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研究成果の概要（和文）：本研究で開発された非線形光学顕微鏡専用の無発光性色素分子を用いた色素ベース和
周波発生(SFG)イメージングで、次の成果を得た：１）細胞モデルであるジャイアントベシクル(GV)の形態変化
をモニターし、GV内部に生じるSFG活性小胞を初めて検出した。２）ラットのドーパミン作動性神経細胞を用い
た、脂質二重層のSFGイメージングとコヒーレント反ストークスラマン散乱（CARS）イメージングの特性を詳細
に比較し、細胞膜下の脂質滴のような細胞内脂質構造の生細胞追跡に適用できることを示した。３）海馬細胞内
部からSFGが検出されたことから、本研究の分子が細胞膜に到達後に内部へ運搬される機構が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Dye-based Sum Frequency Generation (SFG) imaging using non-fluorescent 
molecules dedicated to nonlinear optical microscopy has yielded the following results:1) 
Morphological changes in giant vesicles (GVs), a cellular model, were monitored and SFG-active 
vesicles that arise inside GVs were detected for the first time. 2) A detailed comparison of the 
properties of SFG imaging and coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS) imaging of lipid bilayers
 in dopaminergic neurons shows their applicability to live cell tracking of intracellular lipid 
structures such as lipid droplets under the cell membrane.3) The first detection of SFG inside 
hippocampal cells suggests that the molecule in this study localizes to the inner membrane of the 
lipid bilayer that arises inside the cell.

研究分野： 生体関連化学・光化学

キーワード： 無蛍光イメージング分子　非線形光学顕微鏡　細胞膜　ジャイアントベシクル　アゾベンゼン　両親媒
性分子　光和周波・第二高調波

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
以前の研究で開発した無蛍光性非線形光学専用分子Ap3により、初めて2光子蛍光とSHGの同時イメージングが成
功したが、Ap3がイメージングできるのは細胞膜の脂質二重膜の外膜部分だけであった。本研究で開発された分
子BOをまず人工細胞であるジャイアントベシクルに取り込ませると、膜が変形し、ジャイアントベシクル内部か
らSFG信号が検出される過程を捉えることに成功した。また細胞内部からもSFG信号が検出されたことから、BOは
細胞内部に生じた脂質二重膜の内膜に局在することが示唆された。本研究により脂質二重層の外膜と内膜の違い
を認識しながら膜全体のダイナミクスをモニターすることが可能となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

生命現象の理解において、最終的には分子レベルでの可視化に基づく理解が不可欠である。その

ために様々な顕微鏡が作られてきたが、中でもバイオイメージングが生まれた当初から中心と

なっているのは蛍光顕微鏡である。蛍光顕微鏡の一つである 2 光子励起蛍光顕微鏡は励起光を

当てるのに高い時間・空間分解能を有する強力なツールである。 

同じ 2 光子蛍光顕微鏡において、蛍光シグナルと同時に、蛍光ではないシグナル、すなわち第

二高調波発生（Second Harmonic Generation: SHG）シグナルが発生する。SHG は二つの光子

が微小空間中、同時に物質に作用する際、それらの半波長の一つの光子へと変換される、非線形

光学現象であり、古くからレーザー等の基盤技術として利用されてきた。SHG はどのような物

質に光を当てても起こるわけではない。光が当たる対象が、特異的な構造すなわち非中心対称性

を持つことが必要である。例えば生体内でコラーゲン繊維は比中心対称性を持つ物質であるこ

とから、SHG の発生条件を満たす物質である。このことから、コラーゲンのような特別な構造

体における SHG イメージングはこれまでに多く報告されてきた。 

SHG イメージングと蛍光イメージングは同一の顕微鏡で行われるにも関わらず原理的に大き

く異なる。蛍光イメージングでは蛍光色素が光エネルギーを吸収し、励起状態の分子が蛍光を放

出しその蛍光のマッピングを行う。つまり蛍光分子と光との相互作用が有り、必ず途中で分子の

励起状態が生成する。また分子の励起状態からは、100％蛍光だけが放出されることはほとんど

無く、多くの場合、一重項酸素を発生させる等、周囲の分子に悪影響を与える。すなわち、より

強い蛍光シグナルを得て優れた画像を得ようと入射光のエネルギーを上げれば上げるほど生体

へのダメージが増し、それを抑えようとエネルギーを抑えればシグナルも弱くなってしまう。一

方、SHG イメージングでは分子による光エネルギーの吸収が起こらないため、生体に有害な一

重項酸素発生などは起こらない。更に、2 光子顕微鏡による蛍光シグナルを同時取得できる。そ

のため、生体現象の可視化には理想的なイメージング法と期待されている。 

SHG イメージング法で SHG シグナルを得るためには、色素を投与し、観測場を人工的に非

対称中心物質にする必要がある。実際、これまで、合成膜染色色素により SHG シグナルが発生

した報告例は多くある。しかしながら、いずれの場合も SHG イメージング法には既存の蛍光色

素をそのまま転用されてきた。この場合、SHG シグナルと当時に同じ場所から蛍光シグナルも

発生する。これでは SHG イメージングの強みを十分に発揮させることはできないため、我々は

蛍光を一切放出しない SHG イメージング専用分子の開発に取り掛かった。まず我々は、SHG

専用分子は無蛍光性で良いことに気づいた。無蛍光性の SHG 専用分子が得られれば、SHG イ

メージングと同時に、同じ細胞の別の場所に投与した蛍光シグナルと観測することが出来る。

我々の開発した分子をテストすると、細胞膜から SHG シグナルが発生するが、蛍光は発生しな

いことがわかった。そこで我々は SHG イメージング法の塗谷（研究協力者）との共同研究で、

専用の分子 Ap3 を開発し、細胞膜の無蛍光 SHG イメージングに世界で初めて成功した。また

その際開発した分子は市販化に至った。 

 

