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研究成果の概要（和文）：脳の機能は、脳組織内における分子やイオンの伝達により支えられており、それら全
ての動きはそれを溶かす脳内の水の動きにより制御されていると考えられます。よって、脳機能の理解には脳組
織内の水の動きを見て理解することが必要となりますが、これまでの方法では可視化研究することが困難でし
た。本研究では、このような技術的な困難を、誘導ラマン散乱という顕微鏡技術を開発・応用することで乗り越
え、脳組織の中の水の流れを細胞レベルで初めて可視化し記述することに成功しました。

研究成果の概要（英文）：The functions of the brain are supported by the transmission of molecules 
and ions within brain tissue, and it is believed that their dynamics are regulated by the movement 
of water inside the brain. Therefore, understanding brain function requires observing and 
comprehending the movement of water within brain tissues. However, conventional methods can hardly 
achieve this goal. In this study, we successfully overcame such technical difficulties by developing
 and applying a microscopy technique called stimulated Raman scattering (SRS) microscopy, which 
enabled us to visualize and describe the flow of water within brain tissue at the cellular level for
 the first time.

研究分野：薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の意義は、手法の開発とその応用から得られた知見の二つにある。まず、手法という観点からは、本
研究にて、これまで生命科学では用いられることがほとんどなかった誘導ラマン散乱顕微鏡を脳科学研究用に開
発し、応用した。これまで用いられてきた蛍光・発光顕微鏡とは異なる情報を可視化できるものとして、脳科学
全般の推進に貢献できるものと期待される。また、脳内水動態に関しては、病気との関連が示唆されながらこれ
まで解析できなかった。今回の知見から水の特殊な性質が明らかになり、今後の生理学・病態生理学・薬理学な
どの発展に独自の観点から貢献することができるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
「生理活性を規定する分子の動態・挙動」というとき、これまでは専ら個々の溶質分子につい
ての研究がなされてきた。しかし、全ての溶質の組織内における時空間的な分布は、その流入・
排出を司る細胞内外の水の流れに規定されている。つまり、それら溶質分子群の挙動は組織内水
分子の動態の支配下にある。よって、組織内における生理活性物質、病態関連因子、そして薬剤
など、その全ての挙動、そしてその活性の理解には、それらの分子自体の性質の理解では不十分
であり、組織内の水の動態の理解が必要不可欠である（図 1）。実際、近年、脳組織内における水
動態が脳の生理・病態生理機能に重要な役割を果たすという仮説が提唱され、大きな注目を集め
ている。しかしそのような重要性にもかかわらず、水分子の動態は観測の困難さからこれまで検
証できず、解析法の開発
とその応用による解析
が渇望されてきた。 
 
 水分子の動態の観測
が困難であるのは、水分
子のサイズが小さいた
め、通常生命科学研究で
行われる、蛍光色素によ
る標識とその後の蛍光
顕微鏡による可視化と
いう戦略をとることが
できないことが理由で
あった。ここで、蛍光検
出以外の可視化方法として、ラマン散乱を利用したラマン散乱顕微鏡がある。ラマン散乱顕微鏡
は、分子内に存在する官能基の振動数に応じたラマン散乱を検出する顕微鏡法であり、よってサ
イズの大きな標識を要さない（図 1）。生体内では多くの生理活性物質が官能基を共有するため、
特定の分子の検出・可視化は困難であるが、水分子が生体組織の 70％ほどの重量を占め、よっ
て生体に存在する水酸基の圧倒的大多数を占めることから、生体試料の O-H ラマン散乱シグナ
ルの可視化により水分子を特異的に検出できることが我々の研究から明らかとなっていた
（Nuriya et al. JPCA, 2019）。更に、ラマン散乱が官能基の振動数の可視化法であることを鑑みる
と、化学的性質が類似しながら質量数の異なる同位体の導入により官能基の振動数が変わるた
め、同位体の導入を「ラマン標識」と捉え、特異的な検出も可能となると期待される。実際その
利用により、重水（D2O）と軽水（H2O）を区別し、その動きを培養細胞で捉えることができる
ことが我々の研究室から報告されている（Ibata et al. Biophys. J. 2011）。これらの研究を実現した
のは、シグナル強度が非常に低いというラマン散乱顕微鏡の問題の克服を実現した、近赤外光の
多光子現象を用いる非線形ラマン散乱顕微鏡であった（図 1）。重要なことに、このような近赤
外光の多光子現象を利用した顕微鏡は、脳科学研究の発展に大きく寄与した 2 光子励起蛍光顕
微鏡と同じく、高い組織透過性と 3次元空間分解能、そして低侵襲性といった、組織観察に最適
な長所を持つと期待された。つまり、この解析系を脳組織に応用することで、脳組織内での水の
可視化が可能となると期待された。 
 
