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第１章 序論 

１－1 本論文の概要 

１－１－１ レーザー走査型顕微鏡 

 

光学顕微鏡は、これまで多くの生命現象の理解に貢献してきており、生物学の

研究に必要不可欠なツールである。光学顕微鏡技術の応用範囲は、単なる形態・

構造の観察に止まらず、近年の機能性プローブの技術開発の進展などによって、

細胞や分子の機能をも可視化することができるようになっており、光学顕微鏡

の重要性は、ますます高まっている。レーザー走査型蛍光顕微鏡は、対物レンズ

で集光したビームスポットを走査し、試料中の蛍光分子の分布を画像化すると

いう作動原理の顕微鏡である（図１－１）。この時、試料から特定の断面だけを

光学的に切り出して観察可能であり、更にコンピュータによって３次元的に再

構築された画像を得ることもできる。 

レーザー走査型蛍光顕微鏡の中で、医学・生物学の研究に最もよく使われてい

るのは共焦点顕微鏡である。共焦点顕微鏡では、対物レンズの焦点外からの蛍光

をディテクターの前にある共焦点ピンホールにより取り除くことができる。通

常の共焦点顕微鏡では、第一電子励起状態への励起が１個の光子の吸収により

起こる１光子励起過程を利用する。これに対し、２光子励起顕微鏡は１光子励起
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のときの約２倍の波長の２個の光子の同時吸収により起こる２光子励起過程を

利用する顕微鏡であり（図１－２）、近年ではこの２光子励起顕微鏡が生体観察

などに利用されるようになった (Denk et al., 1990; Cahalan et al., 2003; 

Helmchen and Denk, 2005; Molitoris and Sandoval, 2005; Rompolas et al., 2012)。

一方で、２光子励起過程が生じる確率は低く、また、２光子励起過程により吸収

される光子数は励起光強度の２乗に比例するため、２光子励起顕微鏡を使用す

るには時間的・空間的に光子密度を高める必要がある(Takahashi et al., 1995; 

Zipfel et al., 2003b)。時間的に光子密度を高めるためには、主に超短パルスレー

ザーを使用し、瞬間的な光子密度を高くする。この励起光強度 I(t)の２乗の平均

は、以下の(1. 1)式で表される。 

 

 

 

 

例えば、τ = 100 fs、R = 80 MHz の場合、同じ平均強度を持つ CW レーザ

ーと比べて、パルスレーザーでは強度の 2 乗値は約 105倍となる。このように、

パルスレーザーにすることによって、時間的に光子密度を高めることは非常に

重要である。また、空間的に光子密度を高めるために、高 NA の対物レンズを使

〈𝐼(𝑡)2〉 =
𝑔𝑝

𝑅𝜏
〈𝐼(𝑡)〉2 ・・・・・(1. 1) 

 
gp：レーザーのパルスの形に依存する係数（ガウシアンの場合 0.66） 

R：パルスの繰り返し周波数（pulses/sec） 

τ：パルス幅（FWHM） 
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用する必要がある。これらの組み合わせによって、対物レンズの焦点付近でのみ

２光子励起が起こり、蛍光を発する。このため、２光子励起顕微鏡では、共焦点

ピンホールが不要となり、検出器を対物レンズ位置に設置できるので、試料中で

散乱してしまった蛍光も取得できるようになる（NDD : Non-Descanned 

Detector）。更に、２光子励起顕微鏡は、第二高調波発生（SHG：Second Harmonic 

Generation）の観察も可能である（図１－２）。SHG は非線形光学現象の１つで

あり、異方性を持つ構造にレーザーを照射すると励起波長の２分の１の波長（２

倍の周波数成分）をもつ光が放出される（図１－２）。生物サンプルの中では、

線維の配向がそろっているコラーゲン線維や筋肉繊維が効率よく SHG 光を放

出する(Zipfel et al., 2003a)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

スキャン→ 

生物試料 対物レンズ 

光 

 

 

 

図１－１ レーザー走査型顕微鏡の概略図 

対物レンズで絞った集光スポットを走査し、それぞれの位置（ピクセル）にお

ける蛍光分子が放出した蛍光をディテクターにより取得する。ディテクターに

より得られた蛍光強度をコンピュータで２次元に再構成することで、画像を得

る。 
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                              h：プランク定数 

                              c：真空における光速 

                              λex：励起波長 

                              λem：蛍光波長 

 

 

 

 

図１－２ １光子励起と２光子励起の違い 
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１－１－２ 顕微鏡の空間分解能 

 

 レーザー走査型顕微鏡の分解能は、対物レンズで集光したビームスポットの

大きさに依存し、この大きさが小さいほど細かい構造を観察することができる。

このビームスポットは、点像分布関数（PSF, point spread function）として表さ

れ、これが顕微鏡の分解能を決定付ける要因となる。顕微鏡がもつ分解能よりも、

細かい構造を持つサンプルを観察すると、得られる画像はサンプルそのものか

らボケが生じてしまう。この画像は計算によって求めることができ、原像と PSF

の畳み込み積分として表される（図１－３）。このように、顕微鏡システムの持

つ PSF を知ることはサンプルを観察する上で重要であるが、直接 PSF を測定す

ることは困難であるため、実際は顕微鏡で無限小と仮定できる程度の小さな蛍

光ビーズの画像を得ることによって、PSF を擬似的に求める場合が多い。 

 

 

 

 

 

 

g(x,y)= f(x,y)    h(x,y) f(x,y) h(x,y) 

図１－３ PSF と得られる画像との関係 

サンプルそのもののもつ構造を示す関数を f(x,y)とし、PSF を h(x,y)とすると、

得られる画像はf(x,y)とh(x,y)との畳み込み積分により得られるg(x,y)であらわ

される。 
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顕微鏡の空間分解能の定義には複数あるが、代表的な定義としては「2 つの点

が“2 つの点”として分離して観察される最短の距離」がある（図１－４）。レイ

リーの分解能では、一方の点像の強度分布の最大になる中心位置が他方の像の

強度分布のエアリーディスクの第一極小半径と一致するとき、２つの点像が２

つに見える限界であるとした。光がレンズにより集光したときの点像の強度分

布は、図１－５に示したような円形開口によるフラウンホーファー回折より、

(1. 2)式に示すようになる(高橋友刀, 1997; Hecht, 2003)。 

 

 

I は、観測面の光強度、R は観測面に集光するレンズの焦点距離、a は開口の半

径、k は波数を示す。また、（第１種の）m 次ベッセル関数は、 

 

 

のように表すことができる。(1. 2)式、(1. 3)式より像面上でのエアリーディス

クの第１極小半径𝑞airyを求めると、(1. 4)式に示すようになる。 

 

λは励起波長で、F は F ナンバーを示す。D は円形開口の直径を示す。 

𝑞airy =
1.22𝜆𝑓

𝐷
= 1.22𝐹𝜆 ・・・・・(1. 4) 

𝐼(𝑞) = 𝐼(0) [
2𝐽1 (

𝑘𝑎𝑞
𝑅 )

𝑘𝑎𝑞
𝑅

]

2

 ・・・・・(1. 2) 

𝐽𝑚(𝑢) =
𝑖−𝑚

2𝜋
∫ 𝑒𝑖(𝑚𝑣+𝑢 cos 𝜈) 𝑑𝑣

2𝜋

0

・・・・・(1. 3) 
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q0を識別できる２点間の距離と定義するとレイリーの分解能は、(1. 5)式で表

すことができる。 

 

 

 

 

レーザー走査型蛍光顕微鏡の空間分解能の評価法としては、PSF を求めるとき

と同様に、分解能以下の大きさの蛍光ビーズを観察しその蛍光ビーズ像の強度

分布の半値全幅で評価するという方法が一般的である。本論文中における空間

分解能の評価も、蛍光ビーズを用いてその観察像から強度分布を求め、半値全

幅により評価した。 

 この強度分布を理論的に求めるためには、フラウンホーファー回折などのス

カラー回折理論を用いて集光点における強度分布を計算する場合が多い。しか

し、スカラー回折理論では偏光を無視して計算を行うため、偏光を考慮する必

要がある場合にはベクトル回折理論を用いなければならない。また、結像光学

系の開口数が非常に大きい場合などでは、スカラー回折理論が破綻するため、

スカラービームにおいてもベクトル回折理論を用いて計算する必要がある(渋谷

眞人、大木裕史, 2005)。 

NA：対物レンズの開口数 

𝑁𝐴 = 𝑛 sin 𝜃 

n：屈折率 

θ：集光角 

 

𝑞0 = 𝑞airy = 1.22𝐹𝜆 = 1.22 (
1

2𝑁𝐴
) 𝜆 =

0.61𝜆

𝑁𝐴
・・・・・(1. 5) 
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図１－５ 円形開口によるフラウンホーファー回折 

 

図１－4 ２つの点が分離できる場合（左）と分離できない場合（右） 
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１－１－3 ２光子励起顕微鏡と生体イメージング 

  

２光子励起顕微鏡の励起光は、「生体の窓」呼ばれる生体内での光透過性のよ

い波長域を利用する（図１－６）。また、散乱は長波長であるほど起こりにくい。

これらの理由から、共焦点顕微鏡よりも２光子励起顕微鏡の方が、生体組織の深

部を観察するのに適している。また、“１－１－１ レーザー走査型顕微鏡”で述

べたように２光子励起の局所性から、焦点外における熱発生や褪色の問題を避

けることができ、共焦点顕微鏡よりも低侵襲である。更に、SHG 光を取得する

ことができるため、無染色でコラーゲン線維や筋線維を可視化できる(Chen et 

al., 2012)。また、このように、２光子励起顕微鏡は生きた個体におけるイメー

ジング（生体イメージング）を実施するのに適した顕微鏡であると言える。 
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図１－６ 生体の窓 

Phan and Bullen, 2010 を参考にした。 
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１－１－4 ２光子励起顕微鏡と生体イメージングの課題 

 

生体イメージングを実施するためには、いくつかの課題が発生する。例えば、

小動物を観察する場合、心拍や呼吸などによる体動を抑えることは重要である。

しかし、押さえつけすぎると、観察部位に悪影響を及ぼし、正しい結果が得られ

ない可能性がある。また、侵襲的に生体イメージングを行う場合は、その影響に

ついて考慮する必要がある。従って、適切な観察方法を確立することは生体イメ

ージングを行う上で重要である。一方で、観察するための動物を用意するために

は、時間がかかる場合がある。例えば、観察したいタンパク質などがラベルされ

ているマウスを探し、入手しなければならない。目的のマウスが入手できない場

合は、自身で遺伝子組み換えマウスを作製しなければならない。最近ではゲノム

編集技術により遺伝子組み換えマウスの作製に前ほど時間がかからなくなった

が、それでも数ヶ月はかかるだろう。また、２光子励起顕微鏡それ自体にも課題

はある。共焦点顕微鏡と比較すると、励起光により長波長のレーザーを用いるた

め空間分解能が悪くなるといった欠点を有する。 
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１－１－5 本論文の目的 

 

２光子励起顕微鏡は様々な臓器の生体イメージングに応用されているが、本

博士論文では、１つのアプリケーションとして、２光子励起顕微鏡をマウスの皮

膚に適用し、生体イメージング法の確立を目指した。更に、２光子励起顕微鏡の

空間分解能が悪いという欠点を克服するため、２光子励起顕微鏡において空間

分解能の向上を目指した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 

 

１－2 本論文の構成 

 

 「第１章 序論」では、研究の背景・目的について記述した。「第２章 皮膚

の生体イメージングを用いた３次元可視化解析」では、既存の２光子励起顕微鏡

を用いて、生きたマウスの様々な部位の皮膚を観察する方法を樹立し、その方法

を用いて得られた結果について述べる。「第３章 HRP ビームによる高分解能

化」では、 “高次径偏光(HRP)ビーム”を２光子励起顕微鏡に適用した結果につ

いて述べる。「第４章 本論文の結論と今後の展望」においては、本博士論文に

おける研究全体の結論と、今後の展開を述べる。また、本博士論文において助言

助力を頂いた方々への謝辞、著者の研究業績を記載した（図１－７）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第１章 序論 

第２章  

皮膚の生体イメージングを用いた

３次元可視化解析  

第３章  

ＨＲＰビームによる高分解能化 

第４章 本論文の結論と今後の展望 

図１－７ 本博士論文の構成 
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第２章 皮膚の生体イメージングを 

用いた３次元可視化解析 

２－1 背景と目的 

２－1－1 表皮の構造 

 

 皮膚は、全身を覆って生体の外と内を区切る、最大の器官である。皮膚は外か

らの様々な異物の進入を阻んだり物理化学的な刺激から生体を守るだけではな

く、水分の損失や透過を防いだり、体温を調節したり、更に感覚器としての役割

を果たすなど、生きる上で必要不可欠な様々な機能を持つ。皮膚は、主に表皮、

真皮、皮下組織から成るが、生体保持には表皮が最も重要な役割を担う(清水宏, 

2011)。 

 表皮は層構造になっており、下側から基底層、有棘層、顆粒層、角質層となっ

ている（図２－１）(Simpson et al., 2011; 清水宏, 2011)。基底層は、基底膜に

接する細胞（基底細胞）から成る１層の細胞層である。また、基底層には増殖能

を持つ細胞が存在するが、有棘層以降の層には増殖能を持つ細胞は存在しない

と考えられている。有棘層上部から顆粒層にかけては細胞内にセラミドなどを

含む小体を有する。顆粒細胞は角化する直前にその小体を細胞外に放出するこ
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とで、角化や保湿に関与する。脱核して、角化した（死んだ）細胞は１番外側の

バリアとなり、そのうち垢となって剥がれ落ちて行く。従って、基底層で生まれ

た細胞は、性質を変えながらそれぞれの層で異なる役割を果たし、角化に向かっ

ていく。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

角質層 

顆粒層 

有棘層 

基底層 

図２－１ 表皮の構造 

Simpson et al., 2011 を参考。 
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２－1－2 表皮の恒常性維持モデル 

 

 表皮は、正常にターンオーバーすることで、恒常性が維持されているが、継続

的な刺激や老化では皮膚は不可逆的に変化していく。例えば、細胞周期の遅延や、

異型な幹細胞の出現が起こり、ターンオーバーのメカニズムが破綻する。従って、

このターンオーバーのメカニズム、つまり恒常性維持のメカニズムを理解する

ことは非常に重要である。 

 皮膚における、最もよく知られている幹細胞は、毛包のバルジという領域に存

在する毛包幹細胞である。この幹細胞が活発になるのは毛周期の成長期だけで

はない。実は、皮膚が傷ついたときなどの緊急時に、表皮や毛包、皮脂腺を構成

する各々の細胞に分化することができる前駆細胞を供給する(Ito et al., 2005)。

一方で、この毛包幹細胞は正常な表皮の維持には関わっていないことは実証さ

れている(Ito et al., 2005; Page et al., 2013)。表皮のようなターンオーバーによっ

て細胞が常に更新されていく組織では幹細胞が存在すると考えられているが、

表皮の維持に関わる幹細胞のマーカーは同定されておらず、表皮の恒常性維持

のメカニズムはまだ不明な点が多い。とはいうものの、正常な表皮には分裂頻度

が異なる増殖細胞が存在することが報告されていたりと、多くの研究において、

幹細胞等を含む２種類以上の増殖細胞が存在することが考えられており、それ
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を元にした恒常性維持モデルや仮説が提唱されてきた。1970 年代に表皮の恒常

