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研究成果の概要（和文）：光と分子の相互作用を利用して，細胞や組織などの生体内の分子が持つ機能やそのダイナミ
クスを可視化する光イメージング技術・分光計測技術は，医学・生物学分野において重要である．特に，非線形光学効
果やラマン散乱という物理現象を利用することで，分子を標識することなくイメージングすることが可能である．本研
究では，顕微鏡技術を基盤とした疾患診断システムへの応用を目指して，高感度ラマン分光イメージングシステムの開
発を行った．さらに，種々の疾患モデルを用いた解析を行い，疾患にともなう生体の分子組成の変化を定量的に解析す
ることにも成功した．

研究成果の概要（英文）：Optical imaging technique enables us to reveal molecular dynamics and their 
function in cells and tissues. Especially, Raman spectroscopy and nonlinear optical effect are applicable 
to label-free imaging of target molecules, therefore it is promising tool for biomedical applications. In 
this study, we developed high throughput Raman imaging system for clinical diagnostics and successfully 
evaluated nonlinear microscopy for quantitative analysis of changes in molecular component on animal 
disease models.

研究分野： 医用光学

キーワード： 無染色イメージング　第２高調波発生　ラマン分光　非線形光学　ラマンイメージング　SHGイメージン
グ　診断
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１．研究開始当初の背景 
生体組織にコヒーレントな光源を照射した
際に，内在性分子が入射フォトンに対して，
非線形な応答を示すことは以前から知られ
ており，コラーゲンやミオシン，脂質などの
配向分子による第二高調波発生（SHG），第
三高調波発生（THG）や蛍光蛋白質の多光子
励起による蛍光発生を利用した分子イメー
ジング手法が開発されている．近年の技術革
新により，広帯域に渡って安定，高出力であ
る近赤外超短パルスレーザーや超高感度光
検出器が登場し，生体内の非線形光学現象を
容易に観測できるようになった．近赤外光励
起による非線形光学イメージングでは，組織
へのダメージが少なく，深部到達性に優れて
いる．また，シグナルは可視光領域に現れる
ため励起光との分離が容易で，既存の検出器
で高感度測定が可能である．多光子蛍光イメ
ージングは，基礎医学研究において強力な解
析ツールの一つであり，蛍光プローブの開発
研究も進んでいる．一方で，蛍光標識が困難
な生体分子の解析や，臨床診断などヒトへの
応用に関してはラマン分光法などを利用し
た，無染色イメージングの技術開発が必要不
可欠である． 
 本研究では，医療応用を目指して外在性の
プローブを用いずに目的の生体分子を可視
化するという観点から，内在性の生体分子に
よる高調波発生（SHG，THG），自家蛍光お
よびラマン散乱に着目した．ハイパーラマン
散乱は，線形ラマン散乱と比較してレイリー
散乱光や自家蛍光による妨害を受けにくい．
また，選択律に関しても有利で，赤外吸収活
性な化学種はすべてハイパーラマン活性で
あり，赤外・ラマン不活性でハイパーラマン
活性な振動モードも存在することが知られ
ている．しかしながら，内在性の生体分子に
よる非線形光学効果の報告例は少ないため，
ハイパーラマン散乱，SHG や THG，多光子
励起自家蛍光を含めた非線形光学現象の網
羅的解析とデータベース構築が必要である．
また，基礎研究で得られている知見を臨床診
断へ応用するためには，蛍光プローブを用い
た従来のイメージングと組み合わせた相補
的な解析が必要である． 
 
２．研究の目的 
医学・生物学分野において幅広く応用可能な
無染色イメージングを実現するため，生体に
無害な新規近赤外光源を用いて，光と分子の
相互作用から生ずるラマン散乱，高調波発生
および多光子励起自家蛍光などの生体分子
の非線形光学過程を網羅的に測定・解析する．
細胞周期，アポトーシスおよびがん化などの
指標となる内在性の生体分子からのシグナ
ルのみを効率よく検出するシステムを構築
し，生細胞や実験小動物を用いた in vivo 測
定による評価を行い，無染色のライブイメー
ジング手法の確立を目指す． 
 

３．研究の方法 
(1)自発ラマン・ハイパーラマンスペクトル
を測定するための高感度イメージング分光
システムの装置製作を行った．本システムは，
超高感度 EM-CCD 検出器および透過型 VPH グ
レーティングを搭載し，自発ラマン散乱のよ
うな極めて微弱な信号を検出するのに充分
なスループット性と波長分解能を確保する
ように設計した． 
(2)生細胞や組織を用いた評価に先立ち，532 
nm の CW レーザーを光源とした，電子制御波
長可変チタンサファイアレーザーを導入し，
生体関連分子のラマン散乱スペクトルを計
測することによって，システムの評価を行っ
た．また，スペクトルとイメージを同時に取
得できるようにするため，電動ステージを搭
載した． 
(3)ラマン分光システムの医療応用を見据え
て，疾患モデルとして卵巣摘出による骨粗鬆
症モデルラットの骨基質のラマン分光分析
を行った．パラフィン包埋組織切片の顕微ラ
マンスペクトル解析を行い，病理組織学的解
析および生化学的解析の結果との比較を行
った．また，既存の多光子励起顕微鏡による
in vivo イメージングの評価実験系を確立す
るため，脊髄損傷モデルマウスを導入し，生
きている個体の脊髄損傷の病態解析を同一
個体にて行った． 
(4)無染色イメージングの診断技術への応用
を見据えて，多光子励起顕微鏡システムを用
いた生体試料の定量的解析を行った．関節疾
患モデルマウスを用いて，関節軟骨のコラー
ゲン基質より発生するSHGシグナルを利用し
たイメージング解析を行った． 
４．研究成果 
(1) 高感度イメージング分光システムの装
置製作に関しては，450～900 nm の波長領域
で平均 0.87 nm の波長分解能を有し，80～90%
の透過率を実現した．また，既存の顕微鏡シ
ステムとの融合に関しては，まず広視野蛍光
顕微鏡に高感度イメージング分光システム
を取り付けることによって，倒立顕微鏡ステ
ージ上で試料のラマン散乱スペクトル，蛍光
スペクトルおよびイメージングの測定が可
能となった． 
(2)電動ステージを搭載することによって，
スペクトルとイメージを同時に取得する「ハ
イパースペクトラルイメージング」も可能と
なった．将来的には，生体試料の網羅的解析
によって励起波長などの具体的な仕様を計
測ターゲットごとに決定していくことで，多
光子蛍光顕微鏡による非線形光学イメージ
ングとラマン分光分析の組み合わせによる
解析プロセスの効率化やさまざまな相乗効
果が期待される． 
(3)骨粗鬆症モデルラットの骨基質のラマン
スペクトル解析の結果，正常ラットの骨基質
との比較において，コラーゲンを主とする骨
基質中の有機質成分に有意な変化があるこ
とが明らかになった．これらに関連するラマ



ンピークが，骨粗鬆症に起因する骨基質の脆
弱性や骨折リスク評価の新しい指標となる
ことが期待される． 
(4)関節軟骨の SHG イメージングによって，
軟骨基質におけるコラーゲンの分布や形態
を可視化することに成功した．さらに，定量
的解析法を適用することによって，従来の病
理組織学的な特徴をもとに分類した関節疾
患の病態や組織編成の程度を数値的に表現
できる可能性が示唆された．  
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