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研究成果の概要（和文）：極短パルスレーザー照射により非線形光学効果で生じた微弱発光を検

出し、対象物の構造のみならず対象物の分光学的性質を明らかとする、全く新しい光学理論に

基づいた非線形光学顕微鏡、すなわち誘導ラマン散乱顕微鏡（SRS 顕微鏡）および，誘導パラ

メトリック発光顕微鏡（SPE 顕微鏡）を用いて、従来不可能であった染色体の完全無染色での

三次元観察を行い，蛍光抗体や染色剤の影響をまったく受けない状態での染色体構造を可視化

した。 

 
研究成果の概要（英文）：Non-labeling and 3D visualization of nuclear and chromosomal 
structures were achieved by using newly developed non-linear optical microscopic 
techniques, such as Stimulated Raman Scattering(SRS) microscopy and Stimulated 
Parametric Emission（SPE） microscopy.  
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１．研究開始当初の背景 

細胞構造の解析研究は、高性能顕微法の進
歩とともに進んできたといっても過言では
ない。特に、共焦点レーザー顕微鏡は、蛍光
標識した細胞内構造体やタンパク質の三次
元観察を可能にし、細胞構造に関する多くの
知見を与えた。一方で、共焦点レーザー顕微
鏡では、対象物を蛍光物質による染色や蛍光
タンパク質との融合などにより標識する必

要があり、標識物質が観察対象に与える影響
を無視できない。したがって、観察結果がア
ーティファクトである可能性を完全に否定
することは難しい。このような中、我々は極
短パルスレーザー（フェムト秒レーザー）照
射により対象物の電子状態を直接可視化す
る全く新しい非線形光学顕微鏡、すなわち誘
導パラメトリック発光（SPE）顕微鏡と，分
子振動情報を基に標的分子の可視化を行う
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誘導ラマン散乱（SRS）顕微法を開発した。
これらの顕微鏡は、生きた細胞あるいは細胞
内小器官の、完全無染色で三次元観察を可能
とする。このことから従来多くの研究にもか
かわらず詳細が不明であった細胞分裂時に
おける染色体の構造を知るという、最適の観
察対象となると考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究では先に述べた稀有な特性を有す
る SPE 顕微鏡と、SRS 顕微鏡という 2 つの独
自技術を用い、生体試料特に，細胞分裂過程
の染色体の可視化を試み，本手法の有用性を
示すと共に染色体構造に新たな知見を与え
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
２．の研究目標を達成するため，次の２点に
ついて主に実験を行った。 
 
(1)非線形光学顕微鏡を用いた，生細胞観察
条件の検討 
 
(2)非線形光学顕微鏡を用いた，マグネシウ
ムイオンによる染色体構造変化の観察 
 
４．研究成果 

上記各実験に関する，結果と考察を以下に
記す。 
 
(1)非線形光学顕微鏡を用いた，生細胞観察
条件の検討 

非線形光学顕微鏡を用いて生きた細胞の
三次元動態解析を行うための観察条件，特に
レーザーパワーについてタバコ BY-2 細胞を
用いて検討した。その結果，2mW 以下の照射
レーザーパワーでは，シグナル強度が弱く，
シグナル取得に時間がかかるため，動態観察
が難しいこと。5mW 以上では，観察に要する
時間は短くなるが，細胞分裂の進行に遅れが
見られ，20mW 以上では細胞分裂が正常に終了
しないことが判った。そこで，顕微鏡の光学
系を改良し，高感度化を図った。具体的には，
装置に４ｆ光学系を加え，分散の影響を抑え
るため新たな分散補償器を作成した。４ｆ光
学系は回折格子によりレーザーを各波長成
分に分け，液晶空間光変調器により各成分の
時間的分散を補正するもので，信号強度，ノ
イズの減少，コントラスト比の向上が期待さ
れる。その結果，これまで明瞭な像を得るた
めには 7mW 程度のレーザーパワーが必要で
あったものが，4mW でも十分に明瞭な像を得
ることに成功した。 
 
(2)これまでに行われた先行研究により、染
色体サイズはマグネシウムイオン（Mg2+）濃
度の上昇に伴って小さく、つまりは凝縮する

という知見が得られている。しかしこの先行
研究では、染色体を DAPI により染色し、蛍
光顕微鏡により観察を行っている。そのため、
その染色剤のイオン的な影響や構造的影響
の存在が考えられる。そこで本研究では、Mg2+

