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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　流動場を備える試料の画像の形成を行う方法であって、
　流動場を備える試料の流動場に、自己の流動性を利用して当該試料内を移動する粒子プ
ローブを導入し、
　上記試料は生細胞であり、
　位置決定手段によって、上記試料の内部における、上記試料内を移動する上記粒子プロ
ーブの位置を経時的に決定し、
　上記粒子プローブの近傍に存在する物質の、上記粒子プローブの位置決定時と同時の光
学応答を経時的に検出することによって、試料における粒子プローブの位置情報を複数取
得し、
　上記複数取得された粒子プローブの位置情報を重ね合わせて画像化することによって流
動場を備える試料の画像を形成することを特徴とする、上記方法。
【請求項２】
　上記粒子プローブは金属粒子である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　上記金属粒子は、金、銀、銅、白金、アルミニウム、タングステン、イリジウムからな
る群から選択される１つ以上の金属、または当該群から選択される１つ以上の金属の合金
からなる粒子である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
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　上記粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応答は、上記粒子プローブの近傍に存在
する物質に対する散乱光および蛍光のいずれか１つ以上である、請求項１～３のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項５】
　ラマン散乱検出法、レイリー散乱検出法、ミー散乱検出法および蛍光検出法からなる群
から選択される１つ以上の方法により、上記粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応
答を経時的に検出する、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　上記ラマン散乱検出法は、表面増強ラマン散乱法である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　上記流動場を備える試料は、生細胞である、請求項１～６のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項８】
　上記流動場に粒子プローブを導入するとは、生細胞内に粒子プローブを導入することで
ある、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　マイクロインジェクション法により生細胞内に粒子プローブを導入する、請求項８に記
載の方法。
【請求項１０】
　流動場に複数の粒子プローブを導入することを特徴とする請求項１～９のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１１】
　上記粒子プローブは、その表面が修飾されている、請求項１～１０のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１２】
　上記粒子プローブはナノ粒子プローブである、請求項１～１１のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項１３】
　上記ナノ粒子プローブは、粒子径が可視光線の波長範囲未満である粒子状物質である、
請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　上記粒子プローブがナノ粒子プローブであって、生細胞とナノ粒子プローブとを接触さ
せ、生細胞のエンドサイトーシスにより生細胞内にナノ粒子プローブを導入する、請求項
８に記載の方法。
【請求項１５】
　試料内における粒子プローブの位置を決定する位置決定手段と、
　上記位置決定手段によって決定された位置に存在する粒子プローブに、上記位置決定手
段による上記粒子プローブの位置決定と同時に光を照射し、上記粒子プローブの近傍に存
在する物質から散乱光および蛍光のいずれか１つ以上を発生させる照射手段と、
　上記照射手段から照射される光、上記散乱光および蛍光からなる群より選ばれるいずれ
か１以上の光の光路を変更可能であって、上記粒子プローブの移動速度に対して十分に速
い速度で光路を変更する光路変更手段と、
　上記散乱光および蛍光のいずれか１つ以上を、上記位置決定手段による上記粒子プロー
ブの位置決定と同時に検出するための検出手段と、
　粒子プローブの位置情報を重ね合わせて画像化する手段と、
を備え、
　上記粒子プローブは、自己の流動性を利用して当該試料内を移動する粒子プローブであ
ることを特徴とする、請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法を実施するための装置
。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料において粒子プローブ近傍に存在する物質の分布を検出する方法に関す
る。より具体的には、粒子プローブ（例えば、金などの金属粒子）を試料（例えば、生細
胞など）の流動場に導入し、当該流動場内を自らの流動性を利用して移動する粒子プロー
ブの近傍に存在する物質の光学応答（ラマン散乱光、レイリー散乱光、蛍光など）を経時
的に検出することによって粒子プローブの位置情報および上記粒子プローブの近傍に存在
する物質の情報を複数取得し、これら複数の位置情報および物質情報に基づいて、試料に
おいて粒子プローブの近傍に存在する物質の分布を検出する方法に関する。
【０００２】
　また、本発明は、粒子プローブまたはナノ粒子プローブを用いた高分解能の画像化の方
法に関する。より具体的には、粒子プローブまたはナノ粒子プローブ（例えば、金などの
金属粒子または金属ナノ粒子）を試料（例えば、生細胞など）の流動場に導入し、当該流
動場内を自らの流動性を利用して移動する粒子プローブまたはナノ粒子プローブの近傍に
存在する物質の光学応答（ラマン散乱光、レイリー散乱光、蛍光など）を経時的に検出す
ることによって粒子プローブまたはナノ粒子プローブの位置情報を複数取得し、これら複
数の位置情報を重ね合わせることによって、試料の画像を形成する方法に関する。
【０００３】
　本発明の方法においては、粒子プローブおよびナノ粒子プローブは、試料内を自ら移動
するため、粒子プローブまたはナノ粒子プローブの位置情報を取得するために外的走査す
る必要がない。また粒子プローブおよびナノ粒子プローブは試料を三次元的に移動し得る
ために、三次元画像を形成することができる。
【背景技術】
【０００４】
　１７世紀初期ロバート・フックが自作の顕微鏡を用いて細胞を発見して以降、光学顕微
鏡はミクロ／ナノスケールでの生体活動を観察するツールとして活躍してきた。生体分子
の機能解明が重要視される昨今においても、一分子蛍光イメージング技術や近接場光顕微
鏡の発展により、光を用いた新しい分子観察法が発展している。生きたまま細胞内の生体
分子を観察できるのは光学顕微鏡のみであり、今後も光学顕微鏡は生命機能の解明におい
て不可欠な手段であると考えられる。
【０００５】
　光を用いた生体分子の分析法としては、ラマン散乱光を用いたラマン分光法もまた頻繁
に用いられてきた。光を分子に照射すると、照射した光の振動数とは異なる振動数の光が
散乱される。これをラマン散乱光と呼ぶ。ラマン散乱光は散乱する分子に依存した振動数
を有するため、ラマン散乱光を分光して得られるラマンスペクトルを解析することで、光
を散乱した分子を同定することができる。１９９０年に報告されたPuppelsらによるショ
ウジョウバエの染色体の構造解析が、ラマン分光法を用いた最初の生体試料の測定例であ
る（非特許文献１を参照のこと）。これ以降、１９９５年には同グループによりヒトリン
パ球のイメージングが報告され（非特許文献２を参照のこと）、２００３年にはUzunbaja
kavaらがヒト細胞中のタンパク質のイメージングを行った（非特許文献３を参照のこと）
。ラマン散乱は分子の振動を検出するため、ラマン分光法を用いれば非侵襲かつ無標識で
細胞内分子の構造を解析できる。しかし、ラマン散乱光の散乱断面積は非常に小さいため
、ラマン分光法を用いて細胞中の分子情報を得るには、長時間の露光が必要である。この
ため、ラマン分光法は刻一刻と変化する細胞動態の観察にはあまり適していなかった。
【０００６】
　上記問題点を解決すべく、表面増強ラマン散乱法（Surface enhanced Raman scatterin
g：以下「ＳＥＲＳ」と略記する）が開発された。ＳＥＲＳでは、金属表面に光が入射し
た際に誘起される表面プラズモンによって、ラマン散乱光の散乱断面積を数～十数桁増強
することができる。ＳＥＲＳのin vitroでの生体分子分析への利用については、１９９０
年代初から報告があり、ＤＮＡやタンパク質などの分子量の比較的大きな分子からのＳＥ
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ＲＳが観察されている（例えば非特許文献４～８を参照のこと）。またin vivoでのＳＥ
ＲＳ観察としては１９９０年代初期に初めて報告があり、生細胞内に付加された薬剤のＳ
ＥＲＳ信号が観察されている（例えば非特許文献９～１２を参照のこと）。また２００２
年には、Feldらグループが細胞内から生体分子のＳＥＲＳ信号を取得することに成功した
（非特許文献１３を参照のこと）。
【０００７】
　一方、本発明者らは、これまでに、生細胞内に金ナノ粒子を導入し、当該生細胞内のＳ
ＥＲＳ観察を経時的に行った結果を報告した（非特許文献１４を参照のこと）。
【０００８】
　他方、上記ラマン分光法やＳＥＲＳ法の他に、生細胞を高分解能で観察する方法として
は、原子間力顕微鏡や近接場光学顕微鏡等の所謂プローブ顕微鏡が知られている。プロー
ブ顕微鏡による観察では、位置制御された探針を用いて生細胞試料を走査しながら観察す
るため、試料の表面付近しか観察することができないという欠点がある。タンパク質や酵
素、イオン、糖など生命活動維持に不可欠な物質は細胞内部にあるため、プローブ顕微鏡
を用いた方法では、これらを高空間分解能で観察することは不可能であった。また細胞内
の物質の観察において、標的の物質を蛍光色素標識して観察する方法が用いられる場合が
あるが、この方法では蛍光色素で標識された特定の物質しか観察できないという問題点や
、蛍光色素の褪光または消光の問題点があった。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【００１０】
