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梗概 

意義:脳神経外科手術では、腫瘍切除を最大限にしながら重要な健康な脳組織へ
の損傷を最小限に抑えるために、腫瘍と健康な脳領域を区別することが不可欠で
す。しかし、脳神経外科手術を誘導するために使用される従来の術中画像ツール
では、特に浸潤性腫瘍領域や低悪性度神経膠腫では、腫瘍の境界を区別できない
ことがよくあります。 

目的：本研究の目的は、（1）深さの関数としての信号の減衰率から得られる構造
バイオマーカーと、（2）SRS 信号から抽出された脂質とタンパク質の組成の相対
的な違いに基づく分子バイオマーカーに基づいて、健康な脳組織と腫瘍を区別す
るための誘導ラマン散乱分光光干渉断層撮影（SRS-SOCT）と呼ばれるラベルフリ
ー分子イメージングツールの実現可能性を評価することです。 

アプローチ:SRS-SOCT は、SRS の分子感度(振動分光法に基づく)と SOCT の空間お
よびスペクトル多重化機能を組み合わせて、高速で空間およびスペクトル分解さ
れた分子イメージングを可能にします。SRS-SOCT は、高い増殖能力、高い血管新
生、および辺縁部の浸潤など、ヒトの高悪性度神経膠腫を再現する、十分に特徴
付けられたモデルである 9L 神経膠肉腫ラット腫瘍モデルのイメージングに適用
されます。SRS-SOCT から取得された構造的および生化学的シグネチャが抽出され、
健康な組織と腫瘍組織が識別されます。 

結果:データは、SRS-SOCT が従来の OCT と同様に、腫瘍の存在と相関する光散乱
ベースのシグネチャを提供することを示しています。さらに、SRS-SOCT で測定さ
れた SRS 相互作用からの非線形位相変化は、腫瘍組織を健康な脳領域から明確に
区別するための追加の尺度を提供します。また、SRS-SOCT の非線形位相信号は、
腫瘍を識別するための非線形振幅信号よりも信号対雑音比に優れていることも示
しています。 
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結論:SRS-SOCT は、9L 神経膠肉腫ラットモデルの腫瘍領域を識別する空間的特徴
とスペクトル的特徴の両方を区別できます。このツールは、高速、ラベルフリー、
非破壊、空間的に分解された分子情報を提供し、将来の開発により、脳神経外科
における腫瘍境界の識別に役立つ可能性があります。 
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1 はじめに 

