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〈シンポジウムH〉「環境と皮膚」‐

体内環境と皮膚 細 胞外マトリックスと皮膚

生体 SHO光 (第 発生光)イメージングを

用いた真 =ゲ シ線維の観察
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Observation of Dermal Collagen Fiber with Second-Harmonic-Generation Imaging

Takeshi YASUI

Abstract

Second.harmonic-generation (SHG) imagrng has been applied to observe collagen fiber structure in porcine

dermis. Diference of collagen fiber structure €unong diferent sliced samples is clearly visualized as high contrast

SHG images using a transmission-mode SHG microscope equipped with a mode-locked Ti : sapphire laser having-a

center wavelength of 800 nm. Furtiermore, we have developed a reflection-mode SHG microscope equipped with a,

mode-locked Cr : forsterite laser having a center wavelength of 1250 nm for optical-sectioning of dermal collagen

fiber in thick porcine skin every 20-pm depth, and confirmed that the collagen fiber structure in the dermis is

spatially evolved along the depth direction.
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1. は じめ に

ヒ 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

与しており,皮 膚における中心的役割を担っている。真

皮には構造タシ/N・ク質である●ラニゲンが豊富に含まれ

ており,張 りや弾性といつた皮膚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。このよう

な真皮コラ■ゲンの構造異常や構造的変化を観察するこ

とは,皮 膚性状を探る上で重要と考えられることから,

真皮コラ‐ゲンの変化をモニターするための診断技術が

皮膚美容の分野で強く望まれている:通 常は皮膚組織切

片のコラーゲンを特異的に染色 し (ワシギーシン染色

等),光学顕微鏡で組織診断をするが,さ らにコラTゲ ン

構造や配向を評価する手段として, 電顕観測り, X線 回

折の, マイク●波法
3),機械的特性法→なども報告されて

いる。しかしいずれも侵襲的あるいは破壊的測定手法で

あり,1解剖学的皮膚生検が必要である。このような生検

に基づいた手法はコラ
ーゲン構造の異常を実際に識別す

る上では信頼性が高いが,臨 床応用を考えた場合,患 者

に対して非常に大きな負担を強要することになるもそこ

で臨床応用を考慮し,迅 速簡便に毛穴の観察からコラー

ゲンの配向を知る方法が提案されている
5)。さらに高度

の診断をめざすためには, コラーゲン濃度と配向の局所

断層情報を非接触で得る方法の開発が強く望まれる。

そのような要求を満たす可能性を有する1つの手段が

光プローブ法である。生体における最外殻組織である皮

膚は光学的アプローチが上ヒ較的容易であり, これまでに

も様々な光学的皮膚計測法が報告されている。光コヒー

レンストをグラブカ=(OcT)で は,I多重散舌L光の中か
~

ら」ヒニレンス(可干渉性)を保持する後方散乱光のみ

をコヒーレンスゲート検出することにより得られた散乱

係数空間分布から組織の断層構造を可視化する6)。例え

ば, コラーゲン計測に関しては, コラーゲンの有する複

屈折性を偏光感受型OCTで 抽出することにより,火 傷

深度診断べの応用が試みられている7)。反射共焦点顕微

計測では,生 体組織中で後方散乱されたレーザー反射光

に対して,共 焦点配置を導入することにより,3次 元の |

空間分解能を達成する。また近年,共 焦点2光子蛍光顕

微鏡を用いた生体組織観察に関する研究も活発に行われ

ており,特 に組織や細胞の自家蛍光を利用することによ

り無染色で組織観察する試みも行われてぃるめoこ れら

従来法は生体組織仝体の構造を可視化するという点では

優れているが,そ の中からコラ=ゲ ン情報のみを抽出し

詳細に測定することは困難であった。

フェムト秒 (10~5秒)オニダーの超短パルスレーザー

光を生体組織に照射すると,光 電場とコラ‐ゲン分子の
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生体 SttG光 (第2高調波発生光)イメージングを用いた真皮コラーゲン線維の観察

