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はじめに ライブセルイメージングでは，観察用

の LED 励起光照射が生細胞にダメージを与える

ことがしばしば問題となっている．これまで，

我々は，ダメージを与えない観察条件を提案する

ことを目的として，励起光毒性の定量的評価を行

ってきた[1]．本研究では，細胞へのダメージが

無視できる励起光照射条件下で，細胞周期を特定

した細胞の特定部位にレーザー光を照射し，その

影響を観察したので報告する． 

実験方法 半導体レーザーを組み込んだ蛍光顕

微鏡の光学系を Fig.1 に示す．観察用の LED 励起

光とレーザー光を同時に細胞に照射することが

可能となっている．シャーレ内の悪性黒色腫由来

細胞は，細胞核が Plum（励起 /蛍光波長：560 

nm/650 nm）により，PCNA（増殖細胞核抗原）

が EGFP（励起/蛍光波長 484 nm/520 nm）により

ラベル化されている．Fig.2 に示すように，

EGFP-PCNA は G1 期には細胞質全体に拡散して

いるが，S 期中期には核内へ移動し，S期後期に

はドット状の局在を示す．EGFP の観察により細

胞周期の時期を特定し，各時期において，細胞核

の中心にレーザー光を照射した．照射後 24 時間

にわたり細胞核にある Plumからの蛍光を計測す

ることにより，時期ごとのレーザー光照射が細胞

の動態に与える影響を調べた． 

実験結果 波長 405 nm，強度 800 W/cm
2のレー

ザー光を細胞核中心に照射したときに観測され

た照射エネルギー，照射時期ごとの細胞の動態変

化（24時間以内に細胞死に至った数/観察細胞数）

を Table.1 にまとめた．一定時間以上の青色レー

ザー光の照射による細胞核中心へのダメージが

細胞死につながることが確認できる．また，照射

時間 60 s の結果では，他の時期に比べ S 期中期

の細胞死確率が低くなっており，S期におけるダ

メージ修復作用が影響していると考えられる．  

まとめ 細胞周期の特定時期にある細胞の細胞

核中心に青色レーザー光を照射し，その影響を調

べた結果，S 期中期に照射された場合の細胞死確

率が低い傾向が得られた． 
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Fig.2 Observed EGFP-PCNA for each phase 

Table.1 Dynamics in the cells for each irradiation time, 

and irradiation energy (the number of cell death 

/ observed number) 

Irradiation
time(s)

Irradiation

energy(kJ/cm2)

G1
phase

Mid
S phase

Late 
S phase

30 24 0 / 5 0 / 5 0 / 4

60 48 3 / 6 1 / 6 5 / 8

90 72 5 / 5 4 / 6 5 / 5

120 96 4 / 5 3 / 5 3 / 5
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Fig.1 Configuration of fluorescent microscope 

第63回応用物理学会春季学術講演会 講演予稿集 (2016 東京工業大学 大岡山キャンパス)20p-P2-7 

© 2016年 応用物理学会 03-189