　これまで、生細胞内や生体組織内の分子などの試料を対象とし、外的な走査を行うこと
なく、高感度で高速かつ、高空間分解で生細胞内や生体組織内における分子など試料の分
布を検出する方法は知られていなかった。そこで本発明は、外的な走査を行うことなく、
生細胞内や生体組織内における、分子などの試料の分布を高感度で高速かつ、高空間分解
に検出する方法を提供することを目的とした。
【００１１】
　また、これまで、生細胞内の分子などの微小な試料を対象とし、外的な走査を行うこと
なく、高感度で高速かつ、高空間分解で画像（三次元画像）を形成する方法は知られてい
なかった。そこで本発明は、外的な走査を行うことなく、生細胞内の分子等の微小な試料
を高感度で高速かつ、高空間分解に画像（三次元画像）を形成する方法を提供することを
目的とした。
【００１２】
　なお、本明細書における「外的な走査」とは、特に原子間力顕微鏡や近接場光学顕微鏡
等の従来公知のプローブ顕微鏡による観察で行われる走査、すなわち位置制御された探針
を用いて試料を走査する行為や、試料外部から光照射、電場、磁場等の印加によりプロー
ブを任意の位置に移動させる行為等を意味する。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意検討を行った結果、粒子プローブまたは
ナノ粒子プローブ（例えば、金などの金属粒子または金属ナノ粒子）を試料（例えば、生
細胞など）の流動場に導入し、当該流動場内を自らの流動性を利用して三次元的に移動す
る粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応答（ラマン散乱光、レイリー散乱光、蛍光
など）を経時的に検出することによって、粒子プローブの位置情報および上記粒子プロー
ブの近傍に存在する物質の情報を複数取得した。そして、上記情報に基づいて、試料にお
いて粒子プローブ近傍に存在する物質の分布を三次元的に検出しうることを見出し、本発
明を完成するに至った。
【００１４】
　また、本発明者らは、粒子プローブまたはナノ粒子プローブ（例えば、金などの金属粒
子または金属ナノ粒子）を試料（例えば、生細胞など）の流動場に導入し、当該流動場内
を自らの流動性を利用して三次元的に移動する粒子プローブまたはナノ粒子プローブの近
傍に存在する物質の光学応答（ラマン散乱光、レイリー散乱光、蛍光など）を経時的に検
出することによって粒子プローブまたはナノ粒子プローブの位置情報を複数取得し、これ
ら複数の位置情報を重ね合わせることによって、外的な走査を行うことなく、高感度で高
速かつ、高空間分解で試料の三次元画像を形成し得ることを発見し本発明を完成するに至
った。すなわち本発明は以下の発明を包含する。
【００１５】
　本発明にかかる、試料において粒子プローブ近傍に存在する物質の分布を検出する方法
は、流動場を備える試料の流動場に粒子プローブを導入し、上記粒子プローブの近傍に存
在する物質の光学応答を経時的に検出することによって、試料における粒子プローブの位
置情報および上記粒子プローブの近傍に存在する物質の情報を複数取得することを特徴と
している。
【００１６】
　また、本発明にかかる方法は、流動場を備える試料の画像を形成する方法であって、
当該流動場に粒子プローブを導入し、
上記粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応答を経時的に検出することによって、試
料における粒子プローブの位置情報および上記粒子プローブの近傍に存在する物質の情報
を複数取得し、
当該複数取得された粒子プローブの位置情報を重ね合わせて画像化することを特徴として
いる。
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【００１７】
　また本発明の方法において上記粒子プローブは、金属粒子であることが好ましい。
【００１８】
　また本発明の方法において上記金属粒子は、金、銀、銅、白金、アルミニウム、タング
ステン、イリジウムからなる群から選択される１つ以上の金属、または当該群から選択さ
れる１つ以上の金属の合金からなる粒子であることが好ましい。
【００１９】
　また本発明の方法において上記粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応答は、上記
粒子プローブの近傍に存在する物質に対する散乱光および蛍光のいずれか１つ以上である
ことが好ましい。
【００２０】
　また本発明の方法においては、ラマン散乱検出法、レイリー散乱検出法、ミー散乱検出
法および蛍光検出法からなる群から選択される１つ以上の方法により、上記粒子プローブ
の近傍に存在する物質の光学応答を経時的に検出することが好ましい。
【００２１】
　また本発明の方法において上記ラマン散乱検出法は、表面増強ラマン散乱法であること
が好ましい。
【００２２】
　また本発明の方法において上記流動場を備える試料は、生細胞であってもよい。
【００２３】
　また本発明の方法において上記流動場に粒子プローブを導入するとは、生細胞内に粒子
プローブを導入することであってもよい。
【００２４】
　また本発明の方法においては、マイクロインジェクション法により生細胞内に粒子プロ
ーブを導入してもよい。
【００２５】
　また本発明の方法においては、流動場に複数の粒子プローブを導入してもよい。
【００２６】
　また本発明の方法において、上記粒子プローブは、その表面が修飾されているものであ
ってもよい。
【００２７】
　本発明の方法では、粒子プローブはナノ粒子プローブであってもよい。
【００２８】
　また、本発明の方法では、上記ナノ粒子プローブは、粒子径が可視光線の波長範囲未満
である粒子状物質であってもよい。
【００２９】
　また本発明の方法においては、生細胞とナノ粒子プローブとを接触させ、生細胞のエン
ドサイトーシスにより生細胞内にナノ粒子プローブを導入してもよい。
【００３０】
　本発明にかかる方法を実施するための装置は、試料内における粒子プローブの位置を決
定する位置決定手段と、
　上記位置決定手段によって決定された位置に存在する粒子プローブに光を照射し、上記
粒子プローブの近傍に存在する物質から散乱光および蛍光のいずれか１つ以上を発生させ
る照射手段と、
　上記照射手段から照射される光、上記散乱光および蛍光からなる群より選ばれるいずれ
か１以上の光の光路を変更可能な光路変更手段と、
　上記散乱光および蛍光のいずれか１つ以上を検出するための検出手段と、を備えること
を特徴としている。
【００３１】
　なお、これまでは、ＳＥＲＳなどの光学的手法が細胞内の分析に適用が可能であるとい
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うことは知られていた（非特許文献１～１４）。また本発明者らは、生細胞内に金ナノ粒
子を導入し、当該細胞内のＳＥＲＳによる分析を経時的に行った結果をこれまでに開示し
たが（非特許文献１４）、これは単に細胞内のＳＥＲＳによる分析を経時的に行ったとい
う事実を示したに過ぎない。
【００３２】
　その後、本発明者らは、金ナノ粒子が細胞内を自らの流動性を利用して三次元的に移動
している点に着目し、金ナノ粒子のラマン散乱光などの光学応答を経時的に検出すること
によってナノ粒子プローブの位置情報および上記ナノ粒子プローブの近傍に存在する物質
の情報を複数取得した。そして、それぞれの位置情報に基づいて、試料内におけるナノ粒
子プローブの近傍に存在する物質の分布を三次元的に検出することができることを見出し
た。
【００３３】
　また、これら複数の位置情報を重ね合わせることによって、外的な走査を行うことなく
、生細胞内の分子等の微小な試料を高感度で高速かつ、高空間分解に三次元画像を形成し
得るという独自の技術的思想を見出すことによって、本発明を完成させるに至った。つま
り金ナノ粒子が細胞内を自らの流動性を利用して三次元的に移動している点に着目し、こ
れを試料において粒子プローブの近傍に存在する物質の分布を検出する方法および三次元
画像を形成する方法に結びつけたからこそ本発明が完成されたのであって、この点に気づ
き得ない当業者は本発明を容易に完成させることはできない。
【発明の効果】
【００３４】
　本発明によれば、生細胞内や生体組織内の分子などについて、外的な走査を行うことな
く、高感度で高速かつ、高空間分解で、生細胞内や生体組織内における分布を三次元的に
検出することができる。よって、生細胞内や生体組織内において、どの場所に上記分子等
が存在しているかを三次元的に検出することができる。
【００３５】
　本発明によれば、外的な走査を行うことなく、生細胞内の分子等の微小な試料を高感度
で高速かつ、高空間分解に画像（三次元画像）を形成することができる。よって、より簡
便に高空間分解で画像（三次元画像）を取得することができる。また本発明においては外
的な走査が必要ないため、従来公知のプローブ顕微鏡による生細胞の観察のように細胞の
表面付近しか観察できないという問題は生じず、細胞内部についても画像（三次元画像）
の取得が本発明によって可能となる。
【００３６】
　また本発明においては、標的の物質を蛍光色素標識して観察する方法において生じる、
蛍光色素で標識された特定の物質しか観察できないという問題点や、蛍光色素の褪光や消
光の問題点についても解決されている。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１】本発明の画像化工程の一実施形態を説明するための図である。
【図２】実験例１の結果を示す図であり、（ａ）は金ナノ粒子を導入する前のマクロファ
ージ細胞のみの暗視野像であり、（ｂ）は金ナノ粒子導入後のマクロファージ細胞の暗視
野像である。
【図３】実験例１の結果を示す図であり、（ａ）は金ナノ粒子を導入する前のマクロファ
ージ細胞のＴＥＭ像であり、（ｂ）は金ナノ粒子導入後のマクロファージ細胞のＴＥＭ像
である。
【図４】実験例１の結果を示す図であり、（ａ）は金ナノ粒子を導入する前のＨｅＬａ細
胞の暗視野像であり、（ｂ）は金ナノ粒子導入後のＨｅＬａ細胞の暗視野像である。
【図５】実験例１の結果を示す図であり、（ａ）および（ｂ）は金ナノ粒子を培地に添加
３０分後のＨｅＬａ細胞のＴＥＭ像である。
【図６】実験例１の結果を示す図であり、（ａ）は金ナノ粒子導入後の神経細胞様モデル
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細胞ＰＣ１２細胞（ラット副腎髄褐色細胞腫由来）の暗視野像であり、（ｂ）は金ナノ粒
子導入後のヒト乳がん由来ＭＣＦ７細胞の暗視野像である。
【図７】マイクロインジェクション法を用いて細胞内へ金ナノ粒子を導入する方法を説明
するための図である。
【図８】実験例２の結果を示す図であり、マイクロインジェクション法により金ナノ粒子
が導入されたＨｅＬａ細胞のＬＳＭ像を示す。（ａ）はＨｅＬａ細胞の散乱が可視化でき
るように像のコントラストを調整したＬＳＭ像であり、（ｂ）は金ナノ粒子の散乱が可視
