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1. はじめに 

我々は，ライブセルイメージング技術を用いて，

短波長可視光が生細胞に与える影響について研

究してきた．これまでにレーザー光照射後の

PCNA の動態を観察することにより，光毒性の照

射部位，細胞周期依存性を示してきた[1].今回は，

新たに波長 375 nm，405 nm の 2 波長のレーザー

光を照射することができる系を構築し，光毒性の

波長依存性を調べた． 

2. 実験系  

蛍光顕微鏡の光学系を Fig. 1 に示す．励起フィ

ルターを用いて，白色 LED 光から蛍光タンパク

質の励起に適した波長の光を切り出し，ダイクロ

イックミラーにより反射した後，対物レンズ

(×60)で集光してシャーレ内の悪性黒色腫由来細

胞に照射した．生細胞は細胞核を mPlum-

histoneH3 で，PCNA を EGFP で可視化している．

生細胞からの蛍光は対物レンズ，ダイクロイック

ミラーを通過し，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．また，側方に配置した半導体レーザー(375 

nm，405 nm) の出力光をダイクロイックミラーにより合

波し，LED 照射系に挿入したカバーガラスで反射さ

せ（～3%），生細胞の特定部位に集光照射した． 

3. 実験結果 

S 期にある生細胞の細胞核中心に対して，波長

375，405 nm のレーザー光を 1 分間照射し，その

後 10 分間にわたり EGFP の蛍光画像を 1 分間隔

で取得することにより PCNA の動態を観察した．

非照射部の輝度を基準として照射部の輝度変化

を調べ，PCNA の集積を評価した．Fig. 2 に強度

3.0 µW でレーザー光を照射した場合の輝度比の

変化を示す．両波長とも，時間の経過とともに輝

度比は増加し，最大 2 程度で飽和する輝度変化を

示しており，レーザー光照射による DNA 損傷は

同程度であったと考えられる．レーザー光照射後

の細胞の生存率に関しては，当日報告する． 
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Fig. 1 Configuration of fluorescent microscope 

Fig. 2 Brightness ratio after laser irradiation 

 to cell nucleus in S phase 
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