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研究成果の概要（和文）：本研究では、ラマン分光を基盤技術として用い、細胞内部の物質分布や温度分布を非
染色で可視化する新しい分光顕微鏡の開発を目的として研究を行った。これまで細胞観察においてはほとんど利
用されていなかった低波数スペクトル領域を高速に観測できる新規顕微イメージング装置を開発し、拡張された
測定領域から得られたラマン信号を用いて細胞内のタンパク質、脂質、水などの分布を可視化可能なことを示し
た。さらに信号解析に係るノイズ低減処理法を開発し、温度計測や物質分布解析の精度向上を達成した。開発し
た装置を用いて、生細胞の温度分布イメージングを行い、細胞内部に温度の不均一性が存在することを示唆する
結果を得た。

研究成果の概要（英文）：The present research was conducted to develop a new microscope that uses 
Raman spectroscopy to visualize the distribution of substances and temperature inside cells without 
staining or tagging. We developed a novel microscopic imaging system capable of high-speed 
observation of Raman scattering over a wide (-2000 to +2000 cm-1) spectral range. Using the 
low-frequency Raman signal, we visualized the distribution of proteins, lipids, and water inside 
living cells. Furthermore, we developed a new noise reduction technique for signal analysis. Using 
the forged instrument, we performed temperature distribution imaging of living cells and obtained 
results suggesting the existence of temperature inhomogeneity inside the cells.

研究分野：分子分光学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではラマン分光を基盤技術として用い、細胞内部の物質分布や温度分布を非染色で可視化する新しい分光
顕微鏡の開発を目的として研究を行った。本研究で開発した装置は細胞内化学環境を侵襲することなく温度計測
を行う新たな方法論を提供するものであり、細胞機能や細胞活性の評価に利用可能であると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 化学反応において温度は反応性を支配する基本的な要素の一つである。細胞内というミクロ
スケールの化学環境においても温度が細胞機能と能動的あるいは受動的に深く関与していると
考えられる。近年、生細胞内部の局所的な温度分布を測定・画像化できる試薬が相次いで開発さ
れ、細胞内部においても温度が均一ではなく、細胞内小器官ごとに異なる温度分布が存在するこ
とが示唆された。しかしながら、既存の細胞内部温度可視化手法は主に外部から加えたプローブ
分子由来の蛍光信号を利用した計測法であり、プローブの使用に付随する多くの問題点(検量線
の信頼性、種々の細胞への応用性、プローブによる細胞への侵襲性、生体分子ではなくプローブ
の温度を計測、など)が存在する。光学解像度でプローブ分子を用いずに細胞内温度分布が可視
化できる技術開発が強く望まれていた。 
 
２．研究の目的 
 生体分子そのものから発生するラマン散乱光をもとに、プローブ分子などを用いず非侵襲的
に細胞内物質の温度を直接計測する新たな細胞内部温度可視化手法の開発を目的として研究を
行なった。信号源として水やタンパク質など細胞内外に豊富に存在する分子を利用できるため、
細胞や組織の種類によらず、あるいは細胞の内外を問わず信号計測が可能であると考えられる。
細胞の種類の違いによる温度感受性の差や、組織内での個々の細胞の温度分布をも統一的に検
証・比較できるプラットフォームの構築を目標とした。また、ラマン散乱スペクトルは分子構造
や分子の存在量に関する情報も与えるため、温度計測と同時に計測位置における分子種分布や
その分子環境（細胞小器官の種別など）を同定し、細胞内の分子・細胞小器官の構造・分布と温
度の関連を直接調べることにより、熱産生の分子機構や熱刺激に対する分子応答の機構に関す
る新たな分析手法を提供することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 ラマン散乱には、分子が光からエネルギーを奪う「ストークス散乱(S)」と、逆に光にエネル
ギーを与える「アンチストークス散乱(AS)」の二種類があり、それらの信号強度比は、対象物の
絶対温度のみをパラメータとしたボルツマン分布関数に従うことが知られている。温度とラマ
ン信号強度比は１対１で対応するため、細胞中の局所部位からストークスおよびアンチストー
クス散乱を同時に観測しその比を求めることで、対象物質そのものの絶対温度を検量線を用い
ることなく定量する。このため、生細胞など時間的に不安定な試料において蛍光などによる背景
光の妨害を低減し、ラマン信号のみを原理的に定量する励起波長高速変調ラマン分光法を開発
し、これと ASおよび Sラマン散乱同時に高速に取得する多点並列検出広帯域ラマン顕微分光計
を組み合わせることで温度分布画像計測を行う新たな顕微分光計測技術を開発した。 
 
４．研究成果 
 (1) 並列化シフト励起差ラマン分光法(P-SERDS)の開発とその多変量ラマンデータ解析への有
効性の検証 
 ラマン信号強度の原理的な定量を行うた
めに、時間的に変化する試料においても、
効率的にラマン信号と蛍光信号を分離する
手法を開発した（図１(a)）。開発した装置
は、標準的な共焦点ラマン顕微分光装置の
励起光波長を高速(0.1 kHz)変調し、発生し
た蛍光を含むラマン散乱光を共焦点ピンホ
ールを通過した後、ガルバノミラーを用い
て分光器に導入。このとき、信号光の行路
をレーザー変調周波数と同期して変調し
(図１(b))、異なる波長で励起された信号光
を CCD 検出器上の異なる素子に記録する
(図１(c))ことで変調周波数と独立に長時
間の積算を実現した。 
 原理実証として、光合成を行う珪藻類な
ど背景蛍光信号の比較的強い生物試料に対
して本手法を用いることで、蛍光-ラマン信
号の客観的かつ原理的な信号分離が可能で
あることを示した。強い蛍光褪色が発生す
る時間的に不定な試料における蛍光除去能
を従来法（多項式近似による除算）と比較
し、特に本方式が多変量解析において効果