切除は脳腫瘍を管理する第一選択療法であり、切除範囲が広いほど患者の生存

率が高まります。1–3しかし、患者に深刻な結果をもたらす可能性のある脳機能障

害を避けるために、健康な脳組織の除去を最小限に抑えることも非常に重要です。

したがって、脳腫瘍と健康な組織を区別する能力は、患者の全生存率と生活の質

に直接関係するため、脳神経外科では最も重要です。4–6腫瘍組織と良性組織の間

には病理学的および生化学的違いがあるにもかかわらず、手術中に腫瘍の境界を

特定することは依然として大きな課題です。 

脳神経外科手術のガイドとして、磁気共鳴画像法 7,8、コンピューター断層撮影

法 9、5-アミノレブリン酸蛍光法 10、超音波法 11 など、さまざまな画像技術が提

案されています。しかし、これらの方法には、非常に高額な費用、生体内画像化

機能の欠如、浸潤性腫瘍や低悪性度疾患に対する感度の欠如など、重要な制限が

あります。最近では、ラベルフリーの光学的方法が提案されており、低コスト、

高解像度、潜在的に非常に特異的な生体内腫瘍マージン検出など、重要な利点が

あります。例えば、光干渉断層撮影（OCT）は、腫瘍組織と良性組織の光減衰の

差を利用して脳腫瘍手術を誘導するために使用されています。12 もう 1 つの例は、

分子の固有振動特性を測定する誘導ラマン散乱（SRS）です。13 以前の研究では、

SRS で測定された脂質とタンパク質の含有量によって、健康な脳組織と腫瘍の脳

組織を区別できることが示されています。14–16SRS は確かに脳神経外科手術の誘

導にうまく適用されていますが、切除された組織のみを使用しており、17–21 生体

内の術中画像誘導への実装は困難でした。17,22–24 さらに、OCT とは異なり、SRS

はポイントスキャン法であり、OCT を高速ボリュームイメージングツールにする

便利な空間多重化機能を提供しません。それでも、SRS で利用できる独自の分子

情報、特にラマン断面積が大きいタンパク質と脂質から得られる情報は、生化学

的コントラストに基づいて腫瘍の境界を特定するための魅力的な候補になります。 

本研究では、誘導ラマン散乱分光光干渉断層撮影（SRS-SOCT）25,26 と呼ばれる

方法を適用し、画像誘導脳神経外科手術における腫瘍の縁の特定に対するその可

能性を評価します。SRS-SOCT は、SOCT の空間およびスペクトル多重化機能と SRS

の分子感度および特異性を組み合わせて、高速でラベルフリーの断層分子情報を

提供することで、各技術（OCTおよびSRS）の限界を克服します。本研究では、9L

神経膠肉腫ラット腫瘍モデル（高い増殖能力、高い血管新生、縁での浸潤を示す、

十分に特徴付けられたヒトの高悪性度神経膠腫モデル 27,28）を使用して、脳神経

外科手術の誘導に役立つ SRS-SOT の可能性を評価します。結果は、SRS-SOCT が腫

瘍領域を識別する空間的特徴とスペクトル特徴の両方を区別できることを示して

います。この独自の方法は、脳腫瘍検出の重要なツールになる可能性があります。 

2 手法と材料 

2.1 非線形光学 SRS プロセス 

SRS は、図 1(a)に示すように、高エネルギーのポンプ光子から低エネルギーの

ストークス光子への分子との振動相互作用によるエネルギー移動があるときに発

生します。この場合、ポンプビームは生体分子を基底状態から仮想状態に励起し

ます。次に、ストークスビームが(瞬時に)分子を振動状態に戻すと、コヒーレン
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トなストークス光子が生成されます。ポンプビームとストークスビームの周波数

差は、Ω=ωpump−ω と表されます。ポンプ場が経験する非線形変化は、次のよう

に表されます。 

 

 

図1：SRS相互作用と実験的SRS-SOCTセットアップの概略図。(a)SRSプロセスエネルギー図。(b)SRSSOCT

用のポンプビームとストークスビームを供給するように設計された超高速レーザーシステム。(c)マイケルソン

干渉計を使用した分光検出を備えたイメージングセットアップ。DM、ダイクロイックミラー、BS、ビームスプリッ

ター、OPO、光パラメトリック発振器、OPA、光パラメトリック増幅器、AOM、音響光変調器、および PPLN、周

期分極反転ニオブ酸リチウム。(b)の挿入図には、周波数領域で測定された信号が表示されており、SRS 応

答のピークは AOM 変調周波数によって 15kHz に現れます。ピークはストークスビームがオンのときのみ現

れ、非線形光学プロセスを示しています。 

ここで、E0(ω)は初期入射ポンプ場、n˜NL(ω)は媒体の複素非線形屈折率、z0
は相互作用長、IStokes はストークスビーム強度、n0 は媒体の屈折率、ε0 は自由

空間の誘電率です。n˜NL(ω)の複素特性は SRS-SOCT で直接測定でき、3 次非線形

光学感受率 χ(3)に比例し、非常に特異的な生化学的(ラマン)特性が得られるこ

とに注意してください。以下のセクション 2.3 で説明するように、ここではラマ

ンスペクトルの高波数領域をターゲットにします。これは(1)脂質とタンパク質

からの分子情報を提供し、(2)脳腫瘍の特定に使用されています。18 

2.2 SRS-SOCT 用超高速レーザーシステム 

私たちは最近、SRS-SOCT 用に特別に設計された超高速レーザーシステムを導入

しました。26 システムの概略図を図 1(b)に示します。全体として、このシステム

は40MHzの繰り返し周波数で動作し、2つの出力があります。1つはストークスビ

ーム用、もう1つはポンプビーム用で、ポンプビームは図1に示すようにSOCT光

源としても機能します。 

SRS ポンプパルスの場合、まず、高出力(約 8W)Yb:KGW オシレーター(約 450fs、

1040nm)がレーザーシステムのポンプソースとして使用されます。次に、出力は

光パラメトリック発振器(OPO)と光パラメトリック増幅器(OPA)に送られ、1.4～

2μm の調整可能な出力が生成されます。次に、パルスは周期分極反転ニオブ酸リ

チウム(PPLN)結晶を使用して周波数 2 倍になり、790nm の狭帯域パルスが生成さ

れます。次に、テーパード SMF28 ファイバー(長さ 78mm)を使用して自己位相変調

によりパルスのスペクトルが広げられます。このステップは、SRS および SOCT に

適した低ノイズで圧縮可能な広帯域パルスを生成するために重要です。最後に、
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プリズムパルスコンプレッサを使用して色分散を補正し、出力パルスの持続時間