化できるように像のコントラストを調整したＬＳＭ像であり、（ｃ）は（ａ）のＬＳＭ像
と（ｂ）のＬＳＭ像とを重ね合わせた像である。
【図９】実験例３に用いられたスリット共焦点ラマン顕微鏡の光学系を模式的に示す図で
ある。
【図１０】ラマン散乱観察像の作成原理を説明するための図である。
【図１１】実験例３において、生細胞を用いた表面増強ラマンスペクトル解析の方法を説
明するための図である。
【図１２】実験例３の結果を示す図であり、金ナノ粒子を導入したＨｅＬａ細胞から得ら
れたＳＥＲＳ像およびＳＥＲＳスペクトルを示す。（ａ）は金ナノ粒子が導入されたＨｅ
Ｌａ細胞の明視野像を示し、（ｂ）は同細胞のＳＥＲＳ像を示し、（ｃ）は（ａ）の像と
（ｂ）の像とを重ね合わせた像を示し、（ｄ）は各点（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ）におけるＳ
ＥＲＳスペクトルを示す。
【図１３】実験例３の結果を示す図であり、金ナノ粒子を導入したマクロファージ細胞か
ら得られたＳＥＲＳ像およびＳＥＲＳスペクトルを示す。（ａ）は金ナノ粒子が導入され
たマクロファージ細胞の明視野像を示し、（ｂ）は同細胞のＳＥＲＳ像を示し、（ｃ）は
ＳＥＲＳ像の各点（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ）におけるＳＥＲＳスペクトルを示す。
【図１４】金ナノ粒子が導入されたマクロファージ細胞のＳＥＲＳスペクトル、および金
ナノ粒子が導入されていないマクロファージ細胞のラマンスペクトルである（観察条件：
励起光強度１０ｍＷ/μｍ2、励起波長７８５ｎｍ、露光時間１秒）。
【図１５】金ナノ粒子が導入されたマクロファージ細胞のＳＥＲＳスペクトル（観察条件
：励起光強度１０ｍＷ/μｍ2、励起波長７８５ｎｍ、露光時間１秒）、および金ナノ粒子
が導入されていないマクロファージ細胞のラマンスペクトルである（観察条件：励起光強
度６８０ｍＷ/μｍ2、励起波長７８５ｎｍ、露光時間６０秒）。
【図１６】実験例４の結果を示す図であり、（ａ）は細胞導入に用いられた銀ナノワイヤ
のＳＥＭ像であり、（ｂ）は銀ナノワイヤが導入されたマクロファージ細胞の暗視野像で
ある。
【図１７】実験例４の結果を示す図であり、（ａ）は細胞導入に用いられた１辺が２００
ｎｍの銀立方体のＳＥＭ像であり、（ｂ）は銀立方体が導入されたマクロファージ細胞の
暗視野像である。
【図１８】実施例１の結果を示す図であり、粒子径が５０ｎｍの金ナノ粒子が導入された
マクロファージ細胞を、経時的に暗視野顕微鏡観察を行った結果を示す。
【図１９】実施例１の結果を示す図であり、粒子径が５０ｎｍの金ナノ粒子が導入された
マクロファージ細胞を、経時的にＳＥＲＳ観察を行った結果を示す。
【図２０】実施例１の結果を示す図であり、（ａ）は金ナノ粒子を培地に添加後３２．５
分後のＳＥＲＳ像から得られる２点（地点１、および地点２）におけるラマンスペクトル
を示し、（ｂ）は金ナノ粒子を培地に添加後４７．５分後のＳＥＲＳ像から得られる地点
３におけるラマンスペクトルを示し、（ｃ）は金ナノ粒子を培地に添加後５２．５分後の
ＳＥＲＳ像から得られる地点４におけるラマンスペクトルを示す。
【図２１】実施例２で用いられた暗視野顕微鏡の模式図である。
【図２２】実施例２の結果を示す図であり、銀ナノ粒子（立方体）が導入されたマクロフ
ァージ細胞を、経時的に暗視野観察を行った結果を示す。
【図２３】実施例２の結果を示す図であり、金ナノ粒子（球状）が導入されたマクロファ
ージ細胞を、経時的に暗視野観察を行った結果を示す。
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【図２４】実験例５のレイリー分光イメージングに用いられた光学系の模式図である。
【図２５】実験例５の結果を示す図であり、（ａ）は金ナノ粒子を培地に添加し、１時間
培養したマクロファージ細胞のレイリー分光イメージであり、（ｂ）は（ａ）の各点で観
察された散乱光スペクトルを示す。
【図２６】実施例３の結果を示す図であり、金ナノ粒子（球状）が導入されたマクロファ
ージ細胞について、レイリー分光イメージングを経時的に行った結果を示す。
【図２７】実施例１の結果を示す図であり、複数得られたＳＥＲＳ像を重ねてイメージン
グを行った結果を示す。
【図２８】実施例３の結果を示す図であり、レイリー分光イメージングから得られた像を
重ねてイメージングを行った結果を示す。
【図２９】本発明にかかる装置の一実施形態を模式的に示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３８】
　本発明の実施の一形態について説明すれば、以下のとおりである。なお、本発明はこれ
に限定されるものではない。なお、本明細書中に記載された非特許文献および特許文献の
全てが、本明細書中において参考として援用される。また本明細書中の「～」は「以上、
以下」を意味し、例えば明細書中で「★～☆」と記載されていれば「★以上、☆以下」を
示す。
【００３９】
　本発明は、試料において粒子プローブの近傍に存在する物質の分布を検出する方法であ
って、
　（１）流動場を備える試料の流動場に粒子プローブを導入する工程（便宜上「プローブ
導入工程」という）、
　（２）上記粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応答を経時的に検出することによ
って、試料における粒子プローブの位置情報および上記粒子プローブの近傍に存在する物
質の情報を複数取得する工程（便宜上「光学応答検出工程」という）を含む。なお、上記
粒子プローブは、後述するナノ粒子プローブであってもよい。
【００４０】
　ここで本発明の方法の対象となる試料は、流動場を備える試料であれば特に限定される
ものではなく、生細胞、生体組織、臓器をはじめとする生体由来試料や、半導体、金属、
ガラス等の微細構造やマイクロ流路をはじめとする非生体試料などが意図される。上記「
流動場」とは、後述する粒子プローブまたはナノ粒子プローブが流動することができる環
境（場）を意味し、水、水溶液、細胞液、血液等の液体が主に意図される。また、液体等
の周囲の物質が移動しない場合でも、ブラウン運動等により粒子プローブまたはナノ粒子
プローブの位置が変化する環境や、食道や腸等の蠕動運動により粒子プローブまたはナノ
粒子プローブが運搬される環境等も「流動場」に含まれる。なお、粒子プローブまたはナ
ノ粒子プローブが流動し得る環境であれば、上記流動場は気体であってもよい。
【００４１】
　また「流動場を備える」とは、試料の表面の一部もしくは全部、または内部の一部もし
くは全部に適当な流動場が形成されていることを意味し、流動場はその試料が元来有する
ものであっても、外的に付加されたものであってもよい。例えば、前者の場合は細胞液が
生細胞（試料）の流動場に該当する。また後者は半導体などの試料上に噴霧されるなどし
て形成された液体層が流動場に該当する。次に工程ごとに説明する。
【００４２】
　＜１．プローブ導入工程＞
　本工程は、試料の流動場に粒子プローブまたはナノ粒子プローブを導入する工程である
。ここで「粒子プローブ」とは、特に粒子径が限定されない粒子状物質を意味する。粒子
プローブは、粒子径がナノメートルサイズであるナノ粒子プローブであってもよいが、ナ
ノスケールの分解能を必要としない場合は、粒子径は必ずしもナノメートルサイズでなく
てもよい。本発明では、粒子のサイズと分解能とがほぼ等しいため、マクロスケールでの
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測定で足りる場合は、粒子プローブの粒子径はナノメートルサイズに限定されないことに
なる。よって、粒子プローブの粒子径の上限は特に限定されるものではない。例えば、試
料が細胞である場合は、粒子径が１μｍ未満の粒子プローブを用いることができ、試料が
生体組織である場合は、粒子径が１ｃｍ以下の粒子プローブを用いることができる。
【００４３】
　「ナノ粒子プローブ」とは、粒子径がナノメートルサイズ（１μｍ未満）の粒子状物質
を意味する。ここで「粒子径」とは、粒子プローブまたはナノ粒子プローブを顕微鏡によ
って観察し、その二次元形状に対する最大内接円の直径が意図される。例えば、粒子プロ
ーブまたはナノ粒子プローブの二次元形状が実質的に円形状である場合はその円の直径が
意図され、実質的に楕円形状である場合はその楕円の短径が意図され、実質的に正方形状
である場合はその正方形の辺の長さが意図され、実質的に長方形状である場合はその長方
形の短辺の長さが意図される。
【００４４】
　上記ナノ粒子プローブは、その粒子径が上記の通り、ナノメートルサイズであれば特に
限定されないが、特にその粒子径が可視光線の波長範囲未満であることが好ましい。ナノ
粒子プローブの粒子径が可視光線の最小波長未満であることで、従来の光学顕微鏡では観
察できなかった可視光線の波長範囲未満の領域までナノ粒子プローブがトレースすること
ができるために、従来の光学顕微鏡では実現できなかった極めて詳細な観察が可能となる
。なお可視光線の波長範囲は特に限定されるものではないが、３８０～８００ｎｍである
といわれている。
【００４５】
　なお、エンドサイトーシスを利用してナノ粒子を生細胞（ＨｅＬａ細胞）内へ導入する
場合は、ナノ粒子の粒子径は大き過ぎても小さ過ぎても導入されにくいことが知られてい
る（「B.D. Chithrani, A.A. Ghazani, W.C.W. Chan, Nano Lett., 6 (4), 662 (2006)」
を参照のこと）。Chithraniらの検討を考慮すれば、エンドサイトーシスを利用してナノ
粒子プローブを生細胞（例えばＨｅＬａ細胞）へ導入する場合、好ましいナノ粒子プロー
ブの粒子径は３０～７０ｎｍ程度が好ましく、５０ｎｍ程度が最も好ましいといえる。
【００４６】
　本発明における粒子プローブまたはナノ粒子プローブは、光学応答（ラマン散乱光、レ
イリー散乱光、蛍光など）を検出され得る材料からなる粒子であれば特に限定されるもの
ではないが、光学応答シグナルをより検出されやすいとの理由から金属粒子が好ましい。
上記金属粒子としては、金、銀、銅、白金、アルミニウム、タングステン、イリジウム、
などからなる金属粒子が挙げられる。上記の金属の中でも特に、金からなる金属粒子が好
ましい。光学応答のシグナルが得られやすい、および生細胞に導入された場合の生細胞に
対する安全性が高いからである。なお上記金属粒子は上記単一の金属からなる金属粒子で
あってもよいが、１種類以上の金属の合金からなる粒子であってもよい。
【００４７】
　試料の流動場に粒子プローブまたはナノ粒子プローブを導入する際の具体的方法につい
ては、試料に備えられた流動場中で粒子プローブまたはナノ粒子プローブが流動し得るよ
うに導入される方法であれば、その具体的方法は特に限定されるものではない。なお、粒
