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1.　はじめに　光学顕微鏡の利点

光学顕微鏡を用いる最大の利点は，生体を生きたまま観察

できる点にある．エネルギーの小さなフォトンは分子との相

互作用が小さいため，細胞や生体組織に損傷を与えることな

く，それらの生命活動を捉えることができる．

光を用いるもう一つの利点は，試料からの蛍光や散乱光を

分光すれば，物質の情報を得られることにある．このため，

化学的な標識を用いずとも，生体内の分子を生きたまま観察

し，その役割を把握することができる．例えばラマン散乱で

は，散乱光の波長が分子の振動数により決定されるため，試

料内に存在する分子の構造や状態が分かる．また，非線形な

散乱効果である高調発生では，分子の配向状態やその配列構

造をコントラスト高く可視化できる．

このような無標識での分子イメージングは，試料が生きた

生体である際に最も威力を発揮する．蛍光染色等の標識技術

は，化学的，遺伝的に生体試料を処理する必要があり，観察

対象をありのまま観察できない場合がある．また，標識とし

て導入した分子やタンパクが生体分子の活動に影響を与える

恐れもある．

本稿では，光を用いて細胞中の生体分子を無標識でイメー

ジングできる最近のレーザー顕微鏡について紹介する．ここ

で用いられる分子の分光分析技術は，材料科学の分野では当

たり前のように用いられてきたが，試料の検出領域が小さい

顕微観察では測定に長い時間がかかってしまい，十分な観察

速度で生きた試料を観察できなかった．しかし，近年，高感

度な検出器と高出力で質の高いレーザーが登場し，現実的な

速度で生体活動を分光分析しながら捉えることが可能となっ

た．

2.　ラマン散乱の利用

分子に散乱された光を分光すると，分子に照射した光と異

なる波長が含まれている場合がある．これらの光には，分子

振動にエネルギーを与えて分子を振動励起状態に励起波長が

変化した光がある．このような光がラマン散乱光であり，そ

の波長はエネルギーを奪った分子の振動数（ν）の逆数（1/ν// ）

だけもとの光の波長からシフトしている．分子の振動数は，

分子の構造や周囲の環境により決定されるので，波長のシフ

ト量を測定すれば，分子の種類や状態を調べることができ

る 1）．

図 1は，波長 532 nm の光を生きた HeLa 細胞（ヒトガン

細胞）に照射して得られたラマン散乱光スペクトルである．
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図 1 生きた HeLa 細胞の細胞質より得られたラマン散乱スペ

クトル．
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横軸はラマンシフトであり，光が分子に奪われたエネルギー

