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研究成果の概要（和文）：水分子O-H伸縮振動のラマンスペクトルは幅広いスペクトルとなり、大きく分けて２
つのピークが観測されること、isosbestic pointが3419 cm-1にあることが知られている。高温になるほど低ラ
マンシフト側のピークが小さくなり、高ラマンシフト側のピークが大きくなるため、この性質を利用して温度を
計測できた。また、C-C-N変角振動（458 cm-1）、ジフェニルジテレニドのTe-Te伸縮振動（150 cm-1）などの低
周波振動のラマンスペクトルを計測し、ストークス光とアンチストークス光も強度比を計算することによりマイ
クロメートルの微小領域の温度を計測することができた。

研究成果の概要（英文）：The Raman spectrum of O-H stretching vibration of water molecule is broad, 
and it is well known that two peaks are observed and that the isosbestic point is 3419 cm-1. As the 
temperature gets higher, the peak on the low Raman shift side becomes smaller and the peak on the 
high Raman shift side becomes larger, so we could measure the temperature using this property. We 
also measured Raman spectra of low frequency oscillations such as C-C-N bending vibration (458 cm-1)
 and Te-Te stretching vibration (150 cm-1) of diphenyl ditelluride. We could measure the temperature
 in the microscopic region (in the order of micrometers) from the ratio of Stokes and anti-Stokes 
light intensities.　It is expected that Raman temperature measurement within a cell will be possible
 by synthesizing a probe combining a compound exhibiting low frequency Raman oscillation and a 
compound accumulating in specific organelle.
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図１：温度感受性蛍光ポリマー 

１．研究開始当初の背景 
細胞が機能を発揮する上で、温度は重要な
物理的パラメータである。酵素反応速度は温
度によって大きな影響を受けるほか、温度に
よってタンパク質の３次構造が影響を受け
ることが知られている。そのため、細胞が熱
ショックにさらされた場合は、ヒートショッ
クタンパク質がタンパク質の変性を防いだ
り、ストレス顆粒が生成されタンパク質の合
成が抑制されたりする。病気になった細胞、
例えばガン細胞では温度が上昇している例
が知られており、診断や治療という観点から
も１細胞や細胞内温度を計測することは重
要な意義を持っている。しかし、１～100 µm
の小さな領域の温度を 1℃以下の高分解能で
測定することは困難だった。我々は、温度感
受性蛍光ポリマーを合成し、上記の測定を可
能にした（図１；Okabe et al., Nat. Commun. 
2012）。その結果、G1期では細胞の核が細胞
質より 0.7℃温度が高いこと、TCCP 刺激に
よりミトコンドリアで熱発生が起こること
を Fluorescence Lifetime Imaging 
Microscopy により明らかにした。この研究
成果により、細胞内の温度分布が世界中の研
究者に意識されるようになった。しかし、温
度計測の空間分解能は光の回折限界の～500 
nmに留まっているという問題がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
細胞が機能を発揮する上で、温度は重要な
物理的パラメータである。我々は、細胞内で
は核や中心小体の温度が細胞質よりも約
１℃高いことを示し、細胞内に温度分布が存
在することを世界で初めて明らかにした
（Nat. Commun. 2012）。しかし、温度感受
性蛍光プローブが温度以外の化学的な環境
要因の変化を検出していないことを確実に
する必要がある。また、温度計測の空間分解
能は光の回折限界のため～500 nmに留まっ
ており、発熱している生体分子を同定するこ
とが困難であるという問題がある。本研究は、
細胞内の生体分子のラマン散乱光を測定す
ることにより、生体分子の温度を直接計測す
る技術を開発することを目的とする。この手
法は純粋に物理的な手段で生体分子の温度
を直接に測定できるという利点がある。ナノ
メートルサイズのラマンプローブを用いる
ことにより、ナノメートルの空間分解能で、
１分子レベルで生体分子の温度計測を可能
にする技術開発である。 

３．研究の方法 
従来、１細胞レベルで温度を測定すること
は困難だった。しかし、温度感受性蛍光ポリ
マー（図１）やナノダイヤモンド、GFPなど
を用いて温度を 1℃の分解能で測定すること
ができるようになった、しかし、これらのプ
ローブは温度以外の化学的な環境要因の変
化により蛍光特性が変わる可能性を否定で
きず、純粋に物理的な手段で温度を測定する
方法を開発することが待ち望まれていた。
我々は、物理的に温度を測定する手段として
ラマン散乱光に注目した。生体分子に光を照
射するとラマン散乱光が発生する。その散乱
強度 Iは以下の(式 1)で与えられる。 
 