子プローブまたはナノ粒子プローブがより流動しやすいという理由から、粒子プローブま
たはナノ粒子プローブは流動場の最上面に対して浮上した状態ではなく、流動場の最上面
より下に沈んだ状態で存在することが好ましい。上記のようにすべく、粒子プローブまた
はナノ粒子プローブと流動場を構成する物質との組み合わせを検討してもよいし、また流
動場を構成する物質に対する親和性の高い基で粒子プローブまたはナノ粒子プローブの表
面を修飾してもよい。例えば、流動場が水である場合、水酸基などの親水性基を粒子プロ
ーブまたはナノ粒子プローブの表面に導入してもよい。
【００４８】
　試料として生細胞を用いる場合は、生細胞が外部からの物質を自ら取り込む機構（エン
ドサイトーシス）を利用してナノ粒子プローブを生細胞内に取り込ませてもよい。この場
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合、生細胞とナノ粒子プローブとを懸濁し、一定時間放置するだけでナノ粒子プローブの
試料への導入が完了するために極めて簡単な操作で本工程を完結させることができる。ま
た、生細胞が自ら有する機構を用いているため、導入されたナノ粒子プローブが細胞内で
襲撃されることが少ないというメリットもある。
【００４９】
　上記したエンドサイトーシス以外の方法としては、マイクロインジェクション法が適用
可能である。マイクロインジェクション法は、卵細胞や体細胞に微量のＤＮＡ、ｍＲＮＡ
や化学物質を、微細なガラス針で注入する手法である。この手法を本工程に利用すればよ
い。かかるマイクロインジェクション法によれば、導入する粒子プローブまたはナノ粒子
プローブの数を所望の数に調整することが可能であるというメリットを享受することがで
きる。また粒子プローブまたはナノ粒子プローブが小胞内に封じ込められることがないた
め、細胞内のあらゆる場所を観察することができる。
【００５０】
　さらに、遺伝子の導入方法として公知であるパーティクルガンを用いて生細胞内に粒子
プローブまたはナノ粒子プローブを導入することも可能である。
【００５１】
　本工程によって導入される粒子プローブまたはナノ粒子プローブの数は、流動場内で粒
子プローブまたはナノ粒子プローブが均一に分散し得る数が導入されていればよく、その
具体的な数は粒子プローブまたはナノ粒子プローブの粒子径、流動場の体積等によって決
定されるため、特に限定されるものではない。粒子プローブまたはナノ粒子プローブが均
一に分散しない場合、光学応答のシグナルがどの粒子プローブまたはナノ粒子プローブに
由来するのかが特定できなくなってしまう。上記の意味から流動場に導入される粒子プロ
ーブまたはナノ粒子の数は１個であることが好ましいといえる。ただしこの場合、単位時
間当たりに得られる粒子プローブまたはナノ粒子プローブの位置情報が少ないために、試
料において粒子プローブの近傍に存在する物質の分布を検出するために、または三次元画
像を得るためにある程度の時間を要する。しかし複数の粒子プローブまたはナノ粒子であ
っても十分濃度が低い場合には、複数の箇所を同時に計測できるため、複数の粒子を試料
に導入して、検出速度または撮像速度を向上することができる。
【００５２】
　なお粒子プローブまたはナノ粒子プローブは光学応答のシグナル感度の向上や観察部位
、物質を特定するため、表面修飾されていてもよい。例えば、カチオン性分子（陽性に帯
電した分子）や、特定のタンパク質で表面修飾されていてもよい。それにより、観察対象
となる物質や部位を制限することが可能となる。
【００５３】
　本発明に適用可能な生細胞としては特に限定されるものではなくあらゆる細胞に適用可
能である。例えば、マクロファージ細胞、ＨｅＬａ細胞などの癌細胞などに適用可能であ
る。
【００５４】
　また、本発明に適用可能な生体組織としては特に限定されるものではなく、あらゆる生
体組織を適用可能である。例えば、上皮組織、結合組織、筋肉組織、神経組織等の組織、
胃、食道、腸等の臓器を適用可能である。
【００５５】
　＜２．光学応答検出工程＞
　本工程は、粒子プローブまたはナノ粒子プローブ（以下、両者をまとめて単に「粒子プ
ローブ」ともいう）の近傍に存在する物質の光学応答を経時的に検出することによって、
試料における粒子プローブの位置情報および上記粒子プローブの近傍に存在する物質の情
報を複数取得する工程である。
【００５６】
　「粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応答」とは、上記粒子プローブの近傍に存
在する物質に入射された光（電磁波）の散乱光および蛍光のいずれか１つ以上を意味する
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。なお、上記光学応答は、粒子プローブの光学応答であってもよい。すなわち、粒子プロ
ーブに入射された光（電磁波）の散乱光および蛍光のいずれか１つ以上であってもよい。
　　　
【００５７】
　粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応答を特異的に検出することで、ある時点に
おける試料中の粒子プローブの位置を点として表現することができるとともに、上記粒子
プローブの近傍に存在する物質の情報を取得することができる。また、粒子プローブの近
傍に存在する物質の光学応答を経時的に検出することで、点による粒子プローブの位置情
報および上記粒子プローブの近傍に存在する物質の情報を複数個取得することができる。
【００５８】
　なお、本明細書において、粒子プローブの「近傍」とは、粒子プローブの表面から数十
ｎｍまでの距離、より具体的には０ｎｍ～２０ｎｍの距離にある範囲をいい、粒子プロー
ブの位置も含む。この範囲では、粒子プローブに励起光を照射すると、粒子プローブから
生じる表面プラズモンによって上記粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応答が増強
される。
【００５９】
　また、本明細書において、上記「粒子プローブの近傍に存在する物質」とは、特に限定
されるものではなく、生体由来試料または非生体試料を構成する物質であれば構わない。
例えば、生体分子、基板材料等を挙げることができる。
【００６０】
　さらに、本明細書において、上記「粒子プローブの近傍に存在する物質の情報」とは、
上記粒子プローブの近傍に存在する物質に入射された光（電磁波）の散乱光および蛍光の
いずれか１つ以上の強度またはスペクトルのことをいう。粒子プローブに励起光を照射す
ると、粒子プローブから生じる表面プラズモンによって、粒子プローブの近傍に存在する
物質に入射された光（電磁波）の散乱光および蛍光のいずれか１つ以上が増強される。そ
こで、増強された上記強度またはスペクトルを解析することにより、上記粒子プローブの
近傍にどのような物質が存在するかということを明らかにすることができる。すなわち、
試料において粒子プローブ近傍に存在する物質の分布を検出することができる。
【００６１】
　粒子プローブは、原理的には自己の流動性（ブラウン運動、細胞内輸送、原形質流動等
）を利用して試料内を移動するため、粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応答を検
出するために試料の全体もしくは一部の外的な走査をしなくても、プローブ自体が試料内
を走査してくれる。それゆえ、例えば粒子プローブの位置情報および上記粒子プローブの
近傍に存在する物質の情報を経時的に取得して、時間、位置および光学応答の関係をグラ
フ化すること等によって、試料における上記物質の三次元的な分布を知ることができる。
また、後述する画像化工程において、粒子プローブの位置を示すこれらの点の情報（粒子
プローブの位置情報）を重ね合わせることによって、試料の全体もしくは一部を画像化す
ることができる。
【００６２】
　より高精度で画像化を行うためには、上記粒子プローブの位置情報はできるだけ多いこ
とが好ましい。したがって、光学応答のシグナルの検出は、断続的ではなく連続的に行う
ことが好ましいといえる。ただし、本発明は必ずしも連続的に光学応答のシグナル検出を
行う必要はなく、断続的に光学応答のシグナルを検出してもよい。この場合、高精度で画
像化を行うためは、できるだけ短時間間隔で検出を行い、できるだけ多くの粒子プローブ
の位置情報を得ることが肝要である。
【００６３】
　粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応答を検出するための具体的方法は、特に限
定されるものではないが、例えば、ラマン散乱検出法、レイリー散乱検出法、ミー散乱検
出法および蛍光検出法からなる群から選択される１つ以上の方法が本工程において採用さ
れ得る。すなわち本工程における上記粒子プローブの近傍に存在する物質の光学応答を検
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出する方法は、１種類に限定されず複数の方法を組み合わせであってもよい。複数種類の
方法を組み合わせることによって、粒子プローブの位置情報を１つの方法では検出できな
くとも、他の方法で補完することができるため、より高精度で試料観察を行うことができ
る。
【００６４】
　なお上記ラマン散乱検出法には、通常のラマン散乱検出法のみならず、表面増強ラマン
散乱法（ＳＥＲＳ）、共鳴ラマン散乱検出法、コヒーレントアンチストークスラマン散乱
検出法、ハイパーラマン散乱検出法等の改変法も含まれる。また上記レイリー散乱検出法
には、通常のレイリー散乱検出法のみならず、ハイパーレイリー散乱検出法等の改変法も
含まれる。なお本工程においては、特にＳＥＲＳが好ましく採用され得る。ＳＥＲＳによ
れば粒子プローブに光が入射した際に誘起される表面プラズモンによって、ラマン散乱光
の散乱断面積を数～十数桁増強することができるため、通常のラマン散乱検出法より高感
度に検出を行うことが可能である。よって、ＳＥＲＳを採用した場合、露光時間が比較的
短時間で足りる。
【００６５】
　本工程を行う方法（ラマン散乱検出法、レイリー散乱検出法、ミー散乱検出法、蛍光検
出法等）における好ましい条件は、試料の種類、粒子プローブの種類等に応じて異なるた
め、特に限定されるものではない。よって、好適な条件を適宜検討の上、採用すればよい
。
【００６６】
　本発明者らの検討によれば、試料として生細胞、ナノ粒子プローブとして金ナノ粒子（
粒子径５０ｎｍ）、光学応答の検出方法としてＳＥＲＳを用いた場合、波長７８５ｎｍの
光で励起を行うことが好ましいということが判明した。なお本発明はこれに限定されるも
のではないことは言うまでもない。
【００６７】
　また試料として生細胞、ナノ粒子プローブとして金ナノ粒子（粒子径５０ｎｍ）、光学
応答の検出方法としてＳＥＲＳを用いた場合の好ましい励起光強度は、１～３０ｍＷ／μ
ｍ２の範囲が好ましく、１～１０ｍＷ／μｍ２の範囲がさらに好ましい。上記好ましい範
