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研究成果の概要（和文）：細胞外電位記録から培養細胞のインピーダンス測定を行い、導電性の異なる細胞でイ
ンピーダンスの違いを見出した。また正常熱焼灼を加えた心臓組織においてもインピーダンスの違いを認め、イ
ンピーダンスから組織の異常を検出する技術を確認した。
顕微鏡型、及び光ファイバー型装置を作成して実験動物の組織にレーザー光を照射し、発生するラマン散乱光を
行った結果、正常組織と異常組織（炎症・線維化）で異なるラマン散乱光のスペクトルを検出し、ラマン散乱光
分光分析によって組織診断が可能であることを示した。
二つの電極間におけるインピーダンスを測定しながら、その間の組織のラマン散乱光分析を行い、各データが相
関することを示した。

研究成果の概要（英文）：Impedance measurement of cultured cells was performed from extracellular 
potential recording, and differences in impedance were found in cells with different conductivity. 
Moreover, the difference in the impedance was also recognized in the heart tissue in between normal 
and thermally ablated tissue. The method for detecting tissue abnormality from the impedance value 
was confirmed.
A microscopic and an optical fiber type device for analyzing Raman scattering light were made. The 
laser was irradiated to the tissue of the experimental animal, and the difference in the spectrum of
 Raman scattering light between normal tissue and abnormal tissue (inflammation and fibrosis) were 
detected, which suggested that tissue diagnosis based on Raman scattering light spectroscopy would 
be possible.
While measuring the impedance between the two electrodes, Raman scattered light analysis of the 
tissue between them was performed to show that each data was correlated.

研究分野：心臓生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
組織診断は、患者から生体組織を採取し、これを固定・染色して病理診断医の目視による観察で行われる。迅速
性を求められるにも関わらず手間と時間がかかる上に、病理診断医の技量や人手不足なども問題となっている。
インピーダンス測定、及びラマン散乱光分光分析によって組織診断をより定性的・定量的に、かつ効率よく行う
分析システムが確立されて、診断機器として社会実装された場合、組織診断の自動化・時間短縮ができるだけで
なく、組織診断に習熟していない病理診断医でも組織から得られる客観的データを基に適切な診断が下せるよう
になり、診断・治療のマニュアル化・迅速化が容易になると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
組織の線維化は、炎症や細胞死で脆弱化した組織の強度を補う防護機構だが、過度の線維
化は様々な病態と関連付けられる。線維化は主に、生検サンプルの固定・染色によって病理
学的に診断される。近年、心臓においては線維化領域において本来の心筋細胞が持つ興奮性
や刺激伝導性の低下が確認され、線維化組織と正常組織の間で導電性、抵抗性（インピーダ
ンス）が異なることが示唆された。しかし生体インピーダンスから組織の性状を判別する検
査手技・技術は、一部の例（体脂肪計など）を除いて確立されていない。 
物質に単一波長光を照射すると散乱光が発生するが、その中には物質の構成分子に特異的
に照射光から波長遷移を生じるラマン散乱光が存在する。ラマン散乱光のスペクトル分析か
ら物性を知ることができる。近年は生体組織や細胞をラマン分光分析で評価する試みが盛ん
に行われているが、未だ組織診断への応用は完成していない。 
 

２．研究の目的 
線維化組織において生じる導電性の低下（抵抗の増大）をインピーダンス測定によって、
また線維化組織に特徴的なコラーゲン造成をラマン散乱光分光分析法によってそれぞれ捉
え、統合的に組織診断を行う組織診断技術の確立を目的として研究を行った。 
 

３．研究の方法 
(1) 培養細胞と生体組織を対象としたインピーダンス測定：導電性に優れる新生仔ラット心

臓を単離して得た心筋
細胞（CM）と、導電性が
劣るヒト骨格筋芽細胞
株（SkMB; Lonza 社）、
導電性の異なる二種類
の細胞の配列による導
電性の違いを明らかに
する実験を行った。SkMB
には磁性微粒子を取り
込ませ（名古屋大学工学
部より供与）、ディッシ
ュ直下に設置した磁石
によってSkMBのCM内に

