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研究成果の概要（和文）：	 

細胞膜タンパク質の空間分布イメージングを目指し、マルチプレックス 4	 次ラマン散乱分光顕

微鏡の開発を行なった。DAST 微結晶の顕微 4 次ラマン計測を行なった。1170	 cm－1(トシレート

の環呼吸振動)、	 1347	 cm－1(CH3 の分子振動)、	 1577	 cm
－1(スチルバゾリウム発色団の芳香環間

の二重結合(C-C=C-C)の分子振動モード)にピークを持つ 4次ラマンスペクトルを取得すること

に成功した。また、DAST の顕微 4次ラマンイメージの取得を行なった。入射光の偏光を制御し

つつ、DAST4 次ラマンスペクトルの偏光依存性の取得に成功し、膜タンパク計測の可能性を示

した。	 

	 

	 
研究成果の概要（英文）：	 
We	 have	 developed	 multiplex	 fourth	 order	 Raman	 microscope	 for	 imaging	 of	 membrane	 
proteins.	 We	 succeeded	 to	 measure	 fourth	 order	 Raman	 spectrum	 of	 micro	 DAST	 crystal	 
which	 shows	 the	 peaks	 at	 1170	 cm－1	 (ring	 breathing	 vibration	 of	 tosylate),	 1347	 cm－1	 
(molecular	 vibration	 of	 CH3),	 and	 1577	 cm

－1	 (double	 bond	 vibration	 mode	 (C-C=C-C)	 between	 
the	 two	 stilbazolium	 chromophores).	 Fourth	 order	 Raman	 image	 of	 DAST	 was	 obtained	 with	 
microscopic	 resolution.	 Furthermore	 we	 observed	 polarization	 dependence	 of	 fourth	 order	 
Raman	 spectrum	 of	 DAST	 and	 the	 possibility	 of	 the	 imaging	 of	 membrane	 proteins	 was	 
confirmed.	 	 
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１．研究開始当初の背景	 
これまで、細胞内の分子すなわちタンパク質
を無染色に識別し、イメージングする手法と
して、ラマン顕微鏡や CARS 顕微鏡の研究が
行われている。しかしながら、これらの計測
においては、焦点に存在する全分子からの信
号を同時に計測してしまうため、生体細胞中
に含まれる水や、多数の生体分子からの信号
の重畳が起こり、個々の細胞内タンパク質か
らの信号を分別して観測することは容易で
はない。	 
	 
	 
２．研究の目的	 
非染色に、細胞膜中のタンパク質のみを可視
化する、4	 次ラマン分光イメージング顕微鏡
の作製を行なう。	 
	 
	 
３．研究の方法	 
4	 次ラマンは偶数次の非線形光学現象である
ことから非中心対称性物質にのみ選択性を持
つため、バルクの影響を受けずに界面の分子
の振動スペクトルを得ることができ、界面選
択分光法として応用されている。	 
図	 1	 に	 4	 次ラマンのエネルギー図を示す。	 
4	 次ラマン光	 (ωfourth)は	 2	 色のレーザ
ー光(pump:	 ω1,	 Stokes:	 ω2)の周波数差が
分子振動と一致したとき(Ω	 =	 ω1	 -	 ω2)に、
2	 つのω1 光によって増強されて発生する
(ωfourth	 =	 3ω1	 -	 ω2	 =	 2ω1	 +	 Ω)。	 4	 次
ラマンはストークスラマン散乱過程及び反
ストークスハイパーラマン散乱過程の組み
合わせで発生するため、4	 次ラマン活性はラ
マン活性及びハイパーラマン活性にのみ生
じる。さらに、ω 2	 光に広帯域光の	 
SC(supercontinuum)光を用いることにより、
複数の分子振動を同時に励起でき、様々な	 
分子振動スペクトルを一度に検出すること
が可能である。	 
	 

	 

図 1	 4 次ラマン散乱のエネルギーダイアグラ
ム	 
	 
	 

