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研究成果の概要（和文）：ラマン散乱分光法は，試料を構成する分子の分子振動に基づき，細胞や組織を非染色
的にイメージングできる手法として有用である．しかし，従来のラマン散乱分光法は，ラマン散乱光が非常に微
弱であるため測定時間がかかり，かつ分子感度が低いという問題があった．そこで本研究では，光増強基板によ
るラマン光の増強効果を援用した新規なラマン散乱分光法を開発し，細胞・組織の光増強イメージングを行っ
た．その結果，光増強基板を用いることで生体組織を高い増強度でラマンイメージングできることが明らかとな
った．また，神経組織，骨格筋組織，結合組織，脂肪組織などの様々な生体組織を選択的に可視化できることを
明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Raman scattering spectroscopy is a promising technique to evaluate cells and
 tissues without any treatment such as fixation and staining based on molecular vibrations of 
inherent molecules of samples. However, the conventional Raman spectroscopy is time-consuming and 
has low molecular sensitivity due to the low efficiency of Raman scattering, disabling sufficient 
cell and tissue diagnosis. To overcome these issues, we developed a novel Raman spectroscopy with a 
light enhancement plate involving a plasmonic enhancement effect. We realized enhanced Raman imaging
 of nerves, muscles, connective tissues, adipose tissues with high enhancement factor. Our approach 
would be a useful and powerful tool for label-free diagnosis of cells and tissue for biological and 
medical applications.

研究分野： 生体医工学・生体材料学
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１．研究開始当初の背景 
 
ラマン分光法は，光を物質に照射した際に散
乱されるラマン散乱光を計測する分光法で
ある．ラマン散乱光は，その物質を構成する
分子固有の波長をもつ光をいう．つまり，ラ
マン散乱光を分光することで，細胞や組織の
構成分子をラマンスペクトル情報として捉
えることができる．したがって，従来は染色
しなければ観察することができなかった細
胞内分子分布，間質や細胞の状態といった組
織情報が，ラマン散乱分光法を用いることに
より，非侵襲的に，無標識で生体情報をプロ
ーブすることができる可能性を持つ． 
 研究代表者らは，これまでラマン散乱分光
法を用いた心筋梗塞や末梢神経の組織観察
法（業績文献：Ogawa et al., BBRC, 2009, 
Minamikawa et al., HCB, 2013）を開発し，
非標識的な組織の分子イメージングを実現
してきた． 
 しかし，ラマン散乱光が非常に微弱である
ため，従来の手法ではイメージングに非常に
時間を要していた（数十分〜数時間）．その
ため，ラマン散乱分光法は，数十分オーダー
以上での準静的分子ダイナミクスのイメー
ジングには有用であったが，動的な分子ダイ
ナミクス，あるいは多数の組織の網羅的解析
には，測定時間の問題が伴っていた． 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，従来の微弱なラマン散乱光を増
幅可能な光増強基板を用いた新しいラマン
イメージング法を開発し，ラマン散乱分光法
に基づく高速・高感度分子イメージングを実
現する． 
 
３．研究の方法 
 
本研究では，特に下記の２点を行った． 
 
（1）光増強基板を用いたラマンスペクトル
の基礎スペクトルデータベースの作成と光
増強基板を用いた際のラマン散乱分子の同
定 
（2）増強ラマンスペクトルから組織内分子
を解析する解析アルゴリズムの開発と組織
診断への展開 
 
４．研究成果 
 
（1）光増強基板を用いたラマンスペクトル
の基礎スペクトルデータベースの作成と光
増強基板を用いた際のラマン散乱分子の同
定 
 
まず，光増強基板を用いたラマンスペクトル
の基礎スペクトルデータベースの作成を行
った．本研究で用いた光増強基板は，電子の
集団振動であるプラズモンを援用した光増

強を基盤としているため，得られるラマンス
ペクトルは，通常のラマンスペクトルとは異
なることが知られている．その為，光増強基
板を用いたラマンスペクトルデータベース
作成および散乱分子の同定を行うことで，組
織イメージングに適したラマンシグネチャ
ーを探索する． 
 図 1 に Rhodamine 6G ， Cysteamine ，
2-naphthalene thiol，1-hexadecanethiol の
増強ラマンスペクトルを示す．これらの分子
は，光増強基板上に 1014分子/cm2の密度でス
ピンコートした．この条件下において，通常
のガラス基板上では測定できなかったこと
から，非常に高い増強ラマンスペクトルが得
られていることがわかる．この時の増強度は，
102〜104 程度であった．他にも，心筋組織や
神経およびその周囲組織の増強ラマンスペ
クトルを取得し，データベース化した（図 2）． 
 

