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研究成果の概要（和文）：  

 ヒト乳癌由来培養細胞 MCF-7は培地への heregulin 添加によって、乳腺細胞様に分化する。
分化に伴う細胞の内部状態変動を Raman 分光法により追跡した。多次元の細胞内部状態を、
単一細胞かつ非破壊で検出する方法として Raman 分光法は最も適当な方法である。我々は最
長 12 日間に及ぶスペクトル変動を解析し、主要細胞内成分がサイクルを描きながら変化して
いくことなどを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 A human breast cancer cell line, MCF-7 differentiates into mammalian grand-like cells upon addition 

of heregulin to the culture medium. In this study, we traced changes of cellular internal states by means 

of Raman spectrum measurement, which is a potent method to detect multi-dimensional intracellular 

dynamics in single cells with minimal disruption. Analysis of the Raman dynamics up to 12 days though 

the differentiation process has revealed pseud-circular trajectory of the major intracellular components. 
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１．研究開始当初の背景 

 

細胞外信号に対する個々の細胞応答は、ク
ローン集団内においても大きく変動する。従
って、単一細胞診断や再生医療における分化
制御を実現するには、応答変動の原因のひと
つである細胞状態を定義し、その遷移則を理
解した上で、細胞操作を行う必要がある。 

多くの研究で使われている遺伝子や蛋白
質などの分化マーカーは、マーカーが未知の
過程や、マーカーの変動以前の初期段階の検
出には適用できない。細胞集団あるいは単一
細胞での、網羅的な遺伝子・蛋白質発現・代
謝産物解析法も精力的に開発されつつある

が、現在の所、破壊的であり、同一試料の時
系列変化は追跡できない。これらの方法と相
補的な計測法として、マーカーを使わず（無
染色）に、非侵襲で、単一細胞の状態変化ダ
イナミクスを追跡する方法が求められてい
る。 

我々は、既にヒト乳癌由来の MCF-7 細胞の
heregulin (HRG)依存的な分化過程におけるラ
マンスペクトルを予備的に計測し、分化前後
のスペクトル変化のみならず、分化の中間過
程における、特徴的なダイナミクス変動を発
見した。そこで、ラマンスペクトルを利用し
て、細胞分化過程を追跡し、特徴的なダイナ
ミクスを明らかにすることが可能であると
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期待して本研究に着手した。 

生体試料のラマン計測はこれまでにも行
われていたが、単一細胞レベルで、細胞分化
過程の多次元ダイナミクス追跡に応用する
試みは、我々の知る限り初めてであった。 

 

２．研究の目的 

 

単一細胞（細胞小器官レベルの解像度）の
ラマンスペクトル計測・解析法を開発して、
細胞分化過程のダイナミクスを追跡する。細
胞の個性、細胞分化の過程に依存した細胞状
態を定義し、その変動や遷移の法則を明らか
にして、細胞応答を予測する。そのため、単
一細胞の分化過程を連続的に計測するシス
テムを導入し、MCF-7 細胞の分化過程を解析
する。 

従来の生体ラマン分光研究は、スペクトル
が得られた後、ほぼ例外なく個々のピークの
分子同定に向かってきた。我々は細胞レベル
のラマン計測の利点は、具体的な成分分析よ
りは、総体的なダイナミクス解析にあると考
える。詳細な成分分析なら、ゲノム、プロテ
オーム、メタボロームそれぞれの計測法種々
考案され実用化されている。本研究で対象と
する細胞の分化過程は、我々の共同研究者に
よって、細胞集団レベルで網羅的なゲノム・
プロテオーム解析が行われている。単一細
胞・時系列ダイナミクスの視点から、網羅的
方法を補うことがラマン分光の目標である。 

 

３．研究の方法 

 

当研究室で所有する倒立型レーザー蛍光
顕微鏡装置にラマン分光装置を組み込み、顕
微鏡下で長期細胞培養しながら、単一細胞～
細胞内小器官の空間レベルで、継続的にラマ
ンスペクトルを計測・記録するシステムを立
ち上げる。 