２．研究の目的 
上記の背景を踏まえ、本課題では組織透過性の高い近赤外光を用いた多光子顕微鏡技術であ
り、分子同定能を持つラマン散乱の欠点であった感度の低さを克服した非線形ラマン散乱顕微
鏡によるケミカルイメージングを用いることで、組織における水の状態と動態の初の可視化解
析を行うことを目的とした。更に、非線形ラマン散乱と同時に蛍光分子の多光子励起を起こすこ
とで、これまで主に用いられてきた溶質分子の動態を同時に可視化し、新たな手技による新たな
知見をこれまでの手法・知見と対比して検討することを試みた（図 1）。 

 
これまでの研究から、非線形ラマン散乱顕微鏡を用いることで、生きた細胞での水動態の可視
化が可能であることが示されたが、生きた脳組織内での可視化は行われていない。本研究では、
生きた脳組織における非線形光学顕微鏡を用いたイメージング解析を行ってきた実績に基づき、
非線形ラマン散乱顕微鏡を脳組織深部における水動態の解析に応用することを試みた。非線形
ラマン散乱顕微鏡としては、既に導入されていたコヒーレントアンチストークスラマン散乱
（Coherent anti-Stokes Raman scattering: CARS）に加え、誘導ラマン散乱（stimulated Raman 
scattering: SRS）の導入と応用を試み、最適な手技をもって脳組織内の水と溶質の可視化を試み
ることとした。 

 
このようにして解析を試みる脳内水動は、そこに溶ける生理活性物質全ての動態を制御し、各
生理活性物質それぞれが持つ物理化学的性質と組み合わさることで、脳の生理・病態生理・薬理



学的な性質を規定することとなると考えられる。ここで、生理活性物質は低分子量のものが多く、
中でも薬剤は過半数が分子量 500以下であり、これらは水分子同様、蛍光ラベルによる可視化解
析が適用できず、動態の多くが謎に包まれている。水の可視化にて開発と応用を試みる非線形ラ
マン散乱顕微鏡はこれらの可視化にも応用できると考えられた。つまり、蛍光標識ではなく、重
水がそうであったように、重水素などの導入により特異的なラマン散乱を持たせることで、この
ような低分子量生理活性物質の可視化も可能になると期待された。そこで本研究の最後に、「重
水素ラマンタグ」を持つ、蛍光色素の標識ができない低分子量生理活性物質の可視化研究を試み
た。 
 
３．研究の方法 
本研究では、培養細胞レベルで行ってきた CARS 顕微鏡による水動態観察系（Nuriya et al., 

JPCA, 2019）を脳組織の観測系へと応用・展開し、脳組織における細胞内外水の挙動を、溶質の
動態と共に可視化し、その細胞生物学的機序と制御に関しての解析を行う。研究にはマウス大脳
皮質より調製する急性脳スライスを用いる。これを非線形ラマン散乱顕微鏡に設置のチャンバ
ーに移し、37℃を維持した条件下で非線形光学顕微鏡を用い、水分子を非線形ラマン散乱により、
細胞構造と溶質を 2光子励起蛍光により、同時に可視化する。静的な観測による水の分布に関す
る知見に合わせ、多光子顕微鏡の長時間観測能を活かし、組織内における水の動態の観測を行う。
このため、通常の水素原子（H）を重水素（D）に変換することで、水の分子振動に大きな変化
を起こし、ラマンシグナルの変化として水分子の変化を捉える。高時空間分解能でライブイメー
ジングを行い、O-H、または O-D振動モードでの観測によるシグナル変化から組織内水動態のケ
ミカルイメージングによる解析を行う。 
 