性維持のメカニズムに関する仮説、EPU（Epidermal Unit）仮説が報告された

(Potten, 1974)（図２－２）。この仮説によると、表皮の更新単位は各角化細胞ご

とで区切られており、角化細胞直下の１０個程度の基底細胞のうち中央の１個

が表皮幹細胞であり、残りが TA(transit amplifying)細胞であるとされる(Potten, 

1974)。この TA 細胞は、分裂可能回数が決まっており、それに達したら分化す

るというシステムである。しかし、遺伝子操作技術の発展に伴って、表皮の構成

単位 EPU は存在しないというような、EPU 仮説に矛盾する結果が徐々に報告

された(Jones et al., 2007)。そして、2007 年、2010 年の細胞系譜解析法を用い

た論文によって、EPU 仮説がほとんど完全に否定された(Clayton et al., 2007; 

Doupé et al., 2010)。彼等の恒常性維持モデルは、数日～１年くらいの長期間に

渡って行われた細胞系譜解析法を用いた実験結果と、数値計算によって得られ

ている。その結果、分裂可能回数が決まっている TA 細胞という概念は彼らの結

果とは矛盾した結果となり、新たな確率的に対称・非対称分裂をする CP 

(committed progenitor) 細胞が提唱された。このモデルでは、図２－３に示すよ

うに、CP 細胞による３通りの分裂様式が存在する。これは、CP 細胞が２つの

CP 細胞を生む場合、２つの増殖できない細胞を生む場合、１つの CP 細胞と１

つの増殖できない細胞を生む場合に分けて考えられている。このモデルは、耳と
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尻尾の表皮において示されており、どの表皮においても共通であると考えられ

ている。また、最近では細胞周期の頻度の異なる幹細胞が異なる領域に存在する

ことも報告されていたり (Sada et al., 2016)、表皮の維持メカニズムについては

様々なモデルが提唱されている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図２－２ EPU 仮説 

(A) EPU 仮説において定義されている Epidermal Unit の概略図を示す(Jones 

and Simons, 2008)。丸い形をしたものは基底細胞であり、各構成単位の真ん中

に黄色で示したような幹細胞が存在し、その周囲に黄緑色で示された TA 細胞

が存在する。(B)幹細胞（黄色）は自己複製でき、TA 細胞の産生も行う。TA 細

胞は、分裂可能回数に到達したら分裂できなくなり（緑色の細胞）分化して上

に移動していく。 

A B 
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確率 

r 

1 - 2r 

r 

図２－３ 新たな表皮恒常性維持モデル 

赤色が CP 細胞。青色が分裂することができない細胞（postmitotic cell）。r は

対称分裂する確率を示す(Clayton et al., 2007; Jones and Simons, 2008; Doupé 

et al., 2010)。 
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２－1－3 体の部位における表皮の違い 

 

 前節で示されたように表皮の基底細胞に着目することによる恒常性維持モデ

ルは提唱されているが、それらは部位に依存しない共通のメカニズムだと考え

られており、部位間の皮膚での違いについてはほとんど言及されていない。確か

に、全ての領域に共通したメカニズムを明らかにすることは非常に重要である

が、そのためには体の部位ごとの違いを調べ、共通な部分と異なる部分を明確に

区別する必要がある。実際、部位によって、構造などは大きく異なり、発現して

いる分子も異なる場合がある。マウスでは、背中と耳の表皮は構造的に似ており、

３～５層から成る非常に薄い表皮である(Potten, 1975; Porter et al., 1998)。一

方、足の裏の表皮においては、背中と耳の表皮よりも厚く角質層も厚くなってい

る。尻尾の表皮も足の裏と同じくらい厚いが、特徴的な構造を持ち、２種類の

scale（「鱗」）領域と interscale 領域と呼ばれる部位からなる（図２－４）(Gomez 

et al., 2013)。それぞれの部位における表皮の構造は、アダルトマウスでは基本

的に維持されている。また、それぞれの部位では、発現している分子が異なる場

合がある。例えば、ケラチン２は、背中の表皮では発現しないが、耳では発現し

ている(Fischer et al., 2014)。一方、足の裏の表皮には発現する部位と発現しな

い部位が存在し、尻尾でも interscale 領域では発現するが、scale 領域では発現
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しない(Fischer et al., 2014)。このように、それぞれの部位では厚さも分子の発

現パターンも異なることから、それぞれの部位での恒常性維持のメカニズムに

は異なる部分があると考えられるが、どのように異なるのかについては不明な

点が多い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

scale interscale 

図２－４ 尻尾の scale 領域と interscale 領域 

scale 領域は互い違いになるように配置されており、interscale 領域は scale 領

域の間の領域をさす。interscale 領域では通常の表皮と同様に角質層で細胞が

脱核するが、scale 慮域では脱核せず角質層で核の形が維持されている。 
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２－1－4 基底細胞の分裂 

 

 基底細胞の分裂頻度は、体の部位によって大きく異なり、厚い表皮ほど基底細

胞の分裂頻度が高い傾向にあることが報告されている(Porter et al., 1998)。また、

分裂様式を調べる上で、分裂頻度だけではなく分裂方向も重要である可能性が

ある。特に発生期において、様々な細胞種で分裂方向は運命決定に大きく関与す

ることが知られている。例えば、大脳皮質の神経上皮細胞、網膜の細胞、心外膜

細胞、血管上皮細胞などがある(Cayouette and Raff, 2003; Zeng et al., 2007; 

Konno et al., 2008; Siller and Doe, 2009; Wu et al., 2010)。発生期の表皮におい

ても分裂方向は細胞運命決定に関わっている(Lechler and Fuchs, 2005)。基底細

胞が基底膜に対し平行に分裂すると２つの基底細胞が生まれるのに対し、垂直

方向の分裂は１つの基底細胞と、１つの基底上層の細胞（つまり基底膜に接しな

い基底層の上層に位置する細胞）が生まれる(Kulukian and Fuchs, 2013)。この

基底上層の細胞は、分化する方向に向かっていき増殖能が失われると考えられ

る（図２－５）。更に興味深いことに、マウスの胎生期において表皮が完成する

までの間、基底細胞の分裂方向は時期依存的に厳密に制御される(Lechler and 

Fuchs, 2005; Kulukian and Fuchs, 2013; Williams et al., 2014; Dainichi et al., 

2016)。胎生 12.5‐13.5 日目では、平行分裂によってモノレイヤーが作られ、胎
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生 14.5‐15.5 日目では平行分裂、ななめ方向の分裂、垂直方向の分裂がランダ

ムに起きる。胎生期 16.5‐17.5 日目では平行分裂、もしくは垂直分裂の２峰性

の分布になる（図２－６）。このように分裂方向を時期依存的に制御することに

より成熟した表皮構造が形成される。一方で、アダルトマウスにおいて、細胞分

裂の方向が表皮の構造の維持に関与しているかどうかは明らかになっていない。

更に、細胞分裂の方向が部位に依存するのかどうかもほとんど調べられていな

い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２－５ 平行分裂と垂直分裂 

表皮では、基底膜（マゼンタ）に対して平行に分裂（平行分裂）すると、２つ

の基底細胞が生まれる。一方で、垂直方向の分裂（垂直分裂）では１つの基底

細胞と１つの基底上層の細胞が生まれる。 

垂直分裂 

平行分裂 
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胎生 12.5 - 13.5 日目 

胎生 14.5 - 15.5 日目 

胎生 16.5 - 17.5 日目 

平行分裂 

ランダムに分裂 

平行分裂もしくは 

垂直分裂 

図２－６ 胎生期における表皮の発達の際の分裂方向 

Lechler and Fuchs, 2005; Williams et al., 2011; Williams et al., 2014 を参照し

た。 
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２－1－5 皮膚の生体イメージング 

 

 ヒトの皮膚の内部構造を非侵襲的に測定する方法はいくつか開発されている。

そのなかでも、OCT (Optical Coherence Tomography)は近赤外光を用いた散乱

光より画像を構築する断層撮影法であり、深さ方向の分解能も数μm程度と高く、

波長が長いので深部(1mm程度)まで観察可能である(宮地良樹、松永佳世子、古

川福実、宇津木龍一, 2009)。また、OCTは眼科などで臨床応用もされており、

皮膚においては角質層や表皮の厚さの測定などに利用できる。一方で、２光子励

起顕微鏡は、OCTよりも価格が高く、簡便に利用できないため臨床へはほとん

ど普及していないが、３次元的に細胞レベルで組織深部を観察可能であるとい

うメリットがある。また、２光子励起顕微鏡法では、無染色でも自家蛍光や真皮

コラーゲンからの第二高調波発生(SHG)光を取得することで、細胞の形、皮膚の

構造自体を可視化することが可能である。更に、近年では蛍光プローブや遺伝子

組み換え技術の発展に伴って、生きたマウス個体を用いた皮膚の生体イメージ

ングを用いた可視化解析が徐々に増えている(Ra et al., 2011; Li et al., 2012; 

Rompolas et al., 2012; Aoki et al., 2013; Kilarski et al., 2013; Kabashima and 

Egawa, 2014; Stringari et al., 2015)。特に、真皮で免疫細胞が動く様子などを捉

えるために皮膚の生体イメージングを利用している報告が多い。 
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 マウス皮膚の生体イメージングは、基本的には耳の皮膚を使った報告が多い。

耳の皮膚は、心臓や肺から離れた位置にあるため、観察時に心拍や呼吸などの影

響を受けにくく、更に毛が少ないことや表皮の厚さが薄いといったことからも

観察しやすい部位である。また、耳の皮膚観察のためのプロトコルも報告されて

いる(Li et al., 2012)。一方で、手や足の裏、尻尾の皮膚についても、耳と同様に

体動の影響を受けにくく、毛も生えていないが、表皮の厚さが厚いことなどが理

由で報告は少ない。背中の皮膚は、多くの皮膚科学の研究で用いられる一般的な

部位であるが、背中の皮膚の生体イメージングの際は直接体動による影響を受

けるため非侵襲な生体イメージングはほとんど行われていない。従って、様々な

部位の表皮において生体イメージングを実施するためには、それぞれの部位に

おける問題点を解決する必要がある。 
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２－1－6 本研究の目的 

 

 表皮は体の部位によって構造や厚さが異なるが、それぞれの部位で厚さを維

持するメカニズムについては明らかになっていない点が多い。また、皮膚は in 

vivo イメージングに適しているが、それは主に耳の皮膚での話であり、その他

の部位での報告はほとんどない。そこで、本研究では、様々な部位の表皮（背中、

耳、足の裏、尻尾）を非侵襲的に長時間観察するための、新規２光子励起顕微鏡

法を樹立することを目的とする。更に、その方法を利用して、部位間での比較を

行い、厚さの異なる表皮間における恒常性維持機構の違いを考察することを目

指す。 
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2−2 材料と⽅法 

2−2−1 R26H2BEGFP ヘアレスマウス 
 

 本研究では、⽣きたマウス表⽪の細胞分裂を調べるため、ROSA26プロモー

ターの下流でヒストン2B(H2B)と緑⾊蛍光タンパク質(EGFP)の融合タンパク

質(H2BEGFP)を発現する、R26H2BEGFPマウス (Kurotaki et al., 2007) （基礎

⽣物学研究所の藤森俊彦教授より提供）を利⽤した。しかし、マウスの体⽑や⾊

素は、顕微鏡での観察時に妨げとなることから、⽪膚の研究に良く使われるアル

ビノで体⽑がないHR-1/Hosマウス（星野試験動物飼育所）と５回以上交配を繰

り返し、R26H2BEGFPヘアレスマウスを樹⽴した（図2−７）。その後は、兄弟

交配を⾏って維持した。本研究では、８−１２週齢の♂マウスを利⽤した。これ

らのマウスは、北海道⼤学⼈獣共通感染症リサーチセンターのSPF環境の飼育室

で繁殖・維持・管理した。実験で使⽤した全てのマウスは、頚椎脱⾅により安楽

死させた。 

尚、本研究は「北海道⼤学遺伝⼦組換え実験等安全管理規程」と「国⽴⼤学法

⼈北海道⼤学動物実験に関する規程」に従い実施した。動物実験室の設置申請

（承認番号第21(25)号、第22(12)号）、マウスを⽤いた動物実験の計画（承認番

号12−0111） 
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2－2－2 組織切片と免疫染色サンプルの作製 

 

 R26H2BEGFP ヘアレスマウスから背中、耳、足の裏、尻尾の皮膚を採取し、

ろ紙に張り、それを 4%PFA(formaldehyde) in PBS(phosphate buffered saline)

で２－３日固定した。固定した皮膚組織は、10％スクロース液に 4～5時間漬け、

その後、30％スクロース液に１日浸す。その後、皮膚を適切な大きさに切り、

毛あり 

色素あり 

毛なし 

色素なし 

R26H2BEGFP マウス HR-1/Hos マウス 

R26H2BEGFP ヘアレスマウス 

毛なし 

色素なし 

図 2－７ R26H2BEGFP ヘアレスマウスの樹立 
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SCEM (Leica Microsystems)の入ったクリオモルドに入れ、液体窒素で凍結させ、

-80 度の冷凍庫で保管した。凍結組織はクライオスタット(Leica CM3050 S 

cryostat)で 10 μm 厚にカットし、MAS コーティングされたスライドガラスに

貼り付けた。組織学的な解析のために、凍結切片は、H&E 染色した。また、免

疫染色のために、1 次抗体は anti-keratin 14 (K14) rabbit polyclonal antibody 

(Covance)を 1:1000、anti-keratin 10 (K10) mouse polyclonal antibody (Thermo 

Fisher Scientific)は 1:200 で使用した。2 次抗体は、Alexa Fluor 546-conjugated 

anti-mouse または anti-rabbit IgG antibody (Thermo Fisher Scientific)を 1:400

で使用した。核の可視化のために Hoechst33342 (Dojindo)も利用した。これら

のサンプルは共焦点顕微鏡 (A1R, Nikon, Tokyo, Japan)と CFI Plan Apo VC 

60XWI objective lens (Nikon)を用いて観察を行った。 

 

H&E 染色の方法 

ヘマトキシリンに 2 min 浸し、MilliQ で洗い、その後、エオジンに 2 min 浸す。

そして、95%エタノールに出し入れ 10 回、100%エタノールに 5 min 浸け、 

レモゾールエースに 5 min 浸し、その後、再びレモゾールエースに 5 min 浸す。

最後に包埋剤で封入する。 
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免疫染色の方法 

切片を 4%PFA に１時間浸したあと、PBS で洗い、10mM glycine-PBS で更に

洗う。次に、3%BSA-PBS でブロッキングを室温 30 min 行い、10mM glycine-

PBS で洗った後、１次抗体（1%BSA-PBS で希釈）を室温１時間もしくは４度

で１晩浸す。その後、PBS で洗ってから、２次抗体と Hoechest（1%BSA-PBS

で希釈）を切片に滴下し、室温１時間で放置する。PBS で洗った後、MilliQ で

包埋した。 

 

 

2－2－3 生体イメージングのためのセッティング 

 

 観察時には、1.0%–2.0%のイソフルランでマウスに吸入麻酔した。観察時に使

用したガラスボトムディッシュの壁は、対物レンズにぶつかるのを避けるため、

超音波カッターを使って取り除いた（図 2－８）。背中の皮膚の観察のためにリ

ング型のネオジム磁石（直径 12 mm、内径 8 mm、厚さ 1 mm、重さ 0.46 g; NR108, 

Nirokuseisakusyo)を使用した。また、セッティングのために、２種類の両面テー

プ、両面テープ A (#04683, Konishi)、両面テープ B(#NW-K15, Nichiban)を使

用した。 
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2－2－4 生体イメージング 

 