（=分子振動のエネルギー）に比例する量である．ラマンシ

フトは分子の振動により異なっており，このスペクトルから

どのような分子振動に光がエネルギーを奪われたかがわか

る．あるラマンシフトの光強度が大きいということは，その

ラマンシフトを示す分子が多いということを示す．しかし，

分子振動の種別によりラマン散乱の効率は異なるので，各ラ

マン散乱ピークの強度比はそのまま分子の濃度比とはならな

い．

図 1に示すように，ラマン散乱の各ピークは試料中に存

在する分子種を示している．例えば，1450 cm−1 付近のラマ

ンピークは脂質分子のアルキル鎖に多く含まれる CH2 の変

角振動に帰属され，また，1680 cm−1 近辺のピークはタンパ

ク質骨格構造をつくるペプチド結合の振動（アミドⅠモード）

に帰属される．

ラマン散乱顕微鏡では，試料の観察領域の各点でラマン散

乱スペクトルを測定し，得られるラマン散乱光強度の分布か

らラマン像を構築する．レーザー光を用いて試料を照明し，

試料により散乱された光のスペクトルを分光器を通して得

る．試料上での照明スポットの位置を走査しながらスペクト

ルを測定すれば，ラマン散乱スペクトルマップを得ることが

できる．ラマン散乱の散乱断面積は一般に 10−30 cm2 程度と

非常に小さい（蛍光測定の効率に比べ 10 桁以上低い）ため，

従来のラマン散乱顕微鏡では測定に数時間程度の時間がか

かっていた．しかし，最近，試料内の複数の点を同時に計測

し数分でラマン像を得られる顕微鏡（図 2）が開発され，生

きた細胞の観察に適用できるようになった 2,3）．

図 3に，生きた HeLa 細胞のラマン散乱像を示す．図に示

したそれぞれの波数に現れるラマンピークの強度分布によ

り，観察像を構成した 2）．753 cm−1 のラマンシフトはタンパ

ク質の一種であるシトクロム c 内のヘムの振動モードに帰属

できる．シトクロム c は照明光である 532 nm の光を吸収し，

強い共鳴ラマン散乱を示すため 4），図 3a）は細胞内のシト

クロム c が主に観察されていると考えられる．シトクロム c

はミトコンドリア内で ATP の生産に利用されるタンパク質

であり，図 3a）の像はミトコンドリアの空間分布と酷似し

ている．また，1686 cm−1 は多くのタンパク質が共通にもつ

βシート内のペプチド結合の振動モードに帰属できる．この

ため，図 3b）は βシートを含むタンパク質が像のコントラ

ストに寄与しており，それらは細胞に全体的に分布している

と考えられる．図 3c）は，CH2 の伸縮振動モードを示す

2852 cm−1 のラマン散乱の強度分布を示している．CH2 は脂

質分子のアルキル鎖に多く含まれているため，図 3c）は主

に細胞や細胞内小器官の脂質膜，および脂質小胞の分布を示

していると考えられる．このように，ラマン散乱を用いれば，

標識無しでそれぞれの分子を観察できることが分かる．図

3d）は，図 3a），b），および c）を RGB のカラーチャンネ

ルに適用して作成したカラー画像である．また，図 4は，細

胞分裂中の HeLa 細胞のラマン像を示している．一つの母細

胞が二つの娘細胞に分裂する様子と，それに伴い生体分子の

分布が変化する様子を観察できる．

このように非常に微弱なラマン散乱によっても生きた生体

試料の観察が可能となったが，数分程度の撮像時間が必要で

あり，それよりも速い生体活動の観察はまだまだ不可能であ

る．より速い変化を観察するには，より高感度に分子からの

信号が得られるコヒーレントアンチストークスラマン散乱や

高調波発生を利用する方法がある．

3.　コヒーレントアンチストークスラマン散乱の利用

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）は，非線形な過程を経

て得られるラマン散乱で，試料に対し 2 つの振動数の異なる

光が入射した際に観察される 5,6）．振動数の異なる 2 つの光

が物質に入射すると，図 5に示した四光波混合の過程により，

振動数の大きな（波長の短い）散乱光が発生する．このとき，

2 つの光の振動数（ωp，ωs）の差が，分子の振動数 Ωに一致

すると，分子の振動励起準位に共鳴して光波混合が得られ，

強い散乱光が得られる．この散乱光が CARS 光である．

CARS 光は入射する光よりも波長が短いため，蛍光性試料

の観察も可能である．蛍光性の試料を通常のラマン散乱によ

り測定すると，ラマン光よりも数桁強い蛍光のため，うまく

分光測定を行うことができない．さらに，CARS 光の強度は

通常のラマン散乱光の強度に比べて大きく，生体試料を高速，

高解像に観察することに適している．

図 6に CARS を利用したレーザー顕微鏡の光学系の例を

示す．CARS は 3 次の非線形光学現象であり，その誘起には

高い強度の光を必要とするため，CARS 顕微鏡の光源にはパ

ルスレーザーが使用される．2 台のパルスレーザー光源から

の光を空間的，時間的に一致させ顕微鏡対物レンズに入射さ

せると，対物レンズの焦点内の光強度を非常に高くでき，

CARS 光を効率的に発生できる．発生した CARS 光は，試料

の透過側に置かれた対物レンズにより集光され，光電子増倍

管等により検出される．レーザー焦点を試料内で走査しなが

ら，CARS 光の強度を測定すると，2 つのレーザーの振動数

図 2　スリット走査ラマン散乱顕微鏡の光学系．試料をライン

状のレーザー光で照明し，広い範囲からラマン散乱スペクトル

を同時に取得．
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の差に一致した振動数で振動する分子の分布を画像として観

