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研究成果の概要（和文）：最先端のレーザー光科学技術、蛍光プローブの導入や生体中での光学特性の定量的評価法を
開発し、”in vivo”2光子励起顕微鏡による可視化解析の高度化を目指した。その結果、２光子顕微鏡の深部到達性や
空間分解能を向上させることができ、特に、マウス生体脳においては、世界最深部の海馬歯状回での「そのまま」観察
に成功した。加えて、光操作・刺激の方法論を切り開き、マウス生体脳深部での神経線維のレーザー破断にも成功した
。

研究成果の概要（英文）：In order to advance visualization analysis by “in vivo” two-photon microscopy, 
we combined the microscopy with cutting-edge technologies of laser optics and fluorescent probes novel 
visualization as well as developed a new analysis technique for estimating optical properties in living 
bodies. We improved the penetration depth and the spatial resolution in two-photon microscopy, and 
successfully demonstrated “intact” visualization of hippocampal dentate gyrus in living mouse brains. 
Furthermore, we created a method for optical manipulation and stimulation, and successfully archived 
laser ablation of neural fibers within deeper layers in living mouse brains.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 

 ２光子顕微鏡は、近赤外域のフェムト秒

レーザーを励起光源として用いることで生

じる非線形光学過程を利用し、他の顕微鏡

法では観察不可能な、インタクトな組織深

部の分子細胞機構の観察を可能とする。現

在、生物個体中で非侵襲的に細胞の形態・

機能の解析が可能な方法論として最も期待

される。申請者は、この顕微鏡法の黎明期

より、生命科学への応用を先導してきた。

特に、世界最深部の、脳表面から約 1.0mm

という深部到達性とサブマイクロメーター

の分解能を実現する最も優れた in vivo２光

子顕微鏡システムのひとつを構築すること

に成功していた。しかし、本方法論は脳神

経系においては多く成果をもたらしている

が、他の生体組織では報告例は少なかった。

申請者は、この原因が組織や観察部位の深

さによって光学的特性が異なるためである

ことを、上述の世界トップの顕微鏡システ

ムの開発過程において推定した。そこで本

申請では、レーザー科学、光化学、新規蛍

光分子等を十全に活用することにより新規

的な光イメージング・光操法を確立するこ

とを目的とした。最終的には、他計画班と

の連携により、がん発症・転移の分子基盤・

治療への応用を目指した「”in vivo”光・細

胞生物学」を先導することを目標とした。 

 

２．研究の目的 

 光学的な観察・測定法は「生きた」対象

内部で（in vivo）、多種類の分子や細胞の動

態を、同時かつ高時空間分解能で、計測す

ることが可能である。２光子顕微鏡は、近

赤外域のフェムト秒光パルスにより生じる

２光子励起過程を利用し、他の顕微鏡法で

は観察が困難な生体組織深部の観察が可能

である。現在、生物個体中で細胞や生体分

子の非侵襲的な可視化解析が可能な方法論

として最も期待されている。本研究計画で

は、新規レーザーや補償光学系、試料作製

法の改善により、光による観察と操作を真

の生体組織深部で実現する in vivo ２光子

顕微鏡の完成を目指した。さらに、新規蛍

光タンパク質や光機能性分子の導入より、

生体脳の神経伝達、分泌現象をモデルとし

て、生体内の分子機構を理解する新規イメ

ージング手法を確立することも目標とした。 

 

３．研究の方法 

（１）生体深部での可視化と光活性化が同

時可能な２光子顕微鏡システムの開発 

新規ダイクロイックミラーを用いた同時レ

ーザー光導入系を設計するなど、新たに赤

外レーザー、補償光学系等を導入すること

で、生体深部で「光」による観察と操作を

実施可能とする in vivo ２光子顕微鏡を構

築した。マウス生体脳深部の空間分解能と

光操作生体深部における観察における光学

収差の低減を目的とし、オープンスカル法

に微小蛍光ビーズを導入する用いる方法を

確立し、マウス脳中での点像分布関数の解

析を可能とした。そして、瞳充足率や球面

収差補正量等の光学パラメータの検索を網

羅的に実施した。 

また、長時間の観察において重要な、麻

酔等の小動物保定システムの改善や、画像

取得手順の解析から心拍呼呼吸等の影響を

抑える方法論を確立することに成功し、安

定した in vivo イメージングを可能とした。

加えて、新型高感度蛍光検出器や新規光源

の導入を実施し、最適な観察および刺激の

ための条件の検討を行った。 

（２）開口放出・分泌の生理機能の分子

基盤の可視化解析法の開発 

新規蛍光タンパク質「シリウス」や「カメ

レオンナノ」等の導入より、分子機構を可

視化解析し、生理機能の分子基盤を解明す



るための方法論の確立を目指した。 

 

４．研究成果 

（１）生体脳深部イメージングにおける深

部到達性の向上 

以上のように高度化を実施した２光子顕微

鏡システムを用いて、麻酔下の H-line マウ

スの２光子 in vivoイメージングを実施した

ところ、最深部の生体脳断層イメージング

に成功し、前半期では世界で初めて海馬

CA1 ニューロンの、さらに後半期では海馬

歯状回のニューロンの世界で初めての in 

vivo イメージングに成功した。（図１）。ま

た、今村班と in vivo2 光子顕微鏡に関する

研究情報の交換や議論を実施し、がんや破

骨細胞の観察を実施した。 

 

（２）マウス生体脳中での光刺激・光操作 

また、光刺激・光操作に関しても同様の光

学的な解析を実施し、“in vivo”光操作の可

能性を開拓した。ここではマウス生体脳中

の皮質深層でのレーザー光による神経線維

破断をターゲットとし、その実現可能性を

検討した。具体的には、同一のマウス個体

において in vivo２光子イメージングをし、

かつ生体脳中の神経細胞の局所に近赤外超

短光パルスレーザー光を集中させることに

より in vivo でのレーザー破断を試みた。照

射時間や浸液の屈折率等を最適化すること

により、知る限り世界で初めて、脳表から

500μm以上の深部で神経線維の in vivo光操

作・光破断に成功した（図２）。 

 

（３）固定組織の新規透徹化の法の開発と

深部到達性・空間分解能の向上 

PFA 固定した組織標本の光学特性について

検討を行い、2,２’-チジオエタノール(TDE)

を用いた新規透徹法の開発と高度化を実施

した。特に、2 光子顕微鏡、共焦点顕微鏡

のどちらの場合でも深部到達性の向上が確

認できた（図３）。 

さらに高 NA レンズと組み合わせること

で空間分解能が向上し、神経細胞樹状突起

上のスパインを細胞体の形態を詳細に検討

することが可能となった（図４）。その結果、

形態学的な神経細胞内の部位に依存した形

態学的な多様性を示唆する結果を得た。 

 

（４）新規蛍光タンパク質、蛍光プローブ

の生理機能の可視化解析への応用 

新規蛍光タンパク質を導入し、開口放出に

関わる SNARE 分子 VAMP8 や Ca2+動態、

 
図２：マウス生体脳における頂上樹状突起の
光操作と経時時間 

 
図 1：新規半導体レーザー光源により、海馬
歯状回・CA1、新皮質全層の同時 in vivo イメ
ージングに世界で初めて成功 (Biomed Opt. 
2015) 



蛍光タグ化糖輸送体 GLUT4 の小胞輸送の

観察を行った。その結果、インシュリン刺

激時の脂肪細胞内での小胞輸送の 3 次元可

視化や、膵臓外分泌腺の Ca2+依存性開口放

出過程におけるにCa2+動態に関する知見を

得た。 
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