おける配置をコントロールした（業績：雑誌論文 17.）。64点電極付きディッシュに細胞を
培養し、MED64 システム（アルファメッドサイエンティフィック社製）で細胞外電位を記録
し、任意の二つの電極間に交流電流を印加して周囲に伝わる細胞外電位の興奮伝播速度から
インピーダンスを計測した（図 1 左）。組織のインピーダンス測定では、深麻酔下のマウス
から摘出した心臓組織を用いたが、摘出後に心臓の一部には半田ごてで熱焼灼を加え、簡易
的に心筋梗塞のモデルとした。定電位測定装置を用いて、組織組織に押し当てた 2点の電極
に測定電流（2.8 µA, 1 kHz）の交流電流を印加して組織インピーダンスを計測した（図 1
右）。またインピーダンス測定プロトコールを最適化するため、コンピュータ上に心筋細胞
のバイドメインモデルを作製して交流電流印加のシミュレーションを行った。 
(2) 培養細胞と生体組織を対象としたラマン散乱光分析：倒立顕微鏡にレーザー光源と分
光・検出器を接続した顕微ラマン装置を作製、顕微鏡ステージ上に設置した培養細胞や生体
組織のラマン散乱光の中から、生体に特異的なラマン・スペクトルの検出を行った（図 2
上段）。また将
来的な医療機
械開発を見越
して、光ファイ
バーを介した
組織のラマン
散乱光分析を
行った（図 2下
段）。いずれの
装置もレーザ
ーは、光が生体
組織を透過し
やすい「生体の
窓」に含まれる
785 nm赤色レー
ザー（最大出力
300 mW）を用い
た。測定は、①
培養細胞：新生



仔ラット心室筋細胞（CM）初代培養とヒト線維芽細胞株（FB; Lonza 社）、②ラット心臓（イ
ンピーダンス測定に用いたサンプルで、心筋梗塞を模した熱焼灼を加えたもの）、③マウス
心臓（コントロール、及び高脂肪食を与えた高脂血症モデル）、④マウス耳（コントロール、
及び PMA 塗布による皮膚炎症モデル）を対象とした。培養細胞はガラス底ディッシュに培養
し、顕微鏡型ラマン装置のステージ上に設置して計測した。組織は厚さ 0.3 mm 石英カバー
ガラス上で顕微ラマン装置により計測、もしくはファイバー型ラマン装置の光ファイバー先
端を直接組織に押し当てて計測した。 
(3) インピーダンス測定とラマン分光分析の融合：ラット心臓（心筋梗塞を模して一部に熱
焼灼を加えたもの）を用いて 2点間の組織インピーダンス測定を行いつつ、ファイバー型ラ
マン装置を用いて電極間の組織のラマン分光分析を行う、融合実験を行った。 
 

４．研究成果 
(1-a) 培養細胞のインピーダンス：電極付き培養ディッシュで CM 及び SkMB の細胞外電位記録

を行い、任意の点
から交流電流を印
加した際の周囲へ
の興奮伝播から求
めたインピーダン
ス値を図3に示す。
CM 単一培養で記録
されたインピーダ
ンス値は均一であ
った（図 3a）。CM
と SkMBをランダム
に培養した共培養
系においては、CM

