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研究成果の概要（和文）： 
	 多焦点コヒーレントアンチストークスラマン散乱顕微鏡とレーザーアブレーション法を
組み合わせ，レーザー光による遠隔的な刺激に対する試料の応答をリアルタイム・無染色
に観測可能なシステムを構築した．アブレーション用レーザー光は，観測システムとは独
立にその照射位置をコンピュータ制御可能である．開発した装置を，生細胞の細胞膜破壊
に対する応答観測，ならびにレーザー放射圧による結晶化プロセスの観測へ応用した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 We have developed a multifocus coherent anti-Stokes Raman scattering microscopy 
system combined with a laser-beam ablation system.  The developed system 
visualizes sample response by laser stimulation without staining at vide-rate.  The 
laser beam for ablation is controlled independently of observation.  The developed 
system was applied to cellular response by membrane disruption and crystallization 
monitoring by photon pressure. 
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１．研究開始当初の背景 
2008 度 の ノ ー ベ ル 化 学 賞 は 「 GFP(Green 
Fluorescence Protein)の発見とその応用」に対し
贈られた．現在，GFP は生きた細胞に用いること
ができることから生物・医学研究に広く利用され，
細胞機能解明に非常に効果 
を発揮している．しかしながら，遺伝子導入過程
が含まれるため， 実際の人間へと適応すること

や再生医療への適用に対して安全面に問題が
あり， また GFP の発現による細胞やたんぱく質
の機能への影響を常に検証する必要がある．し
たがって，なんら前処理なく生細胞を，分子レベ
ルで識別し観測することが可能な手法の開発が
望まれている． 
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 研究代表者らがこれまで開発してきた， リアル
タ イ ム CARS(coherent anti-Stokes Raman 
scattering)顕微鏡に，高精度に狙った位置に刺
激を加えることができる，レーザーアブレーショ
ン･マニュピレーションシステムを付加し，細胞に
対して遠隔的に刺激を与えた際の応答を，リア
ルタイムに無染色にイメージング可能なシステム
を開発する． 刺 激を与えた箇所のみならず，
その周囲まで可視化することにより，刺激箇所周
辺での信号伝達がどのように起きるか可視化し， 
細胞膜修復過程の解明や力学的刺激に対する
応答の解明へ応用する．また，細胞応答のみな
らず，集光レーザービームの光放射圧によって
生じる結晶の成長等を，偏光分布制御を用いる
ことでその配向まで観察し，また集光スポットだ
けでなくその周囲に対してどのような影響を及ぼ
しているのか観測することで，結晶成長のメカニ
ズムを解明する． 
 
３．研究の方法 
 Fig. 1 に開発したレーザーアブレーション/マ
ニュピレーション多焦点 CARS 顕微鏡システムの
概略図を示す．光源には，高精度に同期したピ
コ秒モードロックチタンサファイアレーザーを用
いている．これらのレーザーからの光を時間的・
空間的に重ね合わせ，マイクロレンズアレイスキ
ャナーに通し，複数のスポットを形成し，これを
対物レンズによって試料内に投影して，各焦点
から発生する CARS 光を EM-CCD にて検出し
ている．マイクロレンズアレイを回転させることに
よって，複数のスポットが試料内を移動し，一度
にイメージを取得することができる．あまた，
CARS 光の検出には透過配置と反射（落射）配
置の同時に観測可能である． 
 励起レーザー光に対向してアブレーション/マ
ニュピレーション用レーザー光を入射し，狙った
位置でアブレーション/マニュピレーションが可
能としている．アブレーション/マニュピレーショ
ン用のレーザー光の照射位置は，ガルバノミラ
ーによって面内方向を，電動ステージ上に置い
たレンズ位置の移動によって光軸方向をコンピ
ュータ制御している． 

 

Fig. 1  Multifocus CARS microscopy system 
with laser ablation/manipulation system 
 