非線形相互作用によって入射レーザ
ー光の一部が波長変

換され,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 (SHG;second―harmoni←

generation)として発生する
動。我々は,こ の生体 SttG光

が」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,生 体 SHG光 を用いて様々

なヒト組織のコラーゲン配向測定法に関する研究を行っ

ているЮ)■2)。皮膚組織の場合,コ ラーゲンは真皮のみに

豊富に含まれ (含有量 70 wt%),表 皮および皮下組織に

はほとんど含まれないことに注目すると,真 皮コラーゲ

ンの分布情報のみを特異的に抽出する手段として,生 体

SHG光 が有効であると考えられる。これまでにも,生体

SHG光 を用いた皮膚疾病診断
13)ゃ真皮コラーゲン配向

計測Ю)が提案されているが,真 皮コラーダンの詳細な構

造分布測定はほとんど報告されていない。本論文では,

動物試料に対して真皮コラーゲン線維の詳細な構造分布

測定を行ったので報告する。

2.生 体 SHG光 を用いた真皮コラーゲン測定

SHC光 は物質の構造非中心対称性に起因する非線形

光学現象の 1つである。ここでは,音 の領域における線

形 ・非線形現象と対比しながら,SHG光 発生のメカニ

ズムを説明する。まず音の領域における現象の例とし

て, ビアノ鍵盤を考える。Fig.1芹 卜側に示すようにピ

アノの鍵盤に軽く触れると,そ の鍵盤に対応した基本音

(周波数―ryが発生する。これは,入力と出力が 1対 1の

対応を示しており,音 の領域における線形現象と言え

る。しかし同じ鍵盤をカー杯叩くと,基 本音以外に1オ

クターブ上の倍音(周波数=り も同時に発生し,も はや

1対 1の対応を示さなくなる(Fig.1右上側)。このよう

な音の領域の非線形現象は, ピアノ構造の機械的非線形

性に起因している。同様な現象は光の領域でも起こり,

この場合には非中心対称性構造物質 (非線形光学結晶や

コラーゲン分子)が ピアノ,超 短パルス光がカー杯叩く

ことに相当する(Fig.1右下側)。すなわち,赤 色の超短

パルス光 (周波数〒ω,波 長=λ)を非中心対称性構造物

質に入射すると,周波数が2倍 (波長が半分)の青色パル

ス光 (周波数=2ω,波 長=λ/2)が発生し,こ れが SHG

光である。このようなSHG光 は線形光学効果(反射や吸

収)とは本質的に異なるメカニズムで発生し,波 長オー

ダーの物質構造や局所環境の変化に敏感であるという特

徴を有している。

コラーゲンの基本構造lまポリペピチド鎖二重らせん構

造からなるトロポコラーゲン(コラーゲン分子)であり,

これが規員」的に1慣次集合して階層的に太くなっていく。

このようなコラーゲンは,そ の光波長オーダーでの非中

心対称性構造 (二重らせん構造および規則的配向構造)

ゆえに,高 い2次 の非線形光学特性を有している。その

ため,非 常に高い瞬時ピークパヮーを有するフェムト秒

パルスレーザー光をコラーゲン含有生体組織に照射する

と,非 位相整合型 SHG発 生過程を介して“),生体 SHG

光が特異的に発生する。例えば,皮 膚にフェムト秒パル

スレーザー光を照射した場合, コラーゲンは真皮のみに

局在しているので,生 体 SHG光 を用いることにより真

皮コラーゲン構造の選択的計測が可能になる(Fig.2)。

厳密には,コ ラーゲン以外に筋肉フィラメントや微小管

といった生体構成物質もSHG光 を発生させるが8),お、

特にコラーゲンが高いSHG発 生効率を有している上

に,皮 膚におけるこれらの物質の含有率を考慮すると,

皮膚からの生体 SHG光 は真皮コラーゲン由来のもので

あると言える。まだ:近 赤外超短パルス光の良好な生体

透過性を利用すると表皮越しに生体 SHG光 を誘起し,
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Fig. 1. Linear and nonlinear phenomena in sound and optical regions.
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その後方散乱光を検出できる。それ以外にも,ィ ッヾクグ