 生体イメージングは、GaAsP ディテクターを装着した A1RMP+（Nikon）を

使って行った。対物レンズは、切り替え式のレボルバーFNS2N Sliding Nosepiece

（Nikon）に UPLFLN4X（N.A. 0.13, Olympus）と XLPLN25XWMP（N.A. 1.05, 

C 

両面テープ A 

リング型磁石 

厚紙 

両面テープ B 

cut 

B 

リング型磁石 

リング状両面テープ

A 

A 

表側 

プラスチックテープ 

裏側 

アダプターステージ 

裏側 

D 

図 2－８ R26H2BEGFP ヘアレスマウスの背中皮膚の観察方法 

 (A) ガラスボトムディッシュの壁は、対物レンズとの衝突を避けるために切り除き、リ

ング型磁石は、リング状両面テープ A を使って、そのガラスボトムディッシュの真ん中

に置く。(B) カットしたガラスボトムディッシュは、アダプターステージの真ん中に置

き、プラスチックテープで固定する。(C) 対となるもう 1 つのリング型磁石と、両面テー

プ B、厚紙、両面テープ A は重ねて１つにする。(D) 麻酔下のマウスは、逆向きにした

アダプターステージの上に置き、マウスの背中の皮膚をわずかに伸ばし、MilliQ を滴下し

たガラスボトムディッシュのガラス部分に２つのリング型磁石を使って固定する。 
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Olympus）を装着し、切り替えて使用した。共焦点顕微鏡での観察の際は、励起

波長 488 nm を使用し、UPLFLN4X（N.A. 0.13, Olympus）の対物レンズを用い

た（図２－９）。 ２ 光 子 励 起 顕 微 鏡 の 際 は 、 励 起 波 長 900 nm で 主 に 

XLPLN25XWMP（N.A. 1.05, Olympus）を使用し、シグナルの取得の際は、458 

nm と 560 nm のロングパスダイクロイックミラー（DM）を使って、450 nm の

SHG 光と GFP の蛍光を分けて取得した（図２－９）。２光子励起による３次元

タイムラプス観察の画像は 1,024×1,024 pixels (0.224 μm/pixel), 1-μm z-steps 

(50 μm 以上の厚さ), 2 sec/frame, every 3 min で取得した。 

  

図 2－９ 顕微鏡の光路図 
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2－2－5 データ解析のためのソフトウェア 

 

 画像の解析には NIS-Elements software (Nikon)を使用した。全てのタイムラ

プス画像は Imaris software (Oxford Instruments, Oxfordshire, UK)を使って、観

察中に発生したドリフトを補正した。また、Steel-Dwass 検定には統計解析ソフ

ト R を使用した。 

 

 

2－2－6 表皮の厚さの測定 

 

 R26H2BEGFP ヘアレスマウスとその同腹の野生型マウスの H&E 染色した皮

膚切片の画像から表皮の厚さ（角質層なし）と、角質層の厚さを測定し、Steel-

Dwass 検定を使って比較した。更に、R26H2BEGFP ヘアレスマウスの生体イ

メージングから得られた３次元画像からも表皮の厚さ（角質層なし）と、角質層

の厚さを測定し、Steel-Dwass 検定を使って比較した。 

 

 

2－2－7 基底細胞密度の測定 
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 基底細胞密度は生体イメージングで取得した３次元画像から測定した。毛包

を除いた一部の領域において、細胞数を数え、密度を計算した。体の各部位間で

の違いは、Steel-Dwass 検定を使って評価した。 

 

 

2－2－8 細胞分裂方向の測定 

 

 まず最初に４時間のタイムラプス画像から、分裂した細胞を見つけ、その細胞

を含む小さな領域を３次元的に切り出した画像を作製した。その後、(i)皮膚表

面に対して平行な方向、(ii) 基底膜に対する方向、とに分けて３次元的に分裂方

向を測定した。測定したデータは、23（背中）、21（耳）、39（足の裏）、23

（interscale）、20（scale）の分裂細胞である。 

 

(i) 皮膚表面に対して平行な分裂方向の測定 

 各部位ごとに基準となる方向を決めた。背中、耳、尻尾は毛包の向きを基準線

とし、足の裏はかかとー中指を結んだ線を基準線とした。切り出した画像におい

て、２つに分かれた核の中心を結んだ線と、基準線との間の角度を 0－90º の幅
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で測定した（図 2－１８）。 

 

 (ii) 基底膜に対する分裂方向 

 基底膜面に対する細胞分裂の方向の測定も同じ切り出し画像を用いた。分裂

によって分かれた２つの核の中心を結ぶ線の x-y 面上における成分（ベクトル

a）が x 方向を向くように角度θだけ、画像を回転させる。回転させた画像から、

SHG シグナルを指標にした基底膜面と、２つの核を結んだ線との角度 φz を測

定した（図 2－１９）。 

 

 

2－2－9 分裂方向と表皮の厚さとの相関 

 

 部位間を考慮せずに、分裂方向と表皮の厚さとの相関を調べるために、前節で

測定した分裂細胞の方向のデータを用いた。詳細には、背中（n = 23, マウス 7

匹）、耳（n = 21, マウス 5 匹）、足の裏（n = 39, マウス 6 匹）、interscale（n = 

23, マウス 6 匹）、scale（n = 20, マウス 7 匹）から成り、計 126 個である。各々

の分裂細胞に対する表皮の厚さは、マウス毎の平均の厚さを示す。従って、４時

間の観察において複数個の細胞分裂が観察された場合、その全ての分裂細胞は
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同じ厚さを持つことになる。この分裂方向と表皮の厚さは、正規分布しないため、

ノンパラメトリックな Spearman の順位相関係数を統計解析ソフト R を使って

求めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



39 

 

2－3 実験結果  

2－3－1  R26H2BEGFP ヘアレスマウスの樹立 

 

 R26H2BEGFP マウスは、全ての細胞の核で GFP が発現するマウス(Kurotaki 

et al., 2007)であり、細胞の挙動を可視化するのに有用である。しかしながら、

R26H2BEGFP マウスは、皮膚のイメージングの障害となる、体毛とメラニンを

保有していた(Li et al., 2012)。そこで、メラニンを保有しないヘアレスマウスで

ある HR-1/Hos マウスと繰り返しバッククロスすることにより、色素がなくか

つ体毛がない R26H2BEGFP マウスを樹立した（以下 R26H2BEGFP ヘアレス

マウス）。この樹立した R26H2BEGFP ヘアレスマウスは、通常のヘアレスマウ

スと同様に、生後２週間後までは通常のマウスと同様に毛が生えるが、それ以降

から脱毛が始まり、おおよそ生後３週間後には体毛が全て抜けた(Benavides et 

al., 2009)。R26H2BEGFP ヘアレスマウスは外見上、体毛がない以外に皮膚に際

立った異常は見られなかった（図２－１０）。また、背中、耳、足の裏、尻尾の

H&E 染色した皮膚切片からは、R26H2BEGFP ヘアレスマウスと、その同腹の

GFP を発現しない野生型マウスとの間に、皮膚の構造に大きな違いは見られな

かった（図２－１１、A－C）。更に、R26H2BEGFP ヘアレスマウスの皮膚の免

疫染色画像から、K14＋細胞が基底層に、K10＋細胞が基底上層に適切に存在す
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ることを確認した（図２－１１、D）。これらの結果から、R26H2BEGFP ヘアレ

スマウスの皮膚に異常は見られないことが確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       図２－１０ R26H2BEGFP ヘアレスマウスとその同腹の WT マウス 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

R26H2BEGFP ヘアレス 同腹の野生型 

blue light 
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図２－１１ R26H2BEGFP ヘアレスマウスの樹立 

(A) H&E 染色した皮膚切片。矢印は scale 領域を示し、矢頭は interscale を示

す。(B, C) H&E 染色画像から測定した各部位における、表皮（角質層以外）の

厚さ B と、角質層の厚さ C。このデータは、各部位ごとに、4 – 5 匹のマウス

から 18 点以上測定した結果。Steel-Dwass test を用いて検定を行った。エラー

バーは、標準偏差を示す（*P < 0.05; n.s., not significant）。(D) R26H2BEGFP

ヘアレスマウスの各部位ごとの皮膚切片の免疫染色画像。上の画像が K14 と

Hoechst、下の画像が K10 と Hoechst の染色画像である。スケールバーは 50

μm を示す。 

 



42 

 

2－3－2 背中皮膚の生体イメージング 

 

 生きたマウスで様々な部位の表皮を比較するために、外科的、化学的処置のい

らない、できるだけ非侵襲的な観察方法の樹立に取り組んだ。呼吸や心拍による

体動の影響を抑えるために、麻酔下のマウスの背中皮膚をガラスボトムディッ

シュに対して軽く伸ばし、２つのリング型のネオジム磁石、両面テープ A、両面

テープ B、厚紙を使って固定した（図２－１２）。２つのリング型磁石だけでの

固定だと、皮膚を挟む力が強すぎることが原因で、リング型磁石の内側の皮膚の

色が、リング型磁石の外側の場所と比べて青白くなってしまう。従って、リング

型磁石の内側の皮膚の色が他の場所と変わらなくなるまで、マグネットの間に

厚紙を挿入し（１～２枚）、挟む力を調節した。また、両面テープ A を使うこと

で、観察中の大きな視野ずれを軽減させた。 
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 このように、皮膚を最小減の力で固定する方法を用いて、健康な背中の皮膚

における３次元構造を２光子励起顕微鏡で可視化することができた（図２－１

３、図２－１４、A、B）。表皮の深部になるほど、核の大きさは次第に小さく

なり、基底細胞密度は高くなった。基底膜に接する基底細胞は、真皮コラーゲ

ンからの SHG シグナルを目安にすることで特定した。真皮においては細胞が

両面テープ A 

リング型磁石 

厚紙 
両面テープ B 

side view 

アダプターステージ 

対物レンズ 

ガラスボトムディッシュ 

R26H2BEGFP ヘアレスマウス 

イソフルラン 

図２－１２ 背中皮膚の観察方法の概略図 

正立２光子励起顕微鏡を使った、背中皮膚の生体イメージングの概略図。赤枠

は、赤点線で示された部分をその概略図の横から見た図。詳しい観察方法は、

“２－２ 材料と方法 ２－２－３ 生体イメージングのためのセッティング”

と図２－９に記載。 
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疎に存在しているが、これらは線維芽細胞や腺細胞、免疫細胞と推測される。

これらの結果から、生きたマウスの背中皮膚へ適用した新規生体イメージング

法は、表皮の全層を３次元的に可視化し、真皮のコラーゲン線維からの SHG

光も検出できることが示された。 
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図２－１３ 生きた R26H2BEGFP ヘアレスマウスの背中皮膚の画像 

(A) 低倍のレンズを使って背中の皮膚を観察した共焦点画像。スケールバーは 1 

mm を示す。(B)２光子励起顕微鏡を使って励起波長 900 nm で観察した光学切

片画像で、A における黄色の枠で示された領域で高倍のレンズで取得した画像。

各画像の上側の数字は表面からの深さを示す。白いアスタリスクは毛包を示す。

スケールバーは、50 μm を示す。 
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2－3－3 様々な部位における皮膚の３D イメージング 

 

 次に、様々な部位における表皮の構造や細胞の挙動を比較するため、耳・足の

裏・尻尾についても２光子励起顕微鏡を使って非侵襲な観察を試みた。これらの

部位は、プラスチックテープによって皮膚をガラスボトムディッシュに固定す

ることで、安定に保持できた。観察の結果、足の裏や、尻尾のような厚い表皮構

造も、深部まで可視化することに成功した（図２－１４）。尻尾の表皮では、角

質層で GFP によって核の形が保持されている領域を scale 領域を特定できるこ

とがわかった。つまり、H2BEGFP シグナルによって scale 領域と、interscale 領

域を区別できることが示された（図２－１４、G、H）。５箇所の体の部位（背中、

耳、足の裏、interscale（尻尾）、scale（尻尾））の構造を定量的に比較するため、

３次元画像から表皮の厚さと基底細胞密度の測定を行った。表皮の厚さは、H&E

染色による切片から測定した厚さとおおよそ一致していた（図２－１１、B、C

と図２－１４、I、J）。基底細胞密度は、厚さが厚い表皮の方が高いように見え

（図２－１５）、実際、基底細胞密度と表皮の厚さは、相関係数 0.83 以上で、相

関していた（図２－１４、K）。この発見は、基底細胞密度は表皮の厚さを維持す

るメカニズムに関連することを示唆する。 
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図２－１４ ３次元的な表皮構造の比較 

(A – H) A, Bは背中、C, Dは耳、E, Fは足の裏、G, Hは尻尾の画像を示す。A, 

C, E, G はxz面における画像、B, D, F, Hは３次元構築画像を示す。スケール

バーは100 μmを示す。(I, J) 表皮の厚さ（角質層以外）Iと、角質層の厚さJ

を示す。これらのデータは各部位で5 – 7匹のマウスから21（背中）、15

（耳）、15（足の裏）、14（interscale）、14（scale）の点を測定した結果

であり、Steel-Dwass検定を使って比較した。エラーバーは、標準偏差を示す

（*P < 0.05; n.s., not significant）。(K) 基底細胞密度と表皮の厚さIとの関係

を示す。相関係数は0.837。点線は回帰曲線を示す。エラーバーは標準偏差を

示す。 
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図２－１５ R26H2BEGFP ヘアレスマウスの背中 

(A, C, D, F, G, I) 低倍のレンズを使って背中 A、耳 C, D、足の裏 F, G、尻尾 I

を観察した共焦点画像。スケールバーは 1 mm を示す。(B, E, H, J)２光子励起

顕微鏡を使って励起波長 900 nm で観察した光学切片画像で、A, D, G, I におけ

る黄色枠で示された領域を示す。各画像の上の数字は表面からの深さを示す。

白いアスタリスクは毛包を示す。スケールバーは、50 μm を示す。 
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2－3－4 タイムラプスイメージング 

 

 まず、背中と耳の皮膚について４時間のタイムラプスイメージングを行った

結果、複数の細胞分裂を観察することに成功した（図２－１６、A）。また、細胞

分裂の分裂期を区別できる程度まで、染色体の形態変化を、高精細に可視化する

ことができた（図２－１６、B）。具体的には、分裂中期に染色体が細胞の中心に

並び、分裂後期に２つに分かれ、反対の極まで動き止った。その後、分裂終期に

分かれた２グループの染色体は、カシューナッツが向き合ったような形を形成

し、最終的には楕円体のような形を形成したのが観察された。分裂の様子を３次

元的にみると、背中と耳において、２つの娘細胞は、親細胞と同じ深さに位置し

たように見えた。つまり、基底膜に対してほぼ平行に分裂した（図２－１６、C）。

背中と耳の表皮において観察できた分裂は、基本的に、ほぼ基底膜に対し平行に

分裂しているように見えた。基底細胞密度はおおよそ維持されているはずなの

で、平行分裂した数と同じ程度の数の細胞が基底層から基底上層へ移動すると

考えられる。しかしながら、４時間の観察中に基底層から基底上層に移動した細

胞は一度も見つけることができなかった。基底層内を素早く移動している細胞

はいたが、それはおそらく免疫細胞の一種だと推測される。 
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図２－１６ 背中皮膚のタイムラプス画像 

(A) 0 min における背中表皮の基底層付近の画像。スケールバーは 50 μm を示

す。(B) A に示した４つの枠によって示された領域の４つの細胞のタイムラプ

ス画像。スケールバーは 5 μm を示す。(C) A, B における cell 4 の３次元的な

タイムラプス画像。 
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 次に、足の裏と尻尾の皮膚においても４時間のタイムラプスイメージングを

行った。その結果、厚い表皮においても分裂細胞をきれいに可視化することに

成功した（図２－１７）。その多くは、平行分裂であったが、一方で、背中と

耳ではほとんど見られなかったような基底膜に対して“斜め”方向に分裂する細

胞が観察された。斜め分裂では染色体が逆方向に２つに分かれる時、片方は分

かれる前よりも上側に、もう片方は下側に向かって移動した（図２－１７、

A、B）。上側の娘細胞は基底上層に位置するように見え、下側の娘細胞は基底

層に存在するように見えた（図２－１７、C、D）。基底層から基底上層に移動

する細胞は、背中と耳と同様に、見つけることができなかった。これらの結果

は、厚い表皮のターンオーバーにおいて、基底細胞の上側への移行の一部は、

少なくとも斜め分裂によって行われていることを示唆する。 
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図２－１７ 足の裏のタイムラプス画像 