を短縮します(約 50fs)。 

SRS ストークスパルスについては、Yb:KGW オシレーターの出力の一部を直接分

割します。このパルスは、ロックイン検出のために音響光変調器(AOM、

Gooch&Housego、AOMO3200-124)によって 15kHz でアクティブに変調されます。 

全体として、当社のレーザーシステムは、帯域幅が約 40nm、圧縮可能期間が

50fs 未満で、中心波長が 790nm（740～975nm で調整可能）のポンプパルスを出力

します。レーザーからの平均ポンプ出力は約 115mW に設定されており、そのうち

50mW 未満がサンプルに入射します。ストークスパルスは 1040nm に固定されてお

り、持続時間は 450fs、平均出力は約 200mW です（サンプルに入射するのは約

95mW）。他の研究 13,17,18 と同様に、これらの出力レベルでは目立った組織損傷は

発生しませんでした。この構成により、OCT で軸方向分解能が約 10μm になり、

ラマンスペクトル領域が約 2700～3200cm−1 になります。SRS 信号は OCT と同じ軸

方向解像度を共有しますが、他の SOCT 法と同様に、分子シグネチャは深さに沿

って蓄積されます。25,26ポンプとストークスパワーによるSRS-SOCT信号のスケー

リングは、十分に制御された合成サンプルと新鮮な組織を使用した以前の研究で

厳密に特徴付けられています。25,26 

2.3 SRS-SOCT における干渉分光検出 

SRS-SOCT システムのイメージング部分を図 1(c)に示します。まず、レーザーか

ら出力された SRS ポンプビームは、マイケルソン干渉計に送られ、そこで光は 2

つの同一ビームに分割されます。1 つは参照ビームとして使用され、もう 1 つは

サンプルビームとして使用されます。前述のように AOM によって 15kHz で変調さ

れたストークスビームは、ダイクロイックミラーを介してポンプビームと結合さ

れます。ポンプビームとストークスビームの両方が、5 倍対物レンズ(Zeiss、A-

Plan5 倍、NA=0.12)を使用して、生物学的サンプル(ラットの脳、詳細はセクショ

ン 2.4 を参照)に焦点を合わせます。レーザーのビーム径が 2mm の場合、OCT 信号

とSRS信号の両方に適用される横方向の解像度は5.2μmになります。サンプルビ

ームにエンコードされて生成された SRS 信号は、光が後方散乱した後に収集され、

従来のフーリエ領域 SOCT と同様に干渉法で検出されます。ここでは、高速分光

計(BaySpec、OCTS-0780-08400900-SLIT)を使用して干渉信号を記録します。スペ

クトルは 50kHz(カメラのラインスキャン速度)で記録され、各 A スキャンで 2048

のスペクトルが記録されます。15kHzのストークスビーム変調周波数は、SRS信号

への熱の寄与を回避するために、サンプルの熱帯域幅より十分に高い値に選択さ

れます 29–31{Choi、2001#55}。また、2D ガルボシステム(Thorlabs、GVS012)を使

用してビームを操縦し、横方向のスキャンを実行します。 

反射されたサンプルフィールドと参照フィールド E0(ω)(初期ポンプフィール

ドと同じ)間の記録されたスペクトル干渉は、Ispec(ω)=|E0(ω)+rE(ω)exp(−i

)|2 と表されます。ここで、E(ω)は式(1)で与えられ、r は反射率、z は 2 つ

のビーム間の経路長差(つまり深さ)です。Ispec(ω)から、関心のある項は、

E(ω)に埋め込まれた非線形屈折率 n˜NL を含む振動項です。式(1)と(2)を考慮す

ると、振動項は次のように表されます。 

 

ここで β= isa は定数、I0(ω)は初期ポンプ場（参照場でもある）の強度で

す。２番目の指数項は、非線形応答 χ(3)の虚数部によって課される強度変化に

対応し、３番目の項は、χ(3)の実数部によって生じる位相変化に対応する。し

たがって検出された信号が受ける振幅と位相の変化、ΔI(Ω)および Δϕ(Ω)は、

それぞれ次のように与えられます。 
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これらの式は弱い非線形摂動を仮定しており、これは SRS-SOCT の妥当な近

