。GS-LD は究極的には電気パルス発生器しか必要とせず、非常に簡

単な構成で安定した光パルスを得ることができる。実際に、GS-LD を非線形光学顕微鏡に用い

た例として、多光子顕微鏡によるマウス脳の世界最深部のイメージング結果が報告されている。

我々は、総合的な集約性や安定性に優れている GS-LDを用いて SRSイメージングを行うことが

できれば、SRS顕微鏡の実用性向上の面で大きなインパクトを与えることができると考えた。 

本論文では、GS-LDが SRS顕微鏡に適用できる光源であることを示す。その実証実験として、

1.06-µm帯 GS-LDとチタンサファイアレーザをパルス光源に用いた生細胞の SRSイメージング

を行った結果を示す。そして、GS-LD と波長可変光源を組み合わせた高速分光イメージングを

見据えた検討実験の結果を示し、SRS顕微鏡の更なる実用性向上の可能性を示す。  
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第 1章 序論 

 

1.1 本研究の背景 

 

生体を可視化するバイオイメージングの分野で、細胞レベルのミクロなスケールで生体の解

析を行うために、光学顕微鏡が盛んに研究されている。光学顕微鏡には、様々な方式がありそれ

ぞれに特長がある。例えば、明視野顕微鏡は最もよく知られている光学顕微鏡の 1つで、試料内

の物質の光の吸収率の違いを利用して、透過光の像のコントラストを観察するものである。また、

蛍光顕微鏡は、生体試料の特定部位に付く蛍光分子を用いることにより、選択的に特定部位の機

能などを観察できる。さらに、スペクトルが励起光から離れているため、1分子の発光も観測で

きるほど信号対雑音比(SNR)が良い[1]。近年では、光の回折限界を上回るナノメートルオーダの

分解能で観察が可能な超解像蛍光顕微鏡が注目を集めている[2,3]。一方で、明視野顕微鏡や蛍光

顕微鏡を含めた従来の光学顕微鏡では、染色や蛍光標識を行う必要があるものが多く、この染色

や蛍光標識には時間と手間がかかる。さらに、染色は生きたままの生体、特に人間への適用を考

えるとほぼ不可能であると考えられる。蛍光標識の場合は生きたままの生体に対する応用が考え

られているが、1．蛍光標識の対象になる分子が既知のものに限定されること、2．蛍光標識が対

象の分子へ辿りつくまでの正確さ、3．高分子の蛍光標識が対象の生体分子に与える毒性や機能

面での影響、などの課題が存在している。 

近年、そのような課題を受けて、無染色、無標識観察が可能な、新しい原理に基づいた光学

顕微鏡の研究が行われている。その 1つとして挙げられるラマン顕微鏡では、化学結合由来の分

子固有の振動スペクトルを検出することで試料を可視化することが可能である[4]。さらに、分

子は必ずある周波数で振動を行っているため、基本的に全ての試料から信号を検出することが可

能である。一方で、ラマン顕微鏡は信号強度が微弱であることから、製品化されているものでさ

え、一枚の画像を取得するために数十分という時間を要している。そのため、生きた細胞内のダ

イナミクスを捉えることが困難であり、無染色、無標識で観察が行えるという特長が生かせてい

ない状況にある。 

そこで我々は、分子振動を利用して無染色、無標識観察が行えるラマン顕微鏡の中でも特に、

誘導ラマン散乱(SRS)という現象を利用した SRS 顕微鏡の研究を進めている[5-10]。SRS はラマ

ン散乱の一種であり、したがって、SRS 顕微鏡は非線形光学効果を利用したラマン顕微鏡とい

う位置づけにある。そのため、ラマン顕微鏡が持つ試料内の分子振動を選択的に観察できるとい

う特長に加え、高感度かつ 3次元的に試料を可視化できるという特長を持つ非常に強力な手法と

言える。 

一方、SRS と同様の過程で生じるコヒーレントラマン反ストークス散乱(CARS)と呼ばれる現

象が存在している。CARSを用いた顕微鏡への応用例は SRSのものよりも早く、1982年に CARS

を利用した 2次元のイメージング例が報告され[11]、1999年には生きた細胞に対するフェムト秒
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パルスを用いた 3次元イメージングの結果が報告されている[12]。この報告の後、CARS顕微鏡

は盛んに研究されてきた。CARS 顕微鏡も SRS 顕微鏡と同様に、高感度かつ 3 次元的な試料の

イメージングが行える。しかし、CARS顕微鏡では、分子振動由来の共鳴信号に電子応答由来の

非共鳴信号が重畳することによって、スペクトル歪みが生じるという課題があった。 

SRSは CARSよりも早く 1962年にその現象が報告された[13]。しかし、信号取得の困難さな

どの課題から、2007年に初めて SRSを用いた 3次元イメージングの結果が報告された[14]。SRS

顕微鏡は、CARS 顕微鏡で問題となる非共鳴信号に由来したスペクトル歪みが起こらず、また、

理論的に CARS 顕微鏡と同等のコントラストのイメージング画像が得られるという特長を持つ

ことから[15]、CARS顕微鏡に代わる顕微鏡として、近年盛んに研究が行われている。 

SRS 顕微鏡は先に述べたように無染色の生体試料から 3 次元的に分光情報を得ることができ

る特長を持っている。一方で、用いる光源が課題であり、2 色であること、同期していること、

一方が変調されていること、ピコ秒パルスであることなど、光源に対して多くの要求条件が存在

する。そのような条件を満たしたパルス光源として、従来、SRS 顕微鏡にはチタンサファイア

レーザ(TSL)や光パラメトリック発振器などの固体レーザが主に使われてきた[5-7]。しかし、こ

れらの固体レーザは一般的に大きく高価で、また不安定であるなど実用化への課題が多く存在し

ている。そのような課題への対策として世界中でファイバレーザ(FL)を光源に用いた応用が進ん

できた[16-18]。1つの FLから得られるパルスを 2つに分けたものを SRS顕微鏡の光源として用

いた例や、同軸平衡検出方式を用いて FL光源による誘導ラマンイメージングの高感度化を達成

した例が挙げられる。また、更に小型かつ安価で長期安定性に優れている光源である半導体レー

ザ(LD)を用いて、実際に SRS 顕微鏡に関する研究報告が行われている[19-21]。これらの研究報

告では CW発振させた LD光をそのまま光源として用いる例や、あるいはパルス光に変換させる

ことでイメージングを行った例が報告されている。一方でこれらの手法は、著しい SRS 信号強

度の低下や光源の複雑化を伴うというのが現状である。 

 

1.2 本研究の目的と成果 

 

以上の背景を踏まえ、本研究ではより高い実用性が期待できる光源として、利得スイッチン

グ駆動半導体レーザ(GS-LD)[22,23]を光源に用いて SRS イメージングを行うことを目的とする。

GS-LD は高い電圧の電気パルスを用いて駆動した LD から光パルスを直接得ることが可能な光

源である。そして近年、高速強励起下の GS-LDにおいて、さらなる短パルス化の可能性が示さ

れた[24]。すでに、この高速強励起下の 1-µm帯 GS-LDを用いた光学顕微鏡への応用が報告され

ており、ピコ秒のパルスを用いた 2 光子吸収によるマウスの脳神経の蛍光像が得られている

[25,26]。一方で、GS-LD を SRS顕微鏡に適用した例は、現在のところ報告されていない。その

ため、GS-LDが SRS顕微鏡に適用できるかを確認することは非常に大きい価値があると考えら

れる。 
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本論文では 1.06-µm帯のGS-LDと TSLを光源に用いた SRSイメージングに成功したことを報

告する。はじめに、1.06-µm 帯 GS-LD パルスのスペクトル及びジッタ特性評価の結果を示す。

つづいて、トグルフリップフロップ(T-FF)を用いた簡易な高調波同期パルスの発生法の説明を行

う。その後、GS-LDと TSLを光源に用いて、ポリマービーズ及び生細胞の SRSイメージングを

行った結果を示す。加えて、SRS顕微鏡用光源としての GS-LDのさらなる実用性向上のために

行った、GS-LDパルスのジッタ低減、T-FFを含めた電気回路による GS-LDパルス駆動信号タイ

ミングの TSL強度依存性抑制、そして 1.03-µm帯 GS-LDと Er-FLの 2光源の同期の結果を報告

する。 

 

1.3 本論文の構成 

 

本論文の構成と内容を以下に示す。 

第 2 章では、SRS 顕微鏡について説明する。まず、SRS 顕微鏡の光源として用いる超短光パ

ルスについて説明し、非線形光学顕微鏡及びラマン散乱現象について説明を行う。次に SRS 顕

微鏡を含むラマン散乱を用いた顕微法を比較し、最後に SRS顕微鏡の原理と構成について示す。 

第 3章では、GS-LDについて、その動作原理についての詳細を示す。つづいて、LDを用いた

他のパルス発振の方式について説明を行い、SRS顕微鏡応用の観点から各方式の比較を行う。 

第 4章では、T-FFを用いた高調波同期光源システムについて説明を行う。つづいて、1.06-µm

帯の GS-LDの特性評価を行った結果を示す。その後、TSLと GS-LDを 2色のパルス光源に用い

たポリマービーズと生細胞の SRSイメージングの結果を示し、GS-LDの実用性を実証する。 

第 5 章では、GS-LD を誘導ラマンイメージングに応用する際に見込まれる課題の解決手法を

提案し、実証まで行った結果を示す。また、それまでに実験を行った GS-LDと異なる波長帯で

ある、1.03-µm帯の GS-LDと Er-FLの同期を確認した結果を示す。 

第 6章では、本研究の結論を述べ、今後の課題や展望について述べる。 
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第 2章 誘導ラマン散乱(SRS)顕微鏡 

 

誘導ラマン散乱(SRS)顕微鏡は、光と分子における非線形な光学効果によって生じる SRSを用

いて、分子固有のスペクトル情報を取得して、無染色、無標識イメージングを行うことができる

顕微鏡である。本章ではまず、SRS 顕微鏡の光源として一般的に用いられている超短光パルス

の特性について説明する。つづいて、超短光パルスなどの高強度の電場によって誘起される非線

形光学効果について説明した後、その効果を用いた非線形光学顕微鏡について述べる。そして、

ラマン散乱及びコヒーレントラマン散乱(CRS)についてそれぞれ概要を説明した後に、一般的な

SRS顕微鏡の原理及び構成と SRS信号取得法について述べる。 

 

2.1 超短光パルスと非線形光学効果 

 

超短光パルスは、ピコ秒オーダ以下の短時間の間だけ強度を有する光である。本節では、超

短光パルスの持つ性質を示す。つづいて、その超短光パルスと物質の相互作用の結果生じる非線

形光学効果について説明する[27]。 

 

2.1.1 超短光パルス 

 

光は電磁波の一種であり、赤外線から X線まで様々な波長の光が存在している。そして、我々

の周りに存在している太陽光などの自然に発生している光を自然光と呼ぶ。一方で、CDやレー

ザポインタなどで用いられている光をレーザ光と呼ぶ。レーザ光は自然光と異なり、単一の周波

数を持ち、また光波の位相や方向が揃ったコヒーレンス性を持つなどの特長がある。 

レーザ光を発生させるためには光共振器と呼ばれる機構が必要となる。図 2.1に光共振器の模

式図を示す。ここでは、ファブリーペロー型の光共振器を例に挙げ説明する。この型の光共振器

は利得媒質と、向い合せの 2枚の反射鏡で構成される。まず、光共振器内において、利得媒質に

対して外部からエネルギーを与えることで、利得媒質内の電子を基底準位から励起準位へ状態遷

移させることができる。この時、与えるエネルギーの量が多くなると、励起準位に存在する電子

の数が基底準位に存在する電子の数を上回る状態になる。このようにして、基底準位と励起準位

における電子の占有率が反転した状態を、反転分布が形成された状態と呼ぶ。光利得は、反転分

布によって光の放出量が吸収量を上回るようになることで得られる。そして、光共振器内の利得

が反射鏡などによる損失を上回ることでレーザ発振が起こり、レーザ光を得ることができる。ま

た、反射鏡の一方は反射率 1、他方はレーザ光の射出部とするために反射率が 1よりわずかに小

さいものを用いる。このような過程により得られるレーザ光は、連続的に単一の周波数の光が得

られるので CW (continuous wave)光と呼ぶ。 
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一方で超短光パルスは、広帯域な周波数をもつ光の重ねあわせによって形成されている。ここ

で、超短光パルスが発生する様子についてモード同期方式を例に挙げて説明する。超短光パルス

も基本は CW 光と同様に光共振器と利得媒質から成る機構によって生成されるが、加えて可飽

和吸収体などのパルスを形成するためのモードロッカーとよばれる仕組みが必要となる。まず初

めに、CW発振の時と同様に、光共振器に外部からエネルギーを注入して利得媒質を励起させる。

そして、発生した自然放出光は光共振器内を往復し、利得媒質を透過するごとに増幅される。そ

の結果、光の半波長の整数倍と共振器長が一致する多数の縦モードに置いて CW発振が始まる。

ここで、モード同期方式では、モードロッカーを用いてこれらの複数の縦モードの位相が同期し

た状態になるようにする。その結果として、時間領域においてパルスが形成されている。発生す

る縦モードの周波数は、利得媒質の帯域幅によって制限される。そのため、時間とスペクトルに

おけるフーリエ変換の関係から分かるように、利得媒質の帯域幅が広く、多数の縦モードにより

構成されるパルスほどパルス幅が短く、したがってピーク強度の高いパルスが得られる。 

超短光パルスとはピコ秒やフェムト秒といった非常に短い時間の間のみ光が強度を持ってい

る状態のことを指す。その利点として、CW光の持つコヒーレンス性に加え、短い時間スケール

の信号応答を得ることができるという点が挙げられる。超短光パルスを用いることで、化学反応

の際の分子結合の様子や分子振動などの短いスケールで生じている変化を捉えることができる。

近年ではフェムト秒よりもさらに短いアト秒の光パルスの発生が報告されており、この時間スケ

ールにおいては、電子応答そのものの事象が捉えられることが期待されている。 

時間的に常に光電場が存在している CW 光と異なり、超短光パルスは CW 光と平均光強度が

同じ場合、非常に高強度の光を得ることができる。その関係式を以下に示す。 

 𝑃ave = 𝑃peak × 𝜏p × 𝑓p (1-1) 

