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研究成果の概要（和文）：本研究は生体組織の構造を深部まで可視化する蛍光色素の開発を目的とした。そこで蛍光分
子の蛍光波長が周囲の環境に応じて変化する「ソルバトクロミズム」を利用した。本研究では、組織深部を可視化する
技術の改良と新奇蛍光色素の探索及び設計に取り組んだ。イメージング技術の改良では、(1) 組織の簡便な透明化法の
確立、(2) 透過型液晶素子による収差補正装置の開発、(3) 多点走査高速多光子顕微鏡法の改良、(4) 麻酔下マウス皮
膚の非侵襲観察法の確立を実施した。最終的に、新たに開発した蛍光色素をマウス皮内に投与し、麻酔下マウスの皮膚
構造を３次元的に可視化することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is development of novel fluorescent dye which visualizes 
structure of tissue even at deep region. We took the advantage of "solvatochromism", the ability to 
change color depending on the environment of the dye. In this study, we improved imaging techniques to 
observe deeper region of tissue in animals and explore and design novel fluorescent dyes. Regarding 
improvement of imaging techniques, (1) establishment of simple clearing protocol for tissue observation, 
(2) development of transmissive liquid crystal devices correcting optical aberrations, (3) improvement of 
high-speed multiphoton microscopy using a multipoint-scanning method, and (4) establishment of 
non-invasive skin imaging in an anesthetized living mouse were carried out. Finally, by intradermal 
injection of novel developed fluorescent dyes, it was succeeded to visualize three-dimensional structure 
of skin in a living mouse.

研究分野： バイオイメージング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) レーザー顕微鏡は、医学・生物学の基礎
研究に必須の技術となっている。先端的レー
ザー顕微鏡技術である多光子顕微鏡は、生体
へのダメージが少なく、透過性が高いことか
ら、生きた個体の深部を観察可能な技術とし
て注目を集めている。当研究室は、多光子顕
微鏡による組織深部観察の高い技術を有し、
研究開始当初において、麻酔下のマウス脳の
大脳皮質全域から海馬ＣＡ１領域にかけて
の可視化にも成功していた（Kawakami R et 
al., Sci. Rep. 2013）。このように多光子顕
微鏡を用いることで生体深部の観察が可能
となるが、血中への蛍光色素の投与などの一
部の例を除いて、その多くが蛍光タンパク質
を発現する遺伝子組換え動物による基礎研
究の結果であった。蛍光タンパク質の利用は
基礎研究では非常に有用であるが、ヒトの組
織を用いた研究や臨床応用においては、倫理
面などから困難である。そこで私は、組織深
部の構造を外部から染色可能な蛍光物質を
開発することにより、多光子顕微鏡を検査・
診断にも応用するための道を拓くことがで
きると考えた。 
(2) 生物学研究によく用いられる蛍光物質
の一部は、注射などにより組織深部に注入す
ることは可能であるが、蛍光色素の単なる拡
散だけでは、組織内の構造を反映した染色と
はならない。一方、特定のオルガネラに局在
する色素や免疫染色のような特異的染色で
は、組織構造全体を描き出すことはできない。
組織内の様々な微細構造を蛍光物質によっ
て描出するためには、組織毎の様々な状態を
区別可能な染色方法が必要となる。 
(3) 「ソルバトクロミズム」は、分子周囲の
環境に応じて分子内のエネルギー状態が変
化し、放出される蛍光波長が変化する現象で
ある。ソルバトクロミズムを呈する蛍光色素
により組織深部を染色できれば、組織の環境
を反映して蛍光波長が変化することが期待
され、組織の構造を捉えられる可能性がある。
我々は、この考えに基づき、予備的検討とし
て図１の蛍光有機化合物による組織染色に
ついて検討した。ブタ皮膚断面をこの物質に
よって染色した所、部位特異的な蛍光の放出
が確認された（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 実用的に組織の深部観察に蛍光色素を
用いる際には、もっとも大きな問題となるの
は、蛍光色素の組織浸透性である。蛍光を発
するためには、有機化合物の構造中のπ電子
共役系の広がりが重要であるため、蛍光分子
はかさ高い分子となっていることが多く、そ
のために組織浸透性が悪い。しかしながら、

