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研究成果の概要（和文）：輪帯照明とアイリスを用いて基板/サンプル界面からの正反射レイリー光成分をカッ
トすることで、ブリルアン散乱光成分のS/Nを向上させることに成功した。またHeLa細胞の細胞核および細胞質
でのプリルアン散乱スペクトルを測定した結果、ブリルアンシフト量および半値幅に有意な差があることを確認
した。さらにドリフト校正用の新たな光学系を構築することで神経細胞のブリルアンイメージングを試みた結
果、半値幅については明視野像との相関があり、正しく測定できていることを確認できたが、シフト量について
は、その変動が小さく、明視野像との相関は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：I succeeded in improving the S/N of the Brillouin scattered light component 
by cutting the Rayleigh light reflected at the substrate/sample interface using annular illumination
 and an iris. In addition, the Brillouin scattering spectra in the cell nucleus and cytoplasm of 
HeLa cells were measured, and it was confirmed that there was a significant difference in the amount
 of Brillouin shift and the half width. Furthermore, the Brillouin image of neural cells was 
obtained by using a new optical setup for compensating drift, and it was confirmed that the half 
width had a correlation with the bright-field image while the peak shift was no correlation. These 
results suggest that the viscosity was correctly measured but the elasticity could not be measured 
because the amount of the peak shift was too small to measure.

研究分野：分子ナノフォトニクス

キーワード： ブリルアン散乱　１細胞レベル　癌診断　粘弾性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、光を用いてリモートに直接触ることなく細胞の硬さを定量的に測定できるブリルアン顕微鏡の開発を
目的として行われた。実際に細胞内の異なる部位を測定することで硬さの違いを測定でき、さらに画像を取得す
ることで粘性の分布を定量的に測定することに成功した。これらの研究成果から、１細胞レベルでの癌診断の実
現可能性が期待される。

※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 
現在実用的に用いられる癌診断の方法として、レントゲン画像診断、PET 画像診断、細胞染
色による病理検査などが挙げられるが、いずれも放射線照射による人体へのダメージ、造影剤に
よる副作用、細胞採取時の患者への痛み、診断結果確定まで時間がかかる、などの問題がある。
特に実際の手術現場では、腫瘍を全部除去できたかどうか確認できないため、余分に正常な組織
ごと除去している。もしくは細胞染色による病理検査によって確認する場合でも、確定検査に時
間がかかることから、手術時間が長くなり、患者への負担が大きい。よって手術中に、その場で
すぐに診断する方法が切望されている。 
 近年、原子間力顕微鏡(AFM)を用いて、癌化した細胞と健康な細胞を測定した結果、癌化した
細胞は正常な細胞より柔らかいことが分かっている[S.E.Gross et al., Nature Nanotech.(2007)]。
具体的には癌化細胞（HeLa細胞）のヤングの弾性係数は 2.48 kPa、癌化していない健康な細胞
（End1/E6E7）のそれは 5.50 kPaであった。この約 2倍という大きな弾性係数の違いから、も
し光を用いて細胞の硬さを測定することができれば、光によるリモートアクセスと細胞への低
侵襲性を利用して、その場で、かつ１細胞レベルでの癌診断ができるのではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
試料に光を照射すると、試料中の弾性波と光との相互作用により光が散乱され、光の周波数が
わずかにシフトする。この現象はブリルアン散乱と呼ばれ、散乱スペクトルを分光計測すること
で試料の硬さ（粘弾性）を測定することができる。そこで本研究では、このブリルアン散乱分光
法を顕微鏡化で適用し、細胞の硬さを測定することで、１細胞レベルでの癌診断のための基盤技
術の確立を目的とした。具体的には、サンプルとして、癌化細胞と癌化していない健康な細胞を
用いて、顕微鏡下でブリルアン散乱光スペクトルを測定し、個々の細胞の形、大きさなどの個体
差を考慮に入れ、どれくらいブリルアン散乱光のシフト量とスペクトル幅に影響するのかを統
計的に測定することで、1細胞レベルで癌診断を行うことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
分光素子として、入射ウィンドウ（反射率～数%）を設けたエタロンを用いた。まず、ウィン
ドウから光を斜めに入射する。入射した散乱光は反射率 95%の面で反射され、次に反対側の反射
率 99.9%（理想的には 100%）の面でも反射される。このように入射した散乱光はエタロン内で多
重反射され、反射率 95%の面の各点から光が透過する。各点から透過した散乱光同士は多重反射
によってお互いに光路長差が異なる。散乱光を集光してエタロンに入射することで、透過した散
乱光同士が干渉し、干渉条件を満足する方向に光が回折される。散乱光の波長が異なれば、異な
る角度に散乱光は回折される。この回折光を CCD など 2次元検出器に結像し検出することで、ブ
リルアン散乱光スペクトルを測定した。励起光源として波長 532 nm、出力＝150 mW、バンド幅
=5 MHz の縦単一周波数発振（シングルモード）レーザーを用いた。この励起光を対物レンズで
サンプルに集光することでブリルアン散乱を誘起し、サンプルからのブリルアン散乱光を同じ
対物レンズで集め、レンズを用いてエタロンの入射ウィンドウに集光した。その後 VIPA で分光
されたブリルアン散乱光をレンズで EMCCD 上に結像させ、分光計測した。 
 