ここで、Paveは平均光強度、Ppeakは光パルスのピーク強度、τpは光パルスのパルス幅、fpは繰り

返し周波数である。この高強度性は次の項で説明する非線形光学効果を考える際に非常に重要と

なる。 

 

図 2.1 光共振器の模式図。G: 利得媒質、M: 反射鏡、R: 反射率、L: 共振器長。 
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2.1.2 非線形光学効果 

 

光が物質に入射すると、光の持つ電場が物質内の分子に作用する。そして、分子が揺さぶら

れて、原子核と電子の位置がお互いに反対方向にずれた結果として、電気双極子モーメント p

が発生する。この作用を物質全体で考えた場合、分子密度を Nとして、 

 𝑃 = 𝑁𝑝 (1-2) 

で表され、この P を分極と呼ぶ。ここで、入射光電場を E として、さらにその強度が弱いとす

ると、p及び Pは、 

 𝑝 = 𝜀0𝛼𝐸 (1-3) 

 𝑃 = 𝜀0𝛼𝑁𝐸 (1-4) 

と Eに線形な成分として表される。ここで、ε0は真空の誘電率であり、αは分子の分極率と呼ば

れる。そして、物質の持つ電気感受率 χは、 

 𝜒 = 𝛼𝑁 (1-5) 

と表される。ここで、光電場が振動しているため、その振動に応じて分極も振動する。この分極

の振動によって電磁波が放射される。この分極によって生まれた電場と入射光電場が重ね合わせ

られることで、入射光の位相変化や振幅変化が生じる。前者を屈折と呼び、後者を吸収と呼ぶ。 

一方で、原子核の存在や、電子自身の応答の非線形性によって、単なる屈折や吸収では説明

ができない現象が起きる。これらを非線形光学効果と呼ぶ[27,28]。この非線形光学効果は、光強

度が大きい場合に顕著に現れる。ここでは、その例として第 2 次高調波発生(second harmonic 

generation、SHG)及び、第 3次高調波発生(third harmonic generation、THG)について考える。SHG

及び THG は、同じ周波数の光電場に対する非線形光学効果によって、それぞれ入射光電場の 2

倍と 3倍の周波数の光電場が発生する現象である。 

まず、周波数 ω0で振動する光電場を、 

 𝐸(𝑡) = 𝐸0 exp(−𝑖𝜔0𝑡) + c. c. (1-6) 

で表す。ここで、c.c.はそれ以前の全ての項の複素共役を表す。分極が電場に対して瞬時に応答

し、かつその応答がわずかな非線形性を有しているとすると、分極は以下の式のように表される。 

 𝑃(𝑡) = 𝜀0(𝜒
(1)𝐸(𝑡) + 𝜒(2)𝐸2(𝑡) + 𝜒(3)𝐸3(𝑡) + ⋯) 

= 𝑃1(𝑡) + 𝑃2(𝑡) + 𝑃3(𝑡) + ⋯ 
(1-7) 

ここで、χ
(1)を線形感受率、P1(t)を線形分極と呼ぶ。そして、χ

(2)、χ
(3)をそれぞれ 2次と 3次の非

線形感受率、P2(t)、P3(t)を 2次と 3次の非線形分極と呼ぶ。物質によって一桁程度の差はあるが、

χ
(2)が χ

(1)の 10
-12倍、χ

(3)では χ
(1)の 10

-24倍の大きさである。したがって、光パルスのような高強度

の光電場の領域でのみ非線形な効果が現れることが分かる。ここで、式(1-7)右辺の第 2 項が 2

次の非線形分極に相当し、 

 𝑃2(𝑡) = 𝜀0𝜒
(2)𝐸2(𝑡) = 𝜀0𝜒

(2){2|𝐸0|
2 + 𝐸0

2 exp(−2𝑖𝜔0𝑡) + c. c. } (1-8) 
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で表される。第 2項から、χ
(2)を係数とした入射光の 2倍の周波数の光、すなわち SHGが発生す

ることが分かる。また、この式の第 1項はただの直流成分と考えることができて、振動しない成

分であるので光電場の放射にはかかわらない。 

つづいて、THGについて述べる。THGは 3次の非線形光学効果であり、3次の非線形分極に

起因する。SHGの例と同様に考えると、式(1-7)右辺の第 3項が 3次の非線形分極に相当し、 

 𝑃3(𝑡) = 𝜀0𝜒
(3)𝐸3(𝑡) = 𝜀0𝜒

(3){𝐸0
3 exp(−3𝑖𝜔0𝑡) + 3|𝐸0|

2𝐸0 exp(−𝑖𝜔0𝑡) + c. c. } (1-9) 

で表される。第 1項から χ
(3)を係数とした入射光の 3倍波の THGが生じていることが分かる。 

ここでは、同じ光電場に対して起こる非線形光学効果である SHG と THG について数式を用

いて示した。一方で、異なる光電場同士でも非線形光学効果が生じる。そして、ω1、ω2、ω3の 3

つの光電場によって起こる 3次の非線形光学現象の結果、ω1 ± ω2 ± ω3の周波数の光が生じる現

象を 4光波混合と呼ぶ。実は THGもこの 4光波混合過程の一種であり、ω1 = ω2 = ω3の場合を特

に THGと呼んでいる。そして、第 2.3.2項で詳しく説明する SRSを含む CRSも、この 4光波混

合過程によって生じる現象である。 

 

2.2 非線形光学顕微鏡 

 

非線形光学顕微鏡は、非線形光学効果を利用して得られる信号をもとに観察を行う顕微鏡で

あり、SRS 顕微鏡もこの非線形光学顕微鏡の 1 つである。一般に非線形光学顕微鏡は、超短光

パルスレーザ、レンズ、検出器から構成される。レンズは集光点における非線形光学効果の効率

を高めるために用いられ、対物レンズなどの開口数(NA)の高いものが一般的に用いられる。ま

た、検出器には光検出器(PD)や光電子増倍管などが用いられる。 

非線形光学顕微鏡の最も大きな特徴は、3次元的に像のイメージングが行えるという点である。

通常の光学顕微鏡では、試料の集光点から得られる信号光に加えて、集光点外の信号成分である

背景光が混じることで、像の解像度やコントラストの低下が引き起こされている。一方で、非線

形光学顕微鏡では、非線形光学効果が超短光パルスなどの高強度の光電場を持つ光に対して生じ

ることを利用して、対物レンズの集光点からの信号のみを得ることができる。そして、集光点を

走査することで高速な 2次元のイメージングを行うことが可能となる。この集光点の走査には、

ピエゾステージによって試料を走査する手法(図 2.2(a))とガルバノミラーあるいはレゾナントミ

ラーを用いてレーザを走査する(図 2.2(b))手法が存在する。そしてさらに、試料面のピエゾステ

ージを z軸方向に動かすことで、高解像度の 3次元イメージングが可能となる。非線形光学顕微

鏡では、励起光と信号光の波長が異なる場合が多いため、検出器前のフィルタを用いることで、

簡単に信号光を分離することが可能である。 

また一方で、3次元のイメージングが可能な顕微鏡として、共焦点顕微鏡が挙げられる[29]。

この顕微鏡は検出器の前にピンホールを設置することで、焦点が合った点からの信号光のみを抽

出することができる。ただし、共焦点顕微鏡では、集光点以外でも光の吸収による損傷を受けて

おり、高強度の光を用いる際に注意する必要がある。一方で、非線形光学顕微鏡では、集光点で
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起こる非線形光学効果は非常に低確率で起こる現象であり、光の吸収の発生を集光点のみに抑え

ることができる。そのため、集光点以外での試料への損傷が軽減することが見込まれる。 

 

 

図 2.2 非線形光学顕微鏡の基本構成。(a): ステージ走査、(b): レーザ走査。OL: 対物レンズ、F: フィルタ、

L: レンズ。試料を動かす必要がないため、レーザ走査の方が高速スキャンには有利である。レーザ走査で

はビームの方向を変化させるので、ミラー位置と対物レンズを結像関係に保つレンズペアが必要である。 

 

ここで、細胞イメージングに用いられる非線形光学顕微鏡の代表例を簡潔に紹介する[30]。第

2.1.2 項で述べた非線形光学効果を利用した顕微鏡として、SHG 顕微鏡と THG 顕微鏡がある。

SHG顕微鏡は SHG光が 2次の非線形感受率に由来するため中心対称性のある物質からは発生し

ないことを利用して、異方性のある物質を可視化することができる。また、THG 顕微鏡は、均

質な正常分散媒質からは THG光が発生しないことを利用して、屈折率の差による構造の分布を

可視化することができる。また、物質の電子状態を可視化する手法として 2光子励起蛍光顕微鏡

が挙げられる。この 2光子励起蛍光顕微鏡では、蛍光の電子励起を超短光パルスによって誘起す

ることで高コントラストの像を得ることができる。 

そして、物質の分子振動を可視化することができる顕微鏡として、SRS 顕微鏡やコヒーレン

ト反ストークスラマン散乱(CARS)顕微鏡がある。これらの顕微鏡は、次節で説明するラマン散

乱という現象を利用した顕微鏡の一種でもある。 
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2.3 ラマン散乱 

 

ラマン散乱は、分子固有の振動エネルギー状態を反映した作用が入射光へ与えられた結果と

して生じる。本節では、このラマン散乱を自発ラマン散乱と、SRS を含むコヒーレントラマン

散乱(CRS)の 2種類に分けて説明する[10,31-33]。 

 

2.3.1 自発ラマン散乱 

 

単一の周波数を持つ励起光が物質に入射すると、その一部の光が散乱される。その散乱光の

大部分は、励起光と同じ周波数で散乱されたレーリー散乱光であるが、それとは別に物質内の分

子振動によって変調された、励起光とは異なる周波数を持つ光が含まれる。この散乱光のことを、

発見した研究者の名前にちなんでラマン散乱光と呼ぶ。ラマン散乱光は極めて微弱であり、レー

リー散乱光と比較してせいぜい 10
-6程度の強度である。一般的に、このような通常のラマン散乱

を自発ラマン散乱と呼び、非線形光学効果の結果生じる CRS と区別する。ここでは特に自発ラ

マン散乱について述べる。 

ラマン散乱は分子振動によって分子自身の分極率が変化することが理由で起こる現象である。

そこで、分子がある基準振動にしたがって分極率を変化させると考えて、この基準振動における

分子の座標の変位を q(t)とする。すると、分子の分極率 α(t)は、テーラー級数を用いて 1次の項

まで展開して、 

 
𝛼(𝑡) = 𝛼0 + (

𝜕𝛼

∂𝑞
)
0

𝑞(𝑡) (1-10) 

と表される。ここで、右辺第 1 項の α0は平衡位置において物質が持つ一様な分極率成分を意味

し、右辺第 2 項は q(t)に依存した線形な分極率成分であることを意味する。また、q(t)がある分

子振動数 ωRによって振動していると考えると、 

 𝑞(𝑡) = 𝑞0 exp(−𝑖𝜔R𝑡) + c. c. (1-11) 

と表すことができる。したがって、式(1-10)、(1-11)から、分極率が ωRで振動することが分かる。

また、(∂α/∂q)0の成分をラマン分極率と呼ぶ。ラマン分極率は、分子振動のパターンによって大

きく変わり、ラマン分極率が 0になるものをラマン不活性、それ以外のものをラマン活性と呼ぶ。 

図 2.3 に自発ラマン散乱光の強度スペクトルを模式的に示す。入射光の周波数を ω0、ある分

子の振動数を ωR ()とすると、式(1-3)、(1-6)、(1-10)、(1-11)から、双極子モーメント pRは、 

𝑝R = 𝜀0𝛼0𝐸0 exp(−𝑖𝜔0𝑡) + 𝜀0𝛼1
∗𝐸0 exp{−𝑖(𝜔0 − 𝜔R)𝑡} + 𝜀0𝛼1𝐸0exp⁡{(−𝑖(𝜔0 + 𝜔𝑅)𝑡} + c. c. (1-12) 

と表せる。ここで、 

 
𝛼1 = (

𝜕𝛼

∂𝑞
)
0

𝑞0 (1-13) 

とした。この pRから放出される電磁波が散乱光に該当する。したがって、式(1-12)の右辺第 1項

が ω0の周波数を持つレーリー散乱光、第 2項が ω0 - ωRの周波数を持つストークス散乱光、第 3
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項が ω0 + ωRの成分をアンチストークス散乱光である。このストークス散乱光とアンチストーク

ス散乱光を併せてラマン散乱光と呼ぶ。前者は光子が分子振動数分のエネルギーを分子に与え、

後者は逆に光子が分子からエネルギーを吸収した結果生じていると考えることができる。また、

一般的にアンチストークス散乱光に比べてストークス散乱光の方が強度は大きい。これは、常温

では励起状態の分子よりも基底状態の分子の方が多く存在しているため、光子が分子からエネル

ギーを受け取る確率よりも分子にエネルギーを与える確率が大きいことに起因している。 

分子振動数ωRはラマン散乱によってシフトするエネルギー量に対応していることからラマン

シフトとも呼ばれる。ラマンシフトは物質に固有であり、物質の種々の振動状態に対応するエネ

ルギー順位に関係づけられる量である。ラマンシフトを横軸とし、ラマン散乱光の強度を縦軸と

したものをラマンスペクトルと呼ぶ。図 2.4に有機物のラマンスペクトルを示す[34]。この図か

らも、ラマンスペクトルは分子振動を反映していることが分かる。ラマン分光ではこのラマンス

ペクトルを利用することで、無染色、無標識の生体分子を識別している。 

 