似です。25,32SRS 強度(従来の SRS 測定)はポンプフィールドの初期強度 I0 とサン

プル反射率 r に依存しますが、SRS 位相は依存しないことに注意してください。

この結果、位相信号はレーザー出力の変動に対してより堅牢になり、サンプルの

反射率とは無関係になり、32信号対雑音比が向上します。 

 

図 2(a)ラットの脳移植の概略図。(b)摘出された脳の上面図。移植箇所は黒い矢印で示されています。(c)腫瘍

領域（破線の円でマーク）を含む脳の断面。 

2.4 生物学的サンプルの準備 

SRS-SOCTの脳腫瘍検出能力をテストするために、我々は 9L神経膠肉腫ラット腫

瘍モデルを使用しました。このモデルは、高い増殖能力、血管新生、浸潤パター

ンなど、ヒトの高悪性度神経膠腫を模倣しています。28 すべての動物実験プロト

コルは、ジョージア工科大学とエモリー大学の動物実験委員会によって承認され

ました。図 2(a)に示すように、クローン化された 9L 神経膠芽腫癌細胞を

N=6Fischer ラットの脳に移植しました。ラットを屠殺する前に、腫瘍を 9～12 日

間成長させました。腫瘍の断面を取得するために、外科的に除去した脳を、腫瘍

の移植位置を横切って冠状に 2 つに切断しました。SRS-SOCT イメージングは、

腫瘍(目視検査で特定)と、対照として使用した反対側の健康な脳領域で実施しま

した。合計 54 の領域が画像化されました(腫瘍領域 34 と健常領域 20)。各脳から

8～10のスキャンを取得しました(腫瘍領域から約 4～5ポイント、健常領域から約

4～5 ポイント)。図 2(b)と 2(c)は、摘出および切断されたラットの脳の代表的な写

真を示しています。 

2.5 SRS-SOCT 信号の測定 

SRS-SOCT システムを使用して、ラットの脳の SRS 応答を含む干渉信号を測定し

ました。切り取ったばかりの脳 (n = 6) ごとに、8 ～ 10 回の B スキャン (合計 54 

回の B スキャン) を取得しました。各スキャンは、約 480 μm のラインシフトに沿

った 200 回の A スキャン (2048 の連続記録スペクトルから合成) で構成されていま

した。軸方向では、画像は約 2 mm の範囲をカバーしますが、脳組織への浸透は

約 0.7 ～ 1 mm にすぎません。スキャンされたポイントは、片側の腫瘍と反対側

の健康な領域の両方をカバーするために等距離の位置で選択されました。

SRSSOCT イメージングでは、染色やその他のサンプル準備は行われませんでし

た。この実行可能性調査では (確立された動物モデルを使用しているため)、同じ

動物からの測定値であっても、すべての測定値は独立したものとして取得されま

した。隣接領域の腫瘍領域は組織病理学（H&E 染色組織切片を使用）で分析さ

れ、画像化されたすべての動物で腫瘍の存在が確認されました。健康な領域も確

認されました。 
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3 結果と考察 

3.1 SRS-SOCT データセットの処理 

複雑な非線形 SRS 信号を抽出するために、まず干渉スペクトルを波長から線形波

数配列(k=2π∕λ)に補間し、次にスペクトル領域から空間領域にフーリエ変換して

深度情報(A スキャン)を取得します。B スキャンの各横方向の位置について、 

 