 
４．研究成果 
S/N 向上を目的として、輪帯照明とアイリスを用いて入射光方向と異なる方向に散乱される散
乱光を検出することで､基板/サンプル界面からの正反射レイリー光成分を抑え、相対的にブリ
ルアン散乱光成分を増強させることを試みた。こでまで、細胞観察には基板と細胞との屈折率差
に由来する基板/細胞界面からの入射光の正反射光成分が大きいことと、細胞の厚さが 15-20 μ
m 程度であることから、細胞からのブリルアン散乱光を検出することは困難であった。テストサ
ンプルとして水を入れたガラスボトムディッシュを用いた。実験の結果、アイリスの大きさおよ
び瞳面上での位置を最適化することで、ガラス基板と水との界面に光を集光した場合において
も、水のブリルアン散乱光を検出することに成功した。輪帯照明とアイリスを用いない場合、集
光点をガラス基板上から水中に向かって 20 μm 以上移動させても、正反射レイリー光成分が強
すぎて、水のブリルアン散乱光を検出できなかったことから、本手法の有効性を確認した。また、
液体には存在せず、固体にのみ存在する横モード音波によるブリルアン散乱スペクトル測定を
試みた。上記と同じ光学系を用い、サンプルとしてポリカーボネートを用いた。その結果、弱い
ながらも縦モード音波によるブリルアン散乱光だけでなく横モード音波によるブリルアン散乱
光を測定することに成功した。 
HeLa 細胞と神経細胞のブリルアン散乱スペクトル測定およびイメージングを行った。まず
HeLa 細胞の細胞核および細胞質でのプリルアン散乱スペクトルを測定した。その結果、ブリル



アンシフト量について、細胞核は 7.7 GHz、細胞質は 7.5 GHz であることが分かった。ブリルア
ンシフト量が大きいほど試料の弾性率が大きいので、細胞核の方が細胞質より弾性率が大きい
ことが分かった。また半値幅について、細胞核は 1.4 GHz、細胞質は 1.2 GHz であることが分か
った。半値幅が大きいほど試料の粘性が高いので、細胞核の方が細胞質より粘性が大きいことが
分かった。神経細胞についても同様に測定を行い、部位によってスペクトル形状が異なることを
確認した。次に HeLa 細胞および神経細胞のイメージングを試みた。現状スペクトル測定に時間
がかかるため、スペクトルのドリフトが問題となったが、ドリフト校正用の新たな光学系を構築
することで解決した。両細胞ついて、場所によっては細胞核からのレイリー散乱光が強く、散乱
スペクトルをフィッティングすることができないピクセルがあった。神経細胞について、細胞核
を含まない樹上突起部分にフォーカスすることでイメージングを行った。半値幅については明
視野像との相関があり、正しく測定できていることを確認できたが、シフト量については、その
変動が小さく、明視野像との相関は確認できなかった。細胞核を含む部分のイメージングには、
さらなる S/N 比の向上、シフト量についてはさらなるスペクトル分解能の向上が必要となるこ
とが分かった。 
さらに S/N 比を向上させるため、レンズによるフーリエ変換作用を利用した空間周波数フィ
ルタリングを試みた。高散乱体や異なる材料間の界面近傍を測定する場合、高散乱体や界面から
のレイリー散乱光同士の干渉縞がブリルアン散乱光と重畳し、ブリルアン散乱光を測定するこ
とが困難である。そこで、干渉計光路上のレンズのフーリエ面にピンホールを配置し、高周波ノ
イズであるレイリー散乱光による干渉縞をカットした。ピンホールのサイズを変化させながら、
ブリルアン散乱光と背景光の強度比を測定・評価した結果、S/N 比を向上させることに成功した。
またスペクトル分解能を向上させるため、自由スペクトル範囲(Free Spectral Range: FSR)を
オンデマンドに調節できるエアギャップ VIPA を用いたブリルアン分光計の設計および構築を行
った。入射側（入射ウィンドウ有り）および射出側のエタロンを設計し、それぞれのエタロン同
士が完全に平行になるように配置した。エタロン間の間隔を縮めると FRS は拡がり、またエタロ
ン間の間隔を広げると FRS は縮む。実際にエタロン間の距離を変化させることで、FRS が変化す
ることを確認した。特に FRS を縮めることで、スペクトル分解能を向上させることに成功した。
またこれまで用いていた一枚物のソリッドエタロンと比較した結果、S/N 比がほとんど同等レベ
ルであることを確認した。 
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