 

図 2.3自発ラマン散乱による光周波数のシフト。 
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図 2.4 5種の有機物（上から順に、アセトン、エタノール、ジメチルスルホキシド、エチルアセテート、ト

ルエン）のラマンスペクトル。[34]より引用。 

 

2.3.2 コヒーレントラマン散乱 

 

コヒーレントラマン散乱(CRS)は、3次の非線形光学効果である 4光波混合過程の一種であり、

自発ラマン散乱と同様に分子振動を反映して発生する。自発ラマン散乱と異なる点は、非線形光

学効果を誘起するために超短光パルスを用いる点と、2波長の励起光の差周波によって分子を振

動させている点である。自然ラマン散乱では、熱などにより分子振動が生じているため、分子毎

の振動の位相が揃わず、結果として、散乱光の位相も揃わないため信号強度が小さい。一方で、

CRSでは、2色の励起パルスの差周波を分子振動周波数に一致させて分子を強制的に振動させる

ため、共鳴現象によって、コヒーレントな非常に強い信号が発生する。 

CRS が発生する様子を図 2.5 に示す。CRS への 2 色の入射光パルスはポンプ光とストークス

光と呼ばれ、それぞれ ωpと ωS (ωp > ωS)の周波数で表される。このそれぞれ入射光電場を以下の

式で表す。 

 𝐸p(𝑡) = 𝐴p exp(−𝑖𝜔p𝑡) + c. c. (1-14) 

 𝐸S(𝑡) = 𝐴S exp(−𝑖𝜔S𝑡) + c. c. (1-15) 

この 2つの励起光を重ね合わせて分子に入射した結果生じる分極 P(t)は、2ωp、2ωS、0、ωp + ωS、

ωp - ωSの周波数成分を持つ。このうち、差周波 ωp - ωSで振動する光強度成分は、 

 2Re[𝐴p𝐴Sexp⁡⁡{−𝑖(𝜔p − 𝜔S)𝑡}] (1-16) 
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となる。したがって、差周波を特定の分子振動 ωRに一致させることで共鳴が生じ、その分極波

によって CRS が発生する。コヒーレント反ストークスラマン散乱(CARS)は、ωpに ωRの変調が

かかった結果として、ωp + ωR = 2ωp - ωSの周波数で発生する。同様に、コヒーレントストークス

ラマン散乱(CSRS)は ωSのパルスに- ωRの変調がかかった結果として、ωS - ωR = 2ωS - ωPの周波

数で発生する。また、同様の周波数変調の結果、ωp の光強度が小さくなる効果を誘導ラマン損

失(SRL)、ωS の光強度が大きくなる効果を(SRG)と呼び、この強度変化を併せて誘導ラマン散乱

(SRS)と呼ぶ。なお、CARS と CSRS は類似した現象であり、したがって考え方も酷似している

ため、今後の説明においては基本的に CARSのみの言及を行う。 

つづいて、CRS から得られるスペクトル強度について述べる。先程と同様に、分子の分極率

が差周波 ωp - ωSで変調を受けている場合を考える。ここに、周波数 ω3を持つ新たな光電場が入

射したとすると、光電場の 3次に比例する周波数 ωAS ≡ ω3 + (ωp - ωS)の成分の分極が与えられ

る。そして、その分極成分から 3次の非線形感受率𝜒m
(3)
は次の式で表される[10]。 

 
𝜒m
(3) ∝

1

𝜔R
2 − (𝜔p − 𝜔S)

2
− 2𝑖(𝜔p − 𝜔S)𝛤

 (1-17) 

ここで、Γ は分子振動の減衰定数である。図 2.6 に横軸を差周波とした時の𝜒m
(3)
の実部と虚部の

グラフを示す。また一方で、電子状態の非線形な応答などによって生じる成分も、3次の非線形

感受率に寄与する。この成分を𝜒e
(3)
とすると、物質全体の 3 次の非線形感受率 χ

(3)は、

𝜒(3) = 𝜒m
(3) + 𝜒e

(3)
となる。ところで、CRSの場合は式(1-17)における分極が、新たな光電場 ω3に

対してではなく、すでに入射している ωpや ωSの光電場に対して生じている。したがって、CARS

は Ep(t)、Ep(t)、ES(t)、の 3つの光電場によって作られた分極によって生じていると考えることが

できる。また、CRSは ωR = ωp - ωSの場合に起こるので、この時、式(1-17)は、 

 
𝜒m
(3) ∝

1

𝜔R − (𝜔p − 𝜔S) − 𝑖𝛤
 (1-18) 

と近似できる。そして ωpと ωSの周波数を持つ光の光強度をそれぞれ Ip、ISとすると、CARSの

信号強度 ICARSは以下の式で表される。 

 𝐼CARS ∝ |𝜒(3)|
2
𝐼p
2𝐼S (1-19) 

この式から、CARS 信号が χ
(3)の絶対値の 2 乗に比例するため、CARS 信号には分子振動を反映

している𝜒m
(3)
だけではなく、電子由来の信号である𝜒e

(3)
も寄与することが分かる。そして、この𝜒e

(3)

が非共鳴信号として CARS信号に重畳する。非共鳴信号は、CARS信号のコントラストを低下さ

せる要因となり、ラマンスペクトルを歪ませる原因にもなる。 

一方で、SRS は元の光電場に分極由来の電場が重畳することになる。SRS 信号では元の光強

度に対して発生する分極成分が非常に小さい。そして、分極由来の電場の位相は、分極振動の位

相に対して 90度遅れることが知られている。そのため、結果的に χ
(3)の虚部に比例して、光電場

の振幅変調が生じる。したがって、SRSの信号強度 ISRSは以下の式で表される。 

 𝐼SRS ∝ Im𝜒(3)𝐼p𝐼S (1-20) 
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ここで、非共鳴信号である電子応答は χ
(3)の実部にのみ起因するため、χ

(3)の虚部に比例する SRS

信号は非共鳴信号によるスペクトル歪みの影響を受けない。この非共鳴信号の有無が、CARS顕

微鏡に対して SRS顕微鏡が有力である理由の 1つと言える。 

 

 

図 2.5 CRSによる周波数シフト。CSRS: コヒーレントストークスラマン散乱、CARS: コヒーレント反スト

ークスラマン散乱、SRG: 誘導ラマン利得、SRL: 誘導ラマン損失。SRG と SRL を併せて誘導ラマン散乱

(SRS)と呼ぶ。 

 

 

図 2.6 𝜒m
(3)の実部と虚部の周波数依存性。 

 

最後に、CRS の発生過程が、入射光に対する屈折率の時間変動による位相変調の結果生じて

いるという考え方から CRSの理解を深める。まず、CRSにおける核間距離の変位量 q(t)は、 

 𝑞(𝑡) ∝ Re𝜒(3) cos{(𝜔p − 𝜔S)𝑡} + Im𝜒(3) sin{(𝜔p −𝜔S)𝑡} (1-21) 

と表される。この式より、分子振動における χ
(3)の実部は同じ位相で変位に寄与し、χ

(3)の虚部は

90度ずれた位相で変位に寄与することが分かる。また、式(1-10)より、ラマン散乱では分極率 α(t)

が q(t)に対して変化する。そして、分極率 α(t)と屈折率 n(t)との間には、 

 𝑛(𝑡) = √1 + 𝑁𝛼(𝑡) (1-22) 

の関係がある。この式から、分極によって屈折率も時間変動することが分かる。さらに屈折率と

光の位相変調量𝜙(𝑡)は、 

 
𝜙(𝑡) =

2𝜋

𝜆
𝑛(𝑡)𝐿 (1-23) 

の関係式で表される。ここで、λは波長、Lは伝搬距離を示す。したがって、分極の時間変動に

よって位相変調が時間変動することが分かる。位相の時間変化exp⁡{𝑖𝜙(𝑡)}は𝜙(𝑡)が小さい時、 

ω
ωp

Input

ωS

Stokes Pump

ωR

ω
ωp

Output

ωS

Stokes Pump

ωRωR ωR

SRL

SRG

CARSCSRS

ωp-ωSωR

Re Im
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と近似できる。したがってこの𝑖𝜙(𝑡)は、 

と表せる。したがって、励起光が位相変調された結果生じる電場 Eout(t)は、 

で与えられる。この式を周波数領域で考えると、 

 𝐸̃out(𝜔) = {𝐸̃p(𝜔) + 𝐸̃S(𝜔)} ⊗ exp⁡{𝑖𝜙̃(𝜔)} (1-27) 

となる。このexp⁡{𝑖𝜙̃(𝜔)}が位相変調スペクトルに対応している。図 2.7に屈折率変調の考え方を

用いた CRS 発生の概念図を示す。励起光が位相変調によって畳み込まれた結果、SRS や CARS

が発生していることが分かる。このようにして、分子振動を起源とする位相変調の考え方から

CRSが発生する様子を示した。 

 

 

図 2.7 屈折率変調の考え方を用いた CRS発生の概念図。入射光のスペクトルと分子振動による位相変調ス

ペクトルの畳み込みの結果、射出光として CRSが発生している。 

 

2.4 ラマン散乱顕微法の比較 

 

本節では、前節において述べたことを踏まえ、ラマン散乱効果を用いた顕微法である自発ラ

マン散乱顕微法、CARS顕微法、SRS顕微法の比較を行う。 

表 2.1に 3種類のラマン散乱顕微法の比較の表を示す。まず、3つの手法は全て分子振動由来

の信号を検出する方法であり、無染色イメージングが行えるという利点がある。しかし、自発ラ

マン散乱顕微法は自然放出に由来するインコヒーレントな効果に由来した信号を検出するため、

超短光パルスによるコヒーレントな分子振動励起を用いている CARS顕微法及び SRS顕微法に

比べて信号強度が非常に小さい。そのため、自発ラマン散乱顕微法においては、像の十分な SNR

を確保するために長時間の信号取得を行わなければならないという課題を持つ。さらに、蛍光を

発する物質が試料中に含まれている場合、ラマン散乱光を検出することは難しい[33]。 

CARS 顕微法では 2 波長の超短光パルスを用いて特定の分子を強制振動させることで、強い

CARS信号を得ることができる。また、蛍光は励起光よりも長波長で発生するため、励起光より

も高周波となる CARS信号の取得では蛍光の混入も低減することができる。しかし、CARS信号

0

ωS-ωp

ωωpωS

Input light Phase modulated

ω

Re E(ω)
~

Im E(ω)
~

Re

Im

ωp-ωS

∝Im χ(3) ∝Re χ(3)

ω
ωpωS

Output lightRe E(ω)
~

Im E(ω)
~

SRL

SRG

CARS
CSRS

2ωp-ωS

2ωS-ωp

 exp{𝑖𝜙(𝑡)}~1 + 𝑖𝜙(𝑡) (1-24) 

 𝑖𝜙(𝑡) ∝ 𝑖𝑞 ∝ 𝑖Re𝜒(3) cos{(𝜔p − 𝜔S)𝑡} + 𝑖Im𝜒(3) sin{(𝜔p − 𝜔S)𝑡} (1-25) 

 𝐸out(𝑡) = {𝐸p(𝑡) + 𝐸S(𝑡)}exp⁡{𝑖𝜙(𝑡)} (1-26) 
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には、分子振動に依存しない電子応答由来の非共鳴信号が付随するため、コントラストの低下や

スペクトルが歪むという課題も残されている。 

これに対して、SRS 信号では非共鳴信号が発生せず、ショット雑音限界においては CARS 顕

微法と同等の高感度性が示されている[7]。SRS 信号は励起光の波長で生じるため、CARS 顕微

鏡と同様に蛍光の混入も起こらない。したがって、SRS顕微法は自発ラマン散乱顕微法と CARS

顕微法の特長を併せ持つ有力な手法と言える。 

 

表 2.1ラマン散乱顕微法の比較。 

 

 

2.5 SRS顕微鏡システム 

 

本節では、SRS 顕微鏡を用いてイメージングを行う際のシステムについて説明する。はじめ

に SRS 顕微鏡の基本的な構成とその検出法について説明する。つづいて、我々のシステムに特

徴的な高調波同期光源システムについて述べる。 

 

2.5.1 基本的な SRS顕微鏡の構成 

 

SRS 顕微鏡は非線形光学効果を利用した顕微鏡である。そのため、光源には短パルスレーザ

が不可欠となる。また、SNR 向上のために、パルス幅よりも充分短い時間精度での同期が必要

となる。また、分光を行う場合、一方の光源は広帯域あるいは、波長可変性をもつ必要がある。

SRS 顕微鏡を用いた高速イメージングと分光イメージングにはトレードオフの関係が存在する

ため、用途によって使い分ける必要がある。 

SRS顕微鏡の原理模式図を図 2.8に示す。ここでは 3次元イメージングを行うためにレーザス

キャニングを用いる場合を示している。SRS 信号光は励起光と同じ波長で発生するため、その

信号光を励起光と分けるための仕組みが必要となる。そこで、まず光周波数 ωp及び ωS (ωp > ωS)

を有する 2色の光パルスの一方 ωSに変調周波数 fmの強度変調をかける。つづいて、ミラーとダ

イクロイックミラー(DM)を用いて光軸を合わせた後に、対物レンズを通して試料に集光する。

試料の分子振動数 ωRが 2色の光パルスの差周波に等しい時に SRSが生じる。SRSが生じると、

2色の光パルスの内の高周波側ωpのエネルギーが、低周波側ωSにシフトする。この SRSにより、

Microscopy Sensitivity
Non-resonant 
signal

Fluorescent
interfusion

Spontaneous
Raman

△ ○ ×

CARS ○ × △

SRS ○ ○ ○



 