図3：ラット脳のSRS-SOCT空間分解画像(Bスキャン):(a)対流OCT画像、(b)SRS振幅画像、(c)ラット脳の腫

瘍領域の SRS 位相画像。B スキャン画像は、480μm をカバーする 200 個の A スキャン(x 次元)から合成さ

れています。 

50kHzで記録された 2048のスキャンがあります。次に、サンプルの SRS応答を抽

出するために、時間次元に沿って別のフーリエ変換を実行して、A スキャンの周

波数応答を取得します。図 1(c)の挿入図に示すように、15kHz 変調(つまり、ロッ

クイン検出)に対応する信号のみを選択します。このようにして、SRS振幅項と位

相項の両方を取得し、次に文献 25 および 32 で行われたように、それぞれのバッ

クグラウンドノイズで正規化します。最後に、200 回の取得を合成して断面画像

(B スキャン)を作成します。 

SRS-SOCTB モード画像(x−z 次元)の例を図 3 に示します。図 3(a)は従来の OCT

画像を示し、図 3(b)と 3(c)は SRS 振幅画像と位相画像(高波数領域全体の平均応

答)を示しています。ここでも、OCT 画像は線形光子散乱からの空間分解情報を

示していますが、SRS-SOCT 画像にはサンプルの 3 次非線形応答に関する空間分

解情報が含まれています。 

SRS-SOCT データセットには、空間情報とスペクトル情報の両方が含まれてい

ます。次のセクションでは、まず SRS-SOCT データをスペクトル的に分析して分

子固有の情報を提供し、次に OCT および SRS 信号からの深さの関数として減衰

挙動を分析して、腫瘍組織と健常組織を区別する追加のバイオマーカーを示しま

す。 

3.2 SRS-SOCT データのスペクトル解析 

以前に報告されたように、18,33 脳の脂質とタンパク質の含有量は、白質では脂質

に富み、腫瘍領域ではタンパク質に富み、皮質では脂質とタンパク質に富む傾向

があります。これらの微妙な分子の違いにより、ラマンスペクトル応答にわずか

な違いが生じ、ほとんどのスペクトルの違いは、高波数領域の 2 つの特定の領域

で発生します。18,33 最初の領域は脂質のスペクトルシグネチャに起因し、おおよ

そ 2800～2900cm−1 の範囲をカバーします。2 番目のウィンドウはタンパク質のス

ペクトルシグネチャを示し、2900～3000cm−1 の領域をカバーします。したがって、

腫瘍のコントラストを生み出す分子固有の情報を提供するために、タンパク質を

検出するための高周波ラマンバンド(中心 2947cm−1)と脂質を検出するための低周

波ラマンバンド(中心 2861cm−1)の 2 つのスペクトル領域を検討しました。これら

2 つのウィンドウは、サンプルの脂質およびタンパク質含有量の平均累積 SRS 応

答を提供します。この分析では、干渉 SOCT データは、対応するスペクトル領域

で 80cm−1(∼5nm)帯域幅のButterworthフィルターを使用してフィルタリングされ、

次にセクション 3.1 で説明した手順に従って非線形振幅および位相の変化が計算

されます。また、より高いスペクトル分解能での完全な時間周波数分析の代わり

に 2 つのウィンドウを使用することで、より高い信号対雑音比のデータ、改善さ
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れた空間分解能、およびより高速で計算集約度の低い処理が実現されることにも

注意してください。 

腫瘍領域と健常領域を区別するために、次の指標を定義します。SRS振幅につ

いては、高周波数帯域値と低周波数帯域値の比を選択しました。SRS 位相につい

ては、これら 2 つの帯域の位相値の差を単純に取得します。したがって、これら

の指標の両方について、タンパク質が豊富な腫瘍領域は、正常領域よりも高い 

 