 可視化に用いる非線形ラマン散乱顕微鏡としては、既に設置・稼働していた CARS 顕微鏡装
置に加え、その改変により、SRS顕微鏡システムを導入し、用いた。どちらにおいても、ピコ秒
超短パルスレーザーを基に、OPO（Optical Parametric Oscillator）でレーザー出力の一部の波長を
変換し、これらのエネルギーの差が丁度 O-Dまたは O-H振動モードのエネルギーに対応するよ
うに調整した。これらのレーザー光を同期させて顕微鏡に導入し、試料に照射の上、これを走査
して SRS シグナル、CARS 光、そして同時に発生する 2 光子励起蛍光シグナルを選択的バンド
パスフィルターで取得し、組織深部における高時空間分解能での観測を実現した。ます、2－4週
齢の動物から調製する通常の急性脳スライスを用いて可視化法を最適化し、基本的な水動態の
解析を行った。その後、更に幼若な動物（10日齢程度）から調整した脳スライス、或いは脳虚血
モデルとして、通常動物から調製した脳スライスを酸素・グルコースを欠如した細胞外液内にて
保持したものを用い、色素と水の動態の変化を解析した。 
 
最後に、同じ観測システムを用いて、ラマンタグされた他の生理活性物質の可視化を試みた。
最初の対象として、重水素置換された麻酔薬プロポフォールを選定し、用いた。これを分散培養
した初代培養ラット海馬神経細胞に投与し、細胞内における局在の直接的な可視化を試みた。 
 
４．研究成果 
最初に、水の可視化を実現するコヒーレントラマン散乱顕微鏡の開発を進めた。既存の CARS
顕微鏡システムを用いて脳組織内における水の可視化を試みたところ、実際に脳組織深部にお
いて、O-H振動の可視化により水分子の可視化ができることが明らかとなった。更に、用いる脳
組織をアストロサイトを選択的に染色する色素（sulforhodamine 101: SR101）で染色したところ、
CARS に用いるピコ秒超短パルスレーザー照射により、SR101 を励起し、その蛍光シグナルを
CARSシグナルと同時に可視化できることが明らかとなった。一方、SR101の蛍光シグナルのス
ペクトルが幅広く O-Hの CARS シグナルと一部被ってしまうことから、これらを完全に切り離
しての計測が困難であることが明らかとなった。そこで次に、蛍光と同様に特定の波長の光を検
出する CARS とは異なり、ラマン散乱発生による励起光の変化を捉えることでラマン散乱シグ
ナルを検出する SRSの導入を行った。東京大学小関泰之教授との共同研究により CARSシステ
ムを SRS に改変し、SRS による水の観察ができることを確認した。更に、SRS と同時に蛍光色
素の 2光子励起を起こし、そのシグナルを検出する、マルチモダル多光子顕微鏡システムの開発
に成功した。これを利用することにより、マウスから調製した大脳皮質の急性脳スライスにおい
て、水の SRS シグナルと共に、細胞の形態および溶質としての蛍光色素の蛍光シグナルを独立
かつ同時に検出することに成功した。ラマン散乱と蛍光のシグナルの夾雑を回避でき定量的な
検証をより安全に行うことができるため、本研究では、この SRS マルチモダル多光子顕微鏡シ
ステムを用いて水および他のラマンタグ分子の可視化を行うこととした。 
 
このマルチモダル多光子顕微鏡システムを用い、脳スライス内での水と溶質の挙動の解析を
試みた（Shinotsuka et al., Cell Reports Methods, 2023）。まず、このシステムを用いることにより、
SRS により水を脳組織深部において高い空間分解能で検出でき、同時に脳組織に導入した蛍光
色素を 2 光子励起し蛍光シグナルを検出できること、更に重水と軽水を SRS により容易に区別