４．研究成果 
 Fig. 2 にレーザーアブレーションによる細胞膜

破壊前後の CARS 像を示す．観測は脂質を可
視化する 2840 cm-1で行った．試料には HeLa 細
胞を用い，アブレーションレーザー光（チタンサ
ファイアレーザー，パルス幅 5 ps）を細胞膜に集
光した．細胞膜が破壊された後に，アブレーショ
ン光集光スポット付近で CARS 光強度が上昇す
ることが観測された．一方，培養液中の Ca イオ
ンを取り除いた場合，このような信号の上昇は見
られず，逆に信号が低下した領域が観測された
(Fig. 3)．Ca イオンは細胞毒性が高いため，細
胞質中の小胞が Ca イオンの流入に伴い傷口
を塞ぐように集まり，各々融合することで細胞内
への Ca イオンの流入を防ぐことが知られてい
る． 

 

Fig. 2  Cellular response by laser induced 
membrane disruption.  (left) before membrane 
disruption, (right) after membrane disruption.   
 

 

Fig. 3  Cellular response in Ca ion free medium 
by laser induced membrane disruption.  (left) 
before membrane disruption, (right) after 
membrane disruption.  Arrow indicates the 
ablated point. 
  
 2840 cm-1 信号上昇は細胞質中の小胞が集ま
ることによるものであると考えられる．また，数十
秒かけてこの信号上昇は減衰することも観測さ
れた（Fig. 4）．集まった小胞は，お互いに融合
する．小胞の体積はその直径の 3 乗に比例する
のに対して，小胞の表面積はその直径の 2 乗に
比例する．したがって，小胞が融合してその直
径が大きくなると，体積と表面積の比は小さくな
る．脂質は，主に小胞の膜を構成していると考え
ると，その濃度は小胞の表面積/体積に比例す
る．このため，融合に従って脂質の信号が小さく
なっていったと推測される． 



 

Fig. 3  Temporal response of CARS signal at 
2840 cm-1 around disruption point by laser 
ablation. 
 
 また，光放射圧によって形成される結晶の形
成過程観測を行った．試料には，尿素飽和溶液
を用い，CN 伸縮振動 1000 cm-1 の観測を行っ
た．結晶化用レーザー光には，CW チタンサファ
イアレーザー（800 nm, 900 mW, CW）を用い，透
過光および CARS イメージのリアルタイム観測を
行った．溶媒にはレーザー光の吸収による影響
を避けるため重水を用い，結晶化用レーザー光
を溶液-ガラス界面（ガラスは試料セル）に集光
した． 
 Fig. 4 に，レーザー照射スポットでの CARS 光
強度と，CARS 励起光の透過強度変化を示す．
集光約 50 秒後， CARS 光強度の急激な上昇と，
約 100 秒間に渡る緩やかな上昇が観測された．
この変化は透過光強度には現れず，光放射圧
による分子濃度上昇が観測された結果であると
推察することができる． 

 

Fig. 4  Temporal change of CARS intensity 
(red) and transmitted light intensity (blue) at the 
laser focused region. 
 
 また，より長時間に渡ってレーザーを照射した
ところ，レーザー照射 7 分に，約 3 分間に渡る大
きな CARS 光の上昇と，透過光強度の減少が見
られた(Fig. 5)．CARS 光強度変化は矩形的であ
り，急激な CARS 光変化が観測された．動画に
は焦点付近に移動してくる様子は見られなかっ
たため，集光点以外で形成された微結晶がトラ
ップされた可能性は低く，放射圧による結晶核

形成とその成長の様子が観測されたものと考え
られる． 

 

Fig. 5  Temporal change of CARS intensity 
(red) and transmitted light intensity (blue) at the 
laser focused region observed. 
 
 リアルタイム CARS 顕微鏡と，レーザーアブレ
ーション/レーザートラッピングを組み合わせ，リ
アルタイムに分子振動イメージと遠隔的な刺激
を試料に与えることができるシステムを構築した．
これを細胞膜破壊−修復，光放射圧による結晶
化プロセスモニタリングへと応用した．開発した
システムは，遠隔的に試料に刺激を与えること
ができるため，今後様々な分野への展開を検討
したい． 
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