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研究成果の概要（和文）：光第二高調波（SHG）イメージングは、これまでの手法では不可能であった生理現象の可視
化能を持つにも関わらず、生体への応用が限られていた。本研究では色素の改良および応用領域の開拓の両面からSHG
の生体イメージングへの展開を模索した。本研究により、既存の物とは全く異なるSHG専用色素が開発され、脳のアス
トロサイトと呼ばれる細胞がSHGイメージングの重要な対象となる事が明らかになった。今後の更なるSHG専用色素の開
発とアストロサイトへの応用により、解析技術としてのSHGイメージングの更なる発展と、脳におけるアストロサイト
の機能発現の理解が飛躍的に進むものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Despite its unique potential to visualize biological phenomena that can hardly be 
achieved by other means, applications of second harmonic generation (SHG) imaging to biological researches
 had remained unexplored. In this study, we tried to overcome this problem by searching for novel SHG dyes
 as well as new biological targets to apply SHG imaging. We successfully developed new SHG dyes based on u
nprecedented concepts and found that astrocytes play crucial roles in the brain functions by virtue of the
ir unique cellular characteristics, making astrocytes ideal and important new targets of SHG imaging. Furt
her development of SHG dyes and their applications to SHG imaging of astrocytes are expected to contribute
 to the development of SHG imaging as well as the cellular understandings of astrocytes in the brain.
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１．研究開始当初の背景 
 我々の複雑な精神機能を支える脳の動作
原理の理解は、現代科学に残された最大の課
題の一つである。正常な脳機能の理解および
その障害に対する医療の発展のためには、脳
細胞の基礎的な理解が必要不可欠となる。特
に、脳の情報伝達という観点からは、電位情
報伝達を担う神経細胞、そしてそれに併せて
近年その生理・疾患条件下における重要性が
着目されるようになったグリア細胞の生理
機能の理解が必須となる。しかしここで神経
細胞・グリア細胞共に非常に複雑で微細な構
造を持ち、更に侵襲的な操作に対して非常に
弱いという性質から、その生理・病理学的な
解析が非常に困難であった。これに対し 2光
子顕微鏡は空間分解能・組織浸透性が高くま
た細胞毒性も低い事から、その神経細胞への
応用以来、神経科学の分野に革新的な知見を
多くもたらして来た。しかしその応用はほと
んどが一般的な２光子励起現象を応用した
ものに限られ、１光子を用いた共焦点顕微鏡
の特性を飛躍的であるにせよ延長したとい
うものに限られてきた。 
 これに対し、同じ 2光子現象であっても第
二高調波発生（Second Harmonic Generation: 
SHG）はその性質が抜本的に異なるものであ
り、1 光子の共焦点顕微鏡とは全く異なる現
象を可視化できる可能性を秘めている。実際、
SHG イメージングは様々な生物現象をラベリ
ングせずに特異的に可視化するものとして、
その応用が試みられてきた。特に、コラーゲ
ン繊維など内在性のタンパク質からのSHGシ
グナルを用いた組織イメージングの研究は、
非侵襲的組織診断への応用の期待と共に進
められてきた。しかし、神経科学の分野にお
いてはその応用は未だに非常に限られてい
た。ここで、研究代表者らはこれまで SHG イ
メージングの神経生理学研究への応用を試
みてきた。特に従来の電極による計測が困難
であり、それが故に謎に包まれてきた神経細
胞細部における膜電位変化をSHGにより定量
的に可視化し計測する事に成功した。 
 しかしこのように非常に高い可能性を持
ったSHGイメージングもその用途は限られた
ものであり、また他のイメージング法に比べ
て精度も十分とは言えないのが現状であっ
た。SHG イメージングが生物学の研究におい
てより有効に用いられその力を発揮するた
めには、抜本的な技術の改良とより広範な生
命現象の解析への応用による有用性の検証
が必要であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は上記のような背景を踏まえ、これ
までに培ってきた技術と知見を活かして SHG
イメージングの抜本的な改良と更なる生命
現象への応用を試み、神経科学に残された謎
に挑むと共に新たなSHGイメージングの展開
を模索する事を目的とした。 
 まず色素の導入による外因性 SHG を用い、 

細胞内カルシウム・イメージングとの融合に
よる電位・カルシウム同時イメージングと、
２光子アンケージングによる局所刺激との
融合による２光子刺激･観測、の二つの系の
確立を図った。そして更なる SHG イメージン
グの神経科学への応用を開拓するため、内因
性SHGシグナル観測をこれまでに我々が開発
してきた様々な病態モデルに適用する事、更
に重要性が認識されながらその生理機能の
多くが謎に包まれたグリア細胞にSHGイメー
ジングを応用する事を試みた。 
 