16 

 

 

ωSの光の強度変調が ωpの光に転写される。そして、ωSの光を低域通過フィルタで除去した後に、

ωpの光に転写された強度変調を、ωS側の強度変調に用いた周波数 fmを参照信号としてロックイ

ンアンプ(LIA)で検出することで、各集光点での SRS信号を取得することができる。 

 

図 2.8 SRS顕微鏡の原理模式図。IM: 強度変調器、M: ミラー、DM: ダイクロイックミラー、OL: 対物レ

ンズ、SPF: 低域通過フィルタ、PD: 光受光器、LIA: ロックインアンプ。 

 

2.5.2 SRS信号の検出 

 

SRS 信号を検出する手法として、透過型検出と反射型検出の 2 種類の検出方法がある。透過

型検出は図 2.9(a)に示すように、試料に 2色の光パルスを入射させ、透過してきた光パルスから

SRS 信号を検出する方法である。一方の対物レンズを通して試料に集光された 2 色の光パルス

は、そのまま直進していき、もう一方の対物レンズを透過する。SRS 信号が転写されたポンプ

パルスを取得するために、フィルタを通してストークス光の光パルスを遮断する。その後、ポン

プパルスは LIA に入力されることで SRS 信号を検出する。透過型検出は試料の厚さが 100 µm

程度でなければならないが、対物レンズへの入射光の大部分が透過光として LIA に入力される

ため、SRSの信号強度も高く、したがって得られる像のコントラストが良い。 

一方、反射型検出は図 2.9(b)に示すように、2色の光パルスを試料に入射させた後の後方散乱

光から SRS 信号を取得する方法である。試料からの後方散乱光パルスは入射してきた対物レン

ズを通って反射され、入射してきた光路とほぼ同じ光路を辿って戻っていく。この時、対物レン

ズの前に偏光ビームスプリッタ(PBS)と 4分の 1波長板(QWP)を挿入することで、再び PBSを通

過する際の後方散乱光の偏光を入射光と 90 度異なる状態にすることができる。その結果、PBS

によって後方散乱光は反射され、入射光と別の光路へと誘導することができる。このようにして

光路を分ける機構を用いることで、後方散乱光のみの SRS 信号を検出することができる。反射

型検出は、散乱光を信号として取得するため SNRが透過型検出に比べて 10 dBほど小さく、試

料の表面 100 µm程度しかイメージングできないが、試料の厚さに対する制限がない。対象の厚

さに対する制限がないことは生体をそのままの状態で観察する際には非常に重要となる。 
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このように、SRS顕微鏡は対象の試料に応じて検出法を使い分けることが可能である。 

 

 

図 2.9 SRS信号の取得方法。(a): 透過型。(b): 反射型。 

 

2.5.3 高調波同期光源 

 

図 2.10及び図 2.11に我々が報告を行った SRS分光顕微鏡の光学系の概略図及び全体像を示す

[35]。2色のパルス光源には、繰り返し周波数 76 MHz、中心波長 790 nm、パルス幅 4 psのチタ

ンサファイアレーザ(TSL、Coherent社、Mira900)と、繰り返し周波数 38 MHz、中心波長 1030 nm、

波長帯域約 30 nmの Yb添加ファイバレーザ(Yb-FL)を用いている。 

2色のレーザパルスのタイミングを同期させるために、PBSを用いて両光源の一部を 2光子吸

収 PDに入射させる。PDからの光電流によって 2色のパルスのタイミング差を検出し、これが

一定となるように制御回路によるフィードバックを用いて Yb-FL の繰り返し周波数の制御を行

っている。また、合波したレーザビームを周波数 8 kHzのレゾナントスキャナで水平方向に、30 

Hzのノコギリ波信号で駆動されたガルバノスキャナで垂直方向にスキャンすることで 2次元の

ビームスキャニングを行っている。スキャニングされたビームは 2枚のレンズペアによって一旦

拡大されて、対物レンズに挿入される。対物レンズは 60倍の倍率で、NAが 1.2の水浸タイプを

使用している。試料を乗せたステージはピエゾステージになっており、集光点でのみ SRS が生

じることを利用して、試料位置の精密な制御による 3次元イメージングが可能となっている。試

料内の集光点で高速に走査されることで、30 fpsの高速なイメージングを実現しており、同時に、

試料の一点に長時間光が当てられることが試料へのダメージを防いでいる。 

LIA

OL OL

Sample F

(a)

PD
ωp, ωS

OL

SampleF

PBS

ωp, ωS

(b)

LIAPD

QWP



 

18 

 

 

 

図 2.10 SRS分光顕微鏡の実験系。G: グレーティング、DM: ダイクロイックミラ

ー、RS: レゾナントスキャナ、GS: ガルバノスキャナ、PZT: ピエゾステージ。 

 

 
図 2.11 SRS分光顕微鏡の光源部周辺の画像。画像手前アクリルケース内が Yb-FL、画像左奥が TSL。 

 

つづいて、我々の SRS 顕微鏡システムにおいて特徴的な高調波同期光源について説明を行う

[15]。2.5.1項で示したように、SRS信号を取得するためには一方の光源に強度変調を行う必要が

ある。この時、光パルスの繰り返し周波数を frepとすると、強度変調周波数の上限は繰り返し周

波数の半分の frep/2 であることが分かる(図 2.12(a))。さらにこの強度変調がオンオフ変調である

場合に最大効率で SRS信号を取得できる。これはすなわち frep/2の繰返し周波数の光源を用いる

ことと同義である(図 2.12(b))。このように一方の光源に対して分周された繰り返し周波数を持つ

光源で同期された光源を高調波同期光源と呼ぶ。高調波同期光源では変調器を用いずにロックイ

ン検出を最大まで高周波化することができるという大きな利点を持つ。 
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図 2.12 励起光の強度変調の高周波化。(a)frep/2の強度変調。(b)高調波同期光源。 

 

本章で述べてきたように、SRS 顕微鏡は生体イメージングにおいて様々な利点を有する一方

で、実用化のためには改善の余地があることが分かる。その中でも、図 2.11 にも示されている

ように、光源の小型化は大きな重要性を占めていることが分かる。次章では、従来の光源に変わ

る光源として、利得スイッチング駆動半導体レーザを提案し、その説明を行う。 
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第 3章 利得スイッチング駆動半導体レーザ(GS-LD) 

 

利得スイッチング駆動半導体レーザ(GS-LD)は LD内の活性層にパルス状の電流を注入するこ

とで、LD から直接ピコ秒の光パルスを出力する方式を用いたレーザのことである。本章では

GS-LDによる超短光パルス生成の原理を示す。つづいて、モード同期方式と Qスイッチング方

式による光パルス生成の方式を説明し、SRS顕微鏡へ適用する際の利点と欠点を比較する。 

 

3.1 GS-LDの原理 

 

図 3.1に一般的なファブリーペロー型 LD(FP-LD)の構造を示す[36]。電極に外部から電流が流

れることで、クラッド層から活性層へキャリアが流入される。活性層は共振器の役割も果たして

おり、この場合活性層の劈開面によって共振器のミラーが形成される。また、活性層の屈折率を

クラッド層よりも高くしておくことで、共振器内に効率よく再結合された光を閉じ込めることが

できる。そして、キャリア密度が十分たまることでレーザ発振が起こり、CW 光が出力される。

この FP-LDから発生する CW光の発振周波数は、光が共振器を 1周したときに位相回転が 2πの

整数倍となる場合に限定される。これに加えて、レーザ材料が持つ利得スペクトルが存在するの

で、図 3.2(a)に示すように、利得が損失を上回る有限個のモードでのみ発振が起こる。FP-LDは

一定以上の注入電流を与えることで、いくつかのモードで発振するため、高強度の単一周波数の

レーザ発振には不向きである。 

一方、分布帰還型(distributed feedback、DFB)LDは単一周波数のみで発振することができる LD

である。DFB-LDは活性層とクラッド層の間に屈折率の周期的な変動を持たせている。この回折

格子によって、図 3.2(b)に示すように、単一の波長で発振させる波長選択性が得られる。 

 

 

図 3.1 一般的な LDの構造。 
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図 3.2 LD媒質の利得スペクトルと共振モード。(a) FP-LD、(b) DFB-LD。L: 損失。 

 

GS-LDでは光パルスを出力させるために、LDに対してパルス状の電流を流す。注入するパル

スには電気パルスと光パルスを注入する手法があるが、ここでは一般的な電気パルスを注入する

手法について説明を行う。 

図 3.3に利得スイッチング駆動時のキャリア密度と光子密度の時間応答を示す。まず、LD の

電極にある程度の幅を持ったパルス状の電流を流す。そうすることで基板内のクラッド層から活

性層にキャリアが蓄積されていくが、キャリア密度の発振閾値 nthに到達するまでには一定の時

間遅延 τdが存在する。また、発振閾値に到達した瞬間にレーザ発振が開始されるわけではなく、

自然放出光から立ち上がるまでの時間もわずかに存在する。こうしてキャリアが発振閾値よりも

過分に蓄積された状態で誘導放出が起こることで、急峻な立ち上がりの光が得られる。ここで、

レーザ発振をキャリアや光子の挙動を記述するレート方程式を用いて、この時間遅延 τd を求め

る[36]。 

 𝑑𝑛

𝑑𝑡
=
𝐽

𝑞
−
𝑛

𝜏𝑠
− 𝐴(𝑁2 −𝑁1)𝑠 + 𝑓𝑛 (3-1) 

 𝑑𝑠

𝑑𝑡
= 𝐴(𝑁2 − 𝑁1)𝑠 + 𝐴𝑁2 −

𝑠

𝜏𝑝
+ 𝑓𝑠 (3-2) 

ここで、n、sはそれぞれキャリア密度及び光子密度、Jは注入電流密度、qは電荷である。式(3-1)

右辺の第 1 項目が注入電流の強度に対応する。また、N1、N2はそれぞれ基底準位、励起準位に

存在している原子数、Aは増幅係数である。式(3-1)右辺第 3項と下式右辺第 1項は誘導放出によ

る密度変化を示していることになる。τs、τpはキャリアと光子の寿命時間であり、式(3-1)右辺第

2項と式(3-2)右辺第 3項は寿命時間に応じて再結合及び吸収する過程を表す。また、式(3-2)右辺

第 2 項は自然放出に由来する項である。fn及び fsは雑音項を表す。このレート方程式において、

雑音項を無視して、電流が J1から J2へ変化したと仮定する。すると、キャリア密度が発振閾値

nthに到達するまでの時間遅延 τdが以下の様に求められる。 

 
𝜏𝑑 = 𝜏𝑠 ln (

𝐽2 − 𝐽1
𝐽2 − 𝐽𝑡ℎ

) (3-3) 

ここで、Jthは閾値電流である。この時間遅延 τdによって、注入した電流パルスの幅よりも短い

光パルスを得ることができる。この光パルスはキャリアを一気に消費して立ち上がるが、注入電

f
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L

Gain spectrum

f

G

L

(a) (b)



 

22 

 

 

流の時間幅が長すぎる場合、残存したキャリアによって立ち下がった後に、再度パルスが立ち上

がってしまう。この電流の時間幅を調整することで、光を再び立ち上がらせないようにすること

が重要となる。 

 

図 3.3 利得スイッチング駆動時のキャリア密度と光子密度の時間応答。nth:キャリア密度のレーザ発振閾値。 

 

3.2 GS-LDパルスの短縮化 

 

前節において、GS-LDにおける光パルス生成の原理を説明した。しかし一般的な LDからは、

精々20-100 psの幅の光パルスしか得られない。近年、多重量子井戸構造の GS-LDに対して、高

強度の電気パルス励起を行うことで、ピコ秒オーダの光パルスを生成できることが報告されてい

る[25]。本節では、LDの多重量子井戸構造及び高速強励起について述べ、GS-LDから超短光パ

ルスが得られる原理を説明する。 

GS-LD においては、パルス状の電流を活性層に注入することで、緩和振動周波数で制限され

る急激なキャリア密度の立ち上がりが実現できる。したがって、この緩和振動周波数が実質的な

光のパルス幅を決定すると考えられる。図 3.4(a)に示すように、一般的な LDの活性層は、バル

ク構造と呼ばれる一様な材料から構成されている。この場合、電子のエネルギー分布を表す状態

密度関数 ρ(ε)はエネルギーεの 1/2乗に比例して増大する。一方、図 3.4(b)に示すように、異なる

材料を交互に積層させて得られる構造を量子井戸構造と呼ぶ[37]。この構造における利点は、電

子を 1次元方向に閉じ込めることができるため、状態密度関数が階段状となることである。その

結果、バルク構造に比べて、発光特性の改善が見込まれる。その結果の 1つとして、緩和振動周

波数が高くなる効果がある。この緩和振動周波数 frは、 

 
𝑓r =

1

2𝜋
√
𝑐𝑔𝑠

𝑛r𝜏p
 (3-4) 

で与えられる[37]。ここで gは微分利得、nrは利得媒質の屈折率である。量子井戸構造では、こ

の微分利得がバルク構造に比べて大きくなるため、frが増大することが分かる。また量子井戸構
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造を複数重ねた構造を多重量子井戸構造と呼ぶ。この量子井戸の数によっても frは影響を受け、

frを最大化するような量子井戸の数が存在する。これらのパラメータを最適化することで、緩和

振動周波数の高い GS-LDを得ることができる。 

 

図 3.4 LDの活性層における(a) バルク構造と(b) 量子井戸構造の比較。 

 

