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研究成果の概要（和文）：本研究では、誘導ラマン散乱(SRS)顕微鏡により生きた細胞や組織の観察を行い、脂
質や多糖類などを始めとする小さな分子の挙動を調べた。並行して、SRS顕微鏡の性能向上を図るとともにレー
ザ光源の開発や改良を進めた。その結果、生きた微細藻類に含まれる脂質や多糖類を無標識で可視化することや
皮膚組織に含まれる複数種の細胞を無標識で識別することに成功した。また、長期安定動作の可能な半導体レー
ザによるSRSイメージングの実証や新しい高速波長可変ファイバレーザの開発に成功した。以上の成果は、生体
イメージングの可能性を広げるとともにその実用性を高めるものであり、医用工学における重要な結果と考えて
いる。

研究成果の概要（英文）：We utilized a stimulated Raman scattering (SRS) microscope to observe living
 cells and tissues and to investigate the behavior of small molecules such as lipids and 
polysaccharides. In addition, we improved the performance of our SRS microscope and developed new 
laser light sources. As a result, we succeeded in visualizing lipids and polysaccharides contained 
in living microalgae without labeling, and discriminating between plural kinds of cells contained in
 skin tissues without labeling. Furthermore, we successfully demonstrated SRS imaging using a 
semiconductor laser diode capable of long-term stable operation and developed a new high-speed 
wavelength-tunable fiber laser. These results will broaden the possibility of biomedical imaging and
 make this technology more practical.

研究分野：生体医工学
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１．研究開始当初の背景 
生体中では様々な生体分子が多様に相互
作用をしながら生命活動を営んでいる。そ
の動態を明らかにすることは、生命の仕組
みや疾病の原理の解明、医療診断などにお
いて極めて重要である。 
光学顕微鏡は生きたままの生体をサブミ
クロンの空間分解能で観察できることから、
細胞レベルにおける生命活動の動態を明ら
かにする上で極めて大きな役割を果たして
きた。特に、近年の蛍光顕微鏡/超解像顕微
鏡の性能向上に加えて、蛍光タンパク、蛍
光分子、免疫染色法等による標識技術やプ
ローブ技術の発展により、所望のタンパク
質がいつ、どこで作られるかがわかるよう
になった。また、プローブ分子を用いて所
望のイオン濃度等を検出し、神経活動を明
らかにする研究などが大きく進展している。 
一方、生命活動により作られる様々な代
謝物（脂肪酸、アミノ酸等）の生きた生体
中での振る舞いは未だに不明な点が多く残
されている。生命の代謝活動をつかさどる
これらの生体分子は数個の炭素鎖からなる
ナノメータオーダの比較的小さな分子であ
る。ここに蛍光分子、量子ドット、蛍光タ
ンパク等、数十ナノメータオーダの標識を
付加して顕微鏡で観察しようとすると、生
体分子としての性質が変化し、生命活動に
影響を与えることが懸念される。また、代
謝物の解析手法として質量分析の研究が大
きく進展しているが、生体をすりつぶす必
要があり、代謝物がどこで作られ分解され
ていくか、等の空間情報は消失してしまう。 
我々は、誘導ラマン(SRS)分光顕微鏡とい
う独自の無染色生体観察技術を開発し、そ
の優れた分子識別能と高速観察性能を活用
することで、無染色の生体組織を数秒程度
で画像化することに成功している[1]。そこ
では、高速性を活かし、生体組織観察の時
間短縮に重点を置いていた。一方、SRS分
光顕微鏡を用いて従来は調べることが困難
であった小さな生体分子の動態を解明する
ことができれば、生物学・医学に貢献でき
る可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、SRS分光顕微鏡により生き
た細胞や組織の観察を行い、脂質などを始
めとする小さな分子の挙動と細胞や組織の
動態の関係を詳細に調べる。これらは従来
の染色法・標識法では解析が難しく、本研
究の遂行によって初めて得られる情報であ
り、代謝や疾患等のメカニズムに迫る上で
極めて有用なデータとなりうる。 
また、SRS顕微鏡の性能向上を図るとと
もに生物学・医学応用を進めやすくするた
め、レーザ光源の開発や改良を並行して進
めた。 
 
 

３．研究の方法 
(1) SRS分光顕微鏡の性能向上 

SRS分光顕微鏡では、Fig. 1に示すように、
光角周波数1, 2 (1 > 2)を有する 2色の
レーザパルスを用意し、2のパルスに強度
変調を施した上で合波して試料に集光照射
する。2色のパルスの光周波数の差、すな
わち1 – 2が、集光点に存在する分子の振
動周波数と一致すると、SRSが生じ、1の
光パルスの強度が減衰し、2のパルスが増
幅される。その結果、2のパルスの強度変
調が1のパルスに転写される。転写された
強度変調成分をロックイン検出することで
SRS信号を得る。レーザービームを走査す
ることでイメージングを行う。また、一方
のパルスの波長を掃引することで、2色の
光パルスの差周波数を変化させ、検出する
分子振動周波数を変化させ、分光イメージ
ングを行うことができる。 
しかし、本研究を開始し、様々な生体サ
ンプルの計測を開始したところ、SRS分光
イメージングシステムは計測ごとに得られ
る SRSスペクトルが変動してしまうという
問題が判明し、その解決を図った。 

