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【背景】 

CARS (coherent anti-Stokes Raman scattering)顕微分光法は、非染色下で分子特異

性のある画像を得る技術として、一分子計測技術の標準である蛍光顕微鏡の弱

点(低分子の標識ができない問題・蛍光色素褪色の問題・同時標識できる分子種

の数が限られる問題)を克服できる可能性がある。 

【目的】 

第一の目的は蛍光顕微鏡の弱点を克服できる顕微鏡の開発である。分子特異

的な振動スペクトルを分子の内因性標識として利用する CARS 分光法はこれら
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の問題を解決できる。 

第二の目的は、複雑な生体組織中の環境において、CARS スペクトルを用いて

分子の存在判定を行うための戦略を考案し、そのための基盤技術を開発するこ

とである。 

将来的には、神経変性疾患関連タンパク質封入体の観察、イオンや神経伝達

物質の画像化による神経活動の可視化、水の移動の可視化などを行い、生理的

な神経活動の研究や病気の原因解明のための研究に、CARS 顕微鏡で得られる新

しい知見を役立てることを目指す。 

【方法】 

  位相コントラスト増強によるシングルビーム CARS 分光光学系を構築し、そ

れを応用した CARS 顕微鏡を開発した。本測定法は、非共鳴信号を参照信号と

して、相対的に強度の弱い共鳴 CARS 信号をヘテロダイン検出する。空間光変

調器を用いた 4f 干渉系に入射したフーリエ変換限界のフェムト秒パルスは、光

源スペクトル帯域の短波長側で短冊型πシフト位相変調を受ける。このとき

CARS 電場の非共鳴成分と共鳴成分は、短冊型位相変調の短波長側では建設的に、

長波長側では破壊的に干渉しあう。その結果、なだらかな非共鳴信号のスペク

トル上に、共鳴 CARS 由来の変調信号が比較的鋭い山と谷をもつ二相性の波形

成分として重畳して観測される。このとき、この二相性波形が零点を横切る周
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波数がラマン振動準位に相当する。二相性波形の幅は短冊型位相変調の幅で決

まるため、広帯域レーザーを用いた場合でも共鳴 CARS 信号を高スペクトル分

解能で選択的に計測できる。 

 本方法論に基づいた顕微鏡を実際に作製し、(将来の生体応用への第一歩とし

て)イカ巨大軸索内でハロゲン化吸入麻酔薬の測定を行った。また生体組織にお

ける物質の空間分布のモデルとして複数の混合物スペクトルを測定し、Blind 

Source Separation によるスペクトルの線形分離を行った。 

【結果】 

測定系の性能評価 

非共鳴信号を最小限に抑え、ハロゲン化有機化合物の CARS スペクトルを高

スペクトル分解能で測定できた。パルス時間幅 30fs のフェムト秒パルスを用い、

約 100-1000cm-1 の波数領域の multiplex な信号取得ができた。さらに測定信号の

振幅が物質量と比例することを確認した。 

低分子のCARSスペクトル 

 生理活性を示す低分子としてハロゲン化吸入麻酔薬(sevoflurane と isoflurane)

をとりあげ、低波数領域の CARS スペクトルを測定、初めて報告した。量子化

学的な分子振動解析から、低波数領域の振動モードに、生体組織中で稀なハロ

ゲン原子が複数関わることが推定された。次に sevolfurane を注入したイカ巨大
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軸索の観測を行い、発見した分子特異的スペクトル波形が、生体組織中で実際

に検出できることを確認した。 

混合スペクトルのBlind Source Separation 

細胞質における物質の空間的濃度勾配のモデルとして、2～3 種類の物質を

様々な比率で混合した溶液を測定した。測定データに独立成分分析による Blind 

Source Separation を適用し、事前情報が無い条件下で、混合物質数・混合比・純

物質のラマンスペクトルの 3 つの情報を求めた。 

【考察】 

本測定法の特徴 

本測定法は、広帯域単一パルスの帯域内で分子の振動励起を行うため、低波

数側の振動モードほど励起しやすく、結果として共鳴 CARS 信号の測定がしや

すい。また複数の振動モードの振動励起を同時に行うため multiplex な信号取得

が可能である。さらに本来測定の妨げになる非共鳴信号をヘテロダイン検出の

局部発振器として利用するため、非共鳴信号による信号劣化を回避できる。 

一般に低波数領域の振動モードは重たい原子や大きな官能基の関わる分子振

動に相当し、相対的に分子特異性が高い。本測定法で測定した低波数領域のス

ペクトルは、分子の内因性標識として高い分子特異性を発揮することが期待で

きる。 
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また測定信号が物質量と比例するため、微量の分子種の検出に有利であると

