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１．はじめに 

 ヒト身体における最大の臓器と言われる皮膚は、表皮・真皮・皮下組織の３層構造

からなる。これらの中で、真皮は皮膚の張り・弾性・水分保有の機能に深く関与して

いる。このような真皮には構造タンパク質であるコラーゲンが豊富に含まれており、

これが真皮の形態的及び機能的特性を決定する上で重要な役割を果たしている。コラ

ーゲン分子とその集合体（マイクロフィブリル・原線維・線維・線維束）の構造的変

化は疾病（皮膚ガン、コラーゲン病、火傷等）に関する重要な情報を与えるので、こ

れらの変化をモニターするための診断技術が臨床及び基礎医学の分野で強く望まれ

ている。例えば、代表的な皮膚疾病である火傷では、その程度により治療方法が異な

る。火傷の程度はその範囲（面積）だけでなく火傷深度（皮膚のどの深さまで障害が

及んでいるか）が問題となる場合が多い。火傷深度は、Ⅰ度（表皮だけにとどまって

いるもの。発赤をきたすが、数日で治る）、Ⅱ度（真皮に達するもの。水疱をきたし、

痛みが強い）、Ⅲ度（皮下組織まで達するもの。痛みがなく、羊皮紙様の皮膚となる。

毛が簡単に抜ける）に大別できる。Ⅱ度はさらに到達深度によってⅡs度（真皮上層）

とⅡd度（真皮下層）に大別できる。この火傷深度によって治療方法が異なり、Ⅱ度

であれば皮膚組織・毛根・汗腺などから皮膚の再生が期待できるが、Ⅲ度では再生が

期待できないため植皮などが必要となる。従来は医師による視覚・触覚によって判断

されてきたが、受傷直後のⅡ度とⅢ度の識別は容易ではなく、数日してからはっきり

することが多い。感染症や過形成性傷痕（火傷のあと）の減少、コスト削減、入院時

間の短縮などを実現するためには、非接触リモートで正確かつ速やかな火傷診断法が

強く望まれる。 

 フェムト秒（10-15秒）オーダーの超短パルスレーザ光を生体組織に照射時、光電場



とコラーゲン分子の非線形相互作用の結果、入射レーザー光の半波長（あるいは２倍

の周波数）の光が第２高調波発生光（生体 SHG 光）として発生する 1)。我々は、こ

の生体 SHG光がコラーゲン情報を非接触リモートで測定する手段として有効である

ことに注目し、この生体 SHG光を用いたコラーゲン配向測定法に関する研究を行っ

ている 2, 3)。さらに本手法を真皮計測に応用し、その有効性を確認している 4)。本講

演では、生体 SHG光を用いた真皮計測の応用例として、生体 SHG光を用いた非接触

リモート火傷診断法に関する基礎研究を報告する。 
 

 

２．コラーゲンと生体 SHG光 

 図１に示すように、コラーゲンは生体組織中において様々なサイズの構造集合体を

構成しており、大きい方から線維束、線維、原線維、マイクロフィブリルとなってお

り、その基本単位がコラーゲン分子（トロポコラーゲン）である。ここで、コラーゲ

ン分子を構成するポリペプチドの３重らせん構造が、光波長オーダーの非中心対称性

構造を示すことになる。生体 SHG光はこのような光波長オーダーで非中心対称性構

造を有する物質において誘起され、生体組織ではコラーゲンからのみ特異的に発生す

る。したがって、この生体 SHG光を計測することにより、生体組織中のコラーゲン

情報を抽出することが可能になる。 

 このようなコラーゲン分子に熱を加えた場合、熱変性が始まってポリペプチド３重

らせん構造がほどけ始めると生体 SHG光強度が弱くなり、約 65℃を超すと生体 SHG

光は完全に消失する 5)。したがって、このような生体 SHG 光の特徴を利用すると、

真皮における火傷状態を生体 SHG光から推測することが可能になる。 

 