の染色体構造に及ぼす影響を無染色で、SRS
顕微鏡を用いて観察することを目指した。染
色体のラマンスペクトルにおいて、1610 cm-1

にある程度強度の強いピークが存在し、この
ピークはタンパク質中の amide I と DNA のア
デニンおよびグアニンに帰属される。そこで
このラマンシフトを用いて観察することで、
染色体を無染色で可視化することを試みた。
本実験において染色体を観察するに当たり、
バッファーを交換する操作を導入した。これ
により同一試料における、Mg2+濃度変化に伴
う染色体サイズの連続的な変化を観察でき
るようにした。染色体試料としては，分裂期
染色体数が少なく（メス 2n=6、オス 2n=7）、
またそのサイズがヒトのものよりも非常に
大きい（およそ 3倍）Indian Muntjac（ホエ
ジカ）のスライドグラス上への展開染色体を
用いた。 
その結果，図１に示すように，SRS 顕微鏡

を用いて，無染色にて高コントラストのイメ
ージが得られることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１.無染色の Indian Muntjac 展開染色体標
本の SRS イメージ。ラマンシフト：1610 cm-1

（DNA およびタンパク質）。（上段）左から初
期条件（2 mM MgCl2/XBE）、EDTA 処理後、Mg2+

添加後。（下段左）初期条件と EDTA 処理後の
重ね合わせ。（下段右）EDTA 処理後と Mg2+添
加後の重ね合わせ。染色体の一部において比
較的強いシグナルが検出された（矢印部位）。
スケールバー：5 μm 
 
 また，染色体のテロメア周辺およびセント
ロメア周辺の部位から強いシグナルが検出
され、テロメアとセントロメアの領域には、
ヘテロクロマチンが高度に凝縮している部
位が存在することが示唆された。続いてこの
染色体に対して 50 mM EDTA/XBE へのバッフ



ァー交換を行い観察し、さらに 50 mM 
MgCl2/XBEに交換し観察した。この結果から、
染色体が EDTA処理によって大きく脱凝縮し、
Mg2+添加によって再凝縮していることが示さ
れた。次に初期条件、EDTA 処理後、Mg2+添加
後それぞれでの染色体において、SRS 顕微鏡
で観察し，その幅を計測した。その際の計測
部位は、セントロメア、短腕側と長腕側両方
のテロメア付近、短腕と長腕の中間部とした。
セントロメア周辺とテロメア周辺でのシグ
ナルが強かったことから、このシグナルが強
い部分と弱い部分の境目を各領域の境界線
として仮定し、測定を行った（図２）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２.SRS顕微鏡観察におけるMg2+濃度変化に
よる染色体各部位のサイズ変化。「Before」
は初期条件を示す。 
 

この計測の結果、各部位で脱凝縮と再凝縮
の様子が明瞭に示された。これまでの研究か
ら，Mg2+はクロマチンの中でもヘテロクロマ
チン部位の凝縮に特に影響している知見が
得られている。本研究で得られた結果におい
て、染色体構造において腕部の中間領域より
もテロメア領域およびセントロメア付近で
の方が Mg2+濃度変化に伴う構造変化が大きか
ったことから、Mg2+は特にヘテロクロマチン
領域の凝縮に影響を及ぼすということが確
認された。本実験では，比較として，染色体
を蛍光色素（Hoechst 33342）によって染色
し，蛍光顕微鏡により同様の観察を行ったが，
この場合，染色体全体を通じて脱凝縮・再凝
縮の割合がとても小さく，明瞭な差を見るこ
とができなかった。これは，この蛍光色素は
三価の陽イオンとして溶液中では存在し、AT
リッチな DNA 領域へ選択的に結合するため，
染色体の凝縮に大きな影響を与えたものと
考えられる。この結果を考察すると、従来か
ら懸念されてきたように、蛍光染色による観
察試料への影響（アーティファクト）が非常
に大きい可能性が示唆された。またこのよう
な結果から、本研究で用いた SRS 顕微鏡のよ
うな試料を無染色観察できる顕微鏡技術は、
これからの生命科学研究のさらなる発展に

は不可欠なツールであると結論できる。 
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