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1. はじめに 

人の真皮層に多く存在しているコラーゲンと

エラスチンは様々な組織で力学的な強度や組織

の硬さに関係している。コラーゲンの比率が高い

と組織が硬くなり、コラーゲンとエラスチンがと

もに減少すると皮膚にたるみが生じる。心臓に近

い部分に存在する弾性型動脈に特に多くのエラ

スチンが含まれており、エラスチンを解明するこ

とで動脈硬化などの解明につながると考えられ

ている。このようなことから、臨床応用や美容の

面からコラーゲンとエラスチンを同時に可視化

する技術が求められている。 

従来の観察方法として染色法や反射共焦点顕

微鏡が挙げられるが、侵襲的、in vivo 計測が不可

能、分子選択性がないといった問題点がある。近

年、800nm 帯フェムト秒レーザーを光源とした多

光子顕微鏡を用いて、SHG 光からコラーゲン、2

光子蛍光からエラスチンが in vivo で可視化出来

ることが報告されている[1]。しかし、生体組織内

の吸収と散乱により、生体深部を高コントラスト

で可視化することは困難であった。 

生体組織内の吸収と散乱の光学特性から、生体

透過性の最も良好な波長帯は 1200-1300nm であ

る。我々は、これまでに、1250nm 帯フェムト秒

レーザーを用いることにより、生体深部の SHG

イメージングを行ってきた[2]。エラスチン観測で

もこの波長帯を利用できれば、深部イメージング

が可能になると考えられるが、この波長帯では 2

光子励起は利用出来ない。しかし、3 光子励起を

利用すれば、この波長帯でエラスチン蛍光を観測

可能になるかもしれない。そこで、ブロードバン

ド波長可変フェムト秒レーザーを用いた非線形

光学顕微鏡を構築し、エラスチンの 3 光子蛍光観

測の可能性を検討した。 

 

2. SHG光、3光子蛍光[3] 

SHG の原理を図 1に示す。高ピークパワーで周

波数ωのパルス光を試料に入射すると基底状態

の電子は 2個の光子を同時に吸収して仮想準位に

励起され、基底状態に緩和する際に周波数 2ωの

光子を放出する。SHG は 2次の非線形感受率によ

って発生効率が決まり、非中心対称物質からのみ

発生する。 

 

 

図 2 に 1 光子励起過程と 3 光子励起過程の原理

を示す。1 光子励起過程では基底状態に存在する

電子が周波数𝜔1の光子 1 個を吸収して、励起状態

に遷移する。そして、その励起電子が熱緩和し、

基底状態に戻る際に周波数𝜔𝑓の蛍光を発する。 

 3 光子励起過程では基底状態の電子が励起状態

に励起される際に同時に 3 個の光子を吸収する。 

1 光子励起波長の 3 倍の波長のパルス光を同時に

入射すると、同じ励起状態に遷移する。長波長の

光を利用することで吸収と散乱をさけ、生体深部

の観察を可能にする。 

図 1 第 2 高調波発生の原理 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 実験装置 

波長可変フェムト秒レーザー(680nm-1300nm)

を用いた非線形光学顕微鏡のセットアップを図 3

に示す。サンプルには光老化皮膚や大動脈の切片

を用いた。フェムト秒レーザー光をガルバノミラ

ーに通すことでレーザースポットを広範囲に振

れさせる。そしてレーザー光の径を対物レンズの

入り口の大きさに合わせるために焦点距離が 80 

mm,200 mm のレンズに通し、ビームエキスパン

ダとした。レーザー光がサンプルを透過する際に

発生する SHG 光と 3光子蛍光は開口数が 0.83の

コンデンサレンズに通すことでレーザー光をコ

リメートし、直進させる。サンプルを透過した基

本波と SHG 光、もしくは 3 光子蛍光が合わさっ

た光を BPF に通すと、SHG 光と 3 光子蛍光が透

過する。この光を PMT にいれることで SHG 光と

3光子蛍光を検出することができる。 

4. 実験結果 

光老化皮膚の観察結果を図 4 に示す。現時点では

白色の部分はコラーゲンなのかエラスチンなの

か区別がつかない。今後スペクトル解析で判別し

ていく。 

 

 

 

5. 今後の予定 

エラスチンのスペクトル解析を実施する予定

である。入射波長を変更することによって臨床応

用に適切な波長を探していく。 
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図 4 光老化皮膚のイメージ 

図 2  1 光子励起過程と 3 光子励起過程の原理 

図 3 実験装置 

(a)1 光子 (b)3 光子 
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