囲未満の強度であると高感度検出が困難な場合があり、また上記好ましい範囲を超えると
生細胞に対して悪影響をおよぼす場合がある。なお本発明はこれに限定されるものではな
い。
【００６８】
　また試料として生細胞、ナノ粒子プローブとして金ナノ粒子（粒子径５０ｎｍ）、光学
応答の検出方法としてＳＥＲＳを用いた場合の好ましい露光時間は、特に限定されるもの
ではないが、１分以下が好ましく、１秒以下がさらに好ましい。上記好ましい範囲未満で
あると検出されるシグナルの強度が弱い場合があり、また上記好ましい範囲を超えると生
細胞に対して悪影響をおよぼす場合がある。なお本発明はこれに限定されるものではない
。
【００６９】
　＜３．画像化工程＞
　本工程は、上記光学応答検出工程において取得された複数の粒子プローブまたはナノ粒
子プローブの位置情報を重ね合わせて画像化する工程である。換言すれば本工程は、光学
応答検出工程によって得られた粒子プローブまたはナノ粒子プローブの位置を示す複数の
点の情報を重ね合わせることによって、試料の画像を形成する工程である。
【００７０】
　図１を用い本工程をより具体的に説明する。なお本発明は説明の容易のために二次元的
に存在するサンプルを用い二次元の画像を形成する場合を示しているが、本発明は三次元
的に存在するサンプルに採用すれば、三次元の画像を形成することができる。図１の１は
試料を示し、２は粒子プローブまたはナノ粒子プローブの光学応答のシグナルを示す（同
図において同様のものを示す場合は部材番号を省略する）。図１（ａ）における複数のシ
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ート（３）は光学応答検出工程における、ある時点の試料における粒子プローブまたはナ
ノ粒子プローブの位置を示す点の情報である。各シート上にシート番号を表記する（１、
２、３、４、・・・ｎ）。図１（ｂ）は１からｎ番目のシートを重ね合わせて得られた試
料（１）の画像を示す（１＋２＋３＋４＋・・・＋ｎ）。粒子プローブまたはナノ粒子プ
ローブの位置を示す複数の点の情報を重ね合わせることによって、試料を画像化すること
を図１は示している。
【００７１】
　本工程において粒子プローブまたはナノ粒子プローブの位置情報を重ね合わせる手段と
しては、特に限定されるものではなく、市販や無料の画像処理ソフト（例えば、Adobe社
製Photoshop、米NIH製ImageJが利用可能である。また上記の目的を達成し得るソフトウェ
アを自己で作成して、それを本工程において利用してもよい。
【００７２】
　＜４．本発明にかかる方法を実施するための装置＞
　本発明にかかる、試料において粒子プローブの近傍に存在する物質の分布を検出する方
法を実施するための装置は、試料内における粒子プローブの位置を決定する位置決定手段
と、上記位置決定手段によって位置を決定された粒子プローブに光を照射し、上記粒子プ
ローブの近傍に存在する物質から散乱光および蛍光のいずれか１つ以上を発生させる照射
手段と、上記照射手段から照射される光、上記散乱光および蛍光からなる群より選ばれる
いずれか１以上の光の光路を変更可能な光路変更手段と、上記散乱光および蛍光のいずれ
か１つ以上を検出するための検出手段と、を備えている。
【００７３】
　上記位置決定手段としては、試料の流動場に導入された粒子プローブの位置を経時的に
観察できる手段であれば、特に限定されるものではない。例えば、暗視野顕微鏡、位相差
顕微鏡、微分干渉顕微鏡等の従来公知の顕微鏡を用いることができる。中でも、可視光の
波長よりも小さな物体の存在を高いコントラストで観察可能であるため、暗視野顕微鏡を
用いることが好ましい。
【００７４】
　また、粒子の散乱光や蛍光を分割ディテクターで検出する方法である、粒子トラッキン
グ法や、粒子の加熱による試料の屈折率変化を利用したトラッキング法、などの方法を実
施できる装置（本明細書において「粒子追跡装置」と称する）を用いることも可能である
。上記方法では、カメラで観察像を取得することなく粒子プローブの位置を測定すること
ができる。そのため、粒子追跡装置を用いる場合は、顕微鏡を用いる場合のような画像処
理を行わずに粒子プローブの位置を測定することができる。
【００７５】
　上記照射手段は、粒子プローブに照射することによって、上記粒子プローブの近傍に存
在する物質から散乱光および蛍光のいずれか１つ以上を発生させることができるような励
起光を照射できるものであればよく、従来公知の光源、例えばレーザー光源や水銀灯等を
用いることができる。上記粒子プローブに励起光が照射されることによって、上記粒子プ
ローブの近傍に存在する物質の光学応答が生じる。このとき、粒子プローブから表面プラ
ズモンが生じ、上記物質の光学応答が増強される。
【００７６】
　レーザーを用いる場合、レーザーの種類は特に限定されるものではなく、固体レーザー
、気体レーザー、色素レーザー、半導体レーザーなどを用いることができ、照射したい光
波の種類によって、連続波レーザー、パルスレーザー、同調可能レーザー、モードロック
レーザー等を適宜選択することができる。
【００７７】
　光学応答検出工程の項で述べたように、本発明にかかる方法では、粒子プローブの近傍
に存在する物質の光学応答を検出するための具体的方法は特に限定されるものではなく、
試料、用いる粒子プローブの種類、光学応答の検出方法等の条件に応じて異なる。そのた
め、該条件に応じて適切な照射手段を適宜選択すればよい。
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【００７８】
　例えば、上述のように、試料として生細胞、ナノ粒子プローブとして金ナノ粒子（粒子
径５０ｎｍ）、光学応答の検出方法としてＳＥＲＳを用いた場合は、波長７８５ｎｍの光
で励起を行うことが好ましく、励起光強度は、１～３０ｍＷ／μｍ２の範囲が好ましく、
１～１０ｍＷ／μｍ２の範囲がさらに好ましいため、このような波長、励起光強度を持つ
光を照射可能な照射手段を選択すればよい。
【００７９】
　光路変更手段は、上記照射手段から照射される光、上記散乱光および蛍光からなる群よ
り選ばれるいずれか１以上の光の光路を変更するためのものである。本発明の方法では、
粒子プローブは流動場を移動する性質を有するため、粒子プローブが位置決定手段によっ
て決定された位置に存在する間に、当該粒子プローブに光を照射できるようにする必要が
ある。
【００８０】
　光路変更手段は、照射手段からの光を、位置決定手段によって決定された上記位置に照
射できるよう、照射手段からの光の光路を適宜変更できるように構成されている。そのよ
うな光路変更手段としては、例えばガルバノミラー、音響光学偏光器などを用いることが
できる。ガルバノミラーは、軸に固定された自由に回転可能なミラーであり、光路を連続
的に変化させることができる。
【００８１】
　そこで、位置決定手段によって決定された位置の情報を上記光路変更手段に常にフィー
ドバックしておき、粒子プローブの移動速度に対して十分に速い速度で光路を変更させ、
上記位置決定手段によって決定された位置に存在する粒子プローブに光を照射する。これ
により、上記位置に存在する粒子プローブの近傍に存在する物質から散乱光および蛍光の
いずれか１つ以上を発生させることができる。よって、位置決定手段による粒子プローブ
の位置決定と、照射手段による粒子プローブへの光の照射を同時に行うことができる。な
お、上記フィードバックおよび光路の変更は、例えば、位置決定手段からの位置情報に基
づき、コンピュータ等によって光路変更手段の位置を粒子プローブに光を照射可能な位置
に制御することによって実現することができる。
【００８２】
　上記光路変更手段は、照射手段から照射される光だけではなく、上記粒子プローブの近
傍に存在する物質から発生した上記散乱光の光路および蛍光の光路をも変更しうる。これ
により、粒子プローブの位置に関わらず、上記散乱光および蛍光を、後述する検出手段に
確実に導くことができる。
【００８３】
　検出手段は、上記散乱光および蛍光のいずれか１つ以上を検出するためのものである。
検出手段により、上記散乱光および蛍光のいずれか１つ以上の強度もしくはスペクトルが
測定され、当該強度もしくはスペクトルが、試料において粒子プローブの近傍に存在する
物質の情報となる。上述のように、本装置では、位置決定手段による粒子プローブの位置
決定と、照射手段による粒子プローブへの光の照射とを同時に行うことができるため、位
置決定手段による粒子プローブの位置決定と、上記散乱光および蛍光のいずれか１つ以上
の検出とを同時に行うことができる。
【００８４】
　上記散乱光および蛍光のいずれか１つ以上を検出するための具体的方法は、光学応答検
出工程の項で述べたように、特に限定されるものではない。そのため、上記検出手段は、
上記具体的方法に応じて、従来公知の検出手段を適宜選択して用いることができる。例え
ば、上記具体的方法がラマン分光法である場合は、検出手段として分光器およびＣＣＤカ
メラを用いることができる。この場合、上記粒子プローブの近傍に存在する物質から発せ
られた散乱光が分光器によって分光され、ラマン散乱光がＣＣＤカメラによって測定され
る。
【００８５】
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　以下に、本発明にかかる装置の一実施形態を、図２９に基づき説明する。ただし、図２
９に示す構成はあくまで一例であり、本発明はこれに限定されるものではない。図２９に
おいて、１００は本発明にかかる方法を実施するための装置、４は暗視野顕微鏡（位置決
定手段）、５はレーザー光源（照射手段）、６はガルバノミラー（光路変更手段）、７は
検出手段、８は分光器、９はＣＣＤカメラ、１０はハロゲンランプ、１１は暗視野コンデ
ンサー、１２は対物レンズ、１３はダイクロイックミラー、１４は結像レンズ、１５はア
イリス、１６はエッジフィルター、１７はリレーレンズ、１８はコンピュータ、１９は市
販のミラーである。コンピュータ１８は、暗視野顕微鏡（位置決定手段）４、レーザー光
源（照射手段）５、ガルバノミラー（光路変更手段）６、検出手段７、の各手段と接続さ
れており、これらの各手段からの情報を入力できると共に、これらの各手段を制御可能な
ように接続されている。
【００８６】
　暗視野顕微鏡（位置決定手段）４は、ハロゲンランプ１０から、暗視野コンデンサー１
１を介して試料１に光を照射し、対物レンズ１２、ダイクロイックミラー１３、結像レン
ズ１４を透過した光を市販のミラー１９で反射してリレーレンズ１７およびアイリス１５
に導いた後、ＣＣＤカメラ９で撮像し、暗視野像を得る。当該暗視野像を観察することに
より、粒子プローブの位置を決定することができる。なお、ダイクロイックミラー１３と
しては、特に限定されるものではないが、例えば、レーザー光源（照射手段）５として波
長６７５ｎｍのレーザー光を照射可能な光源を利用して試料１からのラマン散乱光を計測
