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研究成果の概要（和文）：深部観察性能と低光毒性を特徴とする光シート型顕微鏡 DSLM（Digital 

Scanned Light-sheet Microscope）に分光機能を追加した新しい顕微鏡システム（λ―DSLM）

を作製した。蛍光ビーズや輝線光源を用いたシステム評価を行い、蛍光アンミキシング解析や

ラマンイメージングが十分可能な波長分解能であることを確認した。実際の蛍光蛋白質を発現

する生体試料を用いた評価実験、およびシステム制御と画像構築・解析まで一括して行うため

のプログラムの開発は進行中である。 

 
研究成果の概要（英文）：Light-sheet microscopy including Digital Scanned Light-sheet 
Microscope (DSLM) has advantages with its deep penetration and low photo-toxicity. We 
have developed a new microscope system combining spectroscopy with DSLM, namely 
lambda-DSLM. So far we have confirmed that the system has enough spectral resolution for 
linear unmixing or fluorescence or raman imaging, via analyses using fluorescent beads 
or emission lines from light sources. Imaging of biological specimen expressing 
fluorescent proteins and development of an integrated software for device control and 
image reconstruction are ongoing. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)研究代表者は、欧州分子生物学研究所
(EMBL)の Ernst Stelzer 博士らが開発した
光シート型顕微鏡 DSLM について、所属機
関である基礎生物学研究所への導入、その発
生生物学への応用、さらに多様な生物試料を
扱う研究者との共同研究を進めてきた。この
顕微鏡は、 試料の側面から励起光をシート

状に照射することで、文字通りの光学切片像
を得るものである。正確には、ガルバノミラ
ーを使い励起光の細いビームを走査するこ
とで擬似的に光シートを作っている。そして
電動ステージによって試料を奥行き方向に
移動させつつ撮影することで立体像を得る。 

(2)DSLM は、生物試料の立体観察の代表的
な方法論である共焦点顕微鏡、2 光子顕微鏡
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に較べ、共焦点顕微鏡よりも光毒性による試
料へのダメージが小さく、２光子顕微鏡に匹
敵する深部観察能を持ち、かつより高速であ
るという利点を持つ。一方で、重なりあう複
数種の蛍光分子からのシグナルを分離する
ための方法論として最近の共焦点顕微鏡に
搭載されている linear unmixing などの分光
機能は実現されておらず、多種類の蛍光色素
による観察や植物細胞のように自家蛍光の
多い試料の観察は制約を受けている。分光機
能を備えた DSLM、名付けてλ−DSLM は生
物学の発展に大きく寄与する、したがって自
ら開発すべきであるという着想に至り研究
代表者は開発を開始した。 

 

 

２．研究の目的 

(1) 前述の問題意識に基づき、生物組織・個
体レベルでのライブイメージングの可能性
を広げるため、前述した DSLM の利点を生
かしながら、FRET イメージングや自家蛍光
の除去を可能にする分光機能を付け加えた
顕微鏡を開発することにした。 

(2) 一方、この方法論は、原理的にはラマン
分光イメージングにも応用可能である。ラマ
ン分光とは、分子の振動エネルギーとのやり
とりによって散乱光の波長がわずかに変わ
る現象を利用したものであり、蛍光染色法で
は観察しにくい脂質のような分子を無染色
で見ることができる（例えば Scalfi-Happa et 

al, Medical Laser Application 2007）。波長
変化の小ささやシグナルの弱さといった特
有の問題はあるものの、それを検出するため
の顕微鏡自体は蛍光顕微鏡と互換性があり、
蛍光観察用に作ったλ−DSLM を小改造する
ことによってラマンイメージングも可能で
はないかと考えた。これまでラマンイメージ
ングはどちらかといえばそれ自体が研究対
象であり、観察対象も培養細胞など扱いやす
いものが中心だが、DSLM と組み合わせるこ
とにより組織〜個体レベルでのラマンイメ
ージングが可能になれば今まで見ることの
できなかった新しい現象の発見が期待でき
る。そこで、ラマンイメージングも目標のひ
とつとして視野に入れた開発を行うことに
した。 

 

 

３．研究の方法 

(1)DSLM において励起光のシートは真の光シ
ートではなく、 細いビームをガルバノミラ
ーによって走査することで擬似的に作った
ものである。つまり、もし走査しなければ得
られる画像情報は面ではなく線上だけにな
る。それをこの線と垂直な方向に分光するこ
とで、別の言い方をすれば CCD 素子 の y 方
向を空間情報ではなく波長情報に割り当て

ることで、分光機能を実現することができる。
2 次元・3次元の画像は、電動ステージによ
って試料を動かしな がら撮影することによ
って取得する。一方で、CCD の 1 フレームで
XY 画像を捉えるわけではないため、DSLM の
高速性はある程度犠牲になる。そこでなるべ
く露光時間を短縮できるよう、高感度で蛍光
を検出することを旨としてシステムを構築
した。 
 

 
(2)具体的には、試料ステージには、4軸方向
（XYZθ）に走査するためのモータデバイス
を搭載し、従来の DSLM と同様に様々な方向
からの観察を可能にした。観察側の光学系は、
対物レンズ・ロングパスフィルター・結像レ
ンズで構成され、結像面に分光スリットが配
置されている。本装置の要である分光器には、
透過型 VPHG（Volume Phase Holographic 
Grating）を用いることで低迷光かつ高波長
分解能を実現した。スリットを通過した光は、
スリット開閉方向（平行方向）に分光され、
対する垂直方向は位置情報を保ったまま、分
光器出口の CCD 受光面に投影される。試料ス
テージを走査して任意の視野で一連の画像
データを得たのち、分光イメージを再構築す
る仕組みである。画像取得には、超高感度 EM
（Electron Multiplying）-CCD 検出器を用い



 

 

ることにより、微弱な蛍光シグナルやさらに
数桁シグナル強度が弱いラマン散乱光によ
る分光・イメージング解析を想定した顕微鏡
システムの土台を完成させた。 
 
 
４．研究成果 
(1)現在までのところ、本システムを用いて
蛍光ビーズや輝線光源を用いたシステム評
価を行い、蛍光アンミキシング解析やラマン
イメージングが十分可能な波長分解能であ
ることが確認できた。 
(2)蛍光蛋白質を発現する生体試料を用いた
評価実験およびシステム制御と画像構築・解
析まで一括して行うためのプログラムの開
発は進行中である。今後は、多様な試料形態
で多色同時蛍光イメージングへの実用化を
目指して、チャンバーや試料保持方法、レー
ザー照射方法などの工夫を行っていく予定
である。 
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