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研究成果の概要（和文）：従来の生物学顕微鏡技術開発のコンセプトは、均一な媒質でできた理想的な検体を高
解像度で撮影する方向で進められてきた。生物学研究では、生きたままの内部観察が重要になっているが、生体
内に存在する屈折率の異なる物質による光の擾乱による深部像の劣化を回避できない。本研究課題では、非理想
的な媒質が存在する生きた試料の観察が可能になる「補償光学」系を顕微鏡に導入し、観察と光による細胞操作
法の高度化を目指した。近年オプトジェネティクスと呼ばれる光による細胞操作技術が発展しているが、それと
は異なる熱ショック応答を利用した光による遺伝子発現顕微鏡技術（IR-LEGO法）に対しても補償光学を適用し
て高度化を進めた。

研究成果の概要（英文）：Current concept for development of biological microscopy supposes ideal 
sample that constitutes with homogeneous media for optics. A real living tissue, however, is 
constituted with heterogeneous media that have different refractive index for optics and they 
disturb wave front, and finally, an image in deeper area becomes blur. The current concept could not
 avoid this disturbance. Therefore, new concept is required for biological microscopy. In this 
project, we apply adaptive optics into microscopy to improve image blurring in deeper area in living
 tissues. And then, we also apply this technology to new microscope method that enables local gene 
expression by using heat shock response, called IR-LEGO. Temperature sensing method in living 
organisms is also required because the IR-LEGO uses invisible infrared light. It means improvement 
should be evaluated by 3D temperature mapping.

研究分野： イメージング、分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は生体内単一細胞遺伝子発現

誘 導 顕 微 鏡 （ IR-LEGO; infrared laser 
evoked gene operator）を開発(Kamei et al 
Nat. Methods, 2009)し、様々な生物種での技
術応用を行ってきた (Deguchi et al. Dev. 
Growth Differ., 2009; Kobayashi et al. 
Genesis, 2013 他)。生体内での局所遺伝子発
現技術によって、発生期に機能する遺伝子を
解析したり、細胞系譜を解析したりすること
が可能となる。この顕微鏡技術を用いた共同
研究を多数実施してきたが、大きな問題に直
面した。線虫では、最大深度は 50 ミクロン
であり、単一細胞での遺伝子発現は可能であ
った。メダカやゼブラフィッシュといったモ
デル小型魚類の胚における発現誘導では、お
よそ 80 ミクロンまでは単一細胞レベルでの
誘導が可能なことを確認した(Shimada et al. 
Nat. Commun., 2013; Kimura et al. 
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 2013)。し
かし、ツメガエルの幼生においては、対象が
大きく、共同研究における遺伝子発現の部位
はさらに深くなり、単一細胞レベルでは不可
能となった。モデル植物においても、茎頂組
織内部など、複数細胞層を超える深部組織で
の発現誘導のニーズがあったが、発現誘導の
効率が極端に低下する事態となった。
IR-LEGO 法は、赤外レーザーを、顕微鏡を
通して生体組織・細胞に照射して局所的に加
熱することで熱ショック応答を誘導し、外来
遺伝子発現を誘導するが、生体組織の深部で
は、レーザー光の集光が不安定になり、再現
性が低下する。それ以前に、生体深部では標
的細胞像自体が「ぼけ」によって同定が難し
い。実はこの集光度低下と、像ボケは同じ要
因により起こると推定される。生体組織中に
は屈折率の異なる物質が分布しており、光の
波面を乱す原因となっているため、集光も結
像も同様に乱されることになる。従来の顕微
鏡設計や技術開発は、均質な媒質でできてい
ることが前提となっており、開発コンセプト
自体を変えなければならない。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、波面を乱す媒質の存在を
前提として、その乱れを検出し補償する機構
として、天文学（望遠鏡技術）で発展してき
た「補償光学」を顕微鏡技術に導入すること
で、生体深部の結像（観察像）のボケと、細
胞操作のための光の集光の改善を行うこと
を目的とした。その為に、生体に存在する屈
折率分布の特性を知り、それに合った補償光
学系を設計する。また、補償光学系導入によ
る像の改善の評価方法として、観察像は一般
に明視野像、蛍光像として検出できるので、
カメラによる撮像で評価できるが、IR-LEGO
法では、赤外線を集光させるためにカメラに
よる撮像は難しい。そこで、赤外光集光によ
る温度上昇の分布を評価することで集光度
改善を評価することとした。その為には、生

