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1　は じ め に

生物における生命現象の包括的理解のためには，生細

胞中において“多種類”の観測対象分子をリアルタイム

かつ“同時”に高い時間・空間分解能で“高速”に観察

することが重要である．生細胞観察技術として最もポ

ピュラーな蛍光イメージングは，近年，サブミクロン／
～ミリ秒の時空間分解能での生細胞内の分子動態をリア

ルタイムに観測可能になりつつある1）2）．蛍光では現在

では 6 種類もの分子を同時に観察可能であるが3），より

詳細な分子動態の検討にはより多くの分子を観察するこ

とが望まれる．しかし，蛍光はスペクトル幅が広く異分

子間で発光が重複してしまうため，蛍光のみでより多く

の分子を同時に観察することは難しい．

この解決策として，スペクトル幅が極めて狭いラマン

散乱を蛍光と組み合わせて利用することが考えられ

る4）～6）．ラマン散乱を用いれば，スペクトルの重複を防

ぎつつ観察分子数を増やすことが可能となると期待され

るが，ラマン散乱では蛍光と比べて信号強度が桁違いに

微弱なため，蛍光イメージングに比べ数千～数万倍，画

像取得に時間がかかるため，蛍光との同時測定は難し

い4）～6）．複数の発光波長の異なる蛍光プローブ分子を異

なる波長のレーザーで励起し発光を高速に観察するよう

に，異なる振動数においてラマン散乱を示す複数のラマ

ンプローブ分子を異なる波長のレーザー光を高速にス

イッチしながら十分な信号強度で観察できる技術があれ

ば，蛍光イメージングの高速さを併せ持ったラマン散乱

イメージングが同時に実行可能となる．最近，蛍光と組

み合わせるラマン散乱技術として非線形ラマンイメージ

ングの一種である誘導ラマン散乱（stimulated Raman 
scattering, SRS）を利用した観察法が大きく進展してお

り，最大で 8 種類もの蛍光・ラマン信号を“同時”か

つ“高速”に観察可能な手法が報告された6）．本稿では，

蛍光と SRS を組み合わせた蛍光・誘導ラマン散乱（SRS）

統合型超多重イメージングについて紹介する．

2　 誘導ラマン散乱（SRS）による超多重イメー
ジングの原理

蛍光・SRS 統合型超多重イメージングにおける画像

取得の高速化のキーポイントは，① SRS による散乱光

強度の増幅と，②高速なストークス光の波長スイッチン

グをいかに成し遂げるかである．図 1a に SRS 過程のエ

ネルギーダイアグラムを示す．一般に，SRS には同期

した波長の異なる二つのレーザー光（ポンプ光（ℏωp）

およびストークス光（ℏωs））が用いられる．これら二つ

の入射光の角振動数差 ωp－ωs が計測対象分子の持つ振

動モードの共振角振動数 ωR と一致すると（ωp－ωs＝

ωR），SRS 効果により仮想状態から振動励起状態への遷

移が誘導され，ストークス光と同じ角周波数 ωs を持つ

誘導放出である SRS 光を生じる．これが誘導ラマン散

乱（SRS）である．SRS の信号強度は通常のラマン散乱

と比較して 9 桁ほど高く，蛍光とほぼ同等の信号を得

ることが可能であり，SRS を利用することで①散乱光

強度の増幅が達成され，高速での画像取得が可能とな

る．

SRS 多重イメージング，すなわち多分子の SRS 信号

の高速取得においては，ストークス光の波長を ℏωs1，

ℏωs2,  ... ℏωsn と高速に変えながら特定のストークス波長

（すなわち特定の SRS 振動数）ℏωs における SRS 画像を

取得する．一般に非線形ラマン散乱励起用の光源を高速

にスイッチすることはとても困難なため高速多重 SRS
イメージングは難しいのであるが，ガルバノスキャナー
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図 1　（a）SRSのエネルギーダイアグラムと（b）蛍光・SRS統合型超多重イメージングシステムの模式図
（b）は文献 6）の図に変更を加えた．
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と回折格子からなる可変同調光学フィルター（図 1b）