(A) 基底膜に対し斜め方向に分裂した細胞の 6 min ごとの３次元画像。白い矢

頭は分裂中の細胞を示す。(B) A に示した分裂細胞の表面からの各深さにおけ

る x-y 平面画像。スケールバーは 5 μm を示す。(C) 基底膜に対し平行に分裂

している細胞の 6 min ごとの３次元画像。(D) C に示した分裂細胞の表面から

の深さ 32 μm での xy 画像。スケールバーは 5 μm を示す。 
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2－3－5 分裂方向の解析 

 

 表皮の厚さと基底細胞の分裂方向の関係を調べるために、細胞分裂の３次元

的な方向を定量的に解析した。まず、皮膚表面に対して平行な横方向成分の角度

分布を測定した。各部位において、基準となる方向を決め、その方向と、分裂方

向の横方向成分との角度を測定した（図２－１８）。平均角度と標準偏差は、背

中で 34.8 ± 26.3°、耳で 54.0 ± 22.0°、足の裏で 34.4 ± 25.7°、尻尾の interscale

で 57.8 ± 25.9°、scale で 49.4 ± 21.3°だった。部位によって、わずかに角度分

布にわずかな偏りがあるように見えるが、標準偏差は全ての部位で高かった。

従って、これらの結果は、分裂方向の横方向成分の分布に明らかな偏りは存在せ

ず広範囲に分布することを示唆する。 
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図２－１８ 細胞分裂方向の皮膚表面に平行な成分での解析結果 

(A, C, E, G) 各表皮における、細胞分裂の皮膚表面に平行な成分の測定につい

ての概略図。青線は基準線を示す。背中 A と尻尾 G は毛包の向きを基準となる

方向とし、それは体軸とほぼ同じ方向を示す。耳 C も毛包の向きを基準とし、

それは耳のエッジに対しておおよそ垂直な方向を向く。足の裏 E は、かかとと

つま先を結ぶ線を基準線とした。(B, D, F, H) 背中 B、耳 D、足の裏 F、尻尾

（interscale と scale）H の表皮における、細胞分裂の皮膚表面方向成分の分

布。 
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 次に、基底膜面に対する細胞分裂の方向を測定した。測定の際は、SHG を指

標にした表皮と真皮の境界を指標にして測定した（図２－１９、A）。平均角度と

標準偏差は、背中で 3.9 ± 3.5°、耳で 6.9 ± 13.3°、足の裏で 17.0 ± 17.6°、尻

尾の interscale 領域で 13.2 ± 14.9°、scale 領域で 28.5 ± 20.9°だった。背中と

耳の表皮においては、90％以上の細胞分裂が 0 – 20°だった。つまり、ほとんど

の細胞分裂は基底膜面に対して平行であることを示す。足の裏の表皮と尻尾の

interscale 領域は似たような分布を示し、だいたい 30％の斜め分裂 (20 – 70°)、

70％の平行分裂を示した。scale 領域は他とは異なり、細胞分裂の半分以上が斜

め分裂だった。一方で、垂直分裂 (70 – 90°)はすべての部位においてほとんど見

られなかった。斜め分裂頻度と表皮の厚さの関係を調べた結果、斜め分裂の割合

は、強く表皮の厚さと相関していた（相関係数 0.98 以上）（図２－１９、E）。こ

れらの結果は、細胞分裂の３次元方向の分布が部位によってことなり、表皮の基

底細胞の斜め分裂は表皮の厚さの維持に関連することを示唆する。更に、部位に

よる分類をせず、図２－１９(C)と同じ細胞集団について細胞分裂方向（斜め分

裂頻度ではない）と、表皮の厚さの関係を調べたところ、Spearman の順位相関

係数の値は 0.428 となり、中程度に相関するということが示された（図２－２

０）。従って、これは斜め分裂頻度と表皮の厚さが相関することを支持する結果

であると考えられる。 
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図２－１９ 基底膜に対する分裂方向の解析 

(A) 細胞分裂方向の測定の概略図。"a"の方向は xy 面における分裂方向の成分

を示す。角度は az 面から測定した。(B) 足の裏の細胞分裂の方向を測定してい

る例。(C) 各部位の皮膚から測定した分裂方向のヒストグラム。このデータは、

23（背中）、21（耳）、39（足の裏）、23（interscale）、20（scale）の分裂細胞

から測定した。(D) C における、平行分裂 (φz ≤ 20°)と、斜め分裂 (20° < 

φz ≤ 70°)、垂直分裂 (70° < φz ≤ 90°)の割合。(E) 表皮の厚さ（図２－１

４、I）と斜め分裂 D の割合との関係を示す。相関係数は 0.986 だった。点線

は、回帰直線を示す。エラーバーは標準偏差を示す。 
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図２ー２０ 分裂方向と表皮の厚さの関係 

データは図２－１９(Ｃ)と同じ集団であり分裂細胞を示す。詳細には、背中（n 

= 23, マウス 7 匹）、耳（n = 21, マウス 5 匹）、足の裏（n = 39, マウス 6 匹）、

interscale（n = 23, マウス 6 匹）、scale（n = 20, マウス 7 匹）から成り、計

126 個である。各々の分裂細胞に対する表皮の厚さは、マウス毎の平均の厚さ

を示す。r は Spearman の順位相関係数を示し、r = 0.429**（**P＜0.01）とな

る。 
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2－4 考察  

2－4－1 生体イメージングにおける２光子励起顕微鏡の利点  

 

 共焦点顕微鏡と２光子励起顕微鏡で、背中と足の裏の皮膚の同一視野を観察

した画像を比較すると、２光子励起顕微鏡の方が高いコントラストの画像を得

ることができる（図２－２１）。従って、本研究ではマウス皮膚を観察するため

に、２光子励起顕微鏡を使用し、その結果、表皮の基底細胞の分裂期における染

色体の微細な形態変化の可視化に成功した。皮膚の観察において、共焦点顕微鏡

と比較して２光子励起顕微鏡が優れている理由はいくつかある（詳細は、第１章 

序論 “1－1－1 レーザー走査型顕微鏡”、“1－1－3 2 光子励起顕微鏡と生体イ

メージング”に記載）。２光子励起顕微鏡では、励起光に近赤外域の波長を利用す

るため、皮膚内における散乱や吸収の影響を抑えることができ、励起光の深部到

達性が高い。その後に発する蛍光は可視域の波長だが、２光子顕微鏡ではピン

ホールが不要なため NDD(Non-Descanned Detector）を使えるので、組織内に

おける散乱光も検出可能である。更に、本研究では、高感度な GaAsP ディテク

ターを用いており、そのことも高い S/N 比の画像を取得するために重要であっ

た。更に、２光子励起顕微鏡を利用したことにより、共焦点顕微鏡では可視化で

きない真皮コラーゲンからの SHG シグナルを取得できた。この SHG シグナル
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により表皮と真皮の境界面が明確になった。加えて、３次元的な細胞分裂の方向

を調べる際は、基底膜面を推測するために SHG シグナルが必要であった。 
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図２－２１ 皮膚観察における共焦点顕微鏡と２光子励起顕微鏡の比較 

(A, B) 背中 A と足の裏 B の表皮の xy 面と xz 面の共焦点画像。ピンホールは

１A.U. (C, D) 背中 C と足の裏 D の表皮の xy 面と xz 面の２光子励起画像。ス

ケールバーは 10 μm を示す。 
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2－4－2 生体イメージングにおけるヘアレスマウスの利点 

 

 ２光子励起顕微鏡でマウスの皮膚を観察するためには、メラニンを保有しな

い、かつ体毛がない、という条件を満たすマウスを用いることが望ましい。なぜ

なら、２光子励起顕微鏡で励起光として用いる超短パルスレーザーは、瞬間的に

非常に強いパワーを出すため、メラニンが励起光を吸収することで熱が発生し、

その熱によって皮膚が損傷を受ける恐れがある(Li et al., 2012)。加えて、検出時

においても、メラニンの非常に強い自家蛍光シグナルにより画像が乱れると

いった問題が発生する。また、体毛のあるマウスにおいて、除毛せずに皮膚をそ

のまま観察することは、毛が妨げとなるため、光学的にほぼ不可能である。その

ため、体毛のあるマウスの皮膚を観察するためには、除毛クリームを使ったり、

かみそりで毛を剃る必要がある。しかし、これらの方法は、表皮にダメージを与

えたり炎症を惹き起こす可能性があるため、できるだけ避けるべきである (Li et 

al., 2012)。また、本研究では実施しなかったが、体毛のないマウスは薬剤によ

る塗布や、物理的刺激等を与えたときの皮膚の観察にも適している。体毛のある

マウスを用いる場合は、同様に除毛が必要であり、刺激前に除毛しても、その数

日後には毛が生えてきてしまい、再び除毛する必要がある。その点、ヘアレスマ

ウスは、刺激に対する応答の長期経時変化を観察するのに非常に適している。
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従って、２光子励起顕微鏡で生きたマウス皮膚を非侵襲に観察するためには、本

研究で樹立したような、アルビノでかつ体毛のないマウスを用いることが重要

となる。ただし、ヘアレスマウスは毛のあるマウスと比べて、皮膚における構造

にいくつか違いがあることが知られている (Benavides et al., 2009)。従ってヘ

アレスマウスでの結果と、毛の生えたマウスでの結果が一致しない可能性は有

り得るため、結果の解釈には注意が必要である。それについては、ヒトと比較す

るとどれくらい違うかという問題にもなるため、どちらの結果が合っていると

いう議論にはならないと考えられる。 

 

 

2－4－3 観察方法について留意すべき点 

 

 耳・足の裏・尻尾の皮膚の生体イメージングについては、プラスチックテープ

を使った簡易な方法により安定な観察が可能であった。一方で、背中については

呼吸や心拍による体動の影響が強く、顕微鏡下で保持するためには工夫が必要

であった。そこで、体動の影響を抑えるために、背中の皮膚を強力なマグネット

で挟んで物理的な強い力で保持すると、体動の影響が抑えられたが、皮膚表面が

正常な色（ピンク色）ではなくなり、白色や黄色になっていた。これは局所的な
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虚血が発生していると考えられ、そのような表皮を観察し続けると、観察して２

時間後くらいから分裂期に入っていない細胞については核の形がだんだん崩れ

ていき、分裂期に入っていた細胞は分裂を停止してしまうことがあった。このよ

うに、外科的、もしくは化学的処置がなくても、保持する方法によっては影響を

与えているかもしれないことは留意すべきである。そのため本研究では、４時間

の中で、表皮の細胞の核の形が変形せず細胞分裂も捉えられる保持の仕方につ

いて検討を行う必要があった。検討した結果、観察部位の皮膚の色がその他の皮

膚の色と同じくらいになることを指標として保持することで、４時間の観察で

明らかな細胞異常が見られることはなくなった。保持方法によって正常な状態

とどのくらい同じ状態を観察できるのかが変化するため、皮膚に限らず様々な

組織におけるマウスの in vivo イメージングでは、組織への影響が少ない保持方

法を確立することが非常に重要である。 

 

 

2－4－4 4 次元イメージングからの分裂方向の測定 

  

 皮膚における細胞分裂の方向の測定は、基本的には皮膚表面に対して垂直に

スライスされた皮膚切片のサンプルから測定されていた。その場合、皮膚の断層
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面に対して奥行き方向の成分の情報が失われるため、正確な角度を測定するの

は難しい。例えば、基底膜に対して斜め方向の分裂が、垂直方向の分裂だと判断

されてしまう場合が考えられる。これに対し、分裂方向の３次元的な解析は、ア

ダルトマウスの耳(Doupé et al., 2010)と尻尾(Clayton et al., 2007)の皮膚につい

て過去に実施されている。彼らの研究では、真皮から表皮を剥がした“固定表皮

シート”を用いて共焦点顕微鏡で３次元的に観察を行っている。また、彼らの結

果は、本論文における耳と尻尾の interscale 領域での結果とおおよそ一致してい

るが、分裂方向の分布とその解釈にはわずかな違いがある。ただし、尻尾での報

告に関しては、２種類の表皮が存在するのにも関わらず、interscale 領域と scale

領域を区別して実施しているかは明記されていなかったため、詳細に比較する

ことはできない(Clayton et al., 2007)。本研究では、分裂方向の測定を、染色体

の移動している方向も含めて４次元的（x, y, z, t）に実施した。従って、これま

での知見よりも、分裂方向を正確に測定できていると考えられる。一方で、本研

究では、H2BEGFP による核のみの蛍光標識により分裂方向を測定したため、斜

め分裂によって上層へ移行した娘細胞の一部が基底膜に接している可能性は否

定できない。上層へ移行した娘細胞が本当に基底膜に接していないかどうかを

明確にするためには、形質膜を可視化することが必要になる。例えば、蛍光色素
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が結合したレクチンの皮内注 (Egawa et al., 2013)や形質膜が可視化されている

マウスとの交配 (Abe et al., 2011)によって可能となるだろう。 

 

 

2－4－5 表皮の恒常性維持モデル 

 

 本研究では、観察した全ての部位の表皮において、平行分裂を検出した。平行

分裂は２つの基底細胞を産生するが、基底細胞密度はおおよそ一定に維持され

ていると考えられているので、平行分裂の数は基底層から基底上層に移動する

細胞の数と等しくなるはずである(Clayton et al., 2007; Doupé et al., 2010)。し

かし、本研究では４時間のタイムラプスイメージングの間に基底層から基底上

層に移動する細胞を検出することができなかった。それゆえ、基底細胞は非常に

ゆっくりと、おそらく数日単位で移動していると予想される（図２－２２、A）。

これに対し、斜め分裂は、分裂と同時に基底上層の細胞を産生する。そのため、

斜め分裂は基底細胞数には影響を与えずに、速く基底上層の細胞を供給できる。

一方で、本研究で表皮の厚さと基底細胞密度との相関が示された。また、過去の

研究で、厚い表皮ほど Ki67 などを指標として増殖細胞の数や割合が多いことが
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報告されている(Porter et al., 1998; Naetar et al., 2008)。これらのデータは厚い

表皮における細胞分裂の数が、薄い表皮よりも非常に多いことを意味する。 

 簡単な表皮のモデルとして、表皮は増殖能をもつ細胞がいる基底層（layer a）、

分化した細胞がいる基底上層（layer b）、角化した層（layer c）の３つの層に分

けて考えることができる（図２－２２、B）。それぞれの層における細胞数が一

定だと仮定すると、各層における細胞数の増減は全て細胞分裂数と等しくなる

（m = ta→b= tb→c = tc→d ）。従って、厚い表皮では、薄い表皮と比べて、細胞の上

への流れが早いことを意味する。つまり、厚い表皮の方が薄い表皮よりも基底層

から基底上層に供給される細胞が多い。それゆえ、厚い表皮において斜め分裂頻

度が高いことは、基底上層への細胞供給を加速する役割をもつ可能性が考えら

れる。  
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図２－２２ 本研究の結果を元にした表皮モデル 

(A) 平行分裂と斜め分裂の概略図。 (B) 薄い表皮と厚い表皮の維持モデル。 

ta→b は、layer a から layer b に移動する細胞数、tb→c は layer b から layer c に

移動する細胞数、tc→d は layer c から細胞が剥がれ落ちる数を示す。m は細胞分

裂数を示す。 
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2－4－6 分裂軸を決定する分子メカニズムについて 

 

 発達期の表皮において細胞分裂の方向は、Gαi、mInsc、LGN、NuMA、Par-

3、aPKC といった分子の細胞内局在によって決定されると考えられている

(Lechler and Fuchs, 2005; Siller and Doe, 2009; Kulukian and Fuchs, 2013; 