察できる．また，CARS 顕微鏡は非線形な光学現象を利用す

ることから，2 光子蛍光顕微鏡や共焦点顕微鏡と同様，3 次

元方向に空間分解能を持ち，試料の立体構造を観察すること

ができる．

図 7に，CARS 顕微鏡により観察した HeLa 細胞を示す．

細胞は特に処理はされておらず，生きたまま観察されている．

図 7a）および b）は，2 つのレーザー光の振動数を差をそれ

ぞれ，1446 cm−1，1240 cm−1 のラマンシフトに一致させて得た，

CARS 光の強度分布である．1446 cm−1 のラマンシフトは

CH2 の変角振動に帰属され，1240 cm−1 のラマンシフトはペ

プチド結合のアミドⅢ振動モードに帰属される．CH2 は脂質

分子に多く含まれ，またペプチド結合はタンパク質に多く見

られるため，図 7a），および b）では，それぞれ，脂質分子，

タンパク質が画像コントラストに大きく影響していると考え

られる．

CARS 顕微鏡は解像度の高い像を高速に得ることが可能で

あり，これまでビデオレートでの生体試料の観察例も報告さ

れている 7）．一般的な CARS 分光測定では，複数の分子振動

を検出するには 2 つの光の片方の波長（振動数）を掃引する

必要があり，ラマン散乱スペクトルを得るには少々手間がか

かってしまう．しかし最近では，片方の光に波長帯域の広い

パルスレーザーを利用し，試料から得られる CARS 光を分光

器で一度に分光測定するマルチプレックス CARS の顕微鏡応

用も進んでいる 8）．

図 3 ラマン散乱を用いて観察した生きた HeLa 細胞（文献 2
より転載）．a）753 cm−1（シトクロム），b）1686 cm−1（タンパ

ク質），c）2852 cm−1（脂質）のラマン散乱の強度分布により

観察像を構成．スケールバー =10 μm．

図 4　ラマン散乱を用いて観察した細胞分裂中の HeLa 細胞（文

献 2 より転載）．

図 5　コヒーレントアンチストークスラマン散乱

図 6 コヒーレントアンチストークスラマン散乱顕微鏡の光学

系の例

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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4.　高調波発生の利用

第 2 高調波発生はレーザー光の波長変換に頻繁に利用され

る非線形効果である．物質に光が入射した際に，入射光のちょ

うど半分の波長の光が発生するのが第 2 高調波発生であり，

そのためには，非中心対称性の構造をもつ分子や結晶に光が

入射する必要がある．一見乱雑な構造を持っているように見

える細胞や生体組織においても，分子レベルではこのような

条件を満たすものがある．細胞の足場となって組織を支えて

いるコラーゲンや，筋繊維内のミオシン，細胞内でのタンパ

ク質の輸送に関わるチューブリン等のタンパク質が，それに

該当する 9 ～ 11）．このため，細胞や生体組織にレーザー光を

照射して得られる第 2 高調波を測定すれば，これらのタンパ

ク質の分布を標識無しでも観察できる．

第 2 高調波顕微鏡では試料内で発生する第 2 高調波の強度

の分布により観察像を構成する 12）．モードロックチタンサ

ファイアレーザー等の近赤外超短パルスレーザーを試料内に

集光し，そこから発する第 2 高調波の強度を測定しながら集

光点を走査し，画像を得る．上記のように第 2 高調波発生の

条件を満たす部位や物質があれば，その空間分布がコントラ

スト高く観察される．第 2 高調波の強度は入射するレーザー

光の強度の 2 乗に比例するため，レーザーの集光点内部のみ

から第 2 高調波が得られる．このため，2 光子顕微鏡や共焦

点顕微鏡と同様，レーザー焦点を 3 次元的に走査すれば観察

対象の立体的な分布も観察できる．

図 8a）は，メダカの鱗皮に近赤外パルスレーザー光を照

射して得た第 2 高調波像である．鱗皮に多く含まれる繊維状

のコラーゲンの存在を確認することができる．また，図 8b）
は，ヒト心筋組織の第 2 高調像である．心筋細胞内の筋繊維

の分布がコントラスト高く観察されており，その明るい部位

は筋繊維を構成するミオシンの存在する部位に一致してい

る．図 9は細胞分裂中の HeLa 細胞を第 2 高調波により観察

した例である．細胞膜の部分は蛍光性タンパク質の発する蛍

光であるが，中心部のほうきのような部分から強い第 2 高調

波が得られている．この部分には，2 つに分かれた染色体を

輸送する微小管が存在しており，微小管を構成しているタン

パク質（チューブリン）から第 2 高調波発生が得られている

ものと考えられている．

5.　おわりに

本稿では，生体分子を標識することなくイメージング可能

な最近のレーザー顕微鏡について紹介した．光学イメージン

グ技術では，物質の分析には化学的な作用の力を借りること

が多かったが，物質と光との相互作用を詳しく見ていくと，

物質をありのまま直接観察することも十分に可能である．新

しい光源や検出器が登場すると，新しい光学現象が観察でき

たり，また現実的な時間で観察できなかった微弱な光学応答

の観察が可能になる．今後も光によって新しい世界が我々の

目に映し出されることになるだろう．

図 8 a）メダカ燐皮，および b）ヒト心筋組織の第 2 高調波象．

それぞれ，コラーゲン，ミオシンが主に象コントラストに寄与

している．スケールバー =10 μm．

図9 HeLa細胞の a）第 2高調波像，および b）2光子励起蛍光像．

第 2 高調波では細胞内の微小管が，蛍光では細胞膜の蛍光性タ

ンパク質が観察されている．スケールバー =10 μm．

図 7　コヒーレントアンチストークスラマン散乱による無染

色の HeLa 細胞の観察像．a）CH 結合（変角振動），および b）
ペプチド結合（アミドⅢ振動モード）に対応する CARS 光の強

度分布を測定．スケールバー =10 μm．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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