図１に示した蛍光分子は、全体としてはかさ
高くなっているものの、発色団のみの構造は、
多くの市販の蛍光分子に比べると比較的コ
ンパクトな構造となっている。加えて、分子
全体としては両親媒性の構造を有するので、
組織外液や緩衝液への溶解性を保ちながら、
組織浸透性を高めることが可能であると期
待された。 
 
２．研究の目的 
(1) 上述の特長から、化合物１の発色団の構
造を基本構造にして側鎖を変化させること
で、組織浸透性の高い実用的な染色試薬とな
り得ると考えられた。そこで本研究では、組
織構造に応じて蛍光波長が変化する化合物
１を基本に、組織染色性が高く実用に足る新
奇蛍光色素の開発を目指すこととした。 
(2) また、目的となる蛍光色素の候補を評
価・選定する際、そのような化合物により組
織の深部までを染色できたとしても、評価す
るためには、組織の深部を明瞭にイメージン
グする技術が必要となる。そこで、本研究に
おいては、組織深部のイメージング技術につ
いても並行して改良を進め、蛍光物質を外部
から導入しての組織深部の観察における問
題点を、観察技術の面からも克服することも
含めて研究を行なった。 
(3) イメージング技術の改良としては、①組
織の持つ複雑な屈折率からの影響を低減す
るための手法、②生体観察時の体動の影響を
最小限にするために必要となる高速な画像
取得法、③生体の皮膚内部を３次元的に安定
的にイメージングするための方法、の３つに
ついて検討を行なった。 
 
３．研究の方法 
(1) 組織深部のイメージング技術開発に関
する方法について、以下に示す。 
① 組織の持つ複雑な屈折率から影響を低減
するための手法として、透徹処理と収差補正
の２つのアプローチで行なった。透徹処理に
は、2,2'-thiodiethanol（TDE）を利用した。
収差補正には透過型位相変調液晶素子を用
いた。球面収差、コマ収差（０度、９０度）、
非点収差（０度、４５度）の計５成分につい
て、各々の成分に相当する波面を形成できる
液晶素子を作製した。これらの素子を多光子
顕微鏡の対物レンズ直前に取り付け、屈折率
を調整したアガロースに蛍光ビーズを包埋
した試料を評価に用いた。 
② 生体観察時の体動の影響を最小限にする
ために必要となる高速な画像取得法として
は、スピニングディスクによる多点走査方式
の多光子顕微鏡法を用いた。励起光には、Yb
ベースレーザーである femtoTRAIN（スペクト
ラ・フィジックス社）を用いた。多点走査を
実現するためには横河電機社の CSU-X1 を
ベースとして、内部のスピニングディスクを
改良した物に交換して用いた。顕微鏡筐体は
オリンパス社 IX-71を用い、対物ピエゾ駆動

図１ 化合物１の構造式 
図２ 化合物１で染色
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装置としてピー・アイ社製 P-721を、蛍光の
検出にはアンドール社の Neo または
iXon-Ultraを用いた。 
③ 生体皮膚観察時には、マウスをペントバ
ルビタール（腹腔投与）またはイソフルラン
（吸入投与）により麻酔した。麻酔下のマウ
ス皮膚をガラスボトムディッシュに押し当
てながらリング状のマグネットと厚紙で挟
み、顕微鏡ステージに固定することにより安
定に保持し、多光子顕微鏡にて観察した。 
(2) 蛍光色素の開発と評価については、以下
の方法により実施した。 
① ソルバトクロミズムを有する化合物１の
側鎖を変化させた６種の化合物について、組
織染色時の特性を調べた。用いた化合物は図
３に示した。検討にはスペクトルディテク
ターを装備した多光子顕微鏡を用い、試料に
はブタ皮膚を使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 検討結果を踏まえて、新たな候補化合物
を設計・合成した。候補化合物については多
光子顕微鏡を用いた生体皮膚観察法により
評価を行なった。蛍光物質の投与は皮内注射
によって行ない、麻酔下マウスの皮膚組織内
を多光子顕微鏡の対物レンズ下で保持して、
皮膚表面から直接観察を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) 組織のイメージングにおいては、組織の
持つ複雑な屈折率によって集光が乱れる。こ
の解決方法の一つとして、浸透性が高く組織
構造や蛍光物質に影響を与えない溶媒に浸
漬する透徹化処理がある。我々のグループは、
透徹剤として TDEを用いることで、摘出した
組織の散乱を抑え、組織深部を明瞭に観察す
る方法を確立した。この方法を多光子顕微鏡
を組み合わせ、摘出固定脳を３次元構造を
保ったままでの観察に成功した（Aoyagi Y et 
al., PLoS ONE 2015）。 
(2) 組織深部の観察では、対物レンズ浸液の
屈折率と組織内部の屈折率差から様々な収
差が生じて集光が劣化し、明るさや分解能の
低下を招く。本研究では、透過型位相変調液
晶素子を利用した収差補正素子を開発し、多
光子顕微鏡の対物レンズ直前に挿入して、球
面収差の補正に成功した（Tanabe A et al., 
Proc. SPIE 2015, Tanabe A et al., J. Biomed. 