Williams et al., 2014)。加えて、最近、胎仔期において PDK1 は分裂細胞の aPKC

と Par-3 を細胞の頂端側へリクルートし、活性化するという重要な役割をもち、

分裂軸の決定のために重要であることが示されている(Dainichi et al., 2016)。一

方で、アダルトマウスの表皮においては、aPKCλ の欠損マウスの皮膚での報告

がある(Niessen et al., 2013)。それによると、正常なマウスよりも分裂方向が垂

直方向にシフトしており（60 – 90º の分裂頻度が増え）、加えて、表皮の厚さは、

正常なマウスよりも厚いことが示されている(Niessen et al., 2013)。加えて、本

研究において、表皮の厚さと斜め分裂頻度に相関があったことから、胎仔期のマ

ウスだけではなくアダルトマウスの表皮においても上記に挙げた分裂軸を制御

するタンパク質が、分裂方向を制御することにより、表皮の厚さを制御している

ことが考えられる。アダルトマウスにおける分裂方向とその分子メカニズムを

明らかにするためには、これら分子の可視化させたマウスや、関連分子を欠損さ
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せたマウスを組み合わせて使うことによって本研究で確立した観察方法は、有

用になるだろう。 

 

 

2－4－7 今後の展望 

 

 本研究において、マウスの樹立や観察方法の確立を含む新規２光子励起顕微

鏡法を確立することにより、異なる部位における表皮の形態学的な特徴と細胞

分裂の方向との関連を示した。本研究の結果は、表皮の厚さの維持に新たな見解

をもたらすことが期待される。更に、新規２光子励起顕微鏡法は、表皮の恒常性

維持のメカニズムを明らかにするのに役に立つと考えれる。また、それだけでは

なく、薬剤の皮膚への効果や影響を調べるために有用となることが期待される。 
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2－5 本研究のまとめ 

 

 本研究では、背中・耳・足の裏・尻尾の皮膚について非侵襲的な in vivo イ

メージング法を確立した。２光子励起顕微鏡を用いて観察したところ、各々の部

位において細胞分裂を高精細に可視化することに成功した。また、３次元的に分

裂方向を解析した結果、厚い表皮ほど、斜め方向の分裂頻度が高い傾向があるこ

とが判明した。 
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第 3 章 HRP ビームによる高分解能化 

3－1 背景と目的 

3－1－1 超解像顕微鏡 

 

 近年、光の回折限界を超える超解像技術が発達してきた。現在市販されている

超解像顕微鏡の主な原理として、（ⅰ）ローカリゼーション法、（ⅱ）STED 法、

（ⅲ）構造化照明法がある(Hell, 2007; Huang et al., 2010; Schermelleh et al., 

2010)。以下に、各手法について説明する。また、（ⅳ）として、これらの超解像

顕微鏡の欠点についてまとめた。 

 

（ⅰ）ローカリゼーション法 

 ロ ー カ リ ゼ ー シ ョ ン 法 に は 、 PALM (Photo Activation Localization 

Microscopy) (Betzig et al., 2006)や STORM (Stochastic Optical Reconstruction 

Microscopy) (Rust et al., 2006)がある。ローカリゼーション法では、試料中の蛍

光分子を１分子レベルでまばらに光らせ、取得した画像中の輝点の中心位置を

記録することを多数繰り返し、最終的に取得した画像を統合することにより高

解像な画像を取得する（図３－１）。そのためには、特定の波長域の光をあてる
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ことで、発光可・不可の状態を切り替えることができる、もしくは蛍光の波長が

変化させることができる蛍光プローブを使用する必要がある。ローカリゼー

ション法の空間分解能は、分子の位置を計測する正確さによって決まり、高分解

能な画像を得るためには記録する蛍光分子の数を多くする必要がある。 

 PALM では、通常 paGFP (photoactivatable green fluorescent protain)などの

蛍光タンパク質により標識された生体分子を観察するのに対し、STORM では

シアニン色素などの有機色素により染色された固定組織や固定細胞の観察を行

う。また、STORM はマルチカラーイメージングが可能である。 

 

 

 

 

 

 

図３－１ ローカリゼーション法 

(a) 分子を個別に発光させる 

(b) その位置を記録 (d) 最終的な観察像 

(c) 従来の蛍光顕微鏡像 
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（ⅱ）STED (Stimulated Emission Depletion) 法 

 STED 法(Hell and Wichmann, 1994; Klar and Hell, 1999)は、入射した光と同

じ波長の光を放出する現象である誘導放出を利用する（図３－２）。レーザー走

査型顕微鏡の光学系で、役割の異なる２種類のレーザーを使用し、通常の励起光

スポットにドーナツ状の誘導放出光を重ね、自然放出による発光領域を狭める

（図３－３）。誘導放出によって放出される光の波長は、照射した誘導放出光と

同じになるため、それとは異なる波長の蛍光のみを取得すれば、スポット中心部

分の蛍光だけを検出できる。 
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図３－２ 誘導放出の原理 

図３－３ STED顕微鏡の原理 

通常のビームスポット→青色   誘導放出光→オレンジ色  蛍光→緑 

𝑆1 

𝑆0 

１個の光子 2 個の光子  
 

 

  

  

励起光 

  

    ＋ 

励起光   誘導放出光 

蛍光（自然放出） 

通常のレーザー

走査型顕微鏡 

STED 顕微鏡 

 

 

蛍光（自然放出） 
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（ⅲ）構造化照明法 

 アッベの結像理論より、高い空間周波数の構造では、回折の角度が大きくなる。

この角度が、対物レンズの NA で決まる角度を超える場合には、捕捉できず、像

を作ることができない（図３－４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

  
 

＋1 次 

0 次 

－1 次 

回折 

干渉 

試料の空間周波数

が高い場合 干渉が起こらない 

試料 

像 

試料 
＋1 次 

0 次 

－1 次 

図３－４ アッベの結像理論 

A 

B 
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 構造化照明法では、試料に縞状のパターンの光（構造化照明）を照射し、高い

空間周波数をモアレパターンと呼ばれる干渉縞を含んだ低い空間周波数に変換

した画像を取得する（図３－５）。構造化照明の縞の方向と位置を変化させなが

ら複数の画像を取得し、得られた画像をフーリエ空間で結合し、高い解像度の画

像に再構成する(Gustafsson, 2000)。 

 

  

図３－５ モアレパターン 
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(ⅳ) 超解像顕微鏡の欠点 

 超解像顕微鏡は、通常の光学顕微鏡よりも高分解能な画像が得られるが、欠点

も存在する。まず、蛍光分子を自由に選択できない場合がある。ローカリゼー

ション法では、photoactivation や photoswitch が可能な蛍光プローブで蛍光ラ

ベルしなければならない。また、STED 法では誘導放出光の波長を考慮して蛍光

プローブを選択する必要がある。更に、ローカリゼーション法や構造化照明法で

は、画像処理を必要とするため通常の顕微鏡よりライブイメージングが制限さ

れる場合がある。STED 法や構造化照明法の光学系は複雑なため、セットアップ

が大変であるが、顕微鏡そのものを購入すると非常に高価である。ローカリゼー

ション法では分子の位置を正確に測定するための高感度カメラが必要である。 
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3－1－2 高次径偏光 ( HRP ) 

 

 レーザービームの特性を表す、振幅、位相、偏光の分布は、マクスウェル方程

式より導いた波動方程式の解として得られる。一般に使用されている多くの

レーザービームは、直線偏光（LP：linearly polarized） ビームと円偏光（CP：

circularly polarized）ビームである。LPビームは時間とともに偏光方向が変化し

ないのに対し、CPビームでは時間とともに偏光方向が回転するという違いはあ

るが、どちらも通常、ビーム断面の強度分布が理想的にはガウス分布であり、あ

る瞬間においてビーム断面のどの位置でも同位相で、同じ偏光状態を有する。一

方で、ビーム断面において空間的な偏光分布が不均一であるビームをベクトル

ビームといい、ベクトルビームはベクトル波動方程式の解となる。例えば、図３

－６に示すように方位偏光（AP：azimuthally polarized）は、ビーム断面におい

て電場が方位方向に分布する。径偏光（RP：radially polarized）は、電場が放射

状に分布している。高次径偏光（HRP：higher-order radially polarized） ビーム

は、同心円状の多重リングをもつRPビームであり、リングごとに電場の向きが

反転している (Kozawa and Sato, 2007)。これらのベクトルビームに対してLP

ビームやCPビームのような偏光分布が均質なビームをスカラービームと呼びス

カラー（ヘルムホルツ）波動方程式の解となる。本研究では、LPビームと6つの
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リング構造をもつHRPビームを使用した。このHRPビームの振幅分布は(3. 1)式

に示すように6次のモードのラゲールガウス分布となる。 

 

 

 

となる。ここで、ラゲール陪多項式𝐿15(𝑥)は(3. 2)式に示すようになる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

            

  

  
  

      

  

  

  

    
  

  

  

    

LP CP RP HRP AP 

  
  

    

 ベクトルビーム  スカラービーム 

図３－６  ビーム断面の偏光方向 
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5

2
𝑥3 +

𝑥2

4
−
𝑥5

120
・・・・(3. 2) 
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HRP ビームのレンズによる集光については、2007 年に東北大学多元物質科学研

究所の佐藤研究室により、シミュレーション結果が報告された (Kozawa and 

Sato, 2007)。その報告によると、集光角を θ とするとき sin θ が 0.6－0.7 より

も小さなレンズで集光した場合には、HRP ビームの方が LP ビームよりも大き

なビームスポットとなるが、集光角が大きなレンズを使用した場合には、LPビー

ムよりも小さなビームスポットが形成される。図３－７、図３－８は、集光角が

大きなレンズ（NA=1.2、媒質の屈折率＝1.33（本論文中で使用したもの））に

ビームが集光したときの、強度分布のシミュレーション結果（“3－2－2 集光点

の光強度分布のシミュレーション”に記述したプログラムを用いた）
（＊）

を表して

いる。また、集光点における電場ベクトルを光軸方向の電場成分（Ez）と、横方

向の電場成分（Er）とで分けて計算した結果も示す。LP ビームの集光において

は、焦点面において横方向の電場成分（Er）の方が光軸方向の電場成分（Ez）よ

り強い。一方、RP ビームでは、光軸方向の電場成分（Ez）の方が強く、その半

値全幅は LP ビームの全強度分布の半値全幅よりも小さい (Quabis et al., 2000)。

しかしこの場合、横方向の電場成分（Er）の寄与も大きく、合計の強度分布では

広がりの大きなスポットとなってしまう。これに対し、HRP ビームの集光にお

いては、焦点面における強度分布は、ほとんど光軸方向の電場成分（Ez）から成

ることに加え、横方向の電場成分（Er）が相対的に弱まり、LP ビームよりも細

い集光スポットが得られる。 

  
（＊）本研究で使用した RP ビーム、HRP ビームのシミュレーション結果は、ガウスビームを液晶

素子で変換して擬似的に強度分布がラゲールガウス分布となるように近づけた場合の結果

を使用している（次節で説明）。 
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r (LP の場合は x) 

図３－７ 焦点付近におけるシミュレーション結果 

（NA＝1.20、媒質の屈折率 n＝1.33、焦点距離＝3 mm）の場合 



86 

 

       

  

r / λ 

0.0

0.5

1.0

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

 

total 
|E

r
|

2
 

|E
z
|

2
 

N
o
rm

a
li
ze

d
 i
n

te
n

s
it

y 
横方向電場（E

ｒ
）が強い 

 

 
  

 
 

 

 

 

0.0

0.5

1.0

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

total

|Er|2

|Ez|2

 

total 

|E
r
|

2
 

|E
z
|

2
 

0.0

0.5

1.0

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

 

total 

|E
r
|

2
 

|E
z
|

2
 

軸方向電場（E
z
）が強い 

軸方向電場（E
z
）が圧倒的に強い 

E
z
 

E
ｒ

 

LP 

RP 

HRP 
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（NA＝1.20、媒質の屈折率 n＝1.33、焦点距離＝3 mm） 
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3－1－3 HRP ビームの共焦点顕微鏡への応用 

 

 レーザーから HRP ビームを直接発生させることは可能であるが、既存のレー

ザー顕微鏡システムで利用することは、装置の大がかりな改造が必要となり、困

難である。そこで当研究室では、通常使用している LP ビームを液晶素子により

位相変調することで、擬似的に HRP ビームを生成した。液晶分子は、光学的に

は単軸結晶として扱うことができ、図３－９に示すように各方向に対する屈折

率の違いから楕円体として表される（屈折率楕円体）。また、本研究で使用した

液晶素子では図３－１０に示すように、透明電極（ITO：酸化インジウムスズ）

がコートされたガラス基盤に液晶分子が一定方向に配置している（このときの x

軸方向を液晶の配向方向という）。透明電極に電圧を印加すると、電場の影響で

液晶分子は傾く。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３－９ 液晶分子 

屈折率 n
e
 

屈折率 n
0
 

 
電圧 ： 低 高 

液晶層    ガラス基板 

図３－１０ 液晶素子 

z 

x 
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次に、液晶素子への印加電圧値を変化させることにより、偏光方向を変える仕組

みについて説明する。図３－１１に示すように、z 方向に入射した光が、z 軸か

ら x 軸方向へ θ 傾いた液晶分子を通過するとき、光の電場は光軸に垂直な方向

の屈折率 no と np の影響を受ける。このとき no は光に対する液晶の傾き θ で変

化しないが、np は(3. 3)式に示すように液晶の傾き θ で変化する。 

 

 

例えば、図３－１２に示したような x 方向に配向方向をもつ液晶素子に π の位

相変調となるように電圧を印加し、x 偏光の LP ビームを透過させた場合、位相

が反転する。y 偏光の LP ビームを透過させた場合、光路長は液晶分子の傾きに

依存しないため、液晶素子に挿入する前後で偏光方向は変わらない。また、図３

－１２に示すような y 軸から x 軸に角度 φ 傾いた方向の偏光の LP ビームを透

過させた場合、x 方向の偏光成分のみπの位相変調が生じ、偏光方向が y 軸に対

して線対称の向きとなる。 

 

 

 

 

𝑛𝑝(𝜃) =
𝑛0𝑛𝑒

√𝑛0
2cos2𝜃 + 𝑛𝑒

2sin2𝜃
 ・・・・・(3. 3) 
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図３－１１ 液晶分子に光を入射したとき 

図３－１２ 液晶素子による偏光方向の変調 

x 方向に π の位相変調となるように液晶素子（このとき、

液晶素子の配向方向は x 方向）に電圧を印加したとき。 
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 LP ビームから HRP ビームに変換するためには、１対の液晶素子である「6 重

リング液晶素子」と「12 分割液晶素子」を使用する。入力ビームには LP ビー

ムを入射する。まず LP ビームを 6 重リング液晶素子に通すことで、リング間で

π の位相差を与える。HRP ビームの強度分布は(3. 1)式のように示されるため、

6 重リング液晶素子の各リング半径は、ラゲールガウス関数の節の位置に対応さ

せるように設計されている。また、この 6 重リング液晶素子は本研究で使用し

ている対物レンズ(UplanSApo 60xW / NA1.20)の瞳径と、バックアパーチャー

径を考慮した設計になっている（図３－１３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    図３－１３  6 重リング液晶素子の各リングの半径  
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 LP ビームが 6 重リング液晶素子を透過後、12 分割液晶素子を透過すること

で偏光方向が径偏光に変調され、HRP ビームが生成される。図３－１４に示す

ように 12 分割液晶素子は、中心角 30°の 12 個のセグメントに分けられている。

液晶の配向方向は，図中で両矢印で表したように，それぞれのセグメントで 15°

ずつ異なっており一周で 180°回る。このそれぞれの液晶素子にπの位相差が生

じるように電圧を印加すると、偏光が径方向に回転する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

      図３－１４ 12 分割液晶素子  
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 当研究室では、この１対の液晶素子を共焦点顕微鏡のレボルバーに取付ける