する場合、４００ｎｍ～６１０ｎｍにおいて透過率が９０％以上、６７５ｎｍ～９３０ｎ
ｍにおいて反射率が９５％以上のダイクロイックミラーを好適に用いることができる。
【００８７】
　次に、暗視野像の観察により決定された粒子プローブの位置にレーザー光を照射できる
ように、コンピュータ１８からの指令によりガルバノミラー（光路変更手段）６を回動さ
せる。レーザー光源（照射手段）５から照射され、ガルバノミラー（光路変更手段）６に
よって反射されたレーザー光は、リレーレンズ１７を透過し、市販のミラー１９によって
反射される。さらにリレーレンズ１７によって透過された後、エッジフィルター１６およ
びガルバノミラー（光路変更手段）６によって反射され、リレーレンズ１７および結像レ
ンズ１４を透過後、ダイクロイックミラー１３によってさらに反射され、対物レンズ１２
を透過して、試料１における上記粒子プローブの位置に照射される。
【００８８】
　この際、暗視野顕微鏡（位置決定手段）４によって決定された粒子プローブの位置につ
いての情報を、コンピュータ１８を介して上記ガルバノミラー（光路変更手段）６に常に
フィードバックしておく。そして、コンピュータ１８からの指令によって粒子プローブの
移動速度に対して十分に速い速度でガルバノミラー（光路変更手段）６を回動させ、上記
暗視野顕微鏡（位置決定手段）４によって決定された位置に存在する粒子プローブに光を
照射する。これにより、暗視野顕微鏡（位置決定手段）４による粒子プローブの位置決定
と、レーザー光源（照射手段）５による粒子プローブの位置への光の照射とを同時に行う
ことができる。
【００８９】
　粒子プローブの位置における試料からは、レーザー光の照射によって、粒子プローブに
より増強された散乱光および蛍光のいずれか１つ以上が散乱される。散乱光および蛍光の
いずれか１つ以上は、ダイクロイックミラー１３によって反射され、結像レンズ１４およ
びリレーレンズ１７を透過後ガルバノミラー（光路変更手段）６によって反射され、エッ
ジフィルター１６によってレイリー散乱光が除去された後、分光器８によって分光され、
ＣＣＤカメラ９によって測定される。
【００９０】
　このように、本発明にかかる装置１００は、暗視野顕微鏡（位置決定手段）４、レーザ
ー光源（照射手段）５および検出手段７を備えるため、粒子プローブの位置を計測するた
めの観察と試料の物質情報を取得するための光学応答の観察とを同時に行うことができる
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。その結果、粒子プローブの位置情報の取得と、その位置における、上記粒子プローブの
近傍に存在する物質の情報の取得とを同時に行うことができる。また、粒子プローブの近
傍に存在する物質の光学応答を経時的に検出することで、点による粒子プローブの位置情
報および上記粒子プローブの近傍に存在する物質の情報を複数個取得することができる。
なお、粒子プローブの位置情報を重ね合わせて画像化することが必要な場合は、上述の市
販や無料の画像処理ソフトを利用すればよい。
【実施例】
【００９１】
　以下に実施例を示し、本発明の実施の形態についてさらに詳しく説明する。もちろん、
本発明は以下の実施例に限定されるものではなく、細部については様々な態様が可能であ
ることは言うまでもない。
【００９２】
　〔実験例１：各種細胞へのエンドサイトーシスによる金ナノ粒子の導入の検討〕
　本実験例では試料として、マウス由来のマクロファージ細胞、神経細胞様モデル細胞Ｐ
Ｃ１２細胞（ラット副腎髄褐色細胞腫由来）、ヒト乳がん由来ＭＣＦ７細胞、ＨｅＬａ細
胞（非食細胞）を用い、それぞれの細胞へエンドサイトーシスによる金ナノ粒子の導入を
行った。
【００９３】
　＜方法＞
　石英ガラス製のガラスボトムディッシュに、各種細胞をそれぞれ播種し、細胞がディッ
シュの基板に接着するまでインキュベータ中で培養した。細胞の基板上への接着を確認後
、５０ｎｍの粒子径の金ナノ粒子を４．５×１０11個/mlの密度で含有する金コロイド溶
液を２００μl、培地中に添加し１日間培養を行った。
【００９４】
　＜結果＞
　金ナノ粒子の導入を試みた細胞を、暗視野顕微鏡を用いて観察した。図２は金ナノ粒子
とともに１日間培養したマクロファージ細胞の暗視野像である。図２（ａ）は金ナノ粒子
を導入する前のマクロファージ細胞のみの暗視野像であり、図２（ｂ）は金ナノ粒子導入
後のマクロファージ細胞の暗視野像である。
【００９５】
　図２において金ナノ粒子は明るい粒子として表される（カラー画像においては金ナノ粒
子は赤色の粒子として観察される）。図２（ｂ）によれば、細胞内に金ナノ粒子が多数導
入されたことが確認された。なお金ナノ粒子は４００～５００ｎｍの波長に吸収を有する
ため、それ以外の波長の光を散乱し、金ナノ粒子が暗視野観察で赤色に観察される。
【００９６】
　さらに、金ナノ粒子が導入されたマクロファージ細胞の透過型電子顕微鏡（Transmissi
on electron microscope：ＴＥＭ）観察を行った。その結果を図３に示す。図３（ａ）は
金ナノ粒子を導入する前のマクロファージ細胞のＴＥＭ像であり、（ｂ）は金ナノ粒子導
入後のマクロファージ細胞のＴＥＭ像である。なお切片の厚さは１００ｎｍである。ＴＥ
Ｍ像においてもマクロファージ細胞内に導入された金ナノ粒子が確認できた（図３（ｂ）
中の丸印および矢印部を参照のこと）。図３（ｃ）には細胞内に観察された金ナノ粒子の
拡大図を示した。
【００９７】
　図４にＨｅＬａ細胞の結果を示す。図４（ａ）は金ナノ粒子を導入する前のＨｅＬａ細
胞の暗視野像であり、図４（ｂ）は金ナノ粒子導入後のＨｅＬａ細胞の暗視野像である。
図４（ｂ）によれば、細胞内に金ナノ粒子が導入されたことが確認された。
【００９８】
　また、金ナノ粒子が導入されたＨｅＬａ細胞の透過型電子顕微鏡（Transmission elect
ron microscope：ＴＥＭ）観察を行った。その結果を図５に示す。図５（ａ）および（ｂ
）は金ナノ粒子を培地に添加３０分後のＨｅＬａ細胞のＴＥＭ像である。なお切片の厚さ
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は１００ｎｍである。図５によれば金ナノ粒子添加３０分後にはすでに、細胞内に金ナノ
粒子が導入されていることが分かった（図５中の丸印を参照のこと）。また、図５中矢印
で示す箇所では、エンドサイトーシスにより金ナノ粒子がＨｅＬａ細胞に取り込まれる瞬
間の様子が観察された。
【００９９】
　その他の細胞について金ナノ粒子の導入後の暗視野顕微鏡像を図６に示す。図６（ａ）
は神経細胞様モデル細胞ＰＣ１２細胞（ラット副腎髄褐色細胞腫由来）の結果であり、（
ｂ）はヒト乳がん由来ＭＣＦ７細胞の結果である。ＰＣ１２細胞およびＭＣＦ７細胞はと
もに非食細胞である。図６によれば両細胞ともに、金ナノ粒子が細胞内にエンドサイトー
シスにより導入されていることがわかった。
【０１００】
　〔実験例２：マイクロインジェクション法を用いたＨｅＬａ細胞への金ナノ粒子の導入
の検討〕
　マイクロインジェクション法を用いて、ＨｅＬａ細胞へ金ナノ粒子を導入することを検
討した。マイクロガラスピペットを細胞膜表面に密着させ、ピペット内に吸引力を与える
ことで細胞膜の一部を破壊し、ピペット内部と細胞膜が一体化したホールセルと呼ばれる
状態を作る。この時、マイクロガラスピペット中は金コロイドで満たしておく。このホー
ルセル状態では、金コロイドが自然と細胞内溶液中と混ざり合い、金ナノ粒子が細胞内に
導入される。マイクロガラスピペットをはずすと、破れてピペット内に張り付いていた細
胞膜は再び繋がり元のように復元されるため、細胞はすぐには細胞死には至らない。
【０１０１】
　＜方法＞
　（マイクロインジェクション）
　パッチクランプの装置を用い、マイクロガラスピペットによって導入を行った。石英製
ガラスボトムディッシュにＨｅＬａ細胞を播種し、ディッシュの基板上に細胞が接着する
まで培養を行った。細胞の基板上への接着を確認後、５０ｎｍの粒子径の金ナノ粒子を４
．５×１０11個/mlの密度で含有する金コロイド溶液で満たしたマイクロガラスピペット
を用いてホールセル状態をつくり、３分間保持した後にピペットをとりはずした（図７を
参照のこと）。
【０１０２】
　（細胞内への金ナノ粒子導入の確認）
　走査型レーザー顕微鏡（Laser Scan Microscope：ＬＳＭ）を用いてＨｅＬａ細胞への
金ナノ粒子の導入確認を行った。ＬＳＭはレーザー光を光源とする顕微鏡である。試料面
をレーザーで走査してその焦点面の蛍光や反射光の空間分布を記録し、コンピュータを通
してその切片画像を再現することにより画像が得られる。
【０１０３】
　＜結果＞
　図８にマイクロインジェクション法により金ナノ粒子が導入されたＨｅＬａ細胞のＬＳ
Ｍ像を示す。図８（ａ）はＨｅＬａ細胞の散乱が可視化できるように像のコントラストを
調整したＬＳＭ像であり、（ｂ）は金ナノ粒子の散乱が可視化できるように像のコントラ
ストを調整したＬＳＭ像であり、（ｃ）は（ａ）のＬＳＭ像と（ｂ）のＬＳＭ像とを重ね
合わせた像である。
【０１０４】
　図８によれば、マイクロインジェクションが行われたＨｅＬａ細胞（図８（ａ）中、矢
印で示す）のみに金ナノ粒子の分布が確認され（図８（ｃ）中、色の濃い部分）、マイク
ロインジェクション法によって金ナノ粒子が、ＨｅＬａ細胞に導入されたことが確認でき
た。
【０１０５】
　〔実験例３：生細胞を用いた表面増強ラマンスペクトル解析〕
　本実験例では、金ナノ粒子が導入された生細胞を、ラマン顕微鏡を用いて観察し、ＳＥ
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ＲＳスペクトルの測定を試みた。生細胞の観察であるため、できるだけ短時間での信号取
得が望ましい。そのため、観察する顕微鏡として点照射によるラマン観察に比べより高速
な測定が可能なスリット共焦点ラマン顕微鏡を用いた。スリット共焦点ラマン顕微鏡は、
点照射によるラマン顕微鏡に比べ、より高速な測定が可能である。また得られたＳＥＲＳ
スペクトルから、細胞内分子のラマン散乱光の増強と空間分解能についても考察した。
【０１０６】
　＜スリット共焦点ラマン顕微鏡＞
　スリット共焦点ラマン顕微鏡とは、試料の走査をライン照明で行う共焦点ラマン顕微鏡
のことである。ライン照明で走査することで点照射の場合よりも短い時間で試料を走査す
ることができる。ライン照明では１ラインあたり積算時間を１秒とすると、６４pixel×
６４pixelの画像を取得するのに約６０秒でよいのに対し、点照明では一点あたりの積算
時間を１秒としても約１時間必要である。
【０１０７】
　図９に本実験例に用いられたスリット共焦点ラマン顕微鏡の光学系を示す。シリンドリ
カルレンズによりライン照明を作り、ガルバノミラーを回動させることにより試料をライ
ン走査する。レーザーはエッジフィルターで反射され、水浸対物レンズ（１００倍、N.A.
