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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、(1)ウイスパリング・ ギャレリー・モードレーザーの原理を利用し
たレーザー粒子開発、（2）レーザー粒子に応用可能な新規蛍光物質開発および(3)新規顕微鏡法に関する研究を
行った。その結果、ターゲットたんぱく質が存在する際、励起強度増大に伴い、蛍光強度の差が増大することが
分かった（本実験系において29倍増大）。また、自己集合体の形成により活性酸素の生成および検知が可能な新
規蛍光物質を開発した。得られた結果から、今後、非発光性のターゲット物質の励起状態ダイナミクスを観察で
きるシステムを構築する上、重要な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：During this project, I developed (1) a sensor design that maximizes a 
fluorescence contrast inspired by whispering-gallery mode lasing (WGM), (2) fluorescence molecules 
that generate and detect reactive oxygen species, and (3) new microscopy technique based on WGM. 
First of all, fluorophore-aptamer-modified glass microspheres (cf. 1~38 μm) successfully detected a
 target protein, thrombin, in an excitation-power dependent manner (29-fold enhanced at 3400 μW). 
Next, we newly developed BODIPY and anthracene dyads that generate and detect reactive oxygen 
species. Based on these findings, various important insights for developing 'lasing microscopy' to 
visualize intracellular excited states have been obtained.  

研究分野： Photochemistry
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 2011 年米国の Yun グループは、細胞内の蛍
光タンパク質を使用し、細胞を媒質としたレ
ーザーの開発に世界最初で成功した(M. C. 
Gather, S. H. Yun. Nat. Photonics (2011) 5, 406.)。
緑色蛍光タンパク質(GFP)を発現させた細胞
を 2 層のダイクロイックミラーで作ったサン
ドイッチチャンバーの間に入れ、ナノ秒パル
スレーザーで励起すると、GFP をレーザー媒
質とした光増幅が行われ、レーザーが発振す
る。さらに、2015 年、ダイクロイックミラー
チャンバーを使わず、細胞質（n = 1.37）より
屈折率が大きい粒子（例：BaTiO3, n = 1.96）
にレーザー色素をドーピングし、細胞内で
whispering -gallery mode(WG モード)の光増幅
過程を介したレーザー発振の例が報告され
た(M. Humar, S. H. Yun. Nat. Photonics (2015) 9, 
572; M. Schubert, M. C. Gather et al. Nano Lett. 
(2015) 15, 5647)。 
 研究開始当時(2016 年)、Yun グループを中
心に「細胞レーザー」に関する研究が行われ
てきたが、彼らの研究は生体基盤の発光体へ
の応用に絞られている。本研究では、これま
での文献と本人の研究結果を踏まえ、標的物
質の存在および励起状態ダイナミクスをレ
ーザーレベルの強力な信号で 2 次元視覚化で
きるレーザー粒子の開発を目指している。こ
のような試みは世界最初であり、今後の様々
なセンサー開発および過渡吸収顕微鏡法の
構築を導く先導的な研究である。 
 本申請者は、市販および独自に開発した
様々な蛍光色素を用いて細胞内で生成され
る活性酸素の発生を視覚化する研究を進め
てきた (S. Kim et al. J. Am. Chem. Soc. (2014) 
136, 11707 など)。そこで、近年報告された粒
子(M. Humar, S. H. Yun. Nat. Photonics (2015) 9, 
572; M. Schubert, M. C. Gather et al. Nano Lett. 
(2015) 15, 5647)に本申請者が開発した蛍光色
素を融合すると、細胞内に存在する低分子や
気体分子（活性酸素、窒素酸化物、H2S など）
をかつてなく高い S/N 比の信号で検出できる
「レーザー発振型の超発光性センサー粒子
(以下、レーザー粒子)」を簡単な手法で制作
できるという着想に至った。 
 一方、細胞内で存在する標的物質の励起状
態を調べるため、主に時間分解蛍光測定が使
われている。一方、非発光性発色団の励起状
態ダイナミクスを測定する最も一般的な手
法としてポンプ-プローブ法による過渡吸収
測定が挙げられるが、細胞内で生じる励起状
態の過渡吸収を視覚化した例は今まで報告
されていない。その理由は、ポンプ光によっ
て生成した励起状態の分子が吸収するプロ
ーブ光の強度が、一細胞レベルで観察する際、
極めて小さいためである。ここから導き出さ
れることは、励起状態の生成と失活による信
号変化を大幅に増幅させることが、一細胞レ
ベルでの励起状態ダイナミクスの観測を行