４．研究成果	 
4次ラマン散乱分光法は、4次の非線形光学現
象であるため非中心対称性物質にのみ選択性
を持ち、且つ、分子振動により詳細に分子情
報を得ることができるため、溶液の影響を受
けずに気液界面の分子の状態を観測するなど
、界面に存在する分子の選択計測が可能な分
光法である。従って、細胞膜界面に存在する
細胞膜タンパク質の選択的計測が可能である
と期待する。	 
本研究では、細胞膜タンパク質の空間分布を
イメージングする事を目的とし、4	 次ラマン
散乱分光顕微鏡の開発を行なった。このとき
、励起光にスーパーコンティニュアム(SC)光
を利用し、複数の分子振動情報を同時に得る
ことが可能なマルチプレックス4	 次ラマン散
乱分光顕微鏡顕微鏡とした(図2)。	 
	 光 源 に は フ ェ ム ト 秒 モ ー ド 同 期	 
Ti:Sapphire	 レーザー(波長	 800	 nm、パルス
幅 	 100	 fs 、 繰 り 返 し 周 波 数 	 80	 
MHz,Tsunami,Spectra	 Physics)を用いた。光
源から発生したパルス光をグランレーザープ
リズムにより2方向に分離し、一方をフォトニ
ッ ク 結 晶 フ ァ イ バ ー (NL-PM-750 、 NKT	 
photonics)に導入し、SC光を発生させた。も
う一方のパルス光は2枚の狭帯域光学フィル
ター(LLF)によってスペクトル幅を17.7	 cm－1

とし、時間遅延を経由させた後、エッジフィ
ルターによってSC光と重ね合わせた。2つのパ
ルス光を顕微鏡に導入、対物レンズ(×40,	 NA	 
0.9,	 CFI	 S	 Fluor,	 Nikon)を用いて試料上に
集光し、4次ラマン光を発生させた。発生した
4次ラマン光をパスル光照射に用いた対物レ
ンズを通して集光し、励起光及び第二高調波
光を光学フィルターによって除去した後、フ
ァイバーを通し、分光器及び冷却CCD検出器に
より4次ラマン光のスペクトルを測定した。な
お、励起光及び第二高調波光の除去フィルタ
ーを変更することにより、CARSスペクトル及
びハイパーラマンスペクトルを取得すること
も可能である。	 

	 
図2	 4次ラマン顕微鏡光学系	 

	 

	 



細胞膜タンパク質の計測に先立ち、4-ジメチ
ルアミノ-N-メチル-4-スチルバゾリウムト
シレート	 (DAST)	 結晶(図 3)の顕微 4 次ラマ
ン計測を行なった。DAST 結晶は非中心対称性
物質であり、非線形光学定数が高いために 4
次ラマン計測が容易で、作製した顕微鏡装置
を評価する際の試料として用いた。	 

	 

	 
図 3	 	 4-ジメチルアミノ-N-メチル-4-スチル

バゾリウムトシレート	 (DAST)	 結晶の分子

式	 

	 

	 

結果、ラマン活性かつハイパーラマン活性な
トシレートの環呼吸振動(1170	 cm－1)、CH3 の
分子振動	 (1347	 cm－1)、スチルバゾリウム発
色団の芳香環間の二重結合(C-C=C-C)の分子
振動モード(1577	 cm－1)が、反ストークスハイ
パーラマン領域に現れ、DAST 結晶の 4次ラマ
ンスペクトルを取得することができた。(図
4)	 また、1577	 cm－1の 4 次ラマンピークを用
いて、4次ラマンイメージの取得に成功した。
(図 5)	 

	 

	 
図 4	 DAST 結晶の 4次ラマンスペクトル	 

	 

	 

	 

	 	 	 	 

	 
図 5	 DAST 結晶の透過像(緑色の四角は計測領
域を示す)(a)と 4 次ラマン像(b)	 
	 
	 
入射レーザーの偏光方向を 45 度ずつ変えな
がら取得した DAST の 4 次ラマンスペクトル
を図 6に示す。偏光に依存して、1170	 cm－1	 お
よび 1577	 cm－1における 4 次ラマンピーク強
度比の変化が見られた。これは、DAST 結晶の
結晶方位に依存したものであり、これらのピ
ーク強度比から結晶方位を計測可能である
と考える。また、作製した 4次ラマン顕微鏡
において偏光計測が可能である事が確かめ
られたことから、細胞膜タンパク質の４次ラ
マン計測の可能性が示唆された。	 

(a) 

(b) 



	 

	 

図 6	 4 次ラマンスペクトルの偏光依存性。赤
矢印はそれぞれ1170	 cm－1	 および1577	 cm－1	 を
示している。また、各図の左上に入射偏光方
向を示す。	 
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