ことで、HRP ビームの生成に成功した(Kozawa et al., 2011)。シミュレーション

より、HRP ビームのサイドローブが LP ビームに比べて目立つことが問題であっ

たが、共焦点ピンホールを最適にすることで、サイドローブを除去できた。また、

共焦点顕微鏡の空間分解能を評価するために、蛍光ビーズを用いて半値全幅を

測定した結果、LP ビームでは 0.270 μm であったのに対し、HRP ビームでは

0.203 μm となり、分解能が向上したことを確認した（励起波長 473 nm 時）。

更に、この技術を固定細胞サンプルに応用した結果、LP ビームでは解像できな

い微小な線維が、HRP ビームによって解像された(Kozawa et al., 2011)。  
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3－1－4 本研究の目的 

 

 ２光子励起顕微鏡は共焦点顕微鏡よりも生体にとって低侵襲だが、空間分解

能は波長に依存して悪くなるので、近赤外光を使用する２光子励起顕微鏡では、

可視光を使用する共焦点顕微鏡よりも空間分解能が劣る。本研究では２光子励

起顕微鏡のこの欠点を克服するため、HRP ビームによって２光子励起顕微鏡の

空間分解能の向上させることを目指す。 

 まず、シミュレーションより得られた光強度分布(Kozawa et al., 2011)の 2 乗

を計算することで、２光子励起顕微鏡における理論的な強度分布（PSF : point 

spread function）を求めた（図３－１５）。シミュレーション結果から得られた

半値全幅は、LP ビーム、HRP ビームそれぞれ 0.547 (λex/ n) nm、0.357 (λex/ 

n) nm (λex: 励起波長 (nm), n: 浸液の屈折率)となった。これより、HRP ビー

ムを用いることで LP ビームよりも分解能が向上することが示唆された。そこで

本研究では、２光子励起顕微鏡にHRPビームを応用して空間分解能を向上させ、

免疫染色した固定細胞の観察や蛍光タンパク質を利用したライブイメージング

における高解像化を試みた。 
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図３－１５ 強度分布の２乗のシミュレーション結果 

スケールバーは 1 μm を示す。 
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3－2 材料と方法 

3－2－1 光路 

 

 図３－１６(A)は本研究で用いた２光子励起顕微鏡システムを示す。励起光に

は、フェムト秒の近赤外パルスレーザーであるアクティブモード同期式のチタ

ンサファイアレーザーTsunami (Spectra Physics) を使用した。実験には、800 

nm、860 nm、910 nmの波長を使用した。出射ビームは、ネガティブチャープ、

パワーコントローラー（λ/2板とグラントムソンプリズム）とビームエキスパン

ダー（ビーム径を変えるための１対のレンズL1、L2）と偏光板を通る。パワー

コントローラーでは、λ/2板の向きを変えることでレーザーパワーの調整を

行った。偏光板は図３－１６(B)に示すように、LPビームの偏光方向が観測者に

対しステージ上でx方向となるようにした。また、本論文で記述するx方向は全て

図３－１６(B) に示すx方向を示す。その後、LPビームは、スキャナー(FV1000 

MPE, Olympus)を通り、 正立型顕微鏡 (BX61WI, Olympus)に入る。LPビーム

は、対物レンズ(UPlanSApo 60XW, NA 1.20, Olympus)の前に挿入されている１

対の液晶素子によってHRPビームに変換される。この１対の液晶素子は、液晶

素子ホルダー（東北大学にて製作）に挿入することで、本研究を進めた。 
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顕微鏡のステージ 

観測者 

A B 

図３－１６ 強度分布の２乗のシミュレーション結果 

(A) 光路図。Ti:Sapphire laser:チタンサファイアレーザー、M; ミラー、λ/2; 

λ/2 板、G; グラントムソンプリズム、L1 & L2; レンズ、P; 偏向板、LCD; 液

晶素子、Obj.; 対物レンズ。 

(B) 顕微鏡ステージと観測者に対する x 方向の定義 
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液晶素子の設置方法を図３－１７に示した。対物レンズとレボルバーの間に、液

晶素子ホルダーを装着し、液晶素子を、以下の通りに適切な向きで液晶素子ホル

ダーへ挿入した。この時、ファンクションジェネレータで振動数１kHz の矩形

波を発生させ、それを液晶素子に印加した。 

 

  

  

サンプル 

HRP ビーム 

z 

x 
y 

ファンクション 

  

E 

  LP ビーム  

液晶素子ホルダー 

対物レンズ 

 

            

6 重リング液晶素子 

  

12 分割液晶素子 

x 

y 

両矢印は、液晶の配向方向を示す。 

図３－１７ 液晶素子と対物レンズの設置 

 

 

ジェネレーター 
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本研究では、ビーム径の調節は図３－１６(A)中のビームエキスパンダーの L2

を動かすことにより行った。ビーム径とは、ビーム断面において最大強度の 1/e2

となる位置でのビームの直径と定義した。このとき、ビーム径内には全ビーム強

度の 86.5%が含まれる。ビームエキスパンダーでは、１軸方向に動くモータ駆

動ステージ（SGSP 20-85, シグマ光機）に L2 が取り付けてあり、それに適応し

たコントローラ（SCT-602, シグマ光機)に表示される値を変えることで、L2 の

位置を制御した。図３－１８には、オリンパス社による設定値に基づいて作成し

た L2 の位置とビーム径 D の関係のグラフと近似直線を示した。この式により

各ビーム径になるときの位置を求め、コントローラに設定して使用した。    

 

 

 

 

 

 

 

                図３－１８ L2の位置とビーム径Dの関係 
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3－2－2 集光点の光強度分布のシミュレーション 

 

 光強度分布のシミュレーションには東北大学多元物質科学研究所の小澤祐市

准教授が作成した LGPhaseShifterFocusingGen3_1 を使用し、以下のようにベ

クトル回折理論により計算された。図３－１９において、f を焦点距離、r をビー

ム半径とし、瞳半径を rmax とすると、RP ビームと HRP ビームの強度分布は、

(3. 4)、(3. 5)式のようになる(Richards and Wolf, 1959)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   θ 
α 

𝑟0 = 𝑓 sin 𝜃 

𝑟𝑚𝑎𝑥 = 𝑓 sin 𝛼 

f 

図３－１９ 結像光学系におけるレーザービーム高NAのレンズ 

z 

x 

y 

𝐸𝑟(𝑟, 𝑧) = 𝐴 √cos 𝜃
𝛼

0

 sin(2𝜃)𝑃0(𝜃)𝐽1 𝑘𝑟  sin 𝜃 𝑒𝑥𝑝 𝑖𝑘𝑧 cos 𝜃 𝑑𝜃 

𝐸𝑧(𝑟, 𝑧) = 𝑖2𝐴 √cos 𝜃
𝛼

0

 sin2(𝜃) 𝑃0(𝜃)𝐽0 𝑘𝑟  sin 𝜃 𝑒𝑥𝑝 𝑖𝑘𝑧 cos 𝜃 𝑑𝜃 

 

焦点近傍(r, z)での電場 E＝（半径方向の電場）E
r
＋（軸方向電場）E

z・・(3. 4) 

(3. 5) 



100 

 

また、(3. 5)式における瞳関数 P0 (θ)は図３－１３に示した 6 重リング液晶素

子の設計に基づいて、以下のような(3. 6)式を用いている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、本研究では高 NA レンズを使用したため、LP ビームの場合もベクトル回

折理論を用いた (Youngworth and Brown, 2000)。 

 

 本研究における２光子励起顕微鏡における蛍光の理論的な強度分布は光強度

分布(Kozawa et al., 2011) の 2 乗を計算することで得た。入力の LP ビームの強

度分布は、ガウス分布であると仮定した。また、簡単のため、放出される蛍光は

ランダム偏光と仮定した。シミュレーションに用いたパラメータを表３－１に

まとめた。 

𝑃0(𝜃) = 𝑙0(𝜃) × 

𝑒𝑖𝛿 

1 𝑖𝑓  0 < 𝜃 < 𝑠𝑖𝑛−1(𝑟1/𝑓𝑛) 

𝑖𝑓  𝑠𝑖𝑛−1(𝑟1/𝑓𝑛) < 𝜃 < 𝑠𝑖𝑛
−1(𝑟2/𝑓𝑛) 

𝑖𝑓  𝑠𝑖𝑛−1(𝑟2/𝑓𝑛) < 𝜃 < 𝑠𝑖𝑛
−1(𝑟3/𝑓𝑛) 

𝑖𝑓  𝑠𝑖𝑛−1(𝑟3/𝑓𝑛) < 𝜃 < 𝑠𝑖𝑛
−1(𝑟4/𝑓𝑛) 

𝑖𝑓  𝑠𝑖𝑛−1(𝑟4/𝑓𝑛) < 𝜃 < 𝑠𝑖𝑛
−1(𝑟5/𝑓𝑛) 

𝑖𝑓  𝑠𝑖𝑛−1(𝑟5/𝑓𝑛) < 𝜃 < 𝑠𝑖𝑛
−1(𝑁𝐴/𝑓𝑛) 

𝑒𝑖𝛿 

1 

𝑒𝑖𝛿 

1 

𝑙0(𝜃) 

𝑛 

𝑓 

𝛿 

：入射ビームの振幅（ガウス分布） 

：媒質の屈折率（1.33） 

：焦点距離（3 mm） 

：位相差 

(3. 6) 
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  パラメータ LP 時 HRP 時 

対物レンズ 

焦点距離 (mm) 3 

媒質の屈折率 n 1.33 

瞳径 (mm) 7.2 

NA 1.2 

画像の取得条件 

xy 画像の幅 (μm) 2.56×2.56 

z 方向の厚み 

(μm) 

10 

6 重リング液晶素子 リング間の位相差 0 π 

表３－１ シミュレーション結果の取得条件 
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3－2－3 ビームプロファイラによるビーム強度の観察 

 

 液晶素子への駆動電圧の決定は、ビームプロファイラを使ってビームの強度

分布を観察しながら行った。図３－１７の状態から対物レンズを外し、図３－

２０に示すように顕微鏡のステージにビームプロファイラを固定し、瞳位置に

おけるビームの強度分布を観察した。LP ビームと HRP ビームを切り替えるた

めには、それぞれの励起波長ごとに、液晶素子への最適電圧を決定する必要が

ある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ビームプロファイラ  

6 重リング液晶素子 

12 分割液晶素子 

x 偏光 

x 

z 

ステージ 

偏光板  

図３－２０ ビームプロファイラのセッティング 
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＜12 分割液晶素子への駆動電圧の決定＞ 

ビームプロファイラの上に、x 方向の偏光が通るように偏光板を置き、液晶素

子と偏光板を通過した後のビーム強度を観察することで、ビームの偏光方向を

確認した。このとき 6 重リング液晶素子への電圧は off に設定した。液晶素子

への印加電圧を変化させていくと、ビームの強度分布は全てのセグメントで均

一な明るさの分布と、x 方向のセグメントが明るく y 方向のセグメントが暗い

分布を交互に繰り返した。均一な明るさのときは全てのセグメントで x 偏光で

あることを意味するので、このときの電圧値を LP ビーム使用時の最適電圧と

した。また、x 方向のセグメントが明るく y 方向のセグメントが暗いとき、x 方

向のセグメントでは x 偏光、y 方向のセグメントでは y 偏光であることを意味

するので、このときの電圧値を、HRP ビーム使用時の最適電圧とした（図３－

２１）。 

 

 

 

 

 

 

図３－２１ 12 分割液晶素子への電圧値を変化させたときの強度分布 

（励起波長 750nm 時）  

12 分割  1090 mV 

6 重リング  off     

LP ビーム使用時の最適電圧 HRP ビーム使用時の最適電圧 

x 

y 

12 分割  1420 mV 

6 重リング  off    

12 分割  1620 mV  

6 重リング  off     
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＜6 重リング液晶素子への駆動電圧決定＞ 

図３－２０のセッティングからビームプロファイラの上の偏光板を取り除き、6

重リング液晶素子に電圧を印加した。このとき、12 分割液晶素子には上で求め

た LP ビームを出力するための最適電圧を印加した。６重リングへの印加電圧を

変化させていくと、均一な明るさの分布とリング毎のコントラストが強く現れ

る分布を交互に繰り返した。均一な明るさの分布は、リング毎の位相差が 0 の

ときを示し、リング毎のコントラストが最も強く現れるときはリング毎でπの

位相差が生じていることを示すので、このときの電圧値を HRP ビーム使用時の

暫定の印加電圧とした（図３－２２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HRP ビーム使用時の最適電圧 

図３－２２  6 重リング液晶素子への電圧値を変化させたときの強度分布 

（励起波長 750nm 時）   

12 分割  1090 mV   

6 重リング  950 mV   

12 分割  1090 mV  

6 重リング  750 mV  

12 分割  1090 mV   

6 重リング 1150 mV   
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3－2－4 蛍光ビーズのサンプル作製 

 

 蛍光ビーズは直径 0.17μm または 0.2μｍ (Invitrogen)を用い、希釈して使用

した。 

＜アガロースに包埋した蛍光ビーズサンプルの場合＞ 

 最初に、スライドガラスの上に Slide Seal (TaKaRa)をのせた。1%アガロース

L（Wako）に蛍光ビーズを混ぜたものを Slide Seal のフレームの中に注ぎ、その

後、No.1S のカバーガラス（松浪硝子）を Slide Seal の上にかぶせた（図３－２

３）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３－２３ アガロースに包埋した蛍光ビーズのサンプル作製 

   

Slide Seal 
スライドガラス 

横から見た図 上から見た図 

1%アガロース L にビーズを混ぜたも

のを Slide Seal の中に入れる。 

    

1%アガロース L 蛍光ビーズ 

 

カバーガラス 

 

カバーガラスをかぶせる。 
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＜ガラス－水界面上の蛍光ビーズサンプルの場合＞ 

 蛍光ビーズを、MilliQ で希釈し、この懸濁液を少量、No.1S のカバーガラス（松

浪硝子）の上に滴下し、乾燥させた。スライドガラスに MilliQ を滴下し、蛍光

ビーズを付着させたカバーガラスを蛍光ビーズの付着面が内側になるようにの

せた。カバーガラスの周囲ににじみ出した余分な MilliQ を取り除いた後、マニ

キュアでシーリングした。 
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3－2－5 蛍光ビーズ画像からの分解能の測定方法  

 

 顕微鏡の分解能を評価するため、直径 0.17 μm の蛍光ビーズを用い、以下の

方法により平均蛍光強度のプロファイルの半値全幅を測定した。 

  

(1) まず 10 個の孤立した蛍光ビーズ像を取得した。xyz 画像においてビーズの

中心で最も高い蛍光強度をもつ xy、xz 面を選び、その面を測定面とした。 

(2) xy 測定面、xz 測定面それぞれから、ビーズの中心で最も高い蛍光強度を通

るように x 方向、z 方向に線をひき、その線上の強度プロファイルを取得し

た。 

(3) バックグラウンドは、測定面上のシグナルが無い領域における平均強度とし

た。それを、強度プロファイルから減算した。 

(4) 続いて、Origin software (OriginLab)を使用し、測定した強度分布を(3. 7)式

で表したガウス関数でフィッティングすることにより、最大強度と中心位置

を決定した。 

 

 

      A：最大強度値、B：中心位置、C：半値全幅、D：バックグラウンド 

𝐼 = 𝐴 𝑒𝑥𝑝 (
−2 ln 4(𝑥−𝐵)2

𝐶2
) + 𝐷      ・・・・・(3. 7) 