顕微鏡下で細胞分化を誘導し、最適化した
計測条件で、単一細胞から得られたラマンス
ペクトルの変動を記録する。多次元スペクト
ル解析の種々の手法を適用し、また、新たな
解析法開発を行う。乳癌細胞の分化システム
を計測対象とする。以前に得られている単一
細胞の分光計測結果に付いても、新たな解析
法で詳細な分析を行う。 

計測結果に基づいて、細胞分化の状態遷移
図を書き、細胞分化ダイナミクスの一般的性
質を明らかにする。 

 
４．研究成果 
 
顕微ラマン分光装置の組み立て 
 現有装置に本予算で購入した分光装置を
導入し、単一細胞ラマン分光計測を可能にし
た。装置は 532 nm および 561 nmの固体レー

ザーを励起光源とし、CO2 インキュベータ培
養装置を持つ倒立型蛍光顕微鏡下で、石英ガ
ラス上に培養した細胞に水浸対物レンズで
回折限界に絞り込んだレーザーを照射する。
レーザー光は、ガルバノメータミラーで後述
する分光器のスリット方向へ走査可能に設
計している。顕微鏡上で数日間の細胞培養が
可能であることを確認した。 

 試料からのラマン散乱その他の発光を同
じ対物レンズで捉え、長波長側をダイクロイ
ックミラーとラマンノッチフィルターで励
起光と分離して、分光器のスリットへ導入す
る。光路の切り替えによって、試料の透過お
よび蛍光画像を EM-CCD カメラで取得し、照
射位置を確認する。 

 分光器でスリットの垂直方向へ分光した
発光スペクトルを背面照射型冷却 CCD カメ
ラのチップ上に積算し、読み出す。装置制御
用の電子回路を設計・製作した。 

 本装置は、片側スリット式の共焦点顕微鏡
であり、長期細胞培養の都合上、倒立顕微鏡
に組み立てられているので、石英カバーガラ
スを通した計測になっている。しかし、イン
デンやシリコンなどの標準試料や、さらに生
細胞のスペクトルにおいても、市販品のピン
ホール型共焦点顕微ラマン装置で、カバーガ
ラスを使わない水浸レンズを使用して取得
したスペクトルと遜色ない計測データが得
られている。 
 
細胞分化過程の分光計測１ 
ヒト乳癌由来の培養上皮細胞 MCF-7 は、小

蛋白質 hereguling (HRG)の培養液添加によっ
て乳腺細胞様に分化し、脂肪滴の蓄積、アル
ブミン分泌など代謝経路を変化させる。分化
過程は２週間程度の連続的 HRG 添加で完了
する。ラマンスペクトル計測によって、分化
過程の追跡を行った。 

HRG 添加前(0日)、添加後 1, 3, 6,および 12

日目の細胞の細胞質において 532 nm 励起で
発光スペクトル計測を行った。3 日後以降は
細胞質中に脂肪滴が観測される。計測は脂肪
滴を避けて、細胞質中(~1 m

3の体積)で行っ
た。積算時間 30秒で、ラマンシフト 600~2,000 

cm
-1の領域に多数のピークを含むスペクトル

が得られた。また、ラマンバンドの背景に、
細胞の自家蛍光に由来すると思われるなだ
らかな信号を検出した。 
背景光部分を取り除いたラマンスペクト

ルの持つピークには、核酸・蛋白質・脂質等
に由来すると同定されるものが多数あった。
細胞分化過程につれたこれらの時間変化は
数種類のパターンに類別される。たとえば核
酸由来のピークの全スペクトル強度に対す
る割合は、1 日目に増加し 3 日目に減少した
後、6 日目には再び増加する。脂質由来のピ
ークの割合は核酸と反相関して、1, 6日目に



 

 

少なく、3 日目に多い。蛋白質は中間的であ
る。これらの動態は分子種毎にはっきり区別
できる訳ではないが、分化過程の進行に伴っ
て、細胞質組成が複雑に変動することを示し
ている。 
全てのラマンスペクトルを集めて主成分

解析し、第 3 主成分までの相空間に 0 日目、
12 日のスペクトルをプロットすると、両者の
分布は分離しており、分化前後の細胞がラマ
ンスペクトルで区別できる。 
第 1、第 2 主成分平面に、各日のスペクト