を用いることでストークス光波長の高速スイッチングが

可能となった6）．実験的には，ストークス光（ピコ秒 Yb
ファイバレーザ，中心波長 1030 nm，波長幅±16 nm，

図 1b）のスペクトルの一部を，ガルバノスキャナの角

度を変えることで 1 ミリ秒ほどの極短時間で中心波長

を切り替え，スペクトル幅～0.35 nm の光パルスとして

切り出す．これを試料上でスキャンし ℏωs1 における

SRS イメージをビデオレート（30 fps）で 1 枚取得する．

次いで ℏωs2，ℏωs3,  ... とストークス光の波長を高速に変

えながら，順次画像をビデオレートで取得することで高

速な SRS イメージ取得が可能となる．すなわち，②高

速なストークス光の波長スイッチングにより，高速な

SRS イメージ取得が成し遂げられる．上記に加え，SRS
信号のロックイン検出による高精度化，蛍光励起用の 4

波長の連続波レーザーの高速切り替え，イメージング用

ガルバノスキャナの高速スキャンニング等を組み合わせ

ることにより，SRS・蛍光画像を毎秒 30 フレームと高

速に取得可能となっている．

3　 蛍光・SRS統合型超多重イメージングによ
る生細胞解析

図 2 に構築された蛍光・SRS 統合型超多重イメージ

ング装置の性能評価と実際の生細胞測定の結果の例を示

す6）．図 2-1～2-4 に，4 種類のポリマービーズの SRS
と，4 種類の蛍光ビーズによる 8 多重度での性能評価結

果の一部を示す．得られた SRS/蛍光像中には観測振動

周波数および蛍光励起波長/蛍光検出波長に応じて異な

る像が得られていることが図よりわかる．また，図 2-1
～2-4 に示した 8 多重度での多重観測は僅か 0.14 秒と，

従来報告よりも 20 倍以上高速に行われており，本手法

による“多分子”の“同時”かつ“高速”観察が可能で

あることが実証された．

図 2-5～2-6 に，無標識の HeLa 細胞における SRS と

蛍光による 8 多重度の観察結果を示す．図にはゴルジ

体／ミトコンドリア／脂質，および，核／タンパク質／アク

チンの観察結果が示してあるが，SRS による脂質の CH2

画像からの脂肪滴や内膜の位置の確認（図 2-5）やタン

パク質の CH3 のシグナルからの核の内部核小体の観察

（図 2-6），この他にも Hoechst 染色された二本鎖 DNA
の分布などが明瞭に確認できている．これらの画像は 2

秒以内と非常に高速に取得されている．この他に，細胞

内小器官の経時的な動態や，細胞ごとの小器官の空間分

布の不均一性など，従来のイメージング手法では計測不

可能だった現象が観察されており，高速観察が可能な蛍

光・SRS 統合型システムによって，超多重イメージン

グの適用可能性が大きく広がったことが示されている．

4　お わ り に

本稿では，“多分子”を“同時”かつ“高速”に測定

可能な蛍光・SRS 統合型超多重イメージング法につい

て紹介した．複雑で不均一な細胞内の現象を高速に可視

化可能な本技術は，これまで困難であった時々刻々と変

化する生きた単一細胞内や多数の細胞における生体分子

や生理活性物質の動態や時空間的発展をリアルタイムに

観測する技法として大きなポテンシャルを有しており，

今後生命科学研究における強力なツールになると期待さ

れる．
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図 2　 （1）ポリアミド（PA）および（2）ポリスチレン（PS）
の SRS画像と（3）BB（Ex375/De447）および（4）
YG（Ex488/De510）をドープした PS微粒子の蛍光像．
Exおよび Deはそれぞれ励起波長／観測波長．非標識
Hela細胞の（5）ゴルジ体／ミトコンドリア／脂質，およ
び，（6）核／タンパク質／アクチンの観察画像
1～6 はともに文献 6）より抜粋した図に変更を加えた．