図 4：(a)高周波数帯域値と低周波数帯域値の SRS 振幅の比。差は統計的に有意ではない（n.s.）、p 値は

0.0973（両側 t 検定）。(b)同じ周波数帯域間の SRS 位相の差。p 値は 0.0243（両側 t 検定）であり、統計的に

有意（p 値<0.05）であり、星印（*）で示されている。 

振幅比と高い位相差を持つことが予想されます。さらに、SRS-SOCT 信号は深さ

に沿って累積されるため 25、脳表面から 100～150μm の深さ範囲からこれらの指

標を抽出します。これにより、十分な信号蓄積が可能になり、より深い深さでの

ノイズの多い低振幅信号を回避できます。信号は、6 匹のラットの脳すべてにつ

いて、各 B スキャン(合計 54 領域)にわたって平均化されます。 

この分析の結果は、標準的な箱ひげ図の形で図 4に示されています。箱の中に

は四分位範囲が示され、ひげは外れ値でない最大値と最小値を示しています。図

4(a)は SRS 振幅比を示しており、腫瘍領域の方が健常領域よりも振幅比がわずか

に高いことがわかりますが、その差は統計的に有意ではありません。図 4(b)はま

た、両側 t検定を使用して p値<0.05 で腫瘍領域の方が SRS位相差が高いことを示

しています。前述のように、これらの結果は、比較的タンパク質組成が豊富な腫

瘍領域では位相差が大きくなるという私たちの予想と一致していますが、確かに

その差は弱いものです。振幅比が高くなることもまた予想されていましたが、わ

ずかな差が見られ、これはこれらの予想と一致していますが、統計的に有意では

ありません。 

スペクトル分析により、局所的な生体分子の内容に関する洞察が得られます

が、腫瘍領域と健常領域の間の分離は依然として小さく、統計的に有意なのは位

相信号のみであることに注意してください。さらに、スペクトルシグネチャのみ

に基づいてこれら 2 つのグループを区別する能力は非常に低いです。これらの結

果は、腫瘍を検出するための SRS戦略 18,34と一致しており、堅牢な腫瘍検出を実

現するには、スペクトルシグネチャを構造パラメータと組み合わせて使用する必

要があります。したがって、腫瘍の識別を改善するために、SRS-SOCT からの構

造信号を組み込みます。 

3.3 SRS-SOCT データの空間分析 

SRS-SOCT データの重要な特性の 1 つは、イメージング深度の関数として信号が

減衰する速度です。このパラメータは、細胞密度、タンパク質濃度、核対細胞質

(NC)比、ミエリン含有量の変化、壊死巣の存在、組織の不均一性など、散乱とラ

マン信号に影響を与える脳組織の特性によって影響を受けます。12,35–39 さらに、

SRS 位相信号は干渉信号の引数に含まれているため、ポンプビームの強度変動の
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影響を受けにくく、非線形振幅信号よりも堅牢な測定が可能で、4 倍以上の高い

SNR が得られます。25,26したがって、この分析では SRS 位相信号のみを使用し、

OCT と比較します。 

関心のあるポイントでの減衰率を計算するために、OCT および SRS 位相信号

の指数近似を実行し、各領域(B スキャン)の平均減衰係数を計算します。表面の

不均一性によって生成されるアーティファクトを回避するために、指数近似の開

始点をサンプル表面から約 50μm 下に設定しました。図 5(a)および 5(b)は、 

 