つづいて、電気パルスの高速強励起による、GS-LDパルスの短パルス化について述べる[24,38]。

高速強励起を行うことで、高密度のキャリアが過渡的に生成される。その結果、図 3.5に示すよ

うに、高速強励起下の GS-LDから出力された光パルスのスペクトルは、広い幅の短波部分と鋭

いピークを持つ長波部分で構成される。これは活性層内のキャリア密度の増大に伴って、屈折率

が低下して発振波長がシフトする効果に由来している。このことから、短波成分が本質的なパル

ス発生に寄与し、長波成分は緩和振動に伴う低利得由来の信号を構成していると考えることがで

きる。したがって、短波成分を適切な光フィルタなどを用いて抽出して、長波成分を除去するこ

とで、GS-LDパルスの短パルス化が達成される。 

 

図 3.5 GS-LDパルスの時間波形とスペクトルの関係。 
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3.3 SRS顕微鏡用光源としての LDのパルス発振方式の比較 

 

パルス発振の基本的な方式として以下に挙げるモード同期、Q スイッチング、利得スイッチ

ング駆動の 3種類の方式が存在している。本節では LDを光源に用いた際のこれらの方式の特長

を比較することで、LDをパルス光源として SRS顕微鏡に応用する際の差異を明らかにする。 

 

3.3.1 モード同期方式 

 

図3.6に単一周波数（単一モード）の足し合わせによりパルスが生成される様子を示している。

第 2.1.1項でも触れたように、超短光パルスは多数の縦モードの重ね合わせによって表現される

ため、これらの縦モード間の位相を揃えなければパルスが生成されない。この縦モード間隔の周

波数で光共振器内の光に変調を加えることで縦モード間の位相を揃えることをモード同期と呼

ぶ。 

モード同期には、能動モード同期と受動モード同期の 2つの手法がある。能動モード同期は、

光共振器内に配置した変調器や、利得媒質への注入電流の直接変調を利用して、光を能動的に変

調することでモード同期を行う手法である。一方で受動モード同期は、利得媒質自身の非線形性

を利用して、自発的にモード同期を発生させる手法である。物質の持つ非線形性を利用している

受動モード同期は、電気信号による変調を用いている能動モード同期に比べて、より短い幅の光

パルスを発生させることが可能である。 

モード同期レーザはその性質上、共振器長 Lに応じて 2L/c (c: 光速)の間隔で光パルスが射出

される。したがって、繰り返し周波数が c/2Lで固定される。SRS顕微鏡への応用を考えた場合、

共振器長で決定される繰り返し周波数は他方のパルス光源に制限を与えることになる。また、高

速なイメージングを考えた時に、MHz オーダの繰り返し周波数が望ましい。この場合、少なく

とも数メートルの共振器長が必要になるため、実現のためには外部光共振器を構成する必要があ

り、複雑になりがちである。一方で受動モード同期を用いることで、ピコ秒以下のパルス生成を

比較的容易に行うことが可能である。また、パルス間のタイミングの揺らぎ（ジッタ）が小さい

ため、2 色のパルスの同期が必要な SRS 顕微鏡においては、SNR の面で有利であると考えられ

る。 

 

図 3.6モード同期発振の考え方。 

 

…
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3.3.2 Qスイッチング方式 

 

Q スイッチング方式は、損失を制御して Q 値をスイッチすることで高出力のパルスを放出さ

せる方式を指す。この Q値は以下の式で表される。 

ここで、ω0は発振スペクトルの中心周波数、ωFWHMはその ω0を含むスペクトルのスペクトル幅

である。ここでは、損失を制御する方法として、光共振器を構成している反射鏡を用いる方法を

説明する。まず、反射鏡の角度を制御して光共振器内の損失が大きい状態にする。そうすること

で、ある程度、利得が大きい状態でもレーザ発振が起こらないようにする。さらに、利得媒質に

エネルギーを与え続けて、十分な反転分布が形成されるまで待つ。そして、利得と損失が釣り合

った瞬間に、反射鏡の角度を制御して損失が小さい状態にすることで、非常に高強度の光パルス

が得られる。このように、光共振器内の Q値を切り替えることでパルス発振を行っているので、

Qスイッチング方式と呼ぶ。 

この方式は、高強度の光パルスを得られるという利点があるが、一方でパルス幅は一般的に

短いものでナノ秒程度であり、短パルス化の困難さや光共振器の複雑さを考慮すると SRS 顕微

鏡への応用は難しいと考えられる。また、Qスイッチング方式は反転分布を長時間保つ必要があ

るため、固体レーザなどに比べて蛍光寿命が短い LDには不利であると考えられる。 

 

3.3.3 利得スイッチング駆動方式 

 

利得スイッチング駆動方式は第 3.1節で述べたように、LD にパルス状の電流を流すことで、

直接光パルスを出力させる方式のことを指す。瞬間的に電流による利得のオンオフを切り替える

ことでパルス発振を行っているため利得スイッチングと呼ぶ。 

GS-LD の利点としてコンパクトさや利便性が挙げられる。その理由として、パルス状の電流

を流すことができる電気パルス発生器(EPG)があるだけで、GS-LDから簡単に安定した光パルス

が得られるという点が挙げられる。GS-LD において光パルスが生成される過程は電気パルス毎

に独立であるため、電気パルスの繰り返し周波数を変化させることで、光パルスの繰り返し周波

数を容易に調整することができる。この特性を利用することで、EPG の出力トリガを他方のレ

ーザに依存させることで、簡便に 2 台のレーザの同期を達成させることができる。さらに、第

3.2 節で述べたように、適切な LD を用いることで、ピコ秒オーダの光パルスの生成が可能とな

る。 

一方、DFB-LDに対して利得スイッチング駆動を試みる場合、LD内の回折格子の間隔で決ま

る値で波長が固定されてしまい、波長可変性を持たせることが困難である。また、利得スイッチ

ング駆動方式はパルスの立ち上がりのタイミングが異なるため、ジッタが大きくなりがちである

(第 5.1.1 項参照)。ただし、波長可変性については、1.55-µm 帯 FP-LD に対して利得スイッチン

 
𝑄 =

𝜔0

𝜔FWHM

 (3-5) 
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グ駆動を行う際に、外部注入 CW光の波長掃引を行うことで、40 nm程度の波長可変性を与えら

れることが報告されている[39]。本研究においては DFB-LDを用いて検証を行ったため、FP-LD

に対する実証は確認できていないが、将来的には GS-LDの波長可変性は充分達成できると考え

られる。 

これらのパルス発振方式の比較をまとめたものを表 3.1に示す。Qスイッチング方式はそもそ

も、短パルス化が困難であることから、利得スイッチング駆動方式とモード同期方式について比

較を行う。この比較結果から、ジッタに懸念があるものの、同期を含めたコンパクト化を主眼に

置いた際には利得スイッチング駆動方式が有効であると結論付けられる。 

 

表 3.1 パルス発振方式の比較。GS: 利得スイッチング駆動方式、ML: モード同期方式。 

 

  

Component Repetition Tunability Jitter

GS-LD Compact Variable Good? Large

ML-LD
Complicated

Depend on 
cavity length

Good Low
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第 4章 GS-LDを用いた SRSイメージング 

 

本章では、利得スイッチング駆動半導体レーザ(GS-LD)を光源に用いて SRSイメージングに成

功した結果を示す。はじめに、論理回路を用いた容易な高調波同期光源の構築について説明する。

つづいて、1.06-µm 帯 GS-LD から得られる光パルスのジッタやスペクトルの特性を評価する。

特にジッタについては、サンプリングオシロスコープによる計測結果に加えて、より信頼できる

データとして、SRS 信号強度の揺らぎをもとに計算して得られた結果も併せて示す。最後に

1.06-µm帯 GS-LDと TSLを光源に用いて実際にポリマービーズと生細胞の SRSイメージングを

行った結果を示し、将来的な SRS顕微鏡光源としての GS-LDの実用性を示す。 

 

4.1 トグルフリップフロップを用いた高調波同期光源 

 

トグルフリップフロップ(T-FF)はフリップフロップと呼ばれる論理回路の一種である。T-FFの

動作自体は非常に明快で、入力端子 Cへの電気信号の 2 値が 1周期変化する度に、出力端子 Q

からの電気信号の 2値が反転するというものである。この T-FFとGS-LDを組み合わせることで、

第 2.5.3項で説明した高調波同期光源を非常に簡単に構築することができる。 

図 4.1に原理図を示す。まず、PDに TSLからの光パルスを入力する。この時、TSLパルスの

繰り返し周波数は現在のシステムと同様に 76 MHzとする。その結果、PDから出力された繰り

返し 76 MHzの光電流が T-FFに入力される。T-FFの動作に従い、光電流の立ち上がりが入力さ

れる度に、Qからの出力信号が反転する。その結果、繰り返し周波数が 38 MHzの矩形波が T-FF

から出力されることになる。つづいて、電気パルス発生器(EPG)に信号が入力される。ここで、

入力信号の立ち上がりに対して電気パルスを出力するような EPG を用いる。そうすることで、

T-FFの出力信号に対して EPGから繰り返し 38 MHzの電気パルスを得られる。これを用いて LD

の利得スイッチング駆動を行うことで、繰り返し 38 MHzの光パルスが最終的に生成される。こ

のようにして GS-LDから出力される光パルスは、TSLパルスがトリガになっているため自動的

に TSL パルスと同期が取れていることになる。さらに、繰り返し周波数もちょうど半分になる

ため、結果として、高調波同期光源が得られたことになる。また本光源では、2色のパルスのタ

イミングを合わせるために可変長同軸ケーブルを用いることができるため、空間系で光軸調整を

行う必要が無いという利点もある。 
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図 4.1 トグルフリップフロップ(T-FF)を用いた高調波同期光源の原理模式図。EPG: 電気パルス発生器。 

 

4.2 1.06-µm帯 GS-LDの特性評価 

 

本節では GS-LDパルスのジッタ、スペクトル、パルス幅といった SRS顕微鏡に応用する際に

重要となる特性を計測した結果を示す。本研究では、1.06-µm帯で発振する InGaAs/GaAs多重量

子井戸 LD[25,26]を光源として用いている。 

 

4.2.1 GS-LDジッタの各種パラメータ依存性 

 

SRS顕微鏡への応用において、他の光源との組み合わせや異なる波長の GS-LDを用いる際に、

1.06 µm帯の GS-LDの特性を評価しておくことは重要であると考えられる。そこで今回 GS-LD

パルスのジッタやスペクトル特性の種々のパラメータ変化に対する依存性の計測実験を行った

結果を示し、SRSイメージングに応用する際に最適なパラメータを決定する。 

図 4.2に本研究で用いた 1.06-µm帯 GS-LDの全体像を示す。入力部は 40 GHzの電気信号まで

対応している K コネクタに繋がっており、出力部は光ファイバを通してファイバコネクタに繋

がっている。 

 

図 4.2 本研究で用いた 1.06-µm帯 InGaAs/GaAs多重量子井戸 GS-LDの全体像。 
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図 4.3に GS-LDパルス特性評価のための実験系を示す。GS-LDに入力される電気パルス発生

器(EPG)からの電気パルスは、TSLパルスの繰り返し周波数の半分の繰り返しの信号をトリガと

している。ジッタはサンプリングオシロスコープ(Agilent Technologies、86100C DCA-J)を用いて

計測した。また、このサンプリングオシロスコープが持つトリガジッタは 1 ps 以下であった。

また、図 4.3 中には示していないが、GS-LD のスペクトルはスペクトラムアナライザ(ANDO、

AQ6317B)を用いて出力を直接計測した。今回、GS-LDパルスのスペクトルとジッタ依存性を調

べるためのパラメータとして、以下の 2 つを掃引した。1 つは GS-LD に注入する電気パルスの

パルス幅(図 4.3A)で、もう 1つは GS-LD内の温度(図 4.3B)である。GS-LDの温度は、温度調整

用コントローラの値を調整してサーミスタの抵抗値を調整することで変化させた。パラメータの

掃引範囲はそれぞれ、A: 100-250 ps、B: 290-315 Kとした。また、それぞれの掃引を行う際、も

う一方のパラメータの値は固定しており、A掃引時、B: 300 K、B掃引時、A: 200 psとした。 

 

 

図 4.3 ジッタのパラメータ依存性確認のための実験系。A: EPGのパルス幅、B: GS-LDの温度の 2つをパ

ラメータとして掃引。 

 

図 4.4に EPGのパルス幅掃引時の結果を示す。LDに注入する電気パルス幅が長くなるにつれ

て、スペクトルの長波側にピークが強く立つようになり、ジッタは 5.3 psから 2.5 psまで低減し

ている。スペクトルについては光子密度が光パルス形成の必要以上に存在するために、緩和振動

の尾が残ることで長波側が強くなっていると考えられる。ジッタはパルスになりきれていない状

態の時にジッタが大きく、利得が充分にあることでジッタが小さくなっていると言える。 

つづいて、図 4.5に GS-LDの温度掃引時の結果を示す。LD内の温度が下がるにつれてスペク

トルのピークが強くなり、また中心波長が短くなっており、ジッタも小さくなっている。これは

温度が低いほど損失が小さくなる効果や、バンドギャップが大きくなる効果によるものと考えら

れる。 

今回の 2 つの実験結果は、スペクトル、ジッタ共に利得の観点から考えると同じ傾向を示し

ていると考えられる。そして、利得を大きくすることがジッタを低減させることに繋がると考え

ることができると結論付けられる。 
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図 4.4 EPGのパルス幅掃引時の GS-LDパルスの(a) スペクトル及び(b) ジッタ。 

 

 

図 4.5 GS-LDの温調パラメータ掃引時の GS-LDパルスの(a) スペクトル及び(b) ジッタ。 

 

本測定では、GS-LDの温度及び注入電流パルス幅それぞれの GS-LDパルスのジッタ及びスペ

クトル依存性の結果を得た。この結果から、最適な電気パルスのパルス幅は 200 ps、そして、特

別な理由がない限り温度は仕様で推奨されている 300 Kで十分であることが確認できた。 

 