 

 

図 1．様々な分子の増強ラマンスペクトル
（Rhodamine 6G，Cysteamine，2-naphthalene 
thiol，1-hexadecanethiol） 



 
図 2．生体組織の増強ラマンスペクトル． 
 
 次に，得られたラマンスペクトルから，散
乱分子の同定を試みた．Rhodamine 6G や 
2-naphthalene thiol の場合，ガラス基板上
での測定と同じラマンスペクトルが得られ
た ． こ の こ と か ら ， Rhodamine 6G や 
2-naphthalene thiol では，通常のラマン散
乱と同様の機構により，ラマン散乱が生じて
いることが推察される． ただし，光増強基
板により，その増強度が著しく増強されてい
る． 
 一方，心筋組織や神経組織の場合，ガラス
基板上のラマンスペクトルと大きく異なる
ことも明らかとなった．その際，850，1592, 
1615 cm-1付近は顕著な増強（>102）が見られ，
1440, 1650 cm-1などはそれほど増強されなか
った（2〜4 倍程度）．このことから，光増強
基板を用いることで，必ずしもすべての分子
振動が増強されているわけではなく，特定の
分子振動が選択的に増強されていることが
明らかとなった．なお，得られたラマンスペ
クトルは各組織に固有であり，ラマンシグネ
チャーとして利用できることも明らかとな
った． 
 以上のことから，光増強基盤を用いた場合，
通常のガラス上のラマンスペクトルとは必
ずしも一致しないが，特有のラマンシグネチ
ャーが存在することが明らかとなり，細胞や
組織イメージングへ展開可能であることが
明らかとなった． 
 
（2）増強ラマンスペクトルから組織内分子
を解析する解析アルゴリズムの開発と組織
診断への展開 
 
次に，増強ラマンスペクトルから組織内分子
を選択的に可視化できる解析あるごリズの
開発を行い，ex vivo 組織診断への応用を行
った．今回は，部分最小二乗法による判別分
析法の開発を行った． 
 図 3，4 に部分最小二乗法による神経組織
の増強ラマンスペクトル解析結果を示す．解
析には，有髄神経，結合組織，および包埋剤
をそれぞれ 1000 点スペクトルデータを取得
し実施した．部分最小二乗法を用いることで，
各組織の特徴を説明しうる潜在変数プロッ
トを得ることができた（図 3）．この時のスコ
アプロットの分布（図 4）から，各組織がク
ラスター化されている様子がわかる．即ち，
部分最小二乗法とその時のスコアを用いる

ことで，各組織を選択的にイメージングする
ことができることが明らかとなった． 

 

図 3．部分最小二乗法による神経組織の増強
ラマンスペクトル解析．（潜在変数プロット）． 
 

 
図 4．部分最小二乗法による神経組織の増強
ラマンスペクトル解析．（スコアプロット）．
青，神経；緑，結合組織；赤，包埋剤． 



 図 5に部分最小二乗法により得られたスコ
アを用いて神経組織をイメージングした結
果を示す．図より明らかなように，神経，結
合組織，包埋剤を選択的にイメージングでき
ていることがわかる． 
 以上のことから，増強ラマンスペクトルか
ら部分最小二乗法を用いることで組織内分
子を選択的に解析可能であることが明らか
となった．これにより組織診断への展開の可
能性も示された． 

 

図 5．神経組織の選択的イメージング．(a)
神経，(b)結合組織，(c)包埋剤，(d)マージ
画像（赤，神経；緑，結合組織；青，包埋剤）． 
 
 以上のことから，本研究では，従来の微弱
なラマン散乱光を増幅可能な光増強基板を
用いた新しいラマンイメージング法を開発
し，ラマン散乱分光法に基づく高速・高感度
分子イメージングを実現した．今後は，本手
法を様々な生体組織イメージングへ展開し，
新たな組織診断法として確立していく． 
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