うための顕微鏡開発への大前提である。本研
究で提案するレーザー粒子を使用すれば、細
胞内に存在する非発光性の発色団の励起状
態の寿命に対応するレーザー発振を約ナノ
秒の時間分解能かつ 2 次元イメージで視覚化
できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、レーザー発振型の超発光
性センサー粒子(以下、レーザー粒子)を利用
し、 
 (1)人体のように非均一的で厚みのある組
織でも明確にターゲット物質を検出 
 (2)非発光性のターゲット物質の励起状態
ダイナミクスを観察できるシステムの構築 
 を目的とした。 
 まず、我々が独自に開発した蛍光プローブ
を多孔質粒子にドーピングし、高感度かつ光
増幅による高 S/N 比を持つレーザー粒子の開
発を行う。続いて、ポンプ-プローブ法と粒子
内での光増幅原理を融合した「レーザー顕微
鏡法」を開発し、励起状態ダイナミクスの視
覚化を目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では、(1-1) WG モードレーザ
ーの原理を利用したレーザー粒子開発、（1-2）
レーザー粒子に応用可能な新規発光物質の
開発、(2)新規顕微鏡法に関する研究を行った。 
 
 (1-1) レーザー粒子は、1~38 μm ガラス微
小球の表面に蛍光色素が修飾された DNA ア
プタマーをドープすることによって合成し
た（図 1）。その後、ピコ秒およびフェムト秒
パルスレーザーが搭載された顕微鏡を用い、
粒子の蛍光強度およびスペクトルを測定し
た。 

 
 
図 1．ガラス微小球を利用したレーザー粒子
の合成法 
 
 (1-2) 開発したレーザー粒子に応用できる
新規発光物質として、自己集合体の形成によ
り活性酸素を生成および検知する BODIPY
由来の蛍光色素（図 2）を開発した。 
 
 



 
図 2．本研究で開発した活性酸素を生成およ
び検知する新規色素の化学構造 
 
 (2) レーザー発振顕微鏡法を実現するため、
ナノ秒パルスレーザーを共焦点顕微鏡に搭
載した。 
  
４．研究成果 
 本研究課題で得られた主な成果は以下の
とおりである。 
 (1-1) WG モードレーザーの原理を利用し
たレーザー粒子開発 
 図１の手法によって合成したレーザー粒
子を用い、高感度かつ光増幅による高 S/N 比
で特定のたんぱく質を検知できるかについ
て調べた。一般的なレーザーとは、励起源か
らレーザー媒質へエネルギーを供給し、光が
二枚のミラー間において反射を繰り返し、一
定レベルを超えるとレーザー光として放出
される原理のことを指す。そこで、本研究の
鍵となる WG モードとは、共振器として二枚
のミラーの代わりにガラス微小球のような
球形の共振器を利用する。微小球内外の屈折
率の差により、入射した光が微小球内部で全
反射を繰り返し、光増幅することができる。
蛍光色素としては、高い光安定性と蛍光量子
収率（>0.9）を示す BODIPY および Alexa 
fluoro 488（A488）を選んだ。 
 まず、本研究で使用しているガラス微小球
を用いてWGモード共鳴が生じるかについて
検討した 。そこで、色素ドープ微小球であ
る A 488-ガラス微小球を超純水中に分散させ、
A488-ガラス微小球はフェムト秒レーザーを
用い波長 405 nm で励起し、微小球からの蛍
光強度およびスペクトルを観察した。その結
果、ガラス微小球の縁が発光し、発光部分を
励起すると共鳴線が現れた蛍光スペクトル
が得られた (図 3a)。さらに、A488-ガラス微
小球のサイズと共鳴線の間隔（Δλm）が反
比例することから、共鳴スペクトルが WG モ
ード共鳴によることが証明された(図 3b)。 
 そして、特定なタンパク質および化合物に
特異的に結合できる DNA アプタマーをドー
プし、超発光性センサー粒子を開発した。モ
デルタンパク質のトロンビンを選び、トロン
ビンと特異的に結合する Thrombin binding 
aptamer (TBA) (5’-GGTTGGTGTGGTTGG-3’, 
Kd= ~100 nM) を用いることとした。TBA は
カリウムイオン存在下で G-quadruplex と呼ば
れる特異的な構造をとる。G-quadruplex とは、
グアニン 4 つが水素結合を介して平面構造を

形成し、2 つ以上重なった構造である。これ
らのガラス微小球および DNA アプタマーを
組み合わせてセンサーを開発することとし
た。そのストラテジーを 2 つ挙げる。1 つ目
は、一本鎖の TBA (ss-TBA) を微小球に修飾
し、色素標識したトロンビンをバインディン
グすることによって微小球が発光を示すと
いうスキームである (図 4a)。2 つ目は色素を
標識した二本鎖の TBA (ds-TBA) にトロンビ
ンを添加し、色素が標識された TBA の相補
鎖が脱離し、結果として消光するというスキ
ームである（図 4b）。 
 2 つのデザインを比較した結果、ss-TBA は
微小球周辺での発光媒質（色素標識したトロ
ンビン）の密度が低く、光増幅現象が観測さ
れなかったが、ds-TBA では励起光の強度に
より蛍光信号の差が増加されることを確認
した。詳しくは、0.1 mg ds-TBA-微小球, 100 
mM KCl, 1 mM MgCl2, 20 mM Tris HCl (pH 
8.0) 条件下で、種々のトロンビン濃度 (0, 1, 
10, 100, 1000 nM) で 37oC, 1 時間攪拌した後、
広視野顕微鏡 (励起波長: 488 nm、励起強度: 
13, 1300, 3400 μW) によって観察した。図
4c で示したように、13 μW の時の蛍光強度
差を 1.0とすると、1300, 3400 μWのとき 4.1, 
29 倍に増大した。よって、励起強度増大に伴
い、蛍光強度の差が増大することが分かった。 
 