4.2.2 GS-LDパルス波形とスペクトル 

 

図 4.6にTSLとGS-LDをそれぞれポンプ光源とストークス光源とした実験系の模式図を示す。

様々なラマンシフトに対して計測を行うために、TSLパルスの波長は 780-815 nm間を手動で変

化させた。また、TSL パルスの繰り返し周波数、パルス幅、スペクトル幅はそれぞれ 76 MHz、

6 ps、0.10 nm程度である。TSLパルスの光路を 2つに分けるために半波長板(HWP)と偏光ビー

ムスプリッタ(PBS)を挿入している。一方は試料へ、もう一方は GS-LDパルス生成のトリガのた

めの光検出器(PD、Kyosemi、KPID020D-H8)へ入射する。ディレイラインは TSLパルスと GS-LD

パルスの相対的な時間遅延を制御するために挿入されている。 
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PD で受光された TSL パルスから得られる光電流をトグルフリップフロップ(T-FF、Hittite、

HMC749LC3C)に入力する。T-FFでは入力電圧 Vinが閾値電圧 Vthを超える度に、出力電圧 Voutが

2 値間で切り替わる。その結果、繰り返し周波数 38 MHz の矩形波が T-FFから得られる。この

T-FFの出力を電気パルス発生器(EPG、Alnair Labs、EPG-200B-0100-S-P-T-A)に入力することで得

られる時間幅 200 psの電気パルスを用いて LDの利得スイッチング駆動を行った。GS-LDから

得られる光パルスを、4段の Yb添加光ファイバ増幅器(YDFA)により増幅した。ここで YDFAを

4段にしている理由は、使用した YDF (CorActive、Yb501-PM)の利得のピーク波長が 1030 nmで

あるため、パルスの波長である 1060 nm付近では YDFA1段毎の利得が小さいからである。また、

YDFAにより発生する自然放出光雑音(ASE)を取り除くための YDFA間に 2つの帯域通過フィル

タ(BPF)が挿入されている。この BPFは格子定数 1200 /mm (Thorlabs、GR25-1210)の回折格子と、

ビーム径 1.2 mmの PMコリメータで構成されている。また、GS-LDパルスと TSLパルスの偏波

方向を合わせるために、HWP と PBS が挿入されている。ダイクロイックミラー(DM)を用いて

GS-LDパルスと TSLパルスを合波し、SRS顕微鏡に導入した。DM後から SPFまでの構成は第

2.5.3項で説明している通りである。その後、Si-PD (Hamamatsu Photonics、S3399)を用いて TSL

パルスを検出している。ここでは、ロックインアンプ(LIA)の参照信号を T-FFのインバータ出力

から得ている。 

 

図 4.6 GS-LDと TSLを光源にした SRS顕微鏡の全体図。HWP: 半波長板、PBS: 偏光ビームスプリッタ、

PD: 光受光器、T-FF: トグルフリップフロップ、EPG: 電気パルス生成器、YDFA: Yb添加光ファイバ増幅

器、BPF: 帯域通過フィルタ、DM:ダイクロイックミラー、SPF: 低域通過フィルタ、LIA: ロックインアン

プ。 

 

図 4.7(a)にサンプリングオシロスコープを用いて EPGから得られた電気パルスの波形を示す。

電気パルスの振幅は 6.4 Vで、パルス幅は前項で最適化した 200 psのものを用いた。また、この

電気パルスが持つジッタは、計測の結果、サンプリングオシロスコープが持つトリガジッタであ

る 1 psより小さかった。図 4.7(a)中に示されているゼロレベルの信号はオシロスコープのトリガ

信号を TSLパルスから得ていることに由来している。 
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図 4.7(b)に YDFA増幅前の GS-LDパルスのスペクトルを示す。GS-LDパルスのスペクトルは

1060.35 nmを中心とした広いスペクトルと、1060.6 nmにピークを持つ狭いスペクトルで構成さ

れている。前者は利得スイッチング動作により生じたパルスを構成する成分、後者はパルス後の

緩和振動により構成された余計な成分を含有している。このパルスを構成している成分を BPF

を用いて抽出して、YDFAを通して増幅させた後のスペクトルを図 4.7(c)に示す。増幅後のGS-LD

パルスの中心波長は 1060.35 nmで、スペクトル幅は 0.20 nmであった。 

つづいて、増幅後の GS-LDパルスのパルス幅を得るために行った実験の結果を示す。図 4.7(d)

は SRS信号に対する TSLパルスと GS-LDパルスの相互相関波形を示したものである。本測定で

はビームスキャニングは行っておらず、水を入れた 10 mmのキュベットにビームを軽く絞って

ある固定された視野に対する SRS信号の計測を行った。また、水の OH伸縮振動である 3390 cm
-1

のラマンシフトを見るために TSLパルスの中心波長を 780 nmに調整して、さらに相互相関波形

から直接 GS-LDパルスのパルス幅を求めるために TSLパルスのパルス幅を 3 psに調整した。こ

の相互相関波形を得るために、TSL 側のディレイラインを手動で掃引した。結果として、相互

相関波形の強度波形の半値幅が 14 psであることから、GS-LDのパルス幅も 14 psであると推定

された。なお、本実験に用いた GS-LD は、性能的には充分 10 ps 以下のパルスを生成すること

が可能なものである。一方で、これが達成されなかった理由は、電気パルスの電圧が 6.4 Vまで

しか出せず、充分な励起が行えなかったことに起因していると考えられる。 

 

図 4.7 (a) サンプリングオシロスコープで計測した EPGからの出力信号波形。(b) (c) YDFAによる増幅前後

の GS-LDパルスのスペクトル。(b) 増幅前、(c) 増幅後。(d) SRS信号に対する GS-LDパルスと TSLパル

スの相互相関波形。 

  

-20 -10 0 10 20
0

0.5

1

Delay [ps]

N
o
rm

a
liz

e
d
 S

R
S

 s
ig

n
a
l 
in

te
n
s
it
y

14 ps

1060 1060.2 1060.4 1060.6 1060.8 1061
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

N
o
rm

a
liz

e
d
 G

S
-L

D
 s

p
e
c
tr

u
m

a
ft

e
r 

B
P

F
s
 a

n
d
 Y

D
F

A
s

Wavelength [nm]

0.20 nm

1060 1060.2 1060.4 1060.6 1060.8 1061
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

Wavelength [nm]

N
o
rm

a
liz

e
d
 G

S
-L

D
 s

p
e
c
tr

u
m

Time [50 ps/div.]

V
o

lt
a

g
e

 [
1

 V
/d

iv
.]

(a) (b)

200 ps

6.4 V

(c) (d)



 

33 

 

 

4.2.3 試料面における GS-LDパルスのジッタ測定 

 

前節において、サンプリングオシロスコープを用いて GS-LDパルスのジッタの計測を行った。

しかし、サンプリングオシロスコープが持つトリガジッタや測定精度を考えるとより詳しくジッ

タを計測することが望ましいと考えられる。また、試料面における増幅された GS-LDパルスの

ジッタの値がより本質的なデータであることを考慮して、前項の相互相関波形を利用した、より

精度の高いジッタの測定を試みた。 

図 4.8に蒸留水の SRS信号強度のヒストグラムを示す。サンプル数は各 250,000ずつである。

SRS 信号を最小(青)、最大値の半分(赤)、最大(緑)の 3 つの信号強度レベルで取得するために、

ディレイラインを動かして TSL パルスのタイミングを変化させた。それぞれの結果から求めら

れた標準偏差は σmin = 5.01 × 10
-2、σhalf = 7.83 × 10

-2、σmax = 6.67 × 10
-2であった。ここで、σminは

ショット雑音が支配的であると考えることができて、σhalfはそれに加えて GS-LD パルスのジッ

タによる SRS 信号の強度ゆらぎが含まれていると考えられる。このショット雑音とジッタ由来

の標準偏差はそれぞれ独立であると考えられるので、ジッタ由来の標準偏差は σjitter = (σhalf
2
 – 

σmin
2
)

1/2
 = 6.02 × 10

-2と求められる。ここで、σmaxが σminよりも大きい理由はジッタ由来の強度揺

らぎが生じているためと考えられる。この結果と前項の図 4.6 (d)の相互相関波形における半分の

信号強度での傾き 2.55 × 10
-2

 ps
-1から試料面における GS-LDパルスのジッタが 2.36 psであるこ

とが導かれた。この値は GS-LDのパルス幅が 14 psであることを考慮すると、SRSイメージン

グには十分応用できる値であると結論づけられる。 

 

図 4.8 水の SRS信号強度のヒストグラム。SRS信号強度: 最小時(青)、半値時(赤)、最大時(緑)。 
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4.3 GS-LDとチタンサファイアレーザを用いた SRSイメージング 

 

図 4.9(a)-(e)にポリスチレン(PS)とポリメタクリル酸メチル(PMMA)ビーズの SRS像を示す。フ

レームレートは 30 fps、視野は 80×80 µmである。TSLの波長を手動で変化させてラマンシフト

をそれぞれ図 4.9(a) 2850 cm
-1、図 4.9(b) 2900 cm

-1、図 4.9(c) 2950 cm
-1、図 4.9(d) 3000 cm

-1、図 4.9(e) 

3050 cm
-1に設定して信号取得を行った。それぞれの画像間で、ラマンシフトによって明らかに

SRS信号強度が異なっていることが確認できる。また、図 4.9 (f)に示したスペクトルは、図 4.9(a)

内の SRS 像の青(PS)と赤(PMMA)の矢印で示した部分の信号強度をそれぞれのラマンシフトに

ついて抽出したものである。それぞれ 2950 cm
-1と 3050 cm

-1において PMMAと PSに特有のピ

ークが確認でき、SRSイメージングに成功したことが分かる。また図 4.9(c)において、背景の雑

音の分散が 20程度で、PMMAビーズのシグナル強度が 190程度なので SNRは 9.5程度であると

考えられる。 

つづいて、図 4.10に HeLa細胞の SRS像を示す。図 4.10(a)、(b)の波数はそれぞれ 2850 cm
-1、

2930 cm
-1であり、1枚あたりの画像取得時間は 3.3 s、視野は 80×80 µmである。図 4.10(a)にお

いて、脂質由来の粒状の脂肪滴が細胞質の部分に確認できる。また、図 4.10(b)の画像から、脂

肪滴に加えて、タンパク質由来の信号が核全体において確認でき、さらに、図 4.10(a)では確認

できなかった核小体の形状も明らかに確認できる。 

このようにして、GS-LDと TSLを光源に用いたポリマービーズの SRS分光イメージングに成

功し、さらに生細胞に含まれる核や細胞質の SRS信号の波数依存性を確認することができた。 
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図 4.9 PSと PMMAビーズの(a)-(e) SRS像と(f) スペクトル強度。ピクセル数: 500 × 500、フレームレート: 

30 fps、スケールバー: 20 µm。ラマンシフトは(a) 2850 cm-1、(b) 2900 cm-1、(c) 2950 cm-1、(d) 3000 cm-1、(e) 

3050 cm-1。(f) 赤 PMMA、青 PS。スペクトルの形を明確にするために補助線を引いた。 

 

 

図 4.10 HeLa細胞の SRS像。(a) 2850 cm-1、(b) 2930 cm-1。ピクセル数: 500 × 500、画像取得時間: 3.3 s、ス

ケールバー: 20 µm。  
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第 5章 GS-LD を用いた SRS 顕微鏡の実用性向上のた
めの実験的検討 
 

前章では、1.06-µm帯 GS-LDと TSLを 2色のパルス光源に用いた SRSイメージングの実証実

験の結果を示した。今回の実験において、GS-LD パルスのパルス幅が 14 ps であり、GS-LD パ

ルスの持つジッタに比べて比較的大きいことから、SRS 信号へのジッタの影響が小さいと判断

した。しかし将来的には、GS-LDパルスのピーク強度を高めるために、より短い 5 ps程度のパ

ルス幅を用いることが望ましい。この場合、ジッタの影響が現在のパルス幅に比べて相対的に大

きくなるため、ジッタを低減させるための機構が要求されると考えられる。また、TSL の波長

掃引を手動で行っていたが、図 4.10における HeLa細胞のイメージングにおいて、波長を変更す

る間に細胞が動いており、全体像や脂肪滴の位置が変わってしまっている。これは細胞のダイナ

ミクスを捉える際には非常に大きな課題と考えられる。したがって、将来的には高速波長可変レ

ーザと組み合わせた SRS 高速分光イメージングを行うことが達成されるべき目標の 1 つと考え

られる。 

本章では、これらの課題に対して実験的な検討を行った結果を示す。まず GS-LDパルスに対

するタイミングジッタ低減の原理について述べる。つづいて、実際に 1.06-µm帯 GS-LDについ

てジッタ低減が行えることを確認した結果を示す。さらに、1.03-µm 帯 GS-LD と、本研究室で

作製された高速波長可変 Er-FL[40]の 2 つの光源から、同期したパルスが得られた結果を示す。

加えて、高速波長可変レーザと組み合わせる際の課題になると考えられる、GS-LD パルスの出

力タイミングの他方光パルス強度依存性の解決について提案と実証を行う。 

 

5.1 1.06-µm帯 GS-LDパルスのジッタ低減実験 

 

5.1.1 ジッタ低減の原理 

 