 

２．研究の目的 

我々は上述の通り、無蛍光性 SHG イメージング専用分子 Ap3 を開発し、「細胞膜の無蛍光 SHG

＋細胞内蛍光」の、マルチモーダルイメージングを世界で初めて行った。しかし無蛍光 SHG イ



メージングは現在、細胞膜に適用範囲が限られている。そこで本研究では、細胞内部の膜を染色

できる無蛍光 SHG 専用分子を開発する。無蛍光 SHG イメージング法は、膜近辺のイオンやｐ

H の変化のリアルタイム観測に適している。本研究では、細胞内部の脂質二重膜すなわちエン

ドサイトーシスで生じるエンドソーム等の観測を狙った分子開発を行う。脳科学での課題でも

ある神経細胞集団での細胞間相互作用においても、膜近傍ダイナミクスの観測が今後の鍵とな

る可能性が高い。従来の蛍光イメージングと同時に、細胞内部の脂質二重膜を無蛍光 SHG イメ

ージングで捉える、新しいマルチモーダルイメージングを行い、未知の現象の観測を目指す。 

 

３．研究の方法 

親水基としてアゾベンゼン分子の頭部にカチオン性、アニオン性、カチオン性とアニオン性

（両性イオン）、尾部に様々な長さのアルキル基を持つジアルキルアミノ基を有する、両親媒性

で無蛍光性のアゾベンゼン誘導体を合成し SHG 顕微鏡下で様々な細胞や人工細胞のジャイアン

トベシクルに投与した。両親媒性アゾベンゼン誘導体が細胞膜内に取り込まれると、細胞膜自体

の光学的な非中心対称性が増大する。このとき、投与した色素が細胞膜の変形を誘導しない場合、

細胞膜の最外殻のみが染色されるため、例えば SHG 顕微鏡下、チタンサファイアレーザーを光源

とする 1000nm のレーザーパルス光を当てると、500nm のシグナルが細胞外膜のみから検出され

る。一方、もしアゾベンゼン誘導体の中で、例えばエンドサイトーシス様の膜変形を誘導できる

ものがあれば、SHG 顕微鏡下で外膜と内膜が区別された状態で脂質二重膜変形ダイナミクスをモ

ニタリングできることとなる。 

 

４．研究成果 

１）非線形光学顕微鏡専用の無発光性色素として新たに開発された分子（BO）を用いた色素ベー

ス和周波発生(SFG)イメージングを用いて細胞モデルであるジャイアントベシクル(GV)の形態進

化をモニターした。DOPC 単成分 GV の膜に BOを負荷したところ、GVの最も外側の膜が明確に可

視化された。この結果は、非線形光学顕微鏡の原理上、もともと外側と内側が同一成分であった

脂質二重層に、明確な外面と内面を与えたことを意味する。SFG 顕微鏡を用いてさらに観察を行

ったところ、色素濃度に依存して GV内部にも SFG 活性小胞が初めて検出されただけでなく、SFG

活性内部を含むこれらのオリゴラメラ小胞が BO 負荷後に形成されたという実験的証拠を提供し

た。内部 SFG 活性小胞を有するオリゴラメラベシクルの形成過程をモニターし、その形成機構を

考察した。 

２）非線形光学顕微鏡専用の無蛍光性色素を用いて GV とラットのドーパミン作動性神経細胞を

用いた、脂質二重層の SFG イメージングとコヒーレント反ストークスラマン散乱（CARS）イメー

ジングの特性を詳細に比較した。CARS イメージングは GV および細胞内の全脂質構造の可視化に

利用できるが、細胞膜の同定には不十分である。この原理的な問題は、最も外側の細胞膜のみを

可視化する無発光性 SFG イメージングを同時に用いることで補完されることを示した。更に本

技術により、細胞膜下の脂質滴のような細胞内脂質構造の生細胞追跡に適用できることを示し

た。無発光性色素を用いた SFG と CARS の組み合わせによるマルチモーダル非線形イメージング

は、GV と生細胞における脂質二重層を調べるための強力な化学イメージングツールとして役立

つことを示した。 

３）非線形光学顕微鏡専用の開発された分子による色素ベース和周波発生(SFG)イメージングで

は、無蛍光性のカチオン性細胞膜染色用（Ap3）を用いると、細胞膜のみが染色されるが、無蛍

光性のアニオン性両親媒性色素 BO で染色すると細胞内部から SFG が検出された。このことか



ら、BO が細胞膜から直ちに内部へ運搬されることが分かった。細胞内からの SFG シグナルの

検出は、BO が細胞内部にある脂質二重膜の片側の層に局在することを意味する。つまり BO は

二重奏膜の外層と内層の間をフリップフロップで移動するのではなく、膜動輸送によることが

示された。BO がフリップフロップを起こさず、かつエンドサイトーシスにより BO が細胞内に

取り込まれた場合、BO はエンドソームの外膜ではなく内膜に局在することになる。このような

膜上分子の細胞外から内部への詳細な分子トラッキングは蛍光信号の追跡では原理的に困難で

あり、SFG 信号の追跡によって可能となる。さらに本研究では、非線形光学顕微鏡専用分子の

一部を改変した多数の色素を開発済みであり、細胞膜のみならず様々な界面動態の挙動解明に

取り組んでいる。今後は生体分野における非線形光学専用分子を用いた、二重膜の片側の層にタ

グを付けた状態での二重膜のダイナミクス解明を始めとした様々な展開が期待される。 
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