体内での温度計測技術に関しても同時に開
発する必要があった。 
 
３．研究の方法 
 初めに、生体内の屈折率分布を推定するた
めに、生体試料を位相差顕微鏡により観察し、
位相の変化をｚ軸方向で解析した。さらに、
ｚ軸方向深部における点像分布関数（PSF）
も解析した。これらデータを元にして、補償
光学系設計を行い、必要なデバイスのスペッ
クを決定し、まずは「観察」の改善を目的と
した光学系を構築した。 
 IR-LEGO 法は、入射系、つまり、集光度の
改善を必要とするため、天体望遠鏡技術では
使用されていない入射レーザー光の補償光
学系を構築することが必要となるが、基本的
に光学系では、方向が異なっても光の特性と
して同じふるまいとなるため、観察像の改善
はそのまま集光どの改善となる。そこで、観
察系に導入した光学系のカメラ直前のフー
リエ面に相当する部分から、平行レーザー光
を導入することで、集光も改善されるはずで
ある。赤外光の集光度はカメラでは検出でき
ないので、まずは、可視光レーザーにより集
光度改善を確認した。 
 赤外光の集光度評価のための生体内温度
計測系を確立するために、温度計測蛍光タン
パク質プローブの開発も進めた。 
 また、IR-LEGO の応用研究として、複数の
共同研究を進めながら、本技術のニーズをし
っかりと捉えることも行った。 
  
４．研究成果 
 生体内部に存在する屈折率の異なる媒質
の分布に関して、動物・植物を対象として解
析を行ったところ、特に植物における葉緑体
が大きな光の擾乱媒質であることを突き止
め、論文として光学系の専門誌に発表した
(Tamada et al. Int. J. Optomechatoroni., 
2014)。動物組織における評価として IR-LEGO
での応用で、およそ 50 ミクロンの深さでの
単一細胞遺伝子発現が可能であることをツ
メガエルにおいて確認した(Hayashi et al. 
Dev. Biol., 2014)。また、同動物において
さらに深部（100 ミクロン以上）においては、
深部に遺伝子発現させる為にはレーザーの
出力を上げる必要があり、これは逆に浅部に
おける過剰な加熱となり、特に照射中心軸部
分の細胞死を引き起こす事が分かった
(Kawasumi-Kita et al. Dev. Growth Differ., 
2015)。また、モデル植物であるゼニゴケに
おいても単一細胞レベルでの遺伝子発現誘
導が可能なことも確認した(Nishihama et al. 
Plant Cell Physiol., 2016)。 
 IR-LEGO 法は、基本的に遺伝子発現誘導のた
めに開発した技術ではあるが、赤外レーザー
の出力を適当なレベルで照射すれば熱ショ
ック応答を引き起こし、過剰なレーザー出力
を照射することで、細胞焼殺（レーザーアブ
レーション）も可能である。この場合におい



ても、単一細胞レベルでのアブレーション技
術は発生生物学分野においても有用である。
そこで、モデル動物であるゼブラフィッシュ
における単一細胞アブレーションがどの程
度の深さまで可能であるかを、共同研究で実
施し、およそ 100 ミクロンまで可能であるこ
とを、そして、短時間（ミリセカンド）の高
出力（80 mW）が有効であることが分かった
(Zeng et al. Biol Cell, 2016)。 
 温度計測プローブの開発に関しては、
IR-LEGO を開発した際には、蛍光タンパク質
である EGFP を利用し、相対温度上昇により
加熱状況を評価したが、今回は温度感度を上
げることと、絶対温度計測を可能にするため
に、レシオメトリックに計測する方法として、
蛍光強度の温度感受性の異なる2種類の蛍光
タンパク質を用いて、1 波長励起・2 波長検
出が可能な方法を開発した。これにより、赤
外レーザー照射に伴う急激な温度上昇をリ
アルタイムで計測する系を確立することが
できた(Nakano et al. PLoS ONE, 2017)。 
 補償光学顕微鏡光学系での入射レーザーの
集光度評価に関しては、可視光ではおよそ 2
倍の集光度改善が見られた。今後は、赤外レ
ーザーでの補償光学系の評価として、今回開
発した温度計測蛍光タンパク質プローブを
用いて評価し、IR-LEGO の高度化を達成した
い。 
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