 
図１（a）開発した P-SERDS 装置図（b）レーザー
波長変調とガルバノミラー変調の入力電圧波形
（c）1 回の P-SERDS 露光後に CCD検出器の二次
元画素上に蓄積された信号 



的に蛍光を排除できることを示した。（図２） 

 

(2) 温度分布可視化顕微分光計の開発 

 次に、細胞内部温度可視化を実現するための顕微イメージング装置の開発を行なった。AS-S比

を用いた温度計測には精密なスペクトル測定が必須である。この目的のために、光信号伝送の歪

みの少ない、本測定に最適な分光器を選定、導入した。さらに、特殊な光学フィルター（体積ブ

ラッグ回折格子フィルター）を装置に加え、装置測定領域を短波長領域まで拡張することにより

±20から±2000 cm-1の広帯域において ASおよび Sラマン散乱の同時測定を実現した。構築し

たプロトタイプ装置を用いて培養細胞に適用したところ、低波数領域（+200から+20 cm-1 領域）

では、従来法で観測されていた指紋領域（+2000から+200 cm-1）に比べて 1 桁ほど強いラマン

信号が観測されることを明らかにした。（図３） 

 さらに、本装置に波長が 0.60 nm（20 cm-1）異なる 2本の励起レーザーを導入し、これらによ

る試料への光照射の ON/OFF を光チョッパーにより高速に切り替えることにより、P-SERDS を適

用した顕微イメージング装置を構築した。 

 
図３ ヒト乳腺がん細胞の指紋領域と低波数領域のラマンスペクトル 

 

(3) 生細胞の低波数ラマンイメージングと温度画像計測 

 本装置を用い、顕微鏡下で培養環境（摂氏 37度）に保った培養細胞（ヒト乳腺がん組織由来）

のラマンイメージを行った。低波数領域の信号は、指紋領域（+2000から+200 cm-1）に比べて 1

桁ほど強いラマン信号が観測されたものの明瞭なピークを示さなかった。ブロードな低波数の

ラマン信号に主成分分析と独立成分分析を組み合わせた多変量解析を適用することにより、タ

ンパク質、脂質、水などに由来する信号が含まれていること、また、これらの半自動的な成分分

離解析が可能であることを明らかにした。指紋領域において観測されるタンパク質、脂質、水な

どの信号との比較により、以下に挙げるような細胞の低波数ラマンスペクトルの特徴を見出し

た。(i) 水に帰属される低波数ラマン信号は、液相における水分子の水素結合ネットワークに由

来するバンド構造（53 cm-1および 175 cm-1）を示した。さらに、このピーク位置や強度につい

て、細胞内外で大きな違いが見られないことを明らかにした。これは、細胞基質においても通常

の電解質水溶液（培養液など）に見られる水素結合ネットワークが維持されていることを示唆し

ている。(ii) タンパク質に由来する信号が複数観測された。特に 76 cm-1に観測されたピークは

タンパク質のペプチド骨格由来の束縛回転振動であると考えられるため、タンパクの構成アミ

ノ酸によらないペプチド量を表す信号と見做しうる。 

 
図２ 単一細胞から得られた蛍光の時間変化を含むタイムラプスデータセットをそれぞれ（a）
P-SERDS（b）生データ（c）3次多項式減算したのち、主成分分析（PCA）を行なった結果。P-
SERDSでは蛍光信号由来の主成分が効果的に排除されている。 



  

 

図 4 ヒト乳腺がん細胞の広帯域ラマンイメージングによる（A）スペクトル成分と（B）その

空間分布。成分 1は水、2,6はシトクロム、3,4,5はタンパク質、7は核酸、8は脂質に帰属。 

 

 

 本装置を用いて、顕微鏡下で摂氏 37度に

保った培養細胞（ヒト乳腺がん組織由来）の

AS-S ラマン信号比から細胞内の局所温度を

可視化した結果を図５に示す。細胞外緩衝

液は均一な温度が示された一方、細胞内に

は 5 度ほど周囲より温度の高い部位が局在

する様子が可視化された。細胞の自家蛍光

に由来する妨害信号の影響を精査する必要

はあるものの、本結果は、非侵襲的に細胞内

物質の温度を直接計測する新たな細胞内部

温度可視化手法の可能性を示すものであ

る。 

 

 

 

(4) 多変量信号解析に係るノイズ低減処理法を開発 

 大規模スペクトルデータのノイズ低減前処理で用いられる特異値分解や主成分分析は入力デ

ータが数千〜万スペクトル以上の巨大データでは、ノイズ成分と信号成分の混合が促進され、ノ

イズ除去能が頭打ちになることが明らかになった。これは、ラマン散乱に付随するショットノイ

ズが内在的に信号強度と相関を持つためだと考えられる。そこで、ラマンスペクトルデータの信

号強度を、一般化アンスコム変換によって分散安定化し、変換後のデータを特異値分解すること

でノイズ分離を行う新規ノイズ低減処理法を開発した。この結果、入力データの増加に伴い、ほ

ぼ単調にノイズ除去能を向上させることを実現した。 

 

 
図５ ラマン信号に基づく細胞（左）内（右）

外の温度分布可視化像 
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