ラウンド光 (拡散反射光:蛍 光)との分離が容易,1低侵

襲,深浸透性,熱的ダメ■ジが小さい,3次 元イメニジン

グが可能といった特徴を有している。また,真 皮コラー

ゲン固有の非線形光学特性を利用するため組織染色が不

要であり,生 きたありのままの状態でのビ4s′′2測定が可

能なため, 火傷診断“)や光老化診断")といった臨床応用

分野で有用なッ‐7L/になることが期待される。

3.実 験装置およびサンプル        |

透追型SHG顕 微鏡の実験装置をFig.3(1)に示す。光

源にはモード同期チタン・サファイアレーザー(中心波

長800 nm,パルス幅 100お,繰 り返し周波数80 MHz)を

用いる。光チョッパ
ニ
(OCP)で 強度変調されたレ

ー

ザ=光 は, ビー^iキ スパンダ=(BE)で ビ‐ム径が対

物レンパの瞳径に=致 するようにビTム 径が拡大された

後,対 物レンズ (OL;NA=0.42,作 動距離=20 nlln, ド

ライ)に 入射される。 レニザー光を対物レンズ(OL)で

サンプルに集光することにより,生体SHG光 (中心波長

400 nm)が発生する。発生した生体SHG光 の前方直進

成分をコンデンサーレンズ(CL)で集め, 青色透過フィ

ルター(BPF,透過波長=300-500 nm)でレーザ,光成分

を除去した後,光電子増倍管 (PvTl)と 口'タイン増幅

器 (LIA)を用いて検出を行う。組織切片サンプルをス

テッピングモニター駆動ステ‐ジで走査することによ

り,SHGイ メ=ジ ング計測を行う。本システムの面内分

解能は115 μmで ある。

Fig.3(b)は反射型SHG顕 微鏡の実験装置を示してい

る。二般に, コヒーレントな非線形光学過程として発生
~す
る生体SHG光 の大部分は前方直進成分であるため;

反射配置では微弱な後方散乱sHo光 を検出する必要が

ある。そこで,① 生体透過性の良好なモニド同期クロ

ム・フォルステライトレーザー(中心波長 1250 nmiパ

ノンス幅 15o ,ヽ繰 り返し周波数90 MHz)を光源とし, ②

サンプル表面での屈折率ミスマッチングによる表面反射

を防ぎ効率的にレーザー光を生体組織内に送り込めるよ

うに油浸対物レンズ (NA=0.9,作 動距離=350 μm)を
1用い:③ 光子レベルの高感度検出が可能な単■光子計数

型光電子増倍管を検出器とすることにより,微 弱な後方

散乱SHG光 の高速計測を実現する。 レーザニ光は, ガ

|ルバノミラ■(GM)と リレニレンズ光学系(L)を経た

後, 対物ィシズ(6L)でサンプル照射すぅことにより生

体S�G光 を発生きせる:発生した生体SHG(中 心波長

6251�)光の後方散乱成分を同じ対物レンズで集光し;
ハーモニックセパ レ=夕 (HS)と IR除 去フィルタ

ー

(F)で抽出した後,光 電子増倍管 (PMν )で検出する。

また,OLを ピエゾ駆動ステージ(移動ストロ■ク359

μ口)で光軸方向に移動させるこ|に より,各 深さ位置で

のコラーゲン線維構造分布を取得する。

サシプルには,様 々な動物の中で比較的ヒト皮膚に類

1費壺,∫ξttξ雲(No collagen)

Subcutis
(No collagen)

Fig.2. Obstrvati9� Of lerm」 collagel lber With SHG

■ght

(b)

Fig. 3. Experimental setups of (a) transmission-mode SHG

microscope and (b) reflection-mode SHG

microscope. OCP: optical chopper; BE: beam

expander; M: mirror; OL: objective lens; CL:

condenser lens; BPF: blue-pass filter; L: lens; PMT

1 and PMT2: photomultipliers; LIA: iock-in

amplifier; HS: harmonic separator; GM: galvano

mirror: F: IR cut filter.



生体 SHG光 (第2高調波発生光)イメージングを用いた真皮コラーゲン線維の観察

似した構造を有する市販ブタ皮膚(Yucatan Micropig,米

国チャールズ・り'
―ヾ社)の背中部分を用いた。採取さ

れた皮膚組織はOCTコ ンパウンド(サクラファイン

テックジャパン社)で包埋した後,液 体窒素で凍結され

る。凍結皮膚組織ブロックをミクロトームによって皮膚

表面と平行方向に連続スライスすることにより,各 皮膚

深さでのプタ真皮切片サンプル(b6rcine demis,厚さ16

μm)を 作成した。また,規 則的な単
一配向のコラーゲン

構造を有するマウス腱 (mouse telldOn,厚さ10μm)を コ

ントロールとして用意した。反射配置計測では,凍 結皮

膚組織プロック(厚さ5mm)を そのままサンプルとして

用いた:

