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1.　生体機能の分子機構解明

生命科学や医療の分野において，細胞や体内組織で分子の

空間濃度分布を観測することは，非常に有用である．なぜな

ら，様々な生命現象や機能を明らかにするには，機能に関わ

る分子の局在を知ることが不可欠だからである．実際，薬や

化粧品の成分が生体内のどこにどの程度分布するかを観察す

ることで，効能や副作用に関する重要な手掛かりを得ること

もできる．薬剤に限らず，変性タンパク質やがん細胞といっ

た周囲の正常細胞とは異なる細胞が検出できれば，医療の現

場に新たな診断手法を提供することにもなる．

共焦点レーザー顕微鏡や多光子励起顕微鏡の普及，さらに

は近年急速に発展した超解像技術など，新規の測光原理にも

とづく光学顕微鏡の出現は，広く生命科学領域全体に多大な

貢献をもたらしてきた．蛍光顕微鏡では，分子を同定するの

に蛍光抗体法など，蛍光分子で標識する方法に頼ってきた．

我々のグループでは，蛍光標識では可視化が難しかった生

体中の小分子（吸入麻酔薬分子，ステロイド分子，アミノ酸

およびアミノ酸誘導体，ビタミン類など）の局在分布を画像

化することを目標に技術開発を行っている．

たとえば，セボフルランをはじめとする，医療現場で常用

されるガス麻酔は，経験則によって使用されている 1）．なぜ

ガス麻酔により神経信号の伝達機能が抑制され，再び回復す

ることができるのか，その分子レベルでの機構はいまだ解明

されていない 2）．その理由の一つに，麻酔ガスそのものの局

在を明らかにする観測手法が知られていなかったことが挙げ

られ，このことが生体中での小分子薬剤の濃度分析を可視化

する強い動機づけとなっている．

2.　ラマン散乱顕微鏡

近年，急速に発達してきたラマン散乱による顕微イメージ

ングは，観察対象をありのままの状態で観察できることが最

大の特長である．我々の観察対象とする分子の多くは原子が

十数個程度の小分子であり，より大きな蛍光色素分子を標識

として付けることで，本来の機能を損なうおそれがある．ラ

マン散乱顕微鏡では，レーザーで励起した観察対象分子から

放出される信号光の周波数を分析することにより特定の分子

振動を同定する．そのため，蛍光標識などを付けずに，特定

の分子が顕微鏡の視野内でどこに局在するかを検出できる．

このラマン散乱顕微鏡の技術開発は海外のみならず，日本国

内でも優れた成果がうみだされている 3,4）．

3.　コヒーレントラマン散乱顕微鏡

ラマン散乱顕微鏡には，大きく分けて自発ラマン過程とコ

ヒーレントラマン過程を用いた 2 種類あるが，特に後者は前

者に比べて，信号強度が強く励起強度を下げられることから，

生体試料の損傷を避けることができるなどの長所を有してい

る 5,6）．コヒーレントラマン散乱顕微鏡についても多くの解

説記事があるが 7～9），ここにその特長をまとめてみよう．

 ・ 非破壊・非接触測定で，分子構造の特定も可能である

 ・ 大気中常温で水分を含む試料にも適用でき，試料の前処理

が不要

 ・ 特に奥行き方向にも光の波長程度の空間分解能を持ち，試

料深さ方向の分布測定により 3 次元画像も構築可能

 ・ 信号光波長が入射光よりも短いため，蛍光性試料でも観察

可能

 ・ 高速撮像も可能，ビデオレートでの動画も報告されている

コヒーレントラマン過程は，周波数の異なる 2 本のレー

ザー光を分子に同時に照射し，2本のうなりの周波数（2本の

レーザー光の周波数差）を分子の持つ固有な振動の周波数に

合わせることで，分子を強制的に振動させる．強制的に振動

を引き起こされた分子に，3 本目のレーザー光を照射すると，

入射した光の周波数と分子振動周波数との和周波数を持つ新

しい光が放出される．この信号光の周波数から，分子固有の

振動周波数を知ることができる．従来のコヒーレントラマン
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ルあたり 68 ミリ秒を実現した．