 
図 3. (a)A488 がドープされたガラス微小球か
ら得られた蛍光スペクトルと蛍光顕微鏡写
真。(b)A488-ガラス微小球のサイズと共鳴線
の間隔（Δλm）の相関関係。WGM 共鳴によ
るスペクトルの分裂と球形共振器の大きさ
の相関式によって fitting した結果を直線で示
した。 
 

(a) 

(b) 



 
図 4．ガラス微小球および DNA アプタマーを
組み合わせてセンサーのデザイン：(a)トロン
ビンと結合により蛍光強度が増加する
ss-TBA, (b) トロンビンと結合により蛍光強
度が低下する ds-TBA。(c)ds-TBA による蛍光
強度の差の増幅。 
 
 (1-2) レーザー粒子に応用可能な新規発光
物質の開発 
 活性酸素種のの一種である一重項酸素
（1O2）に着目し、1O2 を検出および生成する
新規蛍光色素を開発した(図 2)。 
 水中、BODIPY-AP および BODIPY-MeAP
分子(図 2)は自己集合体を形成することによ
って、BODIPY 由来の緑色蛍光の他、BODIPY
とアントラセン部位の電荷移動状態による
赤色発光が観測された (図 5a)。そこで、
BODIPY の吸収帯を選択的に励起させると
（511～551 nm、32 mW cm−2）、1O2が発生し、
アントラセン部位を自己酸化させることが
わかった。アントラセンの酸化によって生成
されるエンドペロキシドは自己集合体を形
成できないため、電荷移動状態からの赤色発
光が消光される(図 5b, c)。1O2の発生や赤色発
光といった本現象は、自己集合体が形成でき
る水中、又は、低い極性を持つ 1,4-dioxane で
は観測できたが、より低い極性をもつ
cyclohexane と高い極性のメタノールの中で
は起きなかった。 
 し たがっ て 、本研 究 で開発 さ れ た
BODIPY-AP、BODIPY-MeAP をレーザー粒子
に導入すると、1O2 および溶媒極性の高感度
検知に応用できると期待される。また、光照
射により活性酸素を生成できる無機材料の
開発も同時に行い、今後、様々な実験系にお
いてレーザー粒子による活性酸素検出する

ことを目標としている。 

 
図 5. (a) 水 中 で の BODIPY-AP と
BODIPY-MeAP の蛍光スペクトル。光照射に
よる BODIPY-MeAP の吸収スペクトル(b)お
よび蛍光スペクトル(c)の変化。アントラセン
部位の吸収バンドが特異的に減少したこと
から（図 5b、矢印）、1O2の生成による自己酸
化家庭であることがわかった。 
 
 (2)非発光性のターゲット物質の励起状態
ダイナミクスを観察できる顕微鏡システム
の構築 
 予備実験として、アミノ基（-NH2）が表面
に修飾されている市販のポリスチレン粒子
にアミノ基と選択的な反応性を有する NHS 
エステル基が修飾されている pH 応答性蛍光
プローブ（SNARF1）をドープし、pH 変化に
よって異なるレーザー発振を示すのか調べ
た。その結果、SNARF1 の蛍光スペクトル変
化（580→640 nm）は成功的に観測できたが、
レーザー発振を意味する蛍光スペクトルの
幅の減少は観測できなかった。したがって、
現在の粒子デザインと顕微鏡装置ではレー
ザー発振が難しいことがわかった。その理由
として、当時、我々の共焦点顕微鏡に搭載さ
れているピコ秒レーザーの低出力(< 1 μ
J/pulse)と粒子の低いドープ量が挙げられる。 
 以上の実験から、微小球の光増幅を引き起



こすためには、最低‘数十μJ/pulse’以上 
の出力を持つ光源を導入する必要が示唆さ
れた。したがって、平成 28 年度に、532-nm ナ
ノ秒レーザーを購入し、共焦点顕微鏡装置 
に搭載および最適化作業を行った。本研究成
果(1-1)と(1-2)で得られた知見をもとに、非発
光性のターゲット物質の励起状態ダイナミ
クスを観察できる顕微鏡システムの実現に
向けて顕微鏡装置の最適化を行っている。 
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