Opt. 2015）。例として、蛍光ビーズ測定では、
屈折率 1.42の媒質中、深さ 600μmの深さに
おける球面収差を補正し、ほぼ表面近傍と同
様のビーズ像が得られた（図４）。また、摘
出組織の観察においてもこれを適用し、収差
の補正に成功した。更に、同様に透過型位相
変調液晶素子を用いて非対称収差の補正装
置も開発し、補正効果を確認した（Tanabe A 
et al., Proc. SPIE 2016）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) ３次元的な生体観察では、焦点面をずら
しながら多数の光学断層像を取得する必要
があるため、より高速なイメージング法が求
められる。本研究では、高速に光学断層像の
取得が可能な、スピニングディスク式多点走
査型多光子顕微鏡の改良にも取り組んだ。高
出力かつ低繰り返し周波数の Yb ベースレー
ザーを導入することにより、ビーム径を拡大
しても十分な輝度の確保が可能になり、視野
の拡大に成功した（図５、Otomo K et al., 
Anal. Sci. 2015）。更にこの高速多光子顕微
鏡を麻酔下マウス皮膚内の観察に用いた。蛍
光色素を血中に投与しての観察では、100 フ
レーム／秒での高速観察を実現した（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 本研究では、生体皮膚を表面から非侵襲

図３ 側鎖を様々に変化させた化合物の構造式 
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図５ 改良したスピニングディスク式多点走査型多

光子顕微鏡による、培養細胞アクチン線維の高速３次

元ライブ観察像。 

図４ 球面収差補正の結果 
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図６ スピニングディスク式多点走査型多光子顕微