できることも確認した。そこで、灌流液を介して脳組織に重水と蛍光色素を導入し、それを経時
的に観察することで、脳組織内への水と蛍光色素の拡散を捉え比較することを試みた。これによ
り、水分子（D2O）および蛍光色素（Alexa Fluor 488）が脳組織の外から組織内へと浸透して行
く様子を捉えることに成功した（図２A）。タイムラプスイメージングで得たシグナル強度の経
時的な変化を、脳組織内の様々な部位において解析し、定量的な評価を試みた（図２B）。する
と、水分子は蛍光色素に対して有意に早く、そしてより多く浸透して行くことが明らかとなった
（図２C, D）。更なる詳細の解析から、蛍光色素が細胞内には入れずに細胞外空間のみを通って
脳組織に浸透して行くのに対し、数十秒という今回の計測の速度においては、水分子は細胞内外
を問わず均一に浸透して行く、という水分子独自の脳内動態が明らかとなった。 

 

 
 
通常の脳組織における水の動態の可視化解析に成功した後、脳組織の変化が起こる状況が水
動態へ及ぼす影響についての検証を試みた。脳の発達段階において、脳の細胞外空間が狭くなる
ことが知られており、実際、３週齢（3w）では１週齢（1w）に比べて色素の流入が減弱してい
ることが確認された（図 2F）。一方、その条件下でも水の流入には変化が無いことが分かった（図
２E）。更に、虚血モデル（oxygen glucose deprivation: OGD）条件下において、やはり、蛍光色素
の流入が大幅に減弱するのに対し（図２H）、水は変化なく流入することが明らかとなった（図
２G）。以上の結果は、脳組織内における水の動態は変化に対して非常に安定なものであり、色
素とは全く異なる特徴を持つものであることを示している。これらの結果は、近年注目を集めて
いる脳内における水動態の理解のためには、これまで用いられてきたような蛍光色素による間
接的な観測からの類推は必ずしも適当ではなく、水を直接見ることが必要不可欠であることを
示唆するものとなった。 
 
 上記のようにして明らかとなってきた脳内の水動態は、そこに溶けて運ばれる溶質である生
理活性物質の動態を制御すると考えられる。そこで本研究の更なる展開として、生理活性物質の
直接の可視化を試みた。多くの生理活性物質は分子量が小さく、蛍光標識による蛍光観察が適用
できないが、水分子と同様に、ラマン散乱で特異的に検出できるラマンタグと非線形ラマン散乱
顕微鏡を用いることで可視化できる可能性がある。そこで、臨床的に非常に重要な麻酔薬である
プロポフォールに着目し、重水素置換されたプロポフォールの可視化を試みた（Oda et al. iScience, 



2022, Zhong et al. STAR Protocols, 2023）。分散培養海馬神経細胞を形態マーカーとなるカルセイ
ンで染色し、そこに重水素置換プロポフォールを投与し、それを上記のマルチモダル多光子顕微
鏡装置にて観察した。すると、２光子蛍光励起（2PE）により可視化された神経細胞の細胞膜か
ら特異的なラマン散乱シグナル、つまり重水素置換プロポフォールを検出することに成功した
（図３A）。この分布は細胞膜全般にわたるもので（図３B）、分子標的とされる GABAA受容体特
異的ではないことから、薬剤はまず細胞膜に分布し、その中における動きの中で標的分子に結合
して作用を発すると予想された。更に、重水素置換プロポフォールで染色した神経細胞の細胞外
液をプロポフォール無しの灌流液の灌流により洗い流し、その過程を継時観察し、SRSシグナル
強度の変化を解析したところ、プロポフォールが速やかに細胞から遊離して行く薬剤分布の経
時変化の観察に成功した（図３C）。これらの結果は、プロポフォールの微視的薬物動態の一端を
明らかにするとともに、この戦略を用いることで分子量の小さな他の生理活性物質の細胞・組織
内での分子動態の解析に用いることができることを期待させるものとなった。 
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