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研究成果の概要（和文）：近年、iPS細胞を利用した再生医療が進展しているが、その組織形成過程の理解は不
十分で、イメージング技術の不足が一因である。これを解決するために、本研究では細胞シート内の全細胞を三
次元で観察できる新しいイメージング法の開発に取り組んだ。具体的には、広視野イメージング法と計算器生成
ホログラム技術を組み合わせた斜入射ライトシート蛍光顕微鏡を提案し、試料内の特定の面を選択的に励起する
技術を確立し、生命科学や再生医療への応用可能性を実証した。

研究成果の概要（英文）：In recent years, regenerative medicine using iPS cells has made progress, 
but our understanding of the process of tissue formation is insufficient, partly due to a lack of 
imaging technology. To address this issue, this study was undertaken to develop a new imaging method
 that enables three-dimensional observation of all cells in a cell sheet. Specifically, we proposed 
a oblique incidence light-sheet fluorescence microscope that combines a wide-field imaging method 
and a computer-generated hologram technique, established a technique to selectively excite specific 
planes in a sample, and demonstrated its potential for life science and regenerative medicine.

研究分野： バイオイメージング

キーワード： バイオイメージング　蛍光顕微鏡　培養細胞シート

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞シートのように薄くて広い組織の三次元イメージングに適した蛍光イメージング技術を開発し、生命科学者
に提供することで、細胞シートの形成メカニズムの理解を進め、高効率な細胞シート作成の技術革新を誘導でき
る。また、細胞生物学やシステム生物学など、生物学の複数の領域において、多細胞システムと単細胞間の関係
を、スケール階層を跨いで理解するための研究スキームを提供することが期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、iPS 細胞を利用した再生医療が急速に発展しており、心筋や網膜・角膜など培養細胞シー
トの移植手術への応用が始まっている。一方で、iPS 細胞から組織形成される過程の基礎的理解
は十分ではなく、原理が未解明のまま応用が進んでいる状況にある。この原因の一つは、イメー
ジング技術の不足にある。培養細胞シートのイメージングに求められる要件として、「多数の細
胞を同時に観察できる三次元視野」、「ライブ観察可能な低光毒性」、「単細胞解像可能な三次元分
解能」、「基板直上を観察可能」が挙げられる。従来のイメージング法にはこれらを同時に満たす
方法が無かった。各種ライトシート顕微鏡は全脳や全個体イメージングに広く用いられている
が[Power, et al. Nat.Methods 14, 360 (2017)]、培養細胞シートのように広くて浅いスケールの
ライブ観察には使えない。一方、脳神経組織の広視野・深部の二光子励起蛍光法も多数報告され
ている[Lu, et al., Nat. Methods 17, 291 (2020)など]が、今回ターゲットとする 1cm 以上の視野
を実現した報告はない。そもそも、広視野観察には低倍率低 NA のレンズ系を用いるので、二光
子や共焦点などのレーザー走査型は相性が悪い。 
上記条件を満たすイメージング技術を開発し、生命科学者に提供することで、細胞シートの形成
メカニズムの理解を進め、高効率な細胞シート作成の技術革新を誘導できる。また、細胞生物学
やシステム生物学など、生物学の複数の領域において、多細胞システムと単細胞間の関係を、ス
ケール階層を跨いで理解するための研究スキームを提供できる。 
 
２．研究の目的 
この状況に鑑み、本研究では１cm を超える細胞シート内の全細胞解析できる三次元イメージン
グ法の確立を目的とする。研究代表者がこれまでに開発した広視野イメージング法と、計算器生
成ホログラム技術を利用した照明法を組み合わせた新規イメージング法を提案・開発する。この
技術が確立すると、基礎生物学分野から、再生医療などの医療現場までの幅広い応用が期待でき
る。 
 
３．研究の方法 
上述したように、本研究では細胞シート内の全細胞解析を目的とした広視野三次元イメージン
グ法の確立を目指す。この目標を達成するために、本研究では、斜入射ライトシート蛍光顕微
鏡を提案する。細胞培養ディッシュを簡便に観察するために倒立顕微鏡構成を採用し、ガラス
プリズム上に試料を、マッチングオイルを介して設置する。入射系に配置した反射型空間光変
調器（LCOS-SLM）の CGH によってライトシートを作成し、プリズム斜面の窓から導入して、シ
ート内の蛍光分子を面選択的に励起する。このとき、シートの焦点（ビームウエスト）が試料
内に位置するように CGH をデザインする。シート上で励起され放出された蛍光シグナルを、長
作動レンズ系によってセンサーに結像する。斜入射ライトシート上の異なる深さからの蛍光を
同時結像する。ライトシートを試料内で平行移動させながら、都度撮像していくことにより、
試料内の三次元ボリュームすべてを記録できる仕組みである。 
 
４．研究成果 
上記のコンセプトに基づき、488nm と 561nm の 2 色の励起レーザーを搭載した光学系を独自設

計し、構築した。空間光変調器とガルバノミラーを用いた照明系によって励起光を試料内に入射
し、長作動対物レンズによって観察系を組み合わせた。空間光変調器での計算器生成ホログラム
(CGH）によって励起光の波面を操作し、試料内の特定の面内を選択的に励起できることを確認し
た。蛍光ビーズをゲルに埋め込んだ試料を用いた実験により、およそ 10mm の視野内で横分解能
1.2µm、奥行き分解能 6.5µm 程度の三次元分解能を達成できることを実証した（図 1）。 
また、試料側の屈折率に合わせて、屈折率の異なるプリズムと照明角を選定することで、屈折率
の異なる各種透明化試薬に対応できる方法を考案し、プリズムマウントなどの周辺治具を含め
て、新規開発した。開発したイメージング系の生命科学応用として、マウス ES 細胞のコロニー



の 3 次元イメージングを実施した。これにより、コロニー内の任意のレイヤーを選択的にイメー
ジングできることを示すことができた（図 2）。また、透明化したウズラ胚の三次元観察を実施
した。血管内皮細胞に YFP が発現するトランスジェニックマウスを用いた。これにより、ウズラ
内の血管ネットワークの三次元構造を観察できることを実証し、生命科学への応用を示した。こ
れらの成果については現在論文投稿中である。 
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