同時に、既存の顕微鏡画像 deconvolution 手法がそのまま適用可能である。 

これらの特徴、即ち、 

・非共鳴バックグラウンドの回避 

・低波数領域の測定 

・multiplex な測定 

・物質量に比例する測定信号 

の 4 点はいずれも、CARS スペクトルを用いて生体組織中で分子の存在判定を行

う際に極めて有利に働く。これらの特徴は本測定法の原理とも密接に関わって

おり、本研究ではその由来を数値シミュレーションを交えて論じた。 

低分子の標識としてのラマンスペクトル 

 低分子は生理的機能に影響を与えずに標識する方法が限られ、生体内の挙動

や生理的機能を知るのが従来困難だった。ラマンスペクトルを分子の内因性標

識として利用すれば、この問題を解決できる。 

 しかし現実の細胞は数万を越える分子種の混在した環境である。このような

複雑な環境において、スペクトル特徴を手がかりに標的となる分子種の存在判

定をする場合、非共鳴信号だけでなく、標的以外の分子からの共鳴 CARS 信号

が、バックグラウンドとして測定の妨げになる。従って、十分な分子識別能を
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得るには、観測する共鳴 CARS 信号の分子特異性を高める工夫が必須である。

このような工夫として本研究で重視したのは、低波数領域の測定とスペクトル

の multiplex な取得の 2 点である。 

 前述のように低波数領域の CARS スペクトルは分子の内因性標識として高い

分子特異性を持つ。しかしたとえ低波数領域内であっても、測定対象が複数の

分子種の混合溶液である場合、単一モード測定のみでは標的分子の存在判定は

行えない。即ち、低波数領域での測定に加えて、スペクトルの multiplex な取得

が分子の識別に必須である。複数のラマンピークの周波数・強度情報を全て合

わせたスペクトル波形全体を一つの signature として扱えて初めて、振動スペク

トル情報を分子の存在判定に有効活用できる。また生体組織中の計測ではその

ような signature の発見が有益である。 

 本研究では、標識困難な生理活性低分子の例としてハロゲン化吸入麻酔薬を

測定した。観測した低波数領域の振動モードには生体組織中に稀なハロゲン原

子が複数関わり、分子特異性の高い標識として機能することが期待された。ま

た、スペクトル波形の特徴全体を一纏まりの signature として扱うことで、測定

CARS スペクトルは、低分子であるハロゲン化吸入麻酔薬の内因性標識として、

他の分子の混在する環境でも分子特異性を発揮できると考えた。 

 以上の考察のもと、イカ巨大軸索中での sevoflurane 滴の測定を行った。
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sevoflurane の低波数領域のスペクトル波形は、イカ軸索質という複雑な環境でも、

sevoflurane の存在を示す分子内因性標識として機能し、分子の存在判定に有効で

あることが実証できた。 

混合物スペクトルの分離 

上記のような分子特異的な signature がいつも見つかるとは限らない。生体組

織中の全ての分子種について事前にラマンスペクトルを取得することも現実的

でない。また、細胞局所に存在する分子種の数と濃度をあらかじめ知ることも

容易ではない。たとえ特徴的な signature を持つ分子種でも、濃度が薄く、他の

分子種由来の CARS 信号に埋もれてしまう場合は、signature の特徴を活かしき

れない可能性もある。即ち、生体組織のような複雑で不確定情報の多い状況で

は、前述した特異的 signature の発見とは別の戦略が必要になることもある。 

本研究では複数物質の混合溶液の複数の測定スペクトルに対し、独立成分分

析による Blind Source Separation を適用した。その結果、事前情報無しに混合物

質数・混合比・各物質のスペクトルの 3 つの情報を推定できた。これは、事前

に分子特異的な signature を知らなくても、複数の分子種が異なる比率で混合さ

れていると想定される多点観測データがあれば、対象の物質組成についての情

報を得られることを意味している。 

上記のような線形分離問題を扱うには、複数の物質を同時に計測・識別する
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のに十分なだけの広いスペクトル帯域と高いスペクトル分解能が実現されてい

ることに加え、測定信号の振幅の定量性と線形性が保たれていることが不可欠

である。本測定法はこれらの要件を満たし、実際の生体観察でも CARS スペク

トルが提供する分子特異性を最大限に引き出せる。 

【結論】 

位相コントラスト増強によるシングルビーム CARS 分光法を用いた CARS 顕

微鏡を開発した。これを生物学研究で活用するには、単に振動スペクトルの測

定だけでなく、数万を超える分子種の混合溶液である細胞という系に対応でき

るアプリケーション戦略が必要である。本研究では①分子特異的 signature の発

見、及び②系の事前情報が無い状況での Blind Source Separation の二つの戦略を

とりあげ、複数の分子種が混合した生体試料中で CARS 顕微分光法の計測デー

タから実際に分子の存在判定が行えることを示した。本測定法はこれらの戦略

の実現のための必要条件を備えており、生物学的応用に最適な測定系である。 