 
(2) 生体観察実験 
様々な研究室との連携を通じ、SRS分光
顕微鏡を用いてヒトや動物の臓器や皮膚な
どの生体組織や、生細胞の観察実験を進め
た。 
 
(3) SRS顕微鏡のための高安定光源の開発 
これは当初予定されていなかった研究内
容であるが、SRS分光顕微鏡による観察実
験を進める中で、生物学・医学の専門家が
容易に使える装置にはなっていないことが、
実験効率を下げてしまうことがわかった。
この点を解決するために、安定性が高く、
スイッチを入れるだけで使えるレーザ光源
の実現を目指して、ファイバレーザや半導
体レーザを用いた高安定な SRS顕微鏡光源
の研究を進めた。 
 
４．研究成果 
(1) SRS分光顕微鏡の性能向上 

SRS顕微鏡による分子振動スペクトルの
計測結果の再現性に影響を与える要因が波
長可変光源にあることを明らかにし、その
対策を行うことで、再現性を向上させるこ
とに成功した。我々が用いていた波長可変
光源では、広帯域なスペクトルの一部を回
折格子で切り出し、Yb添加ファイバー増幅
器(YDFA)で増幅することで、ピコ秒のパル
スを得る。回折格子の手前にガルバノスキ
ャナ(GS)を設置し、4f光学系を用いて GS
面を回折格子面に結像することで、回折格
子への入射角を GSで変化させることがで
き、これによって波長可変光パルスを生成
する。GSと回折格子は結像関係にあるため、
GSの角度を変化させても光路長は変化し



ないはずであるが、実際は YDFAが有する
群速度分散によって、波長ごとにパルスの
タイミングが変化しており 2色の光パルス
の時間的な重なりも変化してしまっていた。
回折格子の位置を 4f配置から離して設置し
た。このようにすると、回折格子への入射
角に応じて、光路長を変化させ、YDFAの
群速度分散を相殺するようにタイミング変
化を与えることができる（論文[1]）。その
結果、1と2のパルスのタイミング差が生
じた場合にも、再現性よくスペクトルを計
測できることがわかった。スペクトルの再
現性が向上したことで、肝臓組織の様々な
点のラマンスペクトルを計測すること（論
文[2][3]）や、不飽和度の異なる脂肪酸をラ
マンスペクトルで判別することも可能にな
った。 

 
(2) 生体観察実験 

SRS分光顕微鏡を用いて、生きた組織や
細胞の観察実験を行った。以下に得られた
成果を述べる。 
内閣府 ImPACTとの共同研究により、SRS
分光顕微鏡の高速観察能力を活用し、微細
藻類ユーグレナに含まれる多糖類の結晶で
あるパラミロンと、脂質を可視化すること
に成功した（論文[6]）。生きて動くユーグ
レナを可視化するため、波長を連続的に掃
引するのではなく、スペクトルの特徴が大
きな 4つの波長を選択するとともに、フレ
ームレートを毎秒 30枚から 110枚に向上さ
せたことで、生きたユーグレナに含まれる
代謝物の可視化が可能になった。 
また、資生堂との共同研究により、生き
たヒト皮膚の観察を行い、基底層から角層
にわたる細胞や核の形態変化や、免疫に関
わるランゲルハンス細胞と思われる細胞を
無標識で可視化することに成功した（論文
[7]）。これは、皮膚の健康状態のモニタリ
ングへの応用可能性を示す成果と考えてい
る。 

 
(3) SRS顕微鏡のための高安定光源の開発 

SRS顕微鏡の応用を加速することを目指
し、安定動作の可能なレーザ光源の開発を
進めた。まず、ピコ秒光パルスを直接発生
可能な、利得スイッチ半導体レーザ(GS-LD)
を SRS顕微鏡に適用することに成功した
（論文[5]）。本成果は東北大学との共同研
究である。まず、GS-LDをもう一台のパル
スレーザと同期させるための駆動回路を開
発するとともに、GS-LDパルスの計測、タ
イミングジッタ評価、光増幅等を行い、生
細胞の SRSイメージングを行うことで、
GS-LDの適用可能性を示すことができた。 
また、分光イメージングのための波長可
変パルスレーザの検討も進めた。GSを用い
た高速波長可変光フィルタをレーザ内部に
含めることで、発振波長をミリ秒の時間以
内で変化させることの可能な新しいファイ

バレーザ構成を提案した[4]。そこではパル
スの時間幅は 10ピコ秒程度と比較的長い
ものであったが、その後、非線形光学ルー
プミラーを導入することで、パルス幅を 1
ピコ秒程度に短縮することにも成功した。
これらのレーザは高い安定度を有しており、
長時間の安定動作が可能であるため、今後、
実用性が高く、かつ高機能な SRS分光顕微
鏡を実現するための重要な要素技術になる
と考えている。 
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