Fig. 1   Collagen molecule and aggregate 



３．実験装置 

 図 2に実験装置を示す。レーザー光源にはモード同期チタン・サファイアレーザー

（Avesta Project, TiF-Kit-100、パルス幅=80fs、平均パワー=250mW、繰返周波数=87MHz、

中心波長=808nm）を用いる。レーザーから出射された超短パルス光は、電気光学変

調器（AOM）で強度変調された後、対物レンズ（OL、×20、NA=0.42）によりサン

プルに照射される。サンプルを、３次元機械ステージで走査することにより、イメー

ジング測定を行う。後方散乱した生体SHG光（波長404nm）及び基本波光（波長808nm）

を再び対物レンズによって集光し、ビーム・スプリッター（BS）によって反射させ

る。青色 SHG光と赤色基本波光は、ハーモニック・セパレーター（HS）によって分

離される。青色 SHG 光は青色透過フィルター（BPF）を通過した後、光電子増倍管

（PMT）でロックイン検出される。一方、赤色基本波光は赤色透過フィルター（RPF）

を通過した後、フォトダイオード（PD）でロックイン検出される。さらに深さ分解

能向上のため、ピンホール（PH、直径 50µm）を用いた共焦点配置を導入している。

このようにして、サンプル同一部位の共焦点 SHGイメージ及び共焦点反射イメージ

を同時取得する。本システムの面内空間分解能は約 1.5µm、深さ分解能は約 15µmで

ある。 
 

 
Fig. 2   Experimental setup.   AOM: acousto-optics modulator, BS: beam splitter, OL: objective lens, 

L: lens, PH: pinhole, HS: harmonic separator, BPF: blue pass filter, PMT: photomultiplier, RPF: Red 

pass filter, PD: photodiode. 

 



４．測定結果 
 測定に用いたサンプルは、生の若鶏手羽先を用いた。カッターによってスライスさ

れたサンプル（2mm 厚）の半分の領域に対して、80 度に加熱されたアルミ板を約
10 秒間押し当てて火傷部位を作成した。火傷部位は、熱により軽く赤みを帯び、変
色していることが肉眼で確認された。このようにして作成されたサンプルは、表面を

フラットにするために２枚のスライドガラスに挟み込まれた。0µm（サンプル表面）、
20µm、40µm、60µmの各深さにおいて、反射光（赤色基本波）及び SHG光の２次
元イメージング測定を行った。図３は、共焦点反射イメージを示しており、測定領域

は 6mm*6mm である。測定イメージの左側が正常部位、右側が火傷部位を示してい
る。サンプル表面では火傷部位の信号が若干弱くなっているのが確認できるが、測定

深度が深くなるとその差異が小さくなっている。同一部位の共焦点 SHGイメージは

図 4に示されている。サンプル表面では、正常部位からは強い SHG光が観測されて
いるのに対し、火傷部位からは SHG 光は観測されていない。また、火傷の有無が、
高いコントラストではっきり示されている。さらに測定深度を 20µm、40µmと深く

していっても、高いコントラストが保たれていることから、これらの深さまで火傷が

到達していることが推測される。一方、深さ 60µmでは左右両部位のイメージコント
ラストの差異が若干小さいことから、この深さでは火傷程度が若干緩和されていると

考えられる。 

 
Fig. 3   Confocal reflected image of fresh chicken skin. 

 

 
Fig. 4   Confocal reflected image of fresh chicken skin. 



 
５．まとめ 

 コラーゲンの熱変性に伴う生体 SHG光の強度減少を利用した非接触リモート火傷
診断に関する基礎研究を行った。火傷深度の評価に関しては、深さ分解 SHGイメー
ジングが有効であることを確認した。今後は、共焦点反射イメージと共焦点 SHGイ

メージの同時取得により、組織構造と火傷部位の同時測定を行う予定である。 
 本研究は文部科学省科学技術研究費補助金 16300155及び 17200032より援助を受
けた。 
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