108 

 

(5) 10 個のビーズから得られたそれぞれの強度プロファイルは得られた最大強

度 A で規格化して、中心位置 B が 0 になるように位置を揃え、その強度プ

ロファイルを平均し、平均プロファイルを求めた。平均プロファイルの最大

値で再び規格化して示した。 

(6) 最大強度の半分の値をまたぐ２か所で、その値の前後６点の強度を用いて最

小二乗法により直線を求め、最大強度の半分の値となる位置を求めた。その

２点間の距離を平均強度プロファイルの半値全幅の値とした。 
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3－2－6 固定細胞のサンプル作製 

 

 固定細胞の観察には、COS-7 細胞を用いた。60 mm dish 内に、70％エタノー

ルに浸した後に乾燥させたカバーガラスを入れ、そこに COS-7 細胞を播いた。

培 地 に は 10% FBS (Invitrogen) 、 100 unit/ml penicillin と 100 μg/ml 

streptomycin (Invitrogen)、4 mM の L-グルタミン、15 mg/ml のフェノールレッ

ドを含有する DMEM (Wako)を用い、37°C、5% CO2 内で培養した。カバーガ

ラス上で培養した COS-7 細胞を、4%ホルムアルデヒド in PBS で固定した後、

0.3% TritonX-100 in PBS を用いて透過処理を行った。免疫染色には、1 次抗体

はマウス抗 α-tubulin モノクローナル抗体 (clone DM1A, Cell Signaling)を使用

し、2 次抗体はそれぞれ AlexaFluor405、AlexaFluor488、AlexaFluor546 が結合

したヤギ抗マウス IgG ポリクローナル抗体(Invitrogen)を用いた。１次抗体、２

次抗体は、0.5% Tween 20 in PBS で 400 倍希釈して使用した。サンプルの封入

には、スライドガラス（S2441, 松浪硝子）の上に MilliQ 滴下し、その上から細

胞が接着している面を内側にしてカバーガラスをかぶせ、マニキュアでシーリ

ングした。 
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3－2－7 生細胞のサンプル作製 

 

 Lifeact (Riedl et al., 2008)と mTFP1(Ai et al., 2006)の融合タンパクを発現す

るプラスミドを以下のように作製した。mTFP1 の発現プラスミドである NE-

mTFP1-NC（当研究室にて作製）を制限酵素 NheI と BamHI により切断し、電

気泳動後ゲルを切り出し、Nucleo Spin ExtractⅡ (MACHEREY-NAGEL)で

DNA を抽出した。また、Lifeact をコードする DNA のセンス鎖とアンチセンス

鎖は等量混合し、サーマルサイクラー（PCR Thermal Cycler Dice, TaKaRa）に

て 95℃、5 min 熱処理後、急冷した。 

 

Lifeact をコードする DNA フラグメントとして以下の合成 DNA を用いた。 

（センス鎖） 

CTAGCATGGGTGTCGCAGATTTGATCAAGAAATTCGAAAGCATCTCA

AAGGAAGAAG  

（アンチセンス鎖） 

GATCCTTCTTCCTTTGAGATGCTTTCGAATTTCTTGATCAAATCTGCG

ACACCCATG である。 

（末端は、NheI と BamHI の制限酵素で切断したのと同じ形になっている。） 
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ベクター側の DNA と Lifeact をコードする DNA を 1:100 のモル比で混ぜ、

Ligation high (東洋紡)を使ってライゲーションした後、大腸菌にトランスフォー

ムすることにより得られたコロニーを培養し、NucleoSpin Plasmid QuickPure 

(MACHEREY-NAGEL)を使ってプラスミドを抽出した。目的とする DNA を得

られていることは、配列を読むことによって確認した。 

上記のようにして得られたプラスミドを、Pure Yield Plasmid Midiprep System 

(promega)を使って抽出・精製し、ガラスボトムディッシュ上に播いた COS-7

細胞に FuGENE HD (Promega)を使ってトランスフェクションした。２日間培

養した後、培地をすべて取り除き、ガラスボトムディッシュの中央部にフェノー

ルレッドを含まない DMEM (Wako)を滴下し、その上にカバーガラスをかぶせ、

歯科用セメント（ジーシーユニファスト、ジーシー）で周囲を固定した。観察時

には、ガラスボトムディッシュの底面を上にして、観察を行った。 
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3－2－8 生細胞の観察画像からの分解能の推定 

 

生細胞を観察した画像の分解能を推定するため、タイムラプスイメージの最

初の画像(図３－３０(B)の 0 min)から LP、HRP ビームそれぞれの画像よりフィ

ロポディア先端部分の強度分布を取得した。強度分布は、フィロポディアの方向

と垂直になるように線をひき、その線上の強度分布を取得した。得られた強度分

布について Origin software (OriginLab)を使用して(3. 7)式に示したガウス関数

でフィッティングすることにより、LP、HRP ビームそれぞれの強度分布の最大

強度、中心位置、バックグラウンド、半値全幅を取得した。測定した強度プロファ

イルから、バックグラウンド D を減算し、最大強度 A で規格化し、中心 B を 0

に揃えた。  

 

 

 

 

 

 

 



113 

 

3－3 結果 

3－3－1 シミュレーションによる PSF の推定 

 

 ２光子励起時の LP ビーム、HRP ビームそれぞれの理論的な PSF を調べるた

め、シミュレーションを使って集光点の強度分布の２乗の値を計算した。LP ビ

ームでは、xy 焦点面における集光パターンは y 方向に比べると、わずかに x 方

向に伸びていた（図３－２４、A）。LP ビームに x 方向と y 方向における FWH

M はそれぞれ、0.547 (λex/n)、0.416 (λex/n)だった（λex は励起波長、n は対

物レンズと焦点位置の間を満たす媒体の屈折率）。対照的に、HRP ビームで計算

された xy 焦点面における集光パターンは軸対称であり、FWHM は、0.357 (λ

ex/n)だった（図３－２４、B）。これらの LP ビームと HRP ビームの FWHM の

値から、HRP ビームを集光することによって xy 焦点面における分解能が向上

することが理論的に示された。z 方向において、HRP ビームによる PSF はかな

り伸びたパターンになった。z 方向における LP ビームと HRP ビームによるシ

ミュレーション結果から、FWHM はそれぞれ、1.186 (λex/n)、3.787 (λex/n)

となった（図３－２４、C）。従って、２光子顕微鏡において HRP ビームを集光

すると、xy 焦点面における高い分解能と深い被写界深度が得られることが理論

的に示された。 
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3－3－2 ビーズサンプルの観察 

 

 ２光子励起顕微鏡において HRP ビームによる分解能向上を実験的に確認す

るため、当研究室で開発した LP ビームを HRP ビームに変換できる液晶素子を

顕微鏡の対物レンズの直前のレボルバーに取り付けた。そして、アガロースに包

埋された直径 0.170 μm の蛍光ビーズを用いて、800 nm の励起により蛍光の

強度分布を得ることにより、FWHM を測定した（図３－２４、D─F）。LP ビー

ムにおける FWHM は x 軸、y 軸それぞれ 294 nm、260 nm だった。わずかに

偏向方向である x 方向に伸びていることを確認できた。HRP ビームにおいて、

焦点面における強度分布はほとんど軸対称であり、FWHM は x 軸、y 軸それぞ

れ 0.230 μm、0.231 μm であった。更に、HRP ビームにおける被写界深度は、

LP ビームと比べて、かなり深かった（0.916 μm（LP）、3.793 μm（HRP））。

また、実測結果の方がシミュレーション結果よりもわずかに z 方向に少し長く

なった。HRP ビームにおける z 方向の伸びは、分解能が悪いことを意味するが、

HRP ビームにより被写界深度が深い画像を取得することができるという解釈も

できる。これらの結果から、シミュレーションと同様に、HRP ビームによって

xy 面の分解能は向上し、被写界深度が深くなることを確認できた。 
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図３－２４ ２光子励起における集光点の強度分布 

(A－C) 励起波長 800 nm で LP、HRP ビームを使用した場合の x–y 焦点面 ( z 

= 0 )と x–z 焦点面 ( y = 0 )における強度分布のシミュレーション結果。(A) そ

れぞれの焦点面における強度分布を示す。(B) A の x–y 焦点面 において中心を

通るように x 方向に引いた線上の強度分布のプロファイル結果。(C) A の x–z

焦点面 において中心を通るように z 方向に引いた線上の強度分布のプロファ

イル結果。(D－F) 励起波長 800 nm でアガロースに包埋された 0.17 μm のビ

ーズを LP、HRP ビームでそれぞれ観察した結果。(D) それぞれの焦点面にお

ける強度分布を示す。(D) E の x–y 焦点面 において中心を通るように x 方向に

引いた線上の強度分布のプロファイル結果。(C) A の x–z 焦点面 において中心

を通るように z 方向に引いた線上の強度分布のプロファイル結果。 
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 次に 800 nm の励起により、ガラス－水界面上の直径 0.17 μm の蛍光ビーズ

を LP ビーム、HRP ビームで観察し PSF を測定した。LP ビーム、HRP ビーム

それぞれの集光パターンを図３－２５(A)に示した。x-y 焦点面における焦点パ

ターンは、アガロースに包埋された蛍光ビーズを観察したときと比較すると、

LP ビームでは x 方向に更に伸びた形になったのに対し、HRP ビ－ムでは同様

に軸対称になった。x 方向の半値全幅は、LP ビームでは 0.510 μm、HRP ビー

ムでは 0.188 μm となった（図３－２５、B）。アガロースに包埋された蛍光ビ

ーズを観察したときの結果よりも LP ビームでは分解能が悪くなり、HRP ビー

ムでは分解能が向上する結果となった。この現象は、高屈折率の媒質から低屈折

率の媒質に光が入射し、その界面で光が集光する時、光軸方向の電場成分が増強

することが理論的にわかっており、そのためだと考えられる。実際に光軸方向の

電場成分が強い RP ビームを界面で集光することで、更に分解能が向上するとい

う報告がある(Quabis et al., 2000; Dehez et al., 2009)。そのため集光時に光軸方

向の電場成分が強い HRP ビームについても同様の現象だと考えられる。これに

より、HRP ビームのガラス－水界面による有用性が示された。これらの結果よ

り、２光子顕微鏡において HRP ビームで観察するとき、ガラス界面上のサンプ

ル、例えば、カバーガラス上の培養細胞や組織表面を観察するときに、より高い

分解能で低いレーザーパワーで観察することが可能であることがわかった。  
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  FWHMLP (μm) FWHMHRP(μm) 

シミュレーション結果 0.319 0.214 

アガロースビーズ 0.294 0.230 

ガラス-水界面ビーズ 0.510 0.188 

  FWHMLP (μm) FWHMHRP(μm) 

シミュレーション結果 0.713 0.228 

アガロースビーズ 0.916 3.793 

図３－２５ ガラス－水界面における蛍光ビーズの観察結果 

(A, B) 励起波長 800 nm でにガラス－水界面上の 0.17μm の蛍光ビーズを

LP、 HRP ビームでそれぞれ観察した結果。(A) x–y 焦点面 ( z = 0 )と x–z 焦

点面 ( y = 0 )における強度分布を示す。スケールバーは 1 μm を示す。(B) A

の x–y 焦点面 において中心を通るように x 方向に引いた線上の強度分布のプ

ロファイル結果。 

表３－2 x 方向の FWHM の測定結果 

表３－3 z 方向の半値全幅（FWHM）の測定結果 
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 次に、HRP ビームの分解能向上の効果を確かめるため、ガラス－水界面上の

直径 0.2 μm の蛍光ビーズを観察した。画像取得時には蛍光ビーズが凝集した

視野を選択し、LP ビーム、HRP ビームそれぞれにおいて同視野を観察した（図

３－２６）。LP ビームでは、大きな塊のようにみえていたが、HRP ビームを用

いることで、ビーズが観察できるようになった。この結果から、HRP ビームに

よって、0.2 μm 程度まで分解能が向上したことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

HRP LP 

図 3－２６ ガラス－水界面における凝集したビーズの観察。 

ガラス－水界面において直径 0.2 μm の蛍光ビーズを、LP ビーム（左）と、

HRP ビーム（右）によって同じ視野を観察した結果。励起波長は 800 nm を使

用した。 

１μm 
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 次に、アガロースに包埋された直径 0.17 μm の蛍光ビーズを 910 nm の励起

により LP、HRP ビームそれぞれで観察した（図３－２７）。z 方向に 0.5 μm 間

隔で動かしながら、xy 画像を合計 18 枚取得することで、厚さ 8.5 μm の３次元

画像を取得した。深い被写界深度をもつ HRP ビームでは、１枚の画像で観察で

きたビーズの数が、LP ビームの画像よりも多かった。特に図３－２７(B)におけ

る HRP ビームの②の画像は、max projection 画像である(A)と似たような画像

になっており、この厚さに含まれるほぼ全てのビーズを１枚の xy 画像で観察す

ることができたことを示している。以上の結果から、HRP ビームを使うことで

深い被写界深度が達成されたことが実証された。 
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図３－２７ HRP ビームの深い被写界深度 

励起波長 800 nm でアガロースゲル中の 0.17 μm の蛍光ビーズを LP、 HRP

ビームでそれぞれ観察した結果。(A) xy 面、xz 面の max projection 画像（３次

元画像の、ある方向の面に最大輝度を投影した画像）を示す。 z 方向に 0.5 μm

間隔で動かしながら、xy 画像を合計 18 枚取得することで、厚さ 8.5 μm の３

次元画像を取得。取得した全 18 枚の xy 画像のうち①は 5 枚目、②は 10 枚目、

③は 15 枚目の位置を示す。 (B) A の各深さ①、②、③における xy 画像を示

す。スケールバーは 1 μm を示す。 
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3－3－3 固定細胞の観察 

 

 次に HRP ビームが生物サンプルに適用できることを確認するため、ガラス－

水界面上の固定 COS-7 細胞の微小管を観察した。Alexa Fluor 546 により染色を

行ったサンプルに対し、励起波長 800 nm で LP、HRP ビームそれぞれで同視野

を観察した結果、LP ビームでは解像できなかった微細な構造が、HRP ビームを

用いることにより解像できるようになった（図３－２８）。更に、別の蛍光色素

である、Alexa Fluor 405, Alexa Fluor 488 を使って染色した COS-7 細胞の微小

管を観察した結果、同様に HRP ビームによって LP ビームよりも高分解能に観

察することができた（図３－２９、A─D）。更に、AlexaFluor546 により染色し、

910 nm の励起により観察した結果、励起波長を変えても HRP ビームによって

高解像に観察することができた（図３－２９、E, F）。これらの結果より、多様

な蛍光色素を用いて観察を行った場合においても、同様に HRP ビームによって

分解能が向上することが示された。HRP ビームによる高解像技術は、ローカリ

ゼーション法や STED 法などの超解像顕微鏡とは異なり、蛍光色素に特別な制

限がなく、様々な蛍光色素で染色したサンプルに利用できることを実証した。 
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図３－２８ ガラス－水界面上の COS-7 細胞の微小管 

LP ビーム （左）と HRP ビーム（右）を使って同じ視野を観察した結果。この

固定 COS-7 細胞の微小管は、Alexa Fluor 546 で染色されており、800 nm の励

起波長で観察が行われた。 

1 μm 
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図３－２９ 様々な蛍光色素で染色した COS-7 細胞の微小管の観察 

これらの固定 COS-7 細胞の微小管は、Alexa Fluor 488 (A, B) Alexa Fluor 405 

(C, D)、Alexa Fluor 546 (E, F)によって染色され、LP ビーム(A, C, E)と HRP

ビーム (B, D, F)によって観察された。励起波長は、800 nm (A－D)と 910 nm 

(E, F)を使用した。スケールバーは１μm を示す。 
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3－3－4 生細胞の観察 