周囲を水が満たしている生体環境を模倣した試料として，

水が充填されたサンプルセルにセボフルランを導入し，その

微小液滴を観測対象とした．セボフルラン液滴の体積はピコ

リットル程度で無色であるが，水との屈折率の違いから

CMOS カメラでもその存在が確認できる．試料平面の各部

位ごとにラマンスペクトルを測定し，このスペクトル情報を

基に濃度分布画像の構成を行った．100 cm–1 刻みにラマン信

号の積分強度を算出し，この積分強度の空間位置依存性を波

分光法では，これらの複数のレーザービームを別々に用意し

ていた 10）．しかし，それら複数のビームを顕微鏡下で 1 点に

正確に合わせる必要があるなど，レーザー分光学の専門家以

外が測定するのは容易ではなかった 11,12）．我々は，この分子

振動スペクトルを測定する新たな手法として，図 1 に示す

ようなスペクトル位相を操作したパルスレーザー光を用いる

「位相制御コヒーレントラマン顕微鏡」を開発した 13～15）．

我々の方法では，広いスペクトル帯域をもつ単一の超短パ

ルスレーザー光を用いている．上で述べた 3 本の光の役割を

担う各々の周波数成分を区別するのに，図 2 に示す位相制

御装置でパルス光の位相を調整した．位相制御装置の内部に

は分散補償機構，狭・広帯域光の分割・合波機構，狭帯域光

の高速位相変調機構を内蔵している．回折格子により，光パ

ルスに含まれる周波数成分に分け，液晶空間光変調器により，

各周波数成分に最適な位相ずれを与える．相対的に位相差が

与えられた全周波数成分を再び合成して，1 本のレーザー

ビームとして出力する．この方法では，1 台のレーザー装置

から出る単一のレーザービームを顕微鏡に導入するだけで済

むため，生命科学や医療分野へ活用するのが容易になった．

光軸調整の容易さや安定度は格段に進歩したために日々の調

整は不要になり，即時測定が可能な状態になっている．本装

置の開発前後における操作性の違いを表 1 にまとめる．

4.　麻酔薬分子の画像化

医療現場で常用される薬剤のうち，小分子でありラベル付

けが困難な分子試料の例として吸入麻酔薬を取り上げる．顕

微画像取得に先立ち，開発した光位相制御ユニットを用いて，

代表的な吸入麻酔薬であるセボフルラン・イソフルランの分

子標識を取得した．図 3 に示すように，セボフルランに関

しては 720，850 cm–1 付近に非常に明瞭な分子振動スペクト

ルのピークを見出すことができ，このラマン信号を指標とし

て濃度分布画像を取得した．

ピエゾ素子駆動の精密移動ステージを顕微鏡試料部に取り

付けることで，300 × 300 μm の範囲を 1 μm 以下の位置分解

能で試料の 2 次元走査を可能とした．また，光軸方向にも

100 μm の可動範囲を設けており，300 × 300 × 100 μm の立

体空間の濃度分布画像の取得が可能となった．ビームサイズ

から見積もられる空間分解能は，現在使用の対物レンズで理

論上 0.71 μm であるが，現状での空間分解能は XY 方向

1.7 μm，Z 方向 1.4 μm である．また時間分解能は，1 ピクセ

表 1　本装置の開発前後における操作性の違い

開発前 新ユニット

装置の調整頻度 毎日調整 連続 1 ヶ月無調整

日常的に電源オン後 
使用できるまで

1 ～ 3 時間要調整 即時測定可能

設置後初回調整に 
かかる時間

半日～ 1 日 3 時間以下

図 1　位相制御コヒーレントラマン顕微分光装置の構成図

図 2　開発した光位相制御ユニット（左）とコヒーレントラマ

ン散乱顕微鏡（右）の写真

図 3　吸入麻酔薬セボフルランのラマンスペクトル．分子構造

を挿入図で示した．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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ルラン分子は，注入直後から細胞内部で急速に拡散していく．