1.0）に入射し試料に集光される。試料から散乱されたラマン散乱光はガルバノミラーに
よりデスキャンされ、エッジフィルターによりレイリー散乱光を取り除かれた後、分光器
手前のレンズによってスリットに結像され、分光器に入る。ラマン散乱光は分光器によっ
て分光され、冷却ＣＣＤによって測定される。試料の各ラインで測定したラマン散乱光強
度からイメージングを行う。レーザー光源は波長７８５ｎｍのTi:sapphireレーザー（Tsu
nami：Spectra-Physics社）、検出器として冷却ＣＣＤカメラ（PIXIS400：Princeton Ins
trument社）、および分光器（MK-300：分光計器社）を用いた。
【０１０８】
　なお、図９に示すスリット共焦点ラマン顕微鏡のみを用いても、粒子プローブの移動速
度が遅い場合には、上述の本発明にかかる方法を実施するための装置と同様に、粒子プロ
ーブの位置情報および上記粒子プローブの近傍に存在する物質の情報を同時に得ることは
可能である。その場合に得られる粒子プローブの位置決定精度および空間分解能は、（撮
像時間）×（粒子プローブの移動速度）で与えられる。
【０１０９】
　ラマン散乱観察像の作成原理を図１０に示す。x軸方向にライン照明による空間情報が
あり、波長方向にラマンスペクトル情報があるとする。このときy軸方向に試料上をライ
ン走査した位置情報が与えられる。ある波長を選択してラマン散乱観察像を作成すると、
試料のx-y平面でのラマン散乱光の強度分布が得られる。ラマン散乱観察像の各点は、異
なるラマンスペクトル情報を有している。
【０１１０】
　＜方法＞
　石英ガラスのガラスボトムディッシュにマクロファージ細胞、およびＨｅＬａ細胞をそ
れぞれ播種し、ガラスボトムディッシュ基板上への細胞接着を確認後、５０ｎｍの粒子径
の金ナノ粒子を４．５×１０11個/mlの密度で含有する金コロイド溶液２００μlを、２ｍ
ｌの培地中に添加し、１日間培養を行った。金ナノ粒子が添加された培地を取り除き、タ
イロード液（Tyrode’s solution：塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、炭
酸水素ナトリウムの混合液にブドウ糖を加えた生理溶液）で細胞表面を２回以上洗い流し
、タイロード液でガラスボトムディッシュを満たした（図１１を参照のこと）。金ナノ粒
子を洗い流すのは、溶液中、および細胞膜表面に付着した金ナノ粒子からのＳＥＲＳシグ
ナルを除外するためである。培養液は細胞のラマン散乱光と同じ波数に散乱光や蛍光が観
察され細胞のラマン観察には適さないため、異なる波数にラマン散乱光が観察されるタイ
ロード溶液を用いた。基板からのラマン散乱光により細胞のＳＥＲＳ観察に影響がないよ
う、細胞のラマン散乱光とは異なる波数にラマン散乱光が観察される石英ガラス基板を選
択した。
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【０１１１】
　＜結果＞
　図１２に、金ナノ粒子が導入されたＨｅＬａ細胞から得られたＳＥＲＳ像およびＳＥＲ
Ｓスペクトルを示した。図１２（ａ）は金ナノ粒子が導入されたＨｅＬａ細胞の明視野像
を示し、（ｂ）は同細胞のＳＥＲＳ像を示し、（ｃ）は（ａ）の像と（ｂ）の像とを重ね
合わせた像を示し、（ｄ）は各点（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ）におけるＳＥＲＳスペクトルを
示す。観察条件は、励起光強度６．５ｍＷ/μｍ2、励起波長７８５ｎｍ、露光時間５分/
イメージである。
【０１１２】
　図１２（ｂ）は１１３０ｃｍ-1の波数におけるＳＥＲＳ光の強度分布を示しており、金
ナノ粒子の存在する部位から強いＳＥＲＳ光が得られている（図１２（ｄ））。また図１
２（ｃ）により、ＨｅＬａ細胞における金ナノ粒子の分布が観察できる。
【０１１３】
　また、図１３に、金ナノ粒子が導入されたマクロファージ細胞から得られたＳＥＲＳ像
およびＳＥＲＳスペクトルを示した。図１３（ａ）は金ナノ粒子が導入されたマクロファ
ージ細胞の明視野像を示し、（ｂ）は同細胞のＳＥＲＳ像を示し、（ｃ）はＳＥＲＳ像の
各点（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ）におけるＳＥＲＳスペクトルを示す。観察条件は、励起光強
度７ｍＷ/μｍ2、励起波長７８５ｎｍ、露光時間１分/イメージである。なおＨｅＬａ細
胞とマクロファージ細胞との観察における露光時間の違いは、金ナノ粒子がマクロファー
ジ細胞により多く導入されているため、短時間でのＳＥＲＳ観察が可能であったことに因
る。
【０１１４】
　図１３（ｂ）はＳＥＲＳ光の強度分布を示しており、金ナノ粒子の存在する部位（図１
３（ｂ）のＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄ）から強いＳＥＲＳ光が得られている（図１３（ｃ））。一方
、金ナノ粒子の存在しない部位（図１３（ｂ）のＥ）では、ラマン散乱光はほとんど得ら
れていない（図１３（ｃ））。図１３（ｃ）には、６４０ｃｍ-1にチロシン由来のＣ－Ｃ
ひねりを示すピークが見られ、１１００ｃｍ-1にＤＮＡ由来のＰＯ2－伸縮/脂質由来のＣ
－Ｃ伸縮を示すピークが見られ、１５３０ｃｍ-1にグアニン/アデニンを示すピークが見
られる。また図１３（ｂ）のＡおよびＣにおいて、１１００ｃｍ-1の強度が高いため、Ｄ
ＮＡや脂質が多く分布していることがわかる（図１３（ｃ））。また図１３（ｂ）のＢで
はチロシンが多く、Ｄではグアニン/アデニンが多く観察されている（図１３（ｃ））。
このように、金ナノ粒子の周辺に存在する種々の分子を、ＳＥＲＳを用いることで検出で
きる。
【０１１５】
　次に、金ナノ粒子が導入されたマクロファージ細胞のＳＥＲＳスペクトルの強度と、金
ナノ粒子が導入されていないマクロファージ細胞のラマンスペクトルの強度とを比較した
。観察条件は、励起光強度１０ｍＷ/μｍ2、励起波長７８５ｎｍ、露光時間１秒とした。
試料は、金ナノ粒子を培地に添加して１時間培養を行った細胞と、金ナノ粒子を添加せず
に１時間培養を行った細胞とが用いられた。
【０１１６】
　図１４にその結果を示す。金ナノ粒子が導入されていない細胞のラマンスペクトルでは
ラマンピークが全く観察されなかった。これに対して、金ナノ粒子が導入された細胞から
得られたＳＥＲＳスペクトルでは、強いラマンピークが観察できた。この結果から、金ナ
ノ粒子の導入によりラマン散乱光の大幅な増強が確認された。よってＳＥＲＳは通常のラ
マン散乱検出法に比べ、より感度の高い検出ができるといえる。
【０１１７】
　さらに、金ナノ粒子が導入されたマクロファージ細胞のＳＥＲＳスペクトルの形状と、
金ナノ粒子が導入されていないマクロファージ細胞のラマンスペクトルの形状とを比較し
た。観察条件は、金ナノ粒子が導入されていない細胞のラマン観察では励起光強度６８０
ｍＷ/μｍ2、励起波長７８５ｎｍ、露光時間６０秒とし、金ナノ粒子が導入されたラマン
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観察では励起光強度１０ｍＷ/μｍ2、励起波長７８５ｎｍ、露光時間１秒で行われた。試
料は、金ナノ粒子を培地に添加して１時間培養を行った細胞と、金ナノ粒子を添加せずに
１時間培養を行った細胞とが用いられた。なお金ナノ粒子が導入されていない細胞の場合
、ラマン散乱光が弱いためＳＥＲＳの場合よりも大幅に強い励起光強度で長時間露光によ
りスペクトルを取得した。
【０１１８】
　図１５にその結果を示す。金ナノ粒子が導入されていない細胞の場合のラマンスペクト
ルでは、フェニルアラニンやアミドIIIなどのタンパク質由来のピーク、ウラシルやシト
シンやチミンなどのＤＮＡ由来のピーク、ＰＯ2－伸縮などの脂質由来のピーク等、多数
の分子のシグナルが観察された。これに対して、金ナノ粒子が導入された細胞のＳＥＲＳ
観察では、脂質由来のＣ＝Ｈ屈曲、Ｃ－Ｃ伸縮、Ｃ－Ｎ伸縮、Ｃ－Ｈ変角のピーク、並び
にＤＮＡ由来のグアニンおよびアデニンのピークのみが観察されており、非常に少ない数
の分子のみが検出された。これは、ＳＥＲＳ観察によれば、観察されている分子種が少な
く、金ナノ粒子近傍の分子のみを空間分解能高く検出できたことを示している。局在電場
の減衰距離はＲ＝０．４９ｒ（ｒは金属粒子の半径）で表されるため、本ＳＥＲＳ観察の
場合、金ナノ粒子表面からおよそ１２ｎｍの範囲に存在する分子のみを検出していると考
えられる。
【０１１９】
　〔実験例４：生細胞を用いたＳＥＲＳ観察の最適条件検討〕
　＜方法＞
　生細胞を用いた場合のＳＥＲＳ観察の最適条件を検討すべく、種々パラメータを変更し
てＳＥＲＳ観察を行った。異なる大きさまたは形状の金、および銀ナノ粒子（球状：粒子
径１０ｎｍ～５０ｎｍの金粒子および粒子径６０ｎｍの銀粒子、立方体：１辺が５０ｎｍ
、または２００ｎｍの銀粒子、長さ１μｍの銀ナノワイヤ）をそれぞれマクロファージ細
胞に導入し、７８５ｎｍ、または５３２ｎｍの励起波長を用いてＳＥＲＳ観察を行った。
このとき、ラマン増強度、細胞内導入率、細胞への光毒性について評価した。細胞内導入
率については暗視野観察によって確認し、細胞への光毒性はＳＥＲＳ観察後（レーザー照
射後）の明視野像において細胞膜の破裂や細胞の膨張等について確認して評価した。
【０１２０】
　＜結果＞
　この結果を表１にまとめた。
【０１２１】
【表１】

【０１２２】
　細胞内への導入は、いずれの粒子においても確認できた。図１６（ａ）に導入に用いら
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れた銀ナノワイヤのＳＥＭ像を示し、（ｂ）に銀ナノワイヤが導入されたマクロファージ
細胞の暗視野像を示す。また図１７（ａ）に導入に用いられた１辺が２００ｎｍの銀立方
体のＳＥＭ像を示し、（ｂ）に銀立方体が導入されたマクロファージ細胞の暗視野像を示
した。本実験例で検討した粒子の中で、特に５０ｎｍ付近の粒子径を有する金ナノ粒子（
球状）が最もよく細胞内に導入されていた。
【０１２３】
　またＳＥＲＳ観察において最も頻度よく、最も高感度に且つ短時間でＳＥＲＳスペクト
ルが観察されたのは、粒子径５０ｎｍの金ナノ粒子が導入された細胞を、７８５ｎｍの励
起光で観察した場合であった。これは、粒子の導入率にも関係しているが、粒子径５０ｎ
ｍの金ナノ粒子のプラスズモン共鳴が７８５ｎｍの励起波長と合致したことに因ると推察
される。一方、５３２ｎｍの励起波長におけるＳＥＲＳ観察では、細胞または粒子からの
自家蛍光が強く観察されたために、ＳＥＲＳシグナルを覆い隠してしまい、ラマンピーク
を観察できなかった。これに対して、７８５ｎｍの励起光を用いた場合では、細胞または
粒子の吸収が少ないため、自家蛍光はほとんど観察されなかった。よって、上述のとおり
、粒子径５０ｎｍ金ナノ粒子と、７８５ｎｍ励起波長との組み合わせが、ＳＥＲＳ観察に
適しているといえる。また、この組み合わせの場合、細胞へのダメージは明視野観察にお
いてほとんど見られなかった。このため、上記の組み合わせは細胞への光毒性の点でも適
しているといえる。
【０１２４】
　〔実施例１：ＳＥＲＳの経時観察によるイメージング〕
　粒子径が５０ｎｍの金ナノ粒子を、エンドサイトーシスを利用してマクロファージ細胞
に導入し、ＳＥＲＳ観察を経時的に行った。そして得られた金ナノ粒子のＳＥＲＳシグナ
ルをもとに、試料の画像化（イメージング）を行った。
【０１２５】
　＜方法＞
　マクロファージ細胞を石英ガラスボトムディッシュに播種し、ガラスボトムディッシュ
の基板への細胞接着を確認後、培地を取り除き、タイロード溶液（Tyrode’s solution：
塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、炭酸水素ナトリウムの混合液にブドウ
