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研究成果の概要（和文）：本研究では第二高調波発生（SHG）イメージング法に着目し、SHGイメージング専用の無発光
分子を開発した。SHGイメージング法自体は、これまでに生体中の構造対称性の低い箇所を観察する方法として知られ
てきたが、SHGイメージング専用の無発光色素はこれまでに報告例がなかった。我々が開発した色素を細胞に投与する
と、明確なSHGシグナルが検出される一方、蛍光は全く検出されなかった。同時に別の蛍光分子を投与した箇所からは
蛍光が観測されたことから、SHGと蛍光の独立したシグナルによる同時イメージングが可能であることが確認された。

研究成果の概要（英文）：Live-cell imaging that combines multiple modalities had grown to be an essential 
technique in biological studies. In this context, we have focused on second harmonic generation (SHG) 
imaging technique, and have developed novel dyes that generate SHG signal but no fluorescence signal. SHG 
imaging technique has been shown to be useful in analyzing biological phenomena, the all dyes used so far 
for SHG imaging emit fluorescence and therefore multimodal imaging of these had been difficult. When the 
cell was stained directly with one of the dye, only SHG signals were detected without any fluorescence 
signal, indicating that these SHG-specific dyes do not interfere with fluorescence images of other 
fluorescent dyes. Therefore, with this new SHG specific dye, SHG and fluorescence imaging can be 
performed simultaneously without interference, enabling true multimodal imaging of biological phenomena 
for the first time.

研究分野：有機光化学
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１．研究開始当初の背景 
	
 生命科学の研究において、生命現象の可視

化がその進展の鍵となる。多様な可視が技術

の中で蛍光顕微鏡は、その低侵襲性や感度の

良さなどから今や生命科学研究を牽引する

最も有効な手法としてその地位を確立する

に至った。蛍光顕微鏡の中でも、2 光子励起
蛍光顕微鏡は、励起光を当てるのに高い空間

分解能、時間分解能を有するため、近年特に

注目されている。 
	
 この状況の中で、同じ 2光子顕微鏡技術で
ありながら、分子の励起とそれに伴う蛍光を

利用しない技術にも注目が集まっている。

SHG顕微鏡である。SHG顕微鏡のシグナル
となる第二高調波発生（Second Harmonic 
Generation: SHG）は、二つの光子がある狭
い空間の中で高密度で同時に物質に作用す

る際、それらの半分の波長を持つ一つの光子

へと変換される非線形光学現象である。この

現象は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が起こるためには、
光が当たる対象に特異的な構造すなわち非

中心対称性の構造が要求される。例えば生体

内ではコラーゲン繊維などがこの発生条件

を満たす事で SHG 現象を特異的に起こす。
以前よりこのような特別な構造体における

SHGイメージングは報告されてきた。 
	
 SHG イメージングには蛍光イメージング
には無い大きなメリットがある。蛍光イメー

ジングの最大の弱点は、色素が光のエネルギ

ーを吸収してそれを蛍光として放出する。す

なわち、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。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、より良い画像を得よう

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

る。それに対し、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、観測対象に悪影響も与える事無く観測

する事が可能となり、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。 

 
２．研究の目的 
SHG イメージング法は、このような特徴か
ら今後の生命科学・医療分野への応用が期待

されているが、実際に様々な場面で SHG シ
グナルを得るためには、合成された色素の投

与が必要不可欠となってくる。実際、これま

でにも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。す

なわち、SHG シグナルと同時に蛍光シグナ
ルも観測されている。これでは SHG イメー
ジングの強みが生かされておらず、イメージ

ング技術そのものにブレークスルーをもた

らすには至らない。そこで本研究では、蛍光

放出を一切しない SHG 専用の色素を開発す
ることとした。これにより、SHG イメージ
ングと同時に全く別の箇所に投与した蛍光

シグナルと観測することが出来る。その際、

得られる蛍光シグナルは、SHG 専用色素か
らのシグナルからは完全に独立したことに

なる。すなわち 1つの細胞から発生原理の異
なる複数種のシグナルを同時に観測できる

ことになる。 

 
３．研究の方法 
上記の無蛍光性の SHG イメージング専用の色

素の開発を目指し研究が行われた。まず、光

を吸収しても蛍光を全く放射しない構造に

するため、置換基を少しずつ変えた一連のア

ゾベンゼン系色素を設計し合成した。その際、

細胞膜に効率よく取り込まれると同時に、細

胞外液の洗浄で周囲の分子を洗い流せるよ

うに適度な水溶性を持たせることとした。合



成後、各種測定による分子の構造決定および

色素分子の光物性を調べるとともに、SHG イ

メージングを専門とる研究者との共同作業

により、化合物のテストが行われた。	
 

	
 

４．研究成果	
 

本研究では目的達成のため、様々な類縁体を

合成し、それぞれに対してテストを行った。

まず当初に目的とした分子の合成は成功し

各種測定による分子構造決定も行うことが

できた。合成した一連の色素分子はいずれも

各種有機溶媒中、水溶液中、および細胞膜を

模した界面活性剤ミセル中で、予想通り蛍光

は観測されなかった。細胞毒性は分子の構造

により、顕著なものから殆ど無いものまで

様々であった。次に細胞毒性の低い分子を用

いて培養細胞を染色し、2 光子顕微鏡で観察

した所、この場合も顕著な SHG シグナルのみ

観測され、蛍光は全く観測されなかった。こ

れは無蛍光性の SHG イメージング専用色素と

して開発された初めての例である。これによ

り、当初の目的がほぼ達成され、本研究技術

で特許を取得した。今度の展望として、2 光

子顕微鏡における SHG イメージングと 2光子

蛍光イメージングの同時観察法を確立し、引

き続き当該分野発展への貢献を目指す。	
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