ただし，この顕微鏡写真だけでは，濃淡から形状がわかるだ

けで，そこに含まれる物質の組成はわからない．

図 5 右は，顕微鏡写真中の A，B，C 各点におけるラマン

スペクトルを測定した結果である．グラフの最上部に示した

純粋セボフルランのスペクトルで，網掛けした領域に現れる

スペクトルパターンを指標とした．なお，この測定を行った

のは，まだ図 1 のシステムを構築する以前であり，300 cm–1

付近の低波数領域を主な測定範囲としたものである．位相変

調のかけかたも異なっており，スペクトル波形も前掲の図 3
とは直接比較できないことにご留意いただきたい．点 A と

点 B ではセボフルランに特徴的なパターンがみられること

から，液滴の中心付近と滲み出た外周部分にセボフルラン分

子が存在することが確かめられた．一方，液滴中心から遠い

点 C には，セボフルラン分子は検出限界以下であることも

わかる．このように，生きた細胞中での麻酔ガス分子の位置

を特定することができた．

6.　マウス角膜中におけるタウリン分子浸透過程の測定 19）

別のモデル物質として，アミノ酸類似分子のタウリンを選

択した．ラマン散乱スペクトルでは，水溶液中で 1033 cm–1

数領域ごとに表した結果が図 4 である．図 3 にあるように，

セボフルランの主要なラマン信号ピークは 700 cm–1 台にあ

り，実際に 700 cm–1 台のラマン信号を基にして構成した画

像ではセボフルランの液滴の概形を明瞭に見出すことができ

る．また，セボフルランのラマン信号のサブピークが存在す

る 800 cm–1 台の信号を用いた 2 次元画像でも，うっすらと

その存在を確認できる．麻酔薬分子の分布画像取得は，我々

のグループで開発した装置で初めて可能となった．

特に，生体分子への応用に際しては，水由来の背景ノイズ

の低減が重要な解決課題となる．図 4 のセボフルラン液滴

の周囲は水で満たされており，水由来の強大なラマンスペク

トルが観測されてしまう．水分子の影響の除去には，時間分

解分光による信号分離法を用いる 16）．一般に，水分子どうし

の水素結合により，水分子の分子振動エネルギーは即座に水

素結合ネットワークを通じて散逸するため，水による信号の

寿命が最も短いと考えてよい 17）．図 1 の位相制御装置では，

分子振動を強制的に励振した直後から，ラマンスペクトルを

測定するまでに任意の時間差をつけることもできる．このこ

とにより，水分子の影響は除去されて，測定対象の分子の信

号だけ抽出できることになる．実際に図 4 の 2 次元画像で

示したように，遅延時間を大きく取るにつれて，水が存在す

る領域の信号強度を選択的に低減でき，水中に分散された麻

酔薬分子の分布を高いコントラストで撮像することが可能と

なった．このように，コヒーレントラマン過程の水に強い特

徴を生かして，生体試料の計測への応用が期待できる．

5.　イカ神経細胞中の薬剤分子の検出 18）

図 5 左は，巨大軸索とよばれるイカの神経突起内に，セ

ボフルランの液滴を注入した直後の顕微鏡写真である．中央

に黒く見える球状の部分が，注射器（△）によって軸索内に

注入されたセボフルラン液滴である．両矢印（⇔）は軸索の

横断面方向である．点 A は液滴の中心付近，点 B は液滴の

外周部，点 C は液滴から離れた位置となっている．セボフ

図 4　ポンプとプローブとの間の遅延を変えて複数のスペクト

ル領域にわたって積分したラマン信号強度の二次元画像
図 5　左：イカ巨大軸索中に注入されたセボフルラン液滴の顕

微鏡写真．右：純粋セボフルランのラマンスペクトルおよび，

顕微鏡写真中の A，B，C 各点におけるラマンスペクトル．

図 6　タウリンのラマンスペクトル（左）と検量線（右）

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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の反応過程を追うなど，これまで見えなかった様々な分子の

生体内における反応に関する研究へと発展させたいと考えて

いる．

一般的な薬剤の投薬濃度はサブ mM/L であるため，さら

なる感度向上が必要である．そのために，現在，ロックイン

カメラを用いた高速変調撮像，周波数フィルタや独立成分分

析等のノイズ除去処理を検討している．更なる高感度化によ

り，より微量の薬剤分子が計測できるように改良していく．
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の信号を観測でき，濃度は 3 mM 程度まで検出できた（図 6）．
分子濃度に対するラマン信号強度を検量線として測定するこ

とで，同一試料内での相対的な分子濃度の推定が可能となる．

なお，試料が異なる場合は光の散乱など条件が変動するため，

絶対的な分子濃度を決定することは困難である．

このタウリンを生体組織中で測定することを目指し，マウ

スより採取した角膜組織をタウリン溶液に浸漬した標本をモ

デル系とした．図 7 はタウリン溶液に浸漬した角膜標本中

での，タウリンの角膜深さ方向での濃度プロファイルを測定

した結果である．横軸は角膜の上皮表面からの深さの位置，

縦軸はラマン信号強度を示す．コヒーレントラマン散乱信号

は，角膜上皮面から 20–30 μm 辺りで極大を示す傾向が見ら

れた．マウスの角膜の典型的な厚さは，100–150 μm 程度で

ある．タウリン分子の奥行き方向で一様でない分布は，上皮

層と内皮層との透過性の違いがその背景にあるものと考えて

いる．対照として，凍結，薄切，乾燥した角膜標本で，フー

リエ変換赤外分光（FT-IR）顕微鏡を用いて測定すると，角

膜のほぼ同じ深さで極大を示した．

FT-IR 測定では，深さ方向の空間分解能を向上させるため

に凍結かつ薄切が必要であり，また水の影響を避けるために

乾燥が必要となる．コヒーレントラマン散乱顕微鏡では湿潤

な試料を薄切せずにそのまま観察することができたことか

ら，生きた組織内での小分子の分布を測定する上での有用性

が実証された．

7.　社会的意義・今後の展開

我々のグループでは，コヒーレントラマン顕微鏡をユー

ザーが比較的容易に操作できるように分光計測に必要な光源

を一体化した製品として開発した．本方法は，蛍光標識の付

けられない吸入麻酔薬等の小分子について，生体内における

濃度分布の画像化を可能にする．測定対象を選ぶことにより，

生命科学や医療の分野での応用が期待される．例えばステロ

イド含有の外用薬が皮膚へ浸透していく様子を可視化してそ

図 7　角膜試料内で角膜試料での深さ方向のスキャン測定結

果．エラーバーは信号がない部分の信号強度のばらつきから推

定した．
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