糖を加えた生理溶液）で２回以上洗浄した。粒子径５０ｎｍの金ナノ粒子を４．５×１０
11個/mlの密度で含有する金コロイド溶液２００μlが添加されたタイロード溶液でガラス
ボトムディッシュを満たし、タイロード溶液中の細胞のＳＥＲＳ像を、２．５分毎に１時
間取得した。観察条件は、励起光強度１５ｍＷ/μｍ2、励起波長７８５ｎｍ、露光時間２
分/イメージである。ＳＥＲＳ像は、６００ｃｍ-1～１７００ｃｍ-1のラマンスペクトル
の平均強度を用いて作成された。
【０１２６】
　＜結果＞
　ＳＥＲＳ観察と同時に暗視野顕微鏡観察を行った結果を図１８に示した。図中の「Ｍｉ
ｎ」は金ナノ粒子添加後の時間（分）を示す。例えば「Ｍｉｎ０」は金ナノ粒子添加後０
分のＳＥＲＳ像であることを示し、「Ｍｉｎ２．５」は金ナノ粒子添加後２．５分のＳＥ
ＲＳ像であることを示す（以下、同様に解釈される）。図１８によって、金ナノ粒子の細
胞内導入が確認できた。
【０１２７】
　次に取得されたＳＥＲＳ像を図１９に示す。図中の「Ｍｉｎ」は金ナノ粒子添加後の時
間（分）を示す。例えば「Ｍｉｎ０」は金ナノ粒子添加後０分のＳＥＲＳイメージである
ことを示し、「Ｍｉｎ２．５」は金ナノ粒子添加後２．５分のＳＥＲＳイメージであるこ
とを示す（以下、同様に解釈される）。
【０１２８】
　図１９において金ナノ粒子は、白色で観察される。各ＳＥＲＳイメージは、それぞれ異
なった位置に金ナノ粒子が観察され、金ナノ粒子が細胞内を自己の流動性を利用して移動
していることが確認された。
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【０１２９】
　図２０に、金ナノ粒子を添加後３２．５分後、４７．５分後、および５２．５分後のＳ
ＥＲＳ像から得られるそれぞれのラマンスペクトルを示す。図２０（ａ）は金ナノ粒子を
添加後３２．５分後のＳＥＲＳ像から得られる２点（地点１、および地点２）におけるラ
マンスペクトルを示し、（ｂ）は金ナノ粒子を添加後４７．５分後のＳＥＲＳ像から得ら
れる地点３におけるラマンスペクトルを示し、（ｃ）は金ナノ粒子を添加後５２．５分後
のＳＥＲＳ像から得られる地点４におけるラマンスペクトルを示す。
【０１３０】
　図２０（ａ）によれば、金ナノ粒子を添加３２．５分後のＳＥＲＳ像の地点１において
脂質由来のＣ－Ｈ変角を示すピークが見られ、地点２においてヌクレオチドを示すピーク
が見られた。よって地点１における脂質の分布、地点２におけるヌクレオチドの分布が確
認された。
【０１３１】
　また図２０（ｂ）によれば金ナノ粒子を添加３２．５分後のＳＥＲＳ像の地点３におい
て脂質リン酸塩を示すピーク、およびタンパク質のアミドIIIを示すピークが見られた。
よって地点３における脂質リン酸塩、およびタンパク質の分布が確認された。
【０１３２】
　また図２０（ｃ）によれば金ナノ粒子を添加５２．５分後のＳＥＲＳ像の地点４におい
てプロリンを示すピーク、およびグアニンを示すピークが見られた。よって地点３におけ
るタンパク質由来のプロリン、およびＤＮＡ由来のグアニンの分布が確認された。
【０１３３】
　複数得られたＳＥＲＳ像を重ねてイメージングを行った結果を図２７に示した。図２７
によれば、外的な走査を行うことなく、生細胞を高感度かつ、高空間分解に画像化ずるこ
とができるということがわかった。
【０１３４】
　〔実施例２：暗視野経時観察によるイメージング〕
　明視野観察や位相差顕微鏡による観察では、細胞内に導入された金属ナノ粒子は観察さ
れにくい。これは、金属ナノ粒子が顕微鏡の分解能よりも小さいからである。また、金ナ
ノ粒子をはじめとする金属ナノ粒子は光をよく散乱するため、明視野観察や位相差顕微鏡
では金属ナノ粒子はコントラストをつけて観察できないことにも因る。
【０１３５】
　ここで金属ナノ粒子の散乱光と細胞の散乱光とを分離するには、金属ナノ粒子の散乱光
と細胞の散乱光との違いを利用すれば良い。金属ナノ粒子の散乱光と細胞の散乱光との違
いは、（１）金属ナノ粒子の散乱は細胞の散乱に比べて非常に強いこと（細胞の組成はほ
ぼ水で、金属の散乱効率と比べれば非常に弱い。）、（２）細胞の散乱光がブロードであ
るのに対し、金属ナノ粒子には共鳴波長があり散乱光はピークを持つことの二つが挙げら
れる。（１）を利用した金属ナノ粒子の散乱光と細胞の散乱光との分離方法は暗視野観察
である。暗視野顕微鏡では暗視野コンデンサーを用い、レイリー散乱光を観察する方法で
ある。本実施例ではこれを説明する。他方（２）を利用した金属ナノ粒子と細胞の分離方
法はレイリー分光イメージングである。これは暗視野観察で得られるレイリー散乱光を分
光して、そのスペクトル情報を利用して観察を行う方法である。これについては、実施例
３において説明する。
【０１３６】
　＜暗視野経時観察＞
　金属ナノ粒子のレイリー散乱光と細胞のレイリー散乱光とでは、散乱効率の差から金属
ナノ粒子からの方が強い散乱光が観察できる。これを利用してレイリー散乱光を観察すれ
ば、細胞内の金属ナノ粒子を区別して観察することができる。レイリー散乱光は暗視野顕
微鏡を用いて観察した。暗視野顕微鏡は、特殊なコンデンサーを使用し、対物レンズには
直接光をいれず試料からの散乱光のみが観察できるようにした顕微鏡である。図２１に暗
視野顕微鏡の模式図を示す。暗視野照射の原理は以下のとおりである。コンデンサーから
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の光（図２１中、実線で示す）は試料がなければ対物レンズに入らないような構造になっ
ているので、目で見たときには真っ暗となる。ところが試料がある場合には、試料によっ
て散乱される光（図２１中、点線で示す）が対物レンズに回り込んできて、試料がきらき
らと光って見える。夜空の星がはっきりと見えるように、実際には顕微鏡の分解能よりも
小さいものまで確認できる。
【０１３７】
　＜方法＞
　暗視野顕微鏡を用いて、１辺の長さが２００ｎｍの銀ナノ粒子（立方体）または粒子径
５０ｎｍの金ナノ粒子（球状）をマクロファージ細胞に導入し、経時的観察を行った。各
粒子の細胞への導入方法は、既述した方法と同様である。
【０１３８】
　＜結果＞
　図２２に銀ナノ粒子（立方体）を細胞内に導入した場合の暗視野経時観察の結果を示し
た。図２２は銀ナノ粒子（立方体）を培地に添加した直後から２時間の暗視観察像である
。銀ナノ粒子添加直後から５５分後までは銀ナノ粒子（立方体）は観察できなかったが、
５５．４分後（図２２中、「Ｍｉｎ．５５．４」で示す）において、培地中において銀ナ
ノ粒子（立方体）が観察できた。そして６０分後（図２２中、「Ｍｉｎ．６０」で示す）
に銀ナノ粒子（立方体）が細胞膜に接着しているのが観察でき、６５分後「Ｍｉｎ．６５
」において、別の銀ナノ粒子（立方体）が細胞膜に接着している様子が観察された。その
後、細胞膜に接着した銀ナノ粒子（立方体）が細胞内に取り込まれていく様子が観察され
た。その後、導入された銀ナノ粒子（立方体）が細胞内を自己の流動性を利用して移動し
ている様子が観察された。
【０１３９】
　また、図２３に金ナノ粒子（球状）を細胞内に導入した場合の暗視野経時観察の結果を
示した。図２３は金ナノ粒子（球状）を培地に添加した直後から２時間の暗視観察像であ
る。図２３によれば金ナノ粒子（球状）が細胞内に導入されている様子、および導入され
た金ナノ粒子（球状）が細胞内を自己の流動性を利用して移動している様子が観察された
。
【０１４０】
　〔実験例５：レイリー分光イメージング〕
　＜方法＞
　マクロファージ細胞に粒子径５０ｎｍの金ナノ粒子を導入し、レイリー散乱スペクトル
を取得した。この実験に用いた光学系を図２４に示す。暗視野コンデンサーによって試料
を照明し、散乱光のみを水浸対物レンズ(100倍、N.A.1.0)を用いて集光する。スリットと
共役な位置のスペクトルの一次元方向の空間分布を観察できる。ガルバノミラーによって
観察位置を走査し、散乱光は分光器によって分光され、冷却ＣＣＤによって測定される。
試料の各ラインで測定した散乱光強度からイメージングを行う。検出器として冷却ＣＣＤ
カメラ（PIXIS400：Princeton Instrument社）、および分光器（MK-300：分光計器社）を
用いた。
【０１４１】
　＜結果＞
　金ナノ粒子を培地に添加し、１時間培養したマクロファージ細胞のレイリー分光イメー
ジを図２５（ａ）に示す。細胞に導入された金ナノ粒子は、図２５（ａ）中で明るい灰色
の粒子状の部分で表され、細胞は金ナノ粒子より暗い灰色で表されている。なお細胞のイ
メージは６３２ｎｍの散乱光強度により作成された。図２５（ａ）からマクロファージ内
に導入された金ナノ粒子を検出することができるということがわかった。図２５（ｂ）は
、同図（ａ）の各点で観察された散乱光スペクトルを示す。細胞の散乱光スペクトルがブ
ロードであるのに対し、金ナノ粒子の散乱光スペクトルには共鳴ピークがあった。
【０１４２】
　〔実施例３：経時レイリー分光イメージング〕
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　＜方法＞
　金ナノ粒子を培地に添加した直後のマクロファージ細胞について、１時間に渡って経時
的にレイリー分光イメージングを行った。細胞を経時的に観察した以外は、実験例５と同
様にした。
【０１４３】
　＜結果＞
　図２６に、金ナノ粒子の導入が行われたマクロファージ細胞についてレイリー分光イメ
ージングを経時的に観察を行った結果を示す。図２６によれば金ナノ粒子（球状）が細胞
内に導入されている様子、および導入された金ナノ粒子（球状）が細胞内を自己の流動性
を利用して移動している様子が観察された（図中の明るい粒子状の部分が金ナノ粒子を示
す）。
【０１４４】
　上記で得られたレイリー分光イメージングから得られた像を重ねてイメージングを行っ
た結果を図２８に示した。図２８によれば、生細胞を高感度かつ、高空間分解に画像化ず
ることができるということがわかった。
【産業上の利用可能性】
【０１４５】
　上記のように本発明によれば、外的な走査を行うことなく、生細胞内の分子等の微小な
試料を高感度で高速かつ、高空間分解に画像（三次元画像）を形成する方法を提供するこ
とができる。
【０１４６】
　また本発明の方法によれば、試料の画像化を行うことができると同時に、ナノ粒子プロ
ーブの近傍に存在する物質の情報を検出することができる。ナノメートルサイズのプロー
ブを用いているため、当該プローブを用いない場合に比してラマン散乱光等の光学応答に
よって観察される分子種が少ないために、高精度で物質の情報を把握することができる。
例えば、タンパク質、酵素をはじめとする各種物質の細胞内分布を細胞の画像化と同時に
調べることができる。
【０１４７】
　さらに細胞内での動向を調べたい薬剤などの物質を、ナノ粒子プローブの表面に標識し
ておくことで、細胞内における当該物質の動向を調べることができる。また当該薬物等の
物質が細胞内で運搬される経路の状態を高空間分解能で観察することも可能となる。
【０１４８】
　それゆえ、本発明は試料の画像化に関する産業のみならず、各種分析に関する産業、製
薬に関する産業等、種々広範な産業において利用可能である。
【符号の説明】
【０１４９】
　１　　　試料
　２　　　粒子プローブまたはナノ粒子プローブの光学応答のシグナル
　３　　　シート
　４　　　暗視野顕微鏡（位置決定手段）
　５　　　レーザー光源（照射手段）
　６　　　ガルバノミラー（光路変更手段）
　７　　　検出手段
　８　　　分光器
　９　　　ＣＣＤカメラ
１８　　　コンピュータ
１００　　本発明にかかる方法を実施するための装置
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