GS-LDを SRS顕微鏡に適用する時の課題として、パルスがタイミングジッタを持つ点が挙げ

られる。今回用いている LDは 1.06 µm帯の波長域であるが、先行研究において、1.55 µm帯の

GS-LDに対して、外部光を注入することでジッタが低減することが報告されている[41]。本項で

は、ジッタが生じる原因とその抑制法について述べる。 

図 5.1に対数軸で考えた光子密度の立ち上がりの瞬間を示している。ジッタは光子密度の立ち

上がり時間に関係している。LDの活性層内では、注入電流によってキャリアが生成されている

間、常に自然放出光が存在している。そして、閾値電流を超えて、十分なキャリアが溜まった状

態において、自然放出光由来のレーザ発振が開始される。ここで、レーザ発振は自然放出光の持

つ雑音揺らぎの影響を受けてしまい、毎回のパルス生成ごとにタイミングが変化してしまう。そ

の結果、図 5.1(a)に示すように、LD から出力される光パルスは、自然放出光の持つ雑音によっ

て大きなジッタを持つことになる。 
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ここで、図 5.1(b)に示すように外部から自然放出光の光強度を超えるような CW光を注入する

ことを考える。その結果、誘導放出に必要な利得が減少することが予想される。また LD内にお

いて CW 光が支配的となるため、立ち上がり時間の自然放出光の持つ雑音揺らぎの影響が相対

的に小さくなる。その結果、光パルスのジッタが抑えられることになる。また、立ち上がり時間

がわずかに早くなる現象も生じる。 

一般的な注入同期現象に近いものがあるが、注入同期ではファブリーペロー型の光源に対し

て CW光を注入することで発振スペクトルを安定させるために用いることが多い。 

 

図 5.1 GS-LDパルスの立ち上がりの模式図。(a): 注入 CW光無し、(b): 注入 CW光有り。パルスの立ち上

がりの自然放出光由来のジッタが、注入 CW光によって低減される。 

 

5.1.2 GS-LDパルスのジッタの注入光強度及び波長依存性の評価 

 

図 5.2 に実験系を示す。注入同期用の DFB-LD の光強度を掃引するために DFB-LD の出力に

可変光減衰器(VOA)を挿入した。またその光強度をモニタするために VOAの後に 1:99のカプラ

を挿入して、1 側をパワーメータに、99 側をサーキュレータに接続した。本計測では、GS-LD

の温度設定を 315 Kにした。これは 300 Kにおける GS-LDの中心波長が 1060 nm付近である一

方、DFB-LDの中心波長が 1064 nmであるため、GS-LDと DFB-LDの中心波長を合わせるため

には、キャビティ内の温度変化による共振周波数のシフトを利用してお互いの中心波長を近づけ

る必要があったからである。 

図 5.3に注入 CW光強度掃引時のGS-LDパルスのスペクトル(図 5.3(a))とジッタ(図 5.3(b))の結

果を示す。図 5.3(a)から、注入する光強度が強くなるほどスペクトルのピークが小さくなり、ス

ペクトル幅も狭くなっていることが分かる。また同様に図 5.3(b)から、ジッタも小さくなってい

ることが確認できる。これは注入光により立ち上がりのジッタが小さくなっていることに起因す

ると考えられる。また、パワーメータ上で 60 µW、つまり実際に GS-LD内に注入されている光

強度に換算して、6 mW 以上の光強度でジッタ低減が飽和することが分かる。ただし、ここで

GS-LD 内には、仕様書には明示されていない光アイソレータが組み込まれており、一般的な値

として 30 dBのタイプが組み込まれていると仮定すると、実際に GS-LDの光共振器内に注入さ

れている光強度は数 µWのオーダであると考えられる。 

 

t
Large jitter

Spontaneous

emission

t

CW lightLow jitter

(b)(a)
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図 5.2 VOAと光サーキュレータを用いた GS-LDパルス特性の注入光強度依存系。 

 

 
図 5.3 注入 CW光強度掃引時の GS-LDパルスの(a) スペクトル、(b) ジッタ。 

 

つづいて、図 5.4に GS-LDのジッタの注入 CW光波長依存性評価のための実験系を示す。時

間幅 200 ps、ピーク電圧 6.4 V、繰り返し周波数 100 MHzの電気パルスを用いて GS-LDを駆動

した。GS-LDから得られた光パルスのスペクトルの中心波長と FWHMはそれぞれ 1062.4 nmと

0.3 nm であった。この GS-LD に対し、サーキュレータを介して CW 光の注入を行った。この

GS-LDのパルスを周波数帯域 5 GHzの PDで受光して得られた信号をサンプリングオシロスコ

ープで測定し、ジッタを計測した。また、別途手製のオートコリレータを用いてパルス幅の測定

が行えるようにした。 

図 5.5(a)にジッタの注入 CW光波長依存性の結果を示す。オシロスコープにより得られた値か

らトリガジッタである 0.9 ps を差し引いた値を光ジッタとして示している。光ジッタは最小で

1.2 ps の値を取り、注入する光波長が GS-LD の中心波長に近いほどジッタが低減されているこ

とが分かる。また図 5.5(b)に示すように、GS-LDパルスのパルス幅が 13 psから 16 psへ広がっ

ていることが確認された。なお、この波形はオートコリレータによって計測された自己相関波形

であり、その時間幅は注入同期前で 19 ps、注入同期後で 23 psである。そこでこの自己相関波

形がガウシアンであると仮定することで GS-LDパルスの時間幅を推定した。 

これらの結果から、GS-LDから得られる 13 psの時間幅を持ったパルスが持つジッタは~4 ps

程度であり、2割程度のパルス幅の広がりを許容することで注入同期によるジッタの低減が行え

ることが確認できた。なお、本実験においても注入同期を行うために GS-LDの条件がイメージ
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ングを行った時と異なる条件になっているため、ジッタについても多少の変化があると考えられ

る。また、前章において、ジッタ低減を行わない状態で TSLと GS-LDの 2光源による SRSイメ

ージングに成功している。したがって、パルス幅が広がる影響と光サーキュレータによる損失を

考慮すると、パルス幅が広い状態においては光注入によるジッタ低減はマイナスの面があること

に注意する必要があると言える。一方で、ジッタがあるということは強度ゆらぎがあるというこ

とと同じなので、再現性を高めるために外部光注入によるジッタ低減を行うことは非常に有効で

あると考えられる。 

 

図 5.4 GS-LDのジッタの注入 CW光波長依存性評価のための実験系。 

 

 

図 5.5 (a) 注入 CW光波長掃引時の GS-LDパルスのジッタ。(b) GS-LDパルスのオートコリレーション波形。

青線: 非注入同期時、赤線: 注入同期時。 

 

5.1.3 GS-LDパルスのジッタと SRS信号強度のゆらぎの関係 

 

本項では、光パルスが持つタイミングジッタが SRS 信号強度の揺らぎに与える影響を定量的

に考える。まず、ポンプ光とストークス光のパルス幅をそれぞれ τp、τSとする。そして、この 2

色のパルスが共にガウシアンパルスであると仮定すると、その光強度はそれぞれ以下の式で表す

ことができる。 
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2

( ) exp ,s
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 (5-2) 

ここで、Epと ESはそれぞれポンプパルスとストークスパルスのパルスエネルギーを表している。

この 2式をふまえて 2色のパルスの相互相関を計算すると、SRS信号強度 ISRSは次のように計算

される。 
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

  
(5-3) 

ここで、Δt はポンプパルスに対するストークスパルスの相対的な遅延量を表す。式(5-3)は 2 色

のパルスの重なりの度合いが SRS 信号強度に対して与える影響を表している。したがって、こ

の、パルスの重なりの度合いはタイミングジッタによる変化を反映している。この式から明らか

に、パルス幅が小さいほど SRS 信号強度が大きくなり、またパルス幅に対する相対的なジッタ

の大きさが SRS 信号強度の揺らぎに影響を与えることが分かる。加えて、式(1-1)にも示されて

いるように、同じ平均光強度においてはパルス幅が広がることで、信号強度が低下する。したが

って、ストークスパルスのパルス幅が 7 psから 14 psに広がるということは、SRS信号強度が約

半分になるということである。そのため、パルス幅を狭めることは SNRを確保するためにも重

要であると考えられる。 

つづいて、実際に GS-LDパルスを用いた SRSシステムがどの程度の強度ゆらぎを持つかを確

認する。今回、TSLと GS-LDパルスの半値全幅はそれぞれ 7 psと 14 psで、GS-LDパルスのジ

ッタについては 2.36 psと求められた。したがって、τp、τSはそれぞれ、8.4 ps、4.2 psである。こ

こで TSLパルスのジッタは無視できるほど小さいと仮定すると、SRS信号強度の揺らぎは RMS

で 6.1 %と求められる。また、5.2.2項で示した CW光注入によりジッタが 1.2 psに低減された場

合を考えると、強度揺らぎは 1.6 %まで低減し、さらに、GS-LD パルスの半値全幅が TSLと同

じ 7 psまで狭められた場合でも 4.0 %であると考えられる。 

このようにして、ジッタが与える SRS信号強度の揺らぎへの影響の定量化を行い、加えて CW

光注入によるジッタ低減の有効性を示した。 
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5.2 GS-LDの出力タイミング安定化実験 

 

第 4.4節において、同期させた 2色のパルス光源として波長 1.06 µmの GS-LDと TSLを用い

た SRS イメージングに成功した。将来的には、高速波長可変レーザと GS-LD を組み合わせた

SRS 高速分光イメージングの成果が期待される。一方で、高速波長可変レーザは高速性と引き

換えに強度の波長依存性を持つ可能性が充分に考えられる。この時、強度の波長依存性が GS-LD

パルスのタイミングを変化させてしまうことが懸念される。このような課題への解決策として、

CFD (Constant fraction discriminator)と呼ばれる手法が存在している[42]。ところが、この手法は

複雑な電気回路を要求するため、光源の小型化という趣旨に反している。そこで本節では、T-FF

を効果的に用いた GS-LDパルスのタイミング変化抑制手法の提案、実証を行う。 

図 5.6(a)に提案する GS-LD パルスのタイミング安定化回路の周辺模式図を示す。TSL の光強

度が変化すると、図 5.6(b)に示すように Vinが変化し、結果として Vinが Vthに到達する時間も変

化する。このために、GS-LDパルスのタイミングが変化してしまう。この問題を解決するため、

提案手法では TSLの光強度に応じて Vthを変化させる。そのために、図 5.6(a)に示すように、PD

出力信号の直流成分を低域通過フィルタ(LPF)により検出し、適切なオフセット電圧を加えた後

に増幅し、Vthとして用いる。その結果、図 5.6(c)に示すように、TSLパルスの光強度が変化して

も、Vinが Vthに到達する時間の変動を抑制することができると考えられる。 

 

図 5.6 (a) 提案する GS-LDパルスのタイミング安定化回路周辺図。LPF: 低域通過フィルタ。(b) (c) T-FFへ

の入力電圧 Vinと T-FFの閾値電圧 Vthの関係の説明図。異なる TSLパルス強度に対して Vinが変化する。Vth

が固定されている場合、Vinが Vthを超える時間は Vinの変化に応じて変化する (b)。一方で、Vthが Vinの変

化に応じて適切に変化する場合、Vinの強度に由来した時間変化は小さくなる (c)。 

 

提案手法の実証のために行った T-FF出力タイミング比較実験の実験系を図 5.7(a)に示す。T-FF

出力のタイミングの計測にはサンプリングオシロスコープを用いた。TSL パルスをビームスプ

リッタで分けて、一方を T-FF 側の PD へ、もう一方をサンプリングオシロスコープのトリガの
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ための PDへ入力した。ここでは、T-FF側の PD前に可変光減衰フィルタを挿入して、TSLパル

スの光強度を変化させた。 

実験結果を図 5.7(b)に示す。Vthが固定されている場合、赤の三角で示されているように、入力

TSLパルス強度を 1.6 mWから 3.4 mWまで変化させた時の T-FFからの出力信号のタイミング差

が 27 psあった。一方で、Vthが制御されている場合、青丸で示されているようにタイミング差が

4 psにまで低減されていることが分かる。このようにして、提案手法を用いた T-FF出力信号の

タイミングの安定化を確認した。 

また、SRS 分光イメージングを行った時の提案手法の有効性の検討を行った。試料にはポリ

マービーズを用いた。本検討では、TSLパルスの波長を変えた時に、ディレイラインの位置が、

SRS 信号強度が最大となるような位置から、どの程度変化しているかを計測して、その値から

GS-LD パルスの遅延量を相対的に求めた。実験結果を図 5.8 に示す。Vthを固定した時と制御し

た時でタイミングの変化量はそれぞれ 3.6 psと 3.0 psであった。このように変化量の差が得られ

なかった理由として、10 nm 程度の TSL パルスの波長の変化では光パルスの強度が大きく変わ

らなかったことが考えられる。したがって、TSL パルスがより広い波長で変化する場合や、他

のより強度の波長依存性をもつレーザを用いた場合に有効性を示すと考えられる。 

 

 
図 5.7 (a) T-FFタイミング比較実験のための実験系。BS: ビームスプリッタ、NDF: 可変光減衰フィルタ。

(b) TSLパルス強度掃引時の Vth制御時(青丸)と Vth固定時(赤三角)の T-FFの出力タイミングの比較。 

 

 
図 5.8 TSLパルス強度掃引時の Vth制御時(青丸)と Vth固定時(赤三角)の GS-LDパルスタイミングの比較。 
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5.3 1.03-µm帯 GS-LDと高速波長可変ファイバレーザの同期実験 

 

本研究ではこれまで 1.06-µm帯 GS-LDを用いて実験を行ってきた。しかし、このレーザに我々

は 4段もの Yb添加光増幅器(YDFA)を用いていた。これは、一般的な YDFにおいて高利得が得

られる波長が 1.03-µmであり、LDの中心波長である 1.06-µmから離れていることに起因してい

る。本節では中心波長が 1030 nm付近の DFB-LD (QLD106G-3010)を用いて、利得スイッチング

駆動を試みた。さらに、我々の研究室で作製された波長可変ファイバレーザ(FL)との同期を確認

し、簡易的な構成の YDFAにより GS-LDの光パルスを増幅させた結果を確認した。 

我々の研究室で作製された高速波長可変 Er-FLの模式図を図 5.9に示す。この光源ではモード

ロッカーとして半導体可飽和吸収体ミラー(SESAM)を用いている。また、ガルバノスキャナと 2

枚のレンズペア、回折格子を用いて光パルスの波長の高速掃引を行っており、30 nm程度の波長

間の切り替えを 1 ms以下の時間で行うことができる。 

 