培養と同様にインピーダンス値は記録範囲において一様だったが、CM 培養に比べて興奮伝播
速度は遅く、インピーダンス値は高く記録された（図 3b）。磁性微粒子を取り込ませた SkMB
の配置を磁石でコントロールして赤丸部分に集中させた共培養系では、CM のみ存在するエリ
アのインピーダンス値は CM 単一培養と同等だったが、SkMB を配置したエリアのインピーダン
ス値は著しく高かった（図 3c）。 
(1-b) 心臓組織のインピーダンス：マウス心臓組
織に密着させた 2 電極間でインピーダンス測定
を行った。焼灼部位では正常部位に比べてイン
ピーダンス値が有意に高かった。また正常部位
と焼灼部位にまたがったインピーダンス値は、
正常部位に比べると有意に高く、焼灼部位に比
べると有意差は無かったものの低い傾向にあっ
た（図 4）。これらの結果から、組織のインピー
ダンス値から導電性の高い組織と低い組織を判
別しうることが示された。但し測定値は心臓表
面の状態（乾燥状態）や電極の密着具合に大き
く依存し、時に計測が困難であった。 
(1-c) シミュレーション：一列に並べた心筋バイドメインモデルを作製、その両端に交流電流
を印加するシミュレーションを行った。なお導電性の低い線維芽細胞を心筋細胞間に介在さ
せて、心筋梗塞のモデルとした。この実験では、細胞外ドメインを伝導する成分が大きくな
り、線維芽細胞の介在による影響を見いだすことができなかった。 
(2-a) 培養細胞のラマン散乱光分析：培養細胞を用いた実験では、残念ながらラマン散乱光の
情報を得ることができなかった。①レーザーが共焦点化されておらず、ガラス由来のラマン
散乱光が主に計測されてしまった。②本研究で用いた 785 nm レーザーは、従来ラマン分光に
用いられる 532 nm レーザーに比べてエネルギーが弱く、発生する散乱光も 532 nm レーザー
に比べて 1/10 程度になるとされることから、785 nm レーザーを用いた事によるエネルギー不
足を生じた。などの原因が考えられた。現在、光学系の共焦点化、532 nm レーザーの導入な
ど機器の改良を行って実験を継続中である。 
(2-b) 実験動物組織のラマン散乱光分析：高脂肪食を 2ヶ月間与えたマウスでは心房組織に高
度の線維化を生じるが（業績：雑誌論文 2.）、正常の心房組織と線維化心房組織で明らかに異
なるラマン・スペクトルが記録され（次項、図 5a 上段）、心臓表面に付着した心外膜脂肪組
織では標準試料であるオレイン酸と酷似したスペクトルが記録された（次項、図 5a 下段）。
また耳の正常組織と薬剤誘発性の炎症組織を比較したところ、浮腫や炎症を反映していると
考えられるシグナルの変化を検出することができた（次項、図 5b）。ファイバー型装置でも同
様の記録を試みたところ、ファイバー素材（ガラス）のシグナルが強く出て分光分析に向か
ない波数領域はあったものの（次項、図 5c 左）、一部（3,000 cm-1付近など）ではシグナルの
検出・評価が可能であった（次項、図 5c右）。 



(3) インピーダンス測定とラマン分光の融合：2 電極を心臓の正常組織、もしくは焼灼部位に
設置し、その間でラマン分光分析を行ったが、上記(1-b), (2-b)の測定結果を、それぞれ再
現性を持って確認することができた。 
 
(考察と今後の展望) インピーダンス測定では、導電性の高い細胞・組織と、導電性の低い細
胞・組織を判別しうることが示された。しかし同じ細胞でも、ディッシュ毎に記録されるイ
ンピーダンス値の不均一性が大きく、有意差を見いだせなかった。これは電極インピーダン
スの不均一性に由来すると考えられた。また実験では導電性の大きく異なる細胞・組織を比
較したが、わずかな導電性の違いまで検出しうるかは検証の余地を残した。またコンピュー
タシミュレーションでは細胞外の伝導成分が大きすぎて、導電性が異なる細胞が介在するこ
とによる違いが明確に示せなかった。今後はモデルの最適化や、二次元・三次元モデルを用
いた検証を行う必要がある。 
ラマン分光の違いから組織の変化を判別することも可能であった。皮膚炎症モデルで得られ
たデータの 3/4 を機械学習（Magellan Blocks）で分析、残り 1/4 のデータから正常・炎症を
診断させて 99.7%の正答率を得ており、医療機器としての社会実装も実現性を帯びてきた。し
かし学術的には、①ラマン・スペクトルの違いが如何なる物質に由来するか不明、②Magellan 
Blocks の分析アルゴリズムが Black box で、どのスペクトルを基に診断されたか不明、など
解決すべき問題が残る。様々な標準物質や病理組織標本のラマン分光分析を行ってデータベ
ース化すると共に、独自の分析プログラムを作成して、より学術的な裏付けを持った分析が
可能なシステムへと昇華させる必要がある。また生体由来ラマン散乱光は極めて微弱で、時
に計測が困難であるため、生体由来ラマン散乱光を増幅する基盤技術（表面プラズモニクス
など）との融合を目指す。これらの技術が確立すれば、ラマン分光による組織診断の医療応
用がより実現性を帯びると期待される。 
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