（式１） 
 
ここで、A は定数、ν0 と νRは入射光の振動
数とストークシフトの振動数である。＋はア
ンチストークス光、－はストークス光の場合
である。Eiはｉ番目の振動エネルギー準位で
ある。また、k とＴはボルツマン定数と絶対
温度である。 
 次に、ある振動エネルギー準位に分子が存
在する確率はボルツマン分布に従うと仮定
する。すると、アンチストークス光とストー
クス光の強度比Ｒ(T)は（式２）となる。 
                                

（式２） 
 
ＲはＴのみの関数なので、Ｒを測定すること
により、分子の絶対温度Ｔを求めることが可
能である。νRによって異なるが、可視光を用
いて１℃の変化を約 1％のＲの変化として計
測することが可能である。生体分子の種類に
よってラマン散乱光の波長は異なるので、生
体分子ごとに温度を測定することが可能で
ある。 
 
４．研究成果 
4-1 装置の組み立て 
 現有の１分子蛍光顕微鏡システムに分光
システムを組み込み、ラマン散乱光を分光で
きるようにした。まず、細胞を明視野または
位相差顕微鏡で観察し、ラマン散乱光を測定
する領域を決定した。次に光路を分光側に切
り替え、球面レンズまたはシリンドリカルレ
ンズを用いて、レーザを一点または線上に照
射した。試料から出た光のうちレイリー散乱
光をノッチフィルターで除き、ラマン散乱光
をポリクロメーターに導入し、回折格子によ
って分散した光を、高感度 EMCCDカメラを
用いて撮影した。これにより、細胞の一点ま
たは線上に沿ってラマン散乱光のスペクト
ルを取得することができた。 
4-2 水のラマンスペクトルの温度依存性 
水分子 O-H 伸縮振動のラマンスペクトル
は幅広いスペクトルとなり、大きく分けて２
つのピークが観測されること、 isosbestic 
point が 3419 cm-1にあることが知られてい



る。高温になるほど低ラマンシフト側のピー
クが小さくなり、高ラマンシフト側のピーク
が大きくなるため、この性質を利用して温度
を計測できる（図２、図３）。インキュベー
タで試料（水）の温度を変えながら水分子の
ラマンスペクトルを測定し、分光装置の校正
を行った。次に、COS７細胞のラマンスペク
トルを測定した。20 mWの出力、60秒の露
光でラマンスペクトルを取得し、温度を計測
することができた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-3 低周波ラマンスペクトルの温度依存性 
 前項では、水分子の O-H伸縮振動のラマン
スペクトルに注目したが、この場合は約 3400 
cm-1となり、アンチストークス光がストーク
ス光に比べて著しく微弱であり、正確な温度
計測が困難だった。また、シトクロムｃを用
いてミトコンドリアの温度を計測するため、
シトクロムｃに特徴的なヘムの伸縮振動に
注目した。しかし、シトクロムｃに特徴的な
伸縮振動も指紋領域にあるため、アンチスト
ークス光が微弱であるという点が問題とな

った。これらの問題点を解決するため、ブラ
ッググレートのノッチフィルターを使用し
てテラヘルツ領域でのラマン散乱測定を可
能にした。この顕微鏡装置を用いて指紋領域
の境界における低周波ラマン散乱測定を行
うことにした。培養細胞のラマン散乱を計測
した結果、数百カイザーまでは特徴的なラマ
ン散乱は見られず温度計測に適していた。た
だし、100 cm-1までは種々の分子に由来する
ベースラインの増加が見られた。検討の結果、
250 - 400 cm-1が細胞内局所温度の測定に適
していた。標準試料として、アセトニトリル
の C-C-N変角振動（458 cm-1）、ジフェニル
ジテレニドの Te-Te伸縮振動（150 cm-1）を
計測した。この場合、式２の Rは約 0.1とな
り、試料の温度を 23℃、28℃、33℃と変化
させた場合、温度変化をラマン散乱で捉える
ことが出来た（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
低周波ラマン振動を示す化合物とミトコ
ンドリアなどの細胞小器官に集積する化合
物を結合させたプローブを合成することに
より、細胞内のナノスペースにおけるラマン
温度計測が可能になると期待される。 
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図２： 水のラマンスペクトル 
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