鏡による麻酔下マウス皮膚内血流の高速観察。 
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で３次元的に観察する手法の開発も行なっ
た。まず ROSA26H2BEGFPマウスと体毛の無い
HR1/Hos マウスを交配することにより
「H2BEGFP ヘアレスマウス」を樹立した。更
に観察時の体動を軽減するための保定方法
として、リング状のマグネットと厚紙を用い
た方法を確立した。麻酔下の H2BEGFPヘアレ
スマウスに、確立した保定方法を適用して多
光子顕微鏡で観察を行なうことにより、様々
な部位の皮膚の３次元ライブイメージング
を可能にした（図７）。この方法を用いた観
察により、表皮基底細胞の細胞分裂の様子を
３次元的に捉えることに成功し、その分裂方
向を解析したところ、斜め方向の分裂の割合
と表皮の厚さに相関があることが明らかと
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 組織を染色する蛍光物質を検討するた
めに、まず化合物１を用いたブタ皮膚の染色
を行ない、組織構造毎の蛍光スペクトル変化
について、スペクトルディテクターを備えた
レーザー顕微鏡を用いて詳細な解析を実施
した。その結果、組織の部位に応じた蛍光波
長特性の変化の詳細が明らかとなり、疎水性
の角質層は長波長蛍光を、親水性の細胞内部
は短波長蛍光を発していた（図８）。この結
果は、組織構造の疎水性と親水性の分子環境
の違いを反映したスペクトル変化を示して
いると考えられ、この蛍光物質と分光イメー
ジングの組み合わせによって、表皮の中の分
子環境を反映した組織構造の描出が可能で
あることが確かめられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(6) また、多光子顕微鏡での利用可能性に
ついて、化合物１を用いて染色したブタ皮膚
を用いて確認した。その結果、励起波長 960 nm
によって２光子励起蛍光を取得することが
可能であり、皮膚の組織構造を捉えることに
成功した。この際、細胞の核は染色されてい
なかったが、蛍光核染色試薬である Hoechst 
33342 と併用することによって、細胞核の構
造も描出することも可能であった（図９）。
組織染色の方法として病理標本の評価など
で標準的に用いられている方法にヘマトキ
シリン－エオシン（HE）染色が挙げられるが、
細胞の核と組織の構造の両方を描出できる
この方法は、これまでの HE 染色による組織
形態の評価との比較の上でも重要であると
考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(7) 次に、発色団の基本構造の側鎖を変化さ
せ、特に側鎖のかさ高さが、波長特性、輝度、
組織浸透性等に与える影響について検討し
た。側鎖を様々に変えた化合物２～７を用い、
側鎖の違いが蛍光スペクトル等に与える影
響を検証したところ、いずれの化合物を用い
た場合においても皮膚構造を描出できた。ス
ペクトルディテクターにより表皮の構造と
蛍光スペクトルのピーク波長の関係を調べ
たところ、側鎖の構造はほぼ影響せず、組織
の染色パターンにも大きく影響を与えてい
なかった。一方で、側鎖がかさ高くなると、
染色の際に用いる溶媒への溶解性が悪くな
る傾向がみられた。また、今回の実験条件の
中では、化合物１～７は組織浸透性が殆どな
かった。従って、組織内の 3次元イメージン
グに適用するためには、組織浸透性を高くす
るように構造を改良する必要があった。以上
から、側鎖部分の構造変更により、組織構造
に依存して波長が変化するという特性を損
なうことなく、分子全体のかさ高さを抑える
ことが可能であり、組織浸透性を高められる
可能性が示唆された。 
(8) 組織浸透性を高めるため、化合物１の側
鎖部分をコンパクト化することが必要と考
え、化合物８および９を候補化合物としてデ
ザインし、合成方法についての検討を行なっ
た（図１０）。 

  

図７ 麻酔下の H2BEGFPヘアレスマウスの、様々な部

位の皮膚の３次元ライブイメージング。 
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図８ 化合物１によるブタ皮膚染色像と各領域の蛍光ス

ペクトル 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

500 550 600 650 700

蛍
光
強
度

 

波長 (nm） 

■SC1 
■SC2 
■SP1 
■SP2 
 

図９ 化合物１でのブタ皮膚の多光子顕微鏡像（左）

と Hoechst33342による蛍光像との重ね合わせ（右）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(9) 化合物８、９をマウス皮膚の生体イメー
ジングに適用した。これら化合物を H2BEGFP
ヘアレスマウスに皮内注射し、正立型多光子
顕微鏡を用いて麻酔下での直接観察を行
なった。化合物８は 900 nm 程度の励起波長
を用いることで２光子励起することができ、
580 nm付近をピークとする蛍光スペクトルで、
表皮基底細胞の形質膜が染色されていた。更
に、タイムラプス観察を行なうことにより、
表皮基底細胞が細胞分裂する様子を明瞭に
可視化することにも成功した（図１２）。化
合物８による染色では、形質膜以外の部分は
殆ど蛍光を発していないようであり、また表
皮顆粒層のタイトジャンクションを越えて
いないようであった。一方、化合物９の場合
には、化合物８とは異なり、形質膜だけでな
く細胞内も粒状に染色されており、またタイ
トジャンクションを越えて表層付近の細胞
も染色されていた（図１３）。化合物９にお
いては、形質膜の蛍光のピークはおよそ 580 
nm付近であり、細胞内の蛍光のピークはおよ
そ 600 nm と、部位に応じて蛍光波長の特性
が異なっていた。以上の様に、本研究では、
多光子顕微鏡による３次元的な組織構造を
描出する化合物の開発に成功した。 
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