4. 組織切片サンプルの透過 SHGイ メージング

組織切片サンプルの透過 SHGイ メニジ(400″m× 400

μ�)を Fig.4に示す。いずれのサンプルにおいても,コ

ラーゲン線維分布が高コントラストなイメージとして可

視化できていることがわかる。これは,コ ラーゲン自身

の高い非線形光学特性以外に,SHGイ メージのコント

ラストが屈折率分布の2乗依存性を示すため
1め,従 来の

屈折率分布に対して線形な光イメージング法 (例えば,

OCT)と 比較すると,メ リハリのきいた高コントラスト

像を取得することが可能となる。マウス腱では,太 く発

達したコラーゲン線維が非常に規則性高く配向分布して

いる様子が確認できる(Fig.4(a))。 一 般に腱組織のコ

ラーゲン線維は単一軸配向を示すとされており, このよ

うなコラーゲン構造が腱組織の配向方向に沿った高い機

械的強度を支えている。ブタ皮サンプルに関しては,真

皮上層 (乳頭層付近),真 皮中層 (網状層上部)お よび真

皮下層 (網状層下部)を それぞれ測定した。真皮上層部

では,非 常にキメの細かいコラーゲン線維が密に分布し

ている様子が分かる(Fig.4(b))。また,表 皮が真皮に落

ち込んだ表皮突起部分は,表 皮がコラーゲンを含有して

いないため,sHG光 の全く検出されない丸い領域とし

て現れている。次に真皮中層部では,比 較的太いゴラー

ゲン線維が直交方向に緩やかに交叉した網状分布が部分

的に確認できる(Fig.4(c))。真皮下層部では,真 皮中層

部と同様に,太 いコラ=ゲ ン線維が分布しているが,網

状のコラーゲン線維分布は確認できない (Fig.4(d))。ま

た, 真皮各層でSHGイ メージを比較すると, 乳頭層と

網状層ではコラーゲン線維分布の相違が確認できたが,

網状層上部と下部では明確な相違は確認できなかった。
一般に真皮に含まれるコラーゲンはタイプIコ ラーゲン

が主であり,タ イプⅡIコ ラーゲン等のタイプの異なる

コラーゲンが若千混在している程度である。しかしなが

ら,真 皮表皮境界に近づくにつれタイプIIIコラーゲン

の比率が上昇する。タイプIIIコラーゲンは肌のキメの

細かさを決定する重要なファクターであり,別 名ベビ=

(a)         0) '       (c)         “ ).

Fig。4. Transmslon SHC image of sliced specimens.(a)mOuse tendon,(b)papillary layer,(c)upper reicular layer,and(d)

lower re■cul年 layer of porcme demis.Image size is 400‐ rm by 400ψ m.

Fig. 5, Optical-sectioning SHG images of porcine dermis every 20-pm depth (image size = 200 X 200 pm).
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コラーゲンともいわれ新生児では50%程 度の構成比と

なっている。乳頭層と網状層におけるSHGイ メージの

相違はコラーゲンタイプの含有率の違いによるコラーゲ

ン線維構造の違いを反映していると考えられる。このよ

うに,SHGイ メージングを用いることにより,組 織コ

ラーゲン線維の詳細な分布情報のみを特異的に抽出する

ことが可能になる。

5. 組織プロックサンプルの反射 SHGイ メージング

実際の滋J″計測を考えた場合,上 述の透過配置より

も反射配置での計測が現実的である。そこで,凍 結ブタ

皮膚組織プロックの深さ分解 SHGイ メ
ージングを反射

配置で行った。Fig.5は,皮 膚表面を基準とした場合の

各測定深度 (20 μmご と)で 得 られたSHGイ メ
ージ

(200 μm× 200 μm)を 示している。生体 SHG光 は深さ

90μm付 近から観測さ4始め, この付近が表皮と真皮の

境界付近であると思われる。それ以降では,オプティカ

ル ・セクショニングされたSHGイ メージが深さ方向に

連続的に変化している様子が分かる。例えば,真 皮上層

部 (深さ90～150 μm)で はコラーゲン線維がキメ細かく:

分布している一方で,真皮下層部 (深さ170～210 μ�)で

は発達した太いコラーゲン線維が確認できる。また,真

皮上層部の毛細血管と思われる黒い領域も確認できる

(Fig.5(b)中 の矢印)。 深 さ250 μm以 上でも生体 SHG

光の信号は確認できるものの,生 体組織内の多重散乱に

よリイメージがぼやけている。これらの特徴は,真 皮切

片サンプルのSHGイ メーツング結果 (Fig.4)と一致し

ており,真 皮コラーゲン線維の3次元的な特徴が本手法

によって非接触リモートでとらえられている。

6。 ま とめ

本論文では,生 体 SHGイ メージングが真皮コラニゲ

ン線維分布を抽出する手段として有効であることを示し

た。高コントラストな透過型 SHGイ メージをもとに,

真皮各層の切片サンプルにおけるコラニゲン線維の詳細

な2次 元分布が可視化できたらさらに,反 射型深さ分解

SHGイ メージングによってコラーゲン線維分布のオプ

ティカル・セクショニング像が得られ,本 法が3次元的

コラーゲン構造のレsれ 計測に有効な手法であること

を確認した。今後は, ヒト皮膚のレJ′“計測を行い,光

老化をはじめとした皮膚美容関連分野への応用を行う予

定である。

1本研究の下部は, 科研費 ・基盤研究 (A)17200032よ

り援助を受けた。
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