３．研究の方法 
 本研究では既存、或いは新規の色素を用い、
これを培養細胞、或いはマウスから調製する
急性脳スライスの細胞に導入し、それを 2光
子顕微鏡下で観測・解析した。 
 2光子顕微鏡観測は、Newport社製MaitaiHP
超短フェムト秒レーザーを搭載したオリン
パス社製 FV1000MPE システムを用いた。レー
ザーはこれまでの研究から細胞毒性が少な
い事を確認した1,000nmの波長に合わせたも
のを用い、この照射から得られる500nmのSHG
シグナルをバンドパス・フィルターにより取
得し、500nm より長波長で得られる 2 光子励
起蛍光シグナルを赤色付近のバンドパス・フ
ィルター（570-625nm）により検出した。 
 SHG イメージングの観測対象試料としては、
基礎的な実験においては均一な細胞集団を
得るため、カバーガラスの上で培養した CHO 
(Chinese Hamster Ovary)細胞を用いた。色
素としては、これまでに SHG イメージングで
の実績のあるFM4-64を標準色素として用い、
研究協力者らにより新たに合成された色素
群の応用を試みた。 
 また、応用研究にはビブラトーム（Leica
社製 VT1200S）により 300m の厚さで調製し
たマウス大脳皮質急性脳スライスを用い、そ
の 中 に 存 在 す る グ リ ア 細 胞 を
Sulforhodamine 101色素により同定して研究
を進めた。 
 
４．研究成果 
 これまで行われてきたSHGイメージングは
既存の色素を用いたものであるが、これらの
色素は蛍光特性を基に開発されたものであ
るため、SHG シグナルに増して強い蛍光シグ
ナルを発する。この蛍光シグナルはカルシウ
ム・イメージングなど他の蛍光画像取得時の
シグナルに夾雑し、よって純粋な SHG および
他のシグナルの同時検出は非常に困難であ
る事が明らかとなった。つまり、本研究の目
的の一つとなるSHGイメージングとカルシウ
ム・イメージングなどとの同時イメージング
のためには、蛍光を発さない SHG 専用色素の
開発と応用が不可欠であると考えられた。 
 そこで、本研究ではこのような色素の開発
を目指し、これまでに合成されてきた蛍光特
性の低い色素や新たな色素のSHGイメージン
グへの応用を模索した。その結果、2 光子励



起蛍光を最小限に抑えたままSHGシグナルを
発する、新たな「無蛍光性 SHG 専用色素」の
開発に成功した。これは、これまでの蛍光特
性を主眼に置いて開発された色素とは抜本
的に異なる新しいイメージング色素であり、
このような概念に基づいて合成された色素
としては世界でも初めてのものと考えられ
た。この色素を用いる事により、蛍光シグナ
ルの無い純粋なSHGイメージングが可能とな
る事が明らかとなり、今後カルシウム・イメ
ージングを含む様々な蛍光イメージングと
の併用による正確なマルチモーダル・イメー
ジングが初めて可能になるものと期待され
た。そして今回開発された色素をプロロタイ
プとして今後の開発を進める事により、更に
優れたSHG専用色素の開発と応用が可能とな
る事が強く期待された。 
 SHG イメージングの発展のためには、上記
のような色素の開発から始まる手技の改良
と共に、多様な生命現象への応用性が鍵を握
る。ここで、これまでに我々は SHG イメージ
ングの神経細胞への応用を試みてきたが、近
年神経細胞と同様に重要であるとさえ提唱
されるようになってきたグリア細胞に関し
ては、まだ世界的にも応用がなされて来なか
った。そこで、グリア細胞への SHG イメージ
ングの応用に向け、グリア細胞の中でも特に
その生理学的機能が着目されているアスト
ロサイトに関し、SHG イメージングによる電
位計測の可能性の検討を行った。ここで、ア
ストロサイトに関しては神経細胞と異なり、
電位情報伝達を考える手がかりとなる細胞
内情報伝達機構そのものが謎に包まれてい
た。そこで、まずこのような基礎的な性質の
解析を、主に 2光子励起蛍光イメージングを
用いて行った。ここから、アストロサイトの
足突起と呼ばれる血管周囲を取り巻く構造
が細胞内外の分子の拡散を制限する非常に
重要な役割を果たす事や、アストロサイトが
虚血時の脳組織の保護に重要な働きをする
事などが明らかとなった。これらはアストロ
サイトの生理学的重要性と、その機能発現時
における細胞細部、特に足突起の重要性を示
すものとなった。特に、足突起の細胞内コン
パートメントとしての性質は、これらアスト
ロサイト細胞内微細構造が電位情報伝達に
おいて重要な役割を果たす事を初めて示唆
するものとなった。ここで SHG イメージング
はこのような細胞の微細構造における定量
的膜電位イメージングを可能にする唯一の
手段と考えられるため、これらの結果はアス
トロサイトがSHGイメージングの重要な応用
対象となる事を示すものとなった。 
 今後の更なるSHG専用色素の開発とアスト
ロサイトへの応用により、解析技術としての
SHG イメージングの更なる発展と、アストロ
サイトの機能発現の細胞生物学的機構の解
明が飛躍的に進むものと期待される。 
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