図 5：(a)ラットの脳の OCT 信号の減衰率。腫瘍と健常者の p値は 1.74×10−16（両側 t 検定）である。(b)同じ

脳の SRS 位相信号の減衰率。腫瘍と健常者の p値は 3.13×10−10（両側 t 検定）である（n¼54）。 

それぞれ OCT および SRS 位相の減衰係数のプロットを示しています。OCT およ

び SRS 位相の両方において、健常領域の減衰率は腫瘍領域よりも大幅に高くなっ

ています。腫瘍領域の減衰率が低いのは、NC 比の変化とミエリン含有量の劣化

によるものと考えられます。12 具体的には、OCT 信号における腫瘍領域と健常領

域に関連する減衰率は、それぞれ平均値が 3.73 および 8.17mm−1 で、判別閾値は

約 6mm−1です。同様に、SRS 位相信号では、腫瘍領域と健常領域の平均値はそれ

ぞれ 3.14mm−1と 7.83mm−1で、判別値は約 6mm−1です。これらの結果は、がんの

減衰値が 2.7～3.5mm−1、健常領域の減衰値が 7.0mm−1で判別閾値が約 5.5mm−1で

あると報告している以前の OCT研究と非常によく一致しています。12,40減衰カッ

トオフがわずかに高いのは、OCT システムの中心波長が短い(790nm に対して

1310nm)ためと考えられます。腫瘍領域と健常領域の減衰率の判別は、OCT と

SRS の両方が腫瘍組織と健常組織を p 値≪10−4 で非常によく分離できることを示

唆しています。 

最後に、我々のデータでは、OCT と SRS 位相の A スキャン信号は両方とも、

減衰係数が小さいにもかかわらず、腫瘍領域で後方散乱応答が弱いことに注目し

ます。言い換えると、腫瘍領域の A スキャンには弱いが尾の長い信号が含まれる

のに対し、健常領域には強いが尾の短い信号が含まれます[図 6(a)と 6(b)]。腫瘍領

域と健常領域の Aスキャンの違いを示すために、表面から最初の 100μmの曲線下

面積を曲線下の総面積に対する比率で計算します。図 6(c)と 6(d)に示すように、

腫瘍領域では健常領域と比較して散乱と SRS 位相応答が弱いことが明らかです。

脳腫瘍の散乱係数の減少は、細胞密度、NC 比、ミエリン含有量の変化など、い

くつかの重要な要因に起因します。12 これにより、脳腫瘍領域の減衰率が低くな

ります。 

確かに、OCT と SRS-SOCT のパラメータは、単独では健常領域と腫瘍領域の

間で同様の識別レベルを示していますが、これらの指標を組み合わせることで、

腫瘍を識別する複合法の能力を高める補完的な情報が得られます。この点を説明

するために、図 7(a)は、OCT の減衰係数と SRS-SOCT 位相信号面積比をプロット

しています。この複合 2Dパラメータ空間では、2つのパラメータのいずれかを単

独で使用する場合よりも、腫瘍と健常組織をより適切に区別できます。次に、図

7(a)の破線(0 から 1 に再スケール)に沿った各ポイントの座標を計算します。これ
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は、2 つのグループを最も区別できる方向を表します。注目すべきは、線が対角

線であるため、2 つのパラメータを組み合わせると最も分離が良好になるという

ことです。次に、これらの座標を使用して統計的有意性を計算し、図 7(b)に示す

ようにボックスプロットを生成します。結果は p 値が 6.63×10−23 となり、統計的

に非常に有意です。 

 

図 6：(a)、(b)OCT および(b)SRS フェーズからの腫瘍(赤)と健康(青)領域の A スキャンプロファイル。(c)、(d)表

面から最初の 100μmの曲線下面積と曲線下総面積の比率(各 Bスキャンで平均)、(a)OCT および(b)SRS フ

ェーズ。健康領域と腫瘍領域の p 値は、OCT では 2.71×10−5、(d)SRS フェーズでは 1.63×10−14 です。腫

瘍領域の A スキャンでは減衰率が小さく、後方散乱が弱いのに対し、健康領域では減衰率が大きく、後方散

乱が強くなっています。 

 

図 7：(a)OCT 信号の減衰係数と SRS-SOCT 位相信号面積比の関係を示す散布図。(b)(a)の投影線に沿った

基準点からの散乱点の投影距離のボックスプロット。 

4 結論 

ラベルフリーの非線形光学法である SRS は、非破壊的で生物組織の生体分子内容

に敏感であるという利点があります。一方、SOCT は線形散乱構造の詳細を高速

かつ空間的およびスペクトル的に分解して提供しますが、分子ターゲットがあり

ません。これら 2 つの方法を組み合わせることで、SRS-SOCT は SOCT の空間お
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よびスペクトル多重化機能を備えた豊富な分子情報を提供します。ここでは、9L

神経膠肉腫ラット腫瘍モデルを使用して、SRS-SOCT がスペクトル領域と空間領

域の両方で脳腫瘍と健康な組織の識別可能な特徴を生み出す能力があることを示

しました。さらに、SRS-SOCT は特徴(ラマン信号と構造を組み合わせた位相面積

比など)を高度に差別化して明らかにしますが、スペクトル特徴のみでは、より

高い差別化のためにシステムのさらなる改善が必要であることを示しました。

SRS-SOCT データからは複数のパラメータを定量化することもできます。これら

のパラメータは補完的な情報を提供し、正常な脳と腫瘍組織を最も強力に区別し

ます。さらに、OCT による高速データ取得により、比較的広い領域にわたって空

間分解された SRS マップを作成できます。当社のセットアップでは、A スキャン

はわずか数秒で完了し、約 0.5mm×1mm(横方向X軸)の領域をカバーする分子情報

を含む B スキャンは数秒でキャプチャされます。この速度により、脳手術中に腫

瘍の構造的および生化学的特徴に基づいてタイムリーな診断フィードバックが可

能になる可能性があります。 

今後の研究でも、SRS信号レベルの向上が続けられるでしょう。レーザー出力

の分散と制御の改善により、生物サンプル内でより短く強力なポンプパルス(損

傷閾値以下)が得られ、SRS信号レベルが向上する可能性があります。さらに、以

前に実証したように、当社のレーザーシステムは 250kHz を超える周波数でショ

ットノイズに近い特性を示します。26そのため、250kHzに近い周波数またはそれ

以上の周波数で動作させることで、ノイズをさらに低減できます。これは、新し

い高速ラインカメラを使用することで可能になるかもしれません。このツールを

臨床使用に進めるには、たとえばハンドヘルドデバイスや多関節アームを使用し

た便利なパルス配信方法も開発する必要があり、これは今後の開発が必要です。 
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