 

 次に HRP ビーム用いて、生細胞の観察を行った。本研究で作製した Lifeact-

mTFP1 の発現プラスミドを COS-7 細胞に遺伝子導入し、培地中で 860 nm の

励起により観察した。図３－３０に示すように(B)の 0 min の画像におけるフ

ィロポディアにひいた白線上の強度分布より半値全幅を測定したところ、LP

ビームでは 0.294μm、HRP ビームでは 0.229μm となった。このことより、

HRP ビームによって分解能が向上したことを確認できた。また、LP ビームで

は時間とともに、焦点面から外れていき、観察しづらくなっていた。これに対

し、HRP ビームでは被写界深度が深いため、観察対象が z 方向に少し動いても

観察し続けることが可能であった。このように HRP ビームは、生細胞観察に

おいても、通常の顕微鏡よりも高い空間分解能と深い被写界深度で生細胞の観

察を行うことが可能であることを示すことができた。 
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図３－３０ COS-7 細胞のライブイメージング 

(A－C) Lifeact-mTFP1 を発現させた COS-7 細胞のイメージング。(A) 細胞１

個が入るように LP ビームで広めの視野で観察した結果。(B) A の四角い白枠を

LP ビーム（上）、HRP ビーム（下）でそれぞれ観察した画像を示す。0 min の

画像の右下に示した黒いスケールバーは、1 μm を示す。(C) B の白線上の強

度プロファイルを示す。 
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3－4 考察 

3－4－1 シミュレーション結果と実測結果の違い 

 

 ２光子励起顕微鏡において蛍光ビーズを観察することにより得られた集光パ

ターンは、シミュレーション結果と似たような集光パターンとなり、それぞれの

半値全幅の値も、シミュレーション結果と比較してかなり近い値となった（図３

－２４、表３－2、表３－３）。このわずかな違いが生じた理由として以下のこと

が考えられる。シミュレーションでは LP ビームの強度分布は、ガウス分布とし

て計算されているが、実験に使用したビームの強度分布が完全にガウス分布と

なっているわけではなく、少し強度分布が楕円になっているためである可能性

がある。また、使用している対物レンズは、スカラービームで使用することを想

定して設計されているため、対物レンズによる収差も原因の１つとなっている

可能性がある。 

 

 

 

 

 



129 

 

3－4－2 HRP ビームのサイドローブについて 

 

 HRP ビームを高ＮＡレンズで集光した場合には、小さな集光スポットが得ら

れるが、それと共にサイドローブが現れることが、顕微鏡への応用時に問題とな

る。HRP ビームを共焦点顕微鏡に応用したときには、共焦点ピンホールによっ

てサイドローブを除去することができた (Kozawa et al., 2011)。一方で、２光

子励起は励起光強度の２乗に比例して起こるため、励起光の光子密度が低いと

ころでは２光子励起はほとんど起こらない。そのため、本研究にて HRP ビーム

を２光子顕微鏡に応用した結果では、サイドローブはほとんど目立たなかった。

更に、対物レンズに入射するビーム径を小さくするとサイドローブが目立つよ

うになり、ビーム径を大きくするとサイドローブがより目立たなくなることが

判ったため、本研究ではビーム径を対物レンズの瞳径よりも大きい 8.47 mm に

して観察を行った。また、最近、HRP ビームのビーム断面における最も外側の

リング部分の光が集光スポットの中心の強度に大きく関与し、一方で内側の5つ

のリング部分の光は、サイドローブの強度に大きく関与することが明らかにな

った (Kozawa and Sato, 2012)。従って上述の実験結果は、対物レンズに入射

するビーム径が小さくなることで、ビームの内側の 5 つのリング部分の強度が

強くなり、サイドローブが強くなったためであると考えられる。 
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3－4－3 ガラス－水界面における HRP ビームの効果 

 

 ガラス－水界面上の蛍光ビーズを観察した際、アガロースに包埋された蛍光

ビーズを観察したときよりも、LP では xy 面における分解能が悪くなり、HRP

ビームでは分解能が向上した。これについては、屈折率の異なる界面において光

軸方向の電場成分のみが増強したためだと考えられる(Dehez et al., 2009)。図

３－３１に示す水色の点線で囲まれた領域においてガウスの法則を適用すると、

各方向の電束密度については、(3. 8) 式のような関係になる。 

 

従って、電場と誘電率とで書き換えると (3. 9) 式のようになる。 

 

z 方向（光軸方向）について式変形すると、 (3. 10) 式のようになる。 

 

 

ガラスの屈折率 𝑛𝑔𝑙𝑎𝑠𝑠 =1.53、水の屈折率 𝑛𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟 =1.33 で (𝐸𝑤,  𝑧)
4
を計算する

と、 

 

 

𝐸𝑔,  𝑥 = 𝐸𝑤,  𝑥  𝐸𝑔,  𝑥 = 𝐸𝑤,  𝑥  𝜀𝑔𝑙𝑎𝑠𝑠𝐸𝑔,  𝑧 = 𝜀𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟𝐸𝑤,  𝑧・・・(3.  9)  

(𝐸𝑤,  𝑧)
4

∝ (
𝑛𝑔𝑙𝑎𝑠𝑠

𝑛𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟
)

8

= 3.07 ・・・・・・・・・・・・・・(3.  11) 

𝐸𝑤,  𝑧 =
𝜀𝑔𝑙𝑎𝑠𝑠

𝜀𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟
𝐸𝑔,  𝑧 = (

𝑛𝑔𝑙𝑎𝑠𝑠

𝑛𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟
)

2

𝐸𝑔,  𝑧 ・・・・・・・・・・(3.  10) 

𝐷𝑔,  𝑥 = 𝐷𝑤,  𝑥  𝐷𝑔,  𝑦 = 𝐷𝑤,  𝑦  𝐷𝑔,  𝑧 = 𝐷𝑤,  𝑧 ・・・・(3.  8 ) 
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となる。２光子励起においては、電場の４乗に比例することから、ガラス－水界

面においては、光軸方向の電場成分だけが３倍程度、増強することになると考え

られる。従って、図３－８に示したグラフを参照すると、光軸方向の電場成分の

相対的な増強により HRP ビームでは空間分解能がアガロースビーズで観察し

たときよりも向上する結果となったと考えられる。そして、LP ビームについて

も、同様の理由により空間分解能が悪くなったと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

水 

水 

ガラス 

𝜀𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟 

𝜀𝑔𝑙𝑎𝑠𝑠 𝑛𝑔𝑙𝑎𝑠𝑠 

𝑛𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟 

𝑛𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟 𝜀𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟 𝑬𝒈,  𝒛 

𝑬𝒘,  𝒛 ビーズ 

図３－３１ 水ーガラス界面における光軸方向の電場成分の増強 
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3－4－4 超解像顕微鏡と HRP ビームの比較 

 

 現在市販されている超解像顕微鏡は、本論文の結果よりも高い空間分解能を

達成しているものがあるが、本論文で示した HRP ビームを使った技術にはいく

つかの長所がある。超解像顕微鏡の一つであるローカリゼーション法では、色素

に制限があり、蛍光の色や発光を切り替えることができるような蛍光プローブ

しか使用できない(Patterson et al., 2010)。また STED 法は誘導放出を惹き起

こすために、適切な蛍光分子を選択する必要がある(Patterson et al., 2010)。そ

れに対して、HRP ビームによる技術は、通常使用する２光子顕微鏡と同様の蛍

光色素を使うことができる。また、HRP ビームは、通常のレーザー走査型顕微

鏡の光学システムを変えることなく、液晶素子を対物レンズの前に装着するだ

けで利用できることもメリットである。これらの特長により、既に２光子顕微鏡

を利用して観察を行っている場合には、実験系を変更することなくそのまま用

いることができる。また、ローカリゼーション法のような技術は、時間分解能が

悪いため、時間変化しない固定した細胞や組織の観察に限られる。 HRP ビーム

は、本論文中でも示したように、ライブイメージングに応用可能である。短い露

光時間で、十分な蛍光が得られるときには、レゾナントスキャナなどを使った高

い時間分解能での観察に応用できる。ただしその場合は、明るい蛍光色素を利用
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したり、高感度ディテクターや高出力レーザーを備えた顕微鏡システムを使用

したりする必要があるかもしれない。 

 

 

 

3－4－5 HRP ビームの被写界深度の深さについて 

 

 超解像顕微鏡は、z 方向の分解能を向上できる場合がある。３次元イメージン

グをするときには、z 方向の分解能が高いと、細かく xy 面のスライス画像を取

得しなければならない。HRP ビームの集光パターンは z 方向に伸びた形となり、

z 方向の分解能が悪い。このため、ｚ方向の微細な構造を観察することができな

い。しかし、被写界深度が深いというメリットとして捉えると、３次元イメージ

ングをするとき、スライス画像の枚数が少なくて済み、画像取得時間の短縮につ

ながる。また、図３－３０にあるように、光軸方向に動く観察対象をタイムラプ

スイメージで追い続けることもできる。この特長を活かしたイメージングとし

ては、z 方向にも動く細胞内小胞の高速トラッキングや、スパインなどの微細な

構造でのカルシウムイメージングなどが考えられる。 
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3－4－6 今後の展望 

 

 ２光子顕微鏡の重要なアプリケーションに、生きた個体を用いた in vivo イメ

ージングが挙げられる。理論的には HRP ビームを in vivo イメージングに応用

することも可能である。しかし、組織の深部においては、生体の構造の屈折率差

により生じる様々な収差の影響を受けることによって、HRP ビームが正しく集

光しない可能性がある。生体組織内においても xy 面における高い分解能と深い

被写界深度を達成するためには、補償光学による収差補正が必要になるだろう。 
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3－5 本研究のまとめ 
 

 ２光子励起顕微鏡において HRP ビームを用いることで、分解能が向上すると

共に、被写界深度が深くなった。また、様々な蛍光分子を用いて標識した固定細

胞のサンプルを、高分解能で観察できた。この技術は、既存の顕微鏡に液晶素子

を挿入するだけで利用可能であり、生細胞においても時間的分解能を損なうこ

となく使用できる。 
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第４章 本論文の結論と今後の展望 

 

 本論文では、第２章において、表皮の構造や厚さの恒常性を維持する機構を明

らかにするために、マウスの様々な部位の皮膚について生体イメージングを可

能にする２光子励起顕微鏡法を樹立することを目指した。そこで、細胞の挙動を

可視化するため、ヒストン 2B タンパク質 H2B と緑色蛍光タンパク質 eGFP の

融合タンパク質を発現する遺伝子改変マウス(R26H2BEGFP マウス)を利用し、

皮膚の研究によく使われる体毛と色素がない系統の HR1/Hos マウスと交配す

ることにより、R26H2BEGFP ヘアレスマウスの系統を樹立した。また、各部位

に応じた皮膚の保定方法を確立することで、長時間にわたり安定的にマウス皮

膚深部を観察することを可能とした。このように新たにマウス皮膚内部の細胞

核のライブイメージング法を確立した。更に、真皮コラーゲン線維からの第二次

高調波発生(SHG)光により、表皮と真皮の境界面は描出でき、基底膜上の細胞を

基底細胞と特定できた。そして、背中、耳、足の裏、尻尾の皮膚を対象に経時的

に観察した結果、基底細胞の細胞分裂を高精細に可視化することに成功した。そ

こで、細胞分裂の方向について３次元的に定量的に解析した結果、薄い表皮であ

る背中や耳では９割以上の細胞分裂が基底膜に対し平行に分裂していたが、そ
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れよりも厚い表皮を持つ足の裏や尻尾の interscale 領域では、７割程度が平行に

分裂し、３割程度が斜め方向に分裂いていた。更に、尻尾の scale 領域では、５

割以上も斜め方向に分裂していた。そして、表皮の厚さと斜め分裂頻度の関係を

調べると、強く相関するという結果が得られた。これらの結果から、各々の部位

における表皮では分裂方向の角度分布に違いがあり、分裂方向の分布の違いが

表皮の厚さの違いを生んでいる可能性が示唆された。すなわち、厚い表皮では表

皮のターンオーバーが速いと考えられていることから、斜め分裂は上の層への

細胞の供給を早める役割を担っている可能性が示唆された。このように、本研究

で確立した２光子励起顕微鏡法を用いることによって、生きたマウス個体の皮

膚の経時変化を調べることが可能となった。従って、本技術は、薬剤の皮膚への

効果や副作用の影響を調べることに利用することが期待される。更に、化学的、

物理的な刺激などに対する皮膚の生体防御反応を評価する方法としても利用で

きることが期待される。 

 一方、２光子励起顕微鏡法は、通常の共焦点顕微鏡法と比較すると、励起波長

が長いために空間分解能が低い。そこで本論文の第３章において、HRP ビーム

を用いて２光子励起顕微鏡の空間分解能の向上を試みた。励起波長に対して、液

晶素子への印加電圧値、対物レンズ位置におけるビーム径についての条件検討

を実施した。更に集光パターンを確認しながら補正環を使った厳密な補正を行
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うことにより、数値計算の結果と同様に、軸方向の長さがビームウエストの１０

倍程度の細長い集光パターンを得た。HRP ビームを励起光源として利用するこ

とにより、xy 面の空間分解能に関して、LP ビームと比較して２割程度の向上が

確認できた。そして、免疫染色を行なった固定 COS-7 細胞の微小管についても

高分解能に可視化することに成功した。また、生細胞の COS-7 細胞のアクチン

動態については、高い空間分解能で、かつ焦点ずれをおこすことなく観察するこ

とに成功した。このように、HRP ビームは被写界深度が深いために、光軸方向

に動く観察対象を高分解能で捉え続けることが可能である。従って、生細胞中の

輸送小胞の高速なイメージングなどにも有効であろう。一方で、HRP ビームは

光軸方向の電場成分が強いという特徴をもつことから、HRP ビームと LP ビー

ムでの蛍光のシグナル比より３次元的な分子の配向方向に関する情報を取得す

ることが期待される。この３次元分子配向イメージングにより、例えば、形質膜

に挿入された蛍光分子を用いることにより、形質膜の微小構造や細胞膜電位な

どの変化を可視化できることが期待されている(Nuriya et al., 2016)。このよう

に、HRP ビームは生細胞の微細構造や機能を可視化するための有用な技術とな

ると考えられる。その一方で HRP ビームを利用するためには、液晶素子の位置

や、ビームの軸、補正環などの微調整が必要となる。そのため、様々なユーザー

が HRP ビームを容易に利用可能にするには、それらの調整を自動的に実行する
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システムを構築する必要がある。 

 今後は、この 2 光子 HRP 顕微鏡法を皮膚等に応用し生体イメージングが可能

となることが期待される。特に、３次元分子配向イメージングは、皮膚の経時的

な観察に応用し、形質膜の微細な構造の変化などについて可視化できる可能性

がある。また、SHGを利用して真皮のコラーゲン線維の分子配向の報告もある

ので、HRP ビームを利用した３次元分子配向イメージングを用いて、真皮にお

ける解析にも適用できるだろう。 

 一方で、生体内において不可避である収差の影響により、HRP ビームが正し

く集光しないと考えられる。従って、HRP ビームを用いた生体イメージングの

実現のためには、補償光学による収差補正が必要になると考えられる。当研究室

においても、透過型液晶素子を用いることにより、球面収差や非点収差補正、コ

マ収差等の補正を行うことが可能になってきた(Tanabe et al., 2015, 2016)。今

後は、これらの収差補正デバイス等の収差補正技術を用いることにより、更なる

展開が期待できる。 

 本博士論文で示したように、新規２光子励起顕微鏡法を用いることで、時間

的、空間的な多元的情報の取得が可能となり、生命科学に関する新しい知見が

得られることが期待されるうえ、皮膚医学における診断や検査法にも応用する

ことが期待される。 
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