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1. はじめに 

近年，青色光網膜障害など青色光が人体に影

響を及ぼすことが問題になっており，その機構

の解明が求められている．細胞内に存在する増

殖細胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen, 

PCNA）は DNA 複製期に細胞核内で凝縮し，

細胞のDNA修復に関わっている．本研究では，

生きた細胞の動態をリアルタイム観察するラ

イブセルイメージング法を用いて，PCNA の動

態を観察することにより青色レーザー光照射

が細胞へ与える影響について調べた． 

2. 実験系 

 蛍光顕微鏡に半導体レーザー光源を組み込

んだ実験系を Fig. 1 に示す．励起フィルターで

白色 LED の出力光から特定波長の光を選択し，

ダイクロイックミラーにより反射した後，対物

レンズ（x60）で集光してシャーレ内の生細胞

に照射した．シャーレ内の悪性黒色腫由来細胞

（MDA-MB-435S）の細胞核は蛍光タンパク

質 mPlum（励起/蛍光波長：560 nm/650 nm）に

より，PCNAはEGFP（励起/蛍光波長 484 nm/520 

nm）により染色されている．細胞からの蛍光は，

対物レンズ，ダイクロイックミラーを通過させ，

蛍光フィルターで励起光と分離した後，レンズ

で集光して EMCCD カメラで観察した．レーザ

ー光はアテネーターで強度を調整した後，カバ

ーガラスで反射して顕微鏡に入射させ，観察視

野内にある細胞の特定部位に照射した．レーザ

ー光照射後の生細胞の動態観察は，生細胞にダ

メージを与えない観察条件下で行った． 

3. 実験結果 

 PCNA の凝縮の違いにより細胞周期を識別

し，G1 期，S 期中期，S期後期の細胞の細胞核

中心に波長 405 nm，450 nm，強度 100 W/cm²の

レーザー光を照射した後，PCNA の動態を 1分

ごとに画像取得した．450 nm レーザー光照射

直後，5分後，10分後の PCNAの蛍光像を Fig. 

2に示す．蛍光強度の増大からレーザー光照射

部に PCNAが集積していく様子が観測された．

405 nm レーザー光照射の場合も同様の結果が

得られた．PCNAの集積は DNA修復に関与す

ることから，生細胞への青色レーザー光照射に

より DNA 損傷が生じることがわかった． 

 

 

 

Fig. 1 Configuration of fluorescent microscope 
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Fig. 2 Fluorescent images of PCNA after 450 nm 

laser irradiation 
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