図 5.9 半導体可飽和吸収体ミラー(SESAM)を用いた高速波長可変 Er-FLの模式図。GS: ガルバノスキャナ、

G: 回折格子、EDF: Er添加光ファイバ。 

 

この Er-FLを用いて 1.03-µm帯 DFB-LDの利得スイッチング駆動を試みた。図 5.10に 2光源

の模式図を示す。今回、1.03-µm帯 GS-LD について最適な条件を求めるために、EPG のパルス

幅と GS-LD直前の光減衰器の度合いをパラメータにして計測を行った結果を図 5.11(a)に示す。

利得スイッチング駆動に特徴的な長波の鋭いピークが確認できることから、最適な条件は光減衰

器が 1 dB、電気パルスのパルス幅が 300 psの時であると考えられる。また、図 5.11(b)にこの条

件の時のサンプリングオシロスコープで計測した波形とジッタの値を示す。今回計測されたジッ

タは 3.01 psであった。 
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図 5.10 1.03-µm帯 GS-LDと Er-FLを組み合わせた光源部の模式図。 

 

 
図 5.11 (a) 光減衰器の度合いと EPGのパルス幅をパラメータとした時の 1.03-µm帯GS-LDパルスのスペク

トル。(b) (a)内緑線スペクトルの時のサンプリングオシロスコープで計測した GS-LDパルスの波形の立ち

上がり及びジッタ。 

 

また、図 5.12(a)に 1.03-µm帯 GS-LDのために作製した YDFAの模式図を示す。この実験系で

は、光サーキュレータと回折格子を用いることで、1段の YDFAでパルスを 2回増幅することが

できる。この YDFAを用いて前述の GS-LDパルスを増幅した結果を図 5.12(b)に示す。回折格子

によって短波側のパルス形成に起因しているスペクトル成分だけを抽出している。結果スペクト

ル幅は 0.20 nmであった。また回折格子を用いたスペクトルフィルタリングを行ったにもかかわ

らず、1段の YDFAで 30 dB以上の利得を得ることに成功した。 
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図 5.12 (a) 1.03-µm帯 GS-LD用 YDFAの模式図。(b) YDFA増幅後の GS-LDパルスのスペクトル。 

 

本計測では、TSL の代わりに FL を用いたことで、空間系にビームを出す必要が無くなった。

その結果、図 5.13の写真に示したように、2光源合わせても非常にコンパクトな構成になってい

ることが確認できる。このようにして、将来的な波長可変レーザとの同期が確認できた。この光

源を用いて高速分光 SRS イメージングを行うことができれば光源のコンパクト化の面では非常

に意味のある結果になると考えられる。 

 

 

図 5.13 GS-LD＋Er-FLの全体写真。 
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第 6章 結論 

 

以下に各章のまとめを記し、本研究を総括する。 

第 1 章では、本研究を行うに至るまでの背景として、バイオイメージングにおける誘導ラマ

ン散乱(SRS)顕微鏡の重要性と、その光源が実用化の大きな課題となっている現状について述べ

た。その背景をうけて、実用性の高い利得スイッチング駆動半導体レーザ(GS-LD)が、将来の SRS

顕微鏡の光源として適用でき得るかを試みることを本研究の目的とした。さらに本研究の成果に

ついて簡潔に述べ、本論文の導入とした。 

第 2 章では、SRS 顕微鏡の概要について述べた。まず、SRS 顕微鏡の光源として重要となる

超短光パルスの特性について述べた。そして、超短光パルスと物質の相互作用によって誘起され

る非線形光学効果と、その効果を利用した非線形光学顕微鏡の特長を説明した。また、非線形光

学効果である SRS を含む各種ラマン散乱について述べ、それぞれの原理を利用した顕微鏡につ

いて比較を行うことで SRS 顕微鏡に優位性があることを示した。その後、SRS 信号の取得方法

について述べると共に、我々の SRS顕微鏡光学系の構成について述べた。 

第 3章では、利得スイッチング駆動半導体レーザ(GS-LD)の概要について述べた。GS-LDによ

ってピコ秒の光パルスが生成される原理を示した。そして、SRS 顕微鏡用のコンパクトなパル

ス光源として LDを用いることを考えた際に、利得スイッチング駆動方式が他のパルス発振の方

式よりも有用性があることを示した。 

第 4章では、GS-LDとチタンサファイアレーザ(TSL)を光源とした SRSイメージングの結果に

ついて報告した。始めに GS-LD とトグルフリップフロップ(T-FF)を利用した小型かつ容易に行

える高調波同期光源について説明した。つづいて、本研究で用いた 1.06-µm帯 GS-LDパルスの

パルス幅、スペクトル、ジッタの評価を行った。その後、その 1.06-µm帯 GS-LDと TSLを光源

に用いて、ポリマービーズと生細胞の SRSイメージングに成功した結果を示し、GS-LDが SRS

顕微鏡へ応用できる光源であることを実証した。 

第 5 章では、GS-LD パルスの性能向上を目指した実験的検討を行った。まず、短パルス化に

際して課題となると考えられる GS-LDパルスが持つジッタについて検討を行った。そして実際

に、サーキュレータを用いた光注入を行うことで、1.06-µm 帯 GS-LD パルスについてジッタが

低減することを確認した。つづいて、GS-LD パルスの出力のタイミングが、T-FF に入力される

TSL パルスの強度に依存する課題についてその解決法の提案と実証を行った。その後、異なる

波長帯である 1.03-µm帯 GS-LD と波長可変ファイバレーザ(FL)の 2つのパルス光源から同期し

たパルスが得られた結果を示した。 

本研究では、GS-LDを光源に用いた生細胞の SRSイメージングに世界で初めて成功し、GS-LD

が実用的な SRS イメージング用光源として適用できることを実証した。この成果は、SRS 顕微

鏡の利便性を追求するために FLを中心とした光源の研究が行われている中で、より集約性、安
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定性に優れている GS-LDが、FLに代わる光源になり得るという可能性を示したと言う点で非常

に大きな価値があると考えられる。 

今後は、GS-LD と波長可変光源を組み合わせた分光イメージングや、分散補償による短パル

ス化、そして強度ゆらぎの低減などを行うことで、SRS 顕微鏡の実用性がより向上することを

期待しながら、結論を締めくくる。 
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付録 A ヒト皮膚の SRSイメージング 

 

付録 Aでは、我々が既存の FLと TSLを光源とした SRSシステム(2.5.3項参照)を用いて観察

したヒトの表皮のイメージング結果を紹介する。 

図 A.1 に示すように、人間の皮膚構造は外界に近い側から表皮、真皮、皮下組織となってい

る[43]。表皮はその中でさらに 4つの層から構成されており、真皮に近い側から基底層、有棘層、

顆粒層、角層となっている。基底層に存在する表皮細胞のみが分裂を行い、分化された細胞が徐々

に押し上げられていき、最終的に角層へたどり着き、垢となって剥がれ落ちる。表皮全体の厚み

は 100-200 µmであり、部位によって厚みが異なる。表皮細胞の大部分はケラチノサイト(KC)と

呼ばれる細胞で構成されている。その他にしみの原因となるメラニンを生成するメラノサイト

(MC)や皮膚を保護する際に重要な役割を果たすランゲルハンス細胞(LC)と呼ばれる樹状細胞が

存在している。MCは基底層に、LCは有棘層に存在することが確認されており、LCは外界から

の異物に反応してリンパ球に情報を送るセンサーの役割を果たしている。 

 

図 A.1 皮膚の基本構造。[43]より引用。 

 

本計測では、表皮の各層における KC の形態、そして有棘層内の LC の形態を確かめるため、

無染色の表皮に対する SRS イメージングを試みた。始めにガラスベースディッシュ内の

CnT-Prime 培地で 4 日間培養された状態の KC、LC、MC をそれぞれ計測した。培地に CaCl2を

加えることで KCの分化を促進できることを利用して、KCについては未分化細胞と分化細胞の

2種類の計測を行った。図 A.2に結果を示す。上から順に未分化 KC、分化 KC×2、伸長状 LC、

球状 LC、MCである。KCについては、分化状態と未分化状態における形態の違いをスペクトル

と共に確認できた。また、画像で示したラマンシフトとして、2820 cm
-1は色素を反映した 2 光

子吸収由来の蛍光信号、2850 cm
-1は脂質を反映した CH2結合由来の SRS信号、2930 cm

-1はタン

パク質を反映した CH3結合由来の SRS信号、3010 cm
-1は不飽和脂肪酸を反映した炭素間二重結

合由来の SRS 信号の確認のために示している。それぞれの画像についてラマンシフトによる構

造の違いが確認できた。 
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図 A.2 KC、LC、MCの SRS像とスペクトル。 

 

図 A.3はヒト皮膚組織の SRS像である。表皮から 42 µm付近の深さで確認した有棘層の結果

を示している。黄色の矢印で示した部分に LC に特徴的な樹状突起を持った細胞が確認できる。

また、図 A.4 ではそれぞれ表皮の顆粒層、有棘層、基底層での SRS 像を示している。このよう

に、KC内の核や細胞質の形態が存在している層の状態に応じて異なることが確認できる。 

KCs
(growth phase)

KCs
(differentiated)

KCs
(differentiated)

LCLCs
(stretched

morphology)

LCLCs
(stable

morphology)

MCs

Possibly reflected the endoplasmic 

reticulum (ER)

Most likely remnant of 

focal adhesions

Nucleolus, heterochromatin, 

euchromatin

Granular particles in the cytoplasm

Bright and uniform protein images

Bright spots indicated two-photon absorption



 

50 

 

 

 

図 A.3 ヒト皮膚組織の SRS像。矢印で示した部分が LCと見られる細胞。 

 

 
図 A.4 顆粒層、有棘層、基底層におけるヒト皮膚の SRS 像。上部がタンパク質、下部が脂質由来の SRS

像。 

 

このようにして我々は、無染色の表皮細胞及びヒト皮膚の SRS イメージングに成功した。そ

して、SRSイメージングを用いて有棘層における LCの存在を確認した。また、KCの各層にお

ける形態の違いをスペクトルと共に確認した。今後、SRS 顕微鏡が皮膚病学の分野において、

表皮細胞の機能の解明やがん細胞の発見につながるような大きな役割を担うことを期待する。  
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付録 B アルキンプローブ修飾細胞の SRSイメージング 

 

付録 Bでは、細胞膜に対してアルキンステロイドプローブを付随した生細胞の SRSイメージ

ングの計測結果について紹介する。 

生体細胞の細胞膜を構成する必須成分として、脂質 2 重膜の他にコレステロールがある。細

胞膜上のコレステロールは、生体内の代謝、細胞内外の情報伝達など生体の活動への大きな役割

を担っている。そのため、生化学や生物学の分野において、コレステロールが細胞膜中にどのよ

うに局在するかを知ることは重要なテーマとなっている。従来、コレステロールの局在位置を特

定するための手段として蛍光染色が用いられてきた。しかし、蛍光分子による電荷の偏りや立体

構造によって、細胞膜の持つ本来の性質が阻害される恐れが指摘されてきた。そこで近年、アル

キンプローブを用いた手法が注目されている。アルキンプローブは蛍光分子に比べて分子量が非

常に小さく、また電荷の偏りも小さい。そして、このアルキンのもつ炭素間三重結合に対して強

く鋭いピークを持った SRS信号が 2100 cm
-1付近で得られる。このアルキンが信号を示す波数域

(1800-2800 cm
-1

)はラマンスペクトルにおける無信号領域と呼ばれ、他の分子結合由来の SRS信

号が少ないため、非常に高コントラストな像を得ることが期待できる。本実験では、細胞膜上の

コレステロールが多く存在する領域を可視化するためのプローブとして、アルキンタグが修飾さ

れたアルキンステロイドアナログの合成及び導入が行えたことを確認するために SRS イメージ

ングによる計測を行った。 

図 B.1(a)に本実験で計測したアルキンステロイドプローブの構造式を示す。ステロイド核左下

部分の六員環が開いてアルキン結合が付随している。付録 Aと同様に Yb-FLと TSLを光源とし

たシステム(2.5.3項参照)を用いて SRSイメージングを行った。また、アルキンの SRS信号を取

得するために TSLの中心波長を 843.2 nmへシフトさせた。図 B.1(b)にアルキンステロイドプロ

ーブのみの試料を計測した時の SRSスペクトルを示す。このように、2110 cm
-1付近においてア

ルキン特有のピークが確認できた。 

つづいて、図 B.2にこのアルキンステロイドアナログを導入した HeLa細胞の SRSイメージン

グ結果を示す。細胞はDMEM濃度 10 %の培地でCO2濃度 5 %のインキュベータ中で培養された。

ラマンシフトはそれぞれ 2092 cm
-1、2112 cm

-1、2132 cm
-1とした。この図から、2112 cm

-1で計測

した結果においてのみ、アルキン分子振動由来の粒状の信号が細胞質内に局在していることが確

認できた。 
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図 B.1 アルキンステロイドプローブの(a)構造式、(b)SRSスペクトル。 

 

 

図 B.2 アルキン修飾ステロイドアナログ導入後の HeLa細胞の SRS像。ラマンシフトは(左): 2092 cm-1、(中

央): 2112 cm-1、(右): 2132 cm-1。 
 

このようにして、生細胞内に導入されたアルキンプローブの SRS イメージングに成功した。

今後、このアルキンプローブを用いることで、細胞膜に存在しているコレステロールのダイナミ

クスが SRS顕微鏡によって捉えられることが期待できる。 
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