ルをプロットすると、第 1主成分軸方向を底
辺とする２等辺３角形の辺上にスペクトル
が集まっていた。３頂点付近には、それぞれ
蛋白質、脂質、水に富むスペクトルが観察さ
れた。すなわち対向する各辺上には蛋白質成
分の少ないスペクトル、脂質成分の少ないス
ペクトル、蛋白質と脂質に富む高濃度のスペ
クトルが集まっていることになる。興味深い
ことに、各日のスペクトルは３辺を周期的に
移動していた。0 日目は高濃度、1 日目は低
脂質、3 日目は低蛋白質、6 日目は高濃度に
戻り、12日目は再び低脂質となる。完全分化
に近いと思われる 12 日目で低脂質となるの
は、細胞質溶液中の脂質の多くが油滴へ輸送
されたためであろう。 
以上のようにラマンスペクトルのダイナ

ミクス解析から、細胞成分が周期的に変動し
ながら分化へ向かう様子が見えてきたが、周
期性を持つと言うことは、全ての分化過程を
区別することができないということである。
そこで背景光信号の情報を加えて分化を追
跡することを考えた。 
脂質酸化物には、可視光領域で強い蛍光を

発するものがある。また、NAD, NADH やあ
る種のビタミン、ヘムの代謝物なども今回の
観測領域に蛍光を持つ。ラマンスペクトルの
背景光は、これらの代謝産物の蛍光（細胞の
自家蛍光）に由来すると思われる。 
ラマン散乱と自家蛍光を含む全発光スペ

クトル情報を可視化するため、SIMCA (soft 

independent modeling of class analogy)法を用い
た。0 日目のスペクトルをモデルとして、第
1、第 2主成分平面と平均値（原点）を求め、
各々のスペクトルについて、原点からの距離
（長さ）を横軸に、第 3成分以降による平面
までの距離を縦軸にプロットした。このプロ
ット上では、0日目と 3日目、1 日目と 12 日
目を分離することができ、分化ダイナミクス
を可視化できた。このプロットに基づいて、
未知試料の分化状態を推定できるはずであ
る。 

 

細胞分化過程の分光計測２ 

先の実験は単一細胞の分光計測ではある
が、同一の細胞を連続的に計測して得たデー
タに基づくものではない。分化および増殖応

答の初期過程を、同一細胞で連続的に計測す
ることを試みた。 

epidermal growth factor (EGF)はHRG類似の
蛋白質であるが、MCF-7 細胞に分化ではなく
増殖促進をもたらす。細胞培養液に HRG ま
たは EGF を添加し、20 分おきに 2 時間の間
同一細胞のラマンスペクトルを計測した。24

時間後から 2時間の間にも同様の計測を行っ
た。対照として無処理の細胞でも同様に 2 時
間の計測を行った。 

光毒性を軽減するため、励起レーザーの強
度を下げて、各条件で数 10 個の細胞をラン
ダムに選び、それぞれの時間に細胞質と細胞
核を合わせて単一細胞から 15 点の計測を行
った。細胞毎に、細胞質および核のスペクト
ルをそれぞれ平均して１細胞の計測データ
とした。以下、細胞質の平均スペクトルの第
1、第 2 主成分空間でのダイナミクスを論じ
る。 

２時間の計測時間内の時間情報を無視し
て多細胞・多時刻のスペクトル分布を見た。
無処理細胞の分布に比べて、最初の２時間の
分布は EGF（増殖）、HRG（分化）どちらの
信号を受けた細胞でも標準偏差が 20~30 %拡
がっていたが、分布の重心に明確な差は認め
られなかった。24 時間後には HRG で分布の
さらなる広がり(~70%)と重心の変位（標準偏
差と同程度）が認められたのに対し、EGF で
は分布幅は２時間よりも縮小し、重心の変位
もなかった。どの分布の中にも、明確な下位
構造は存在しなかった。 

２時間の間の単一細胞のスペクトルダイ
ナミクスは、どの場合もほぼランダム運動
（拡散運動）であり方向性は見えないが、運
動範囲は著しく制限されており、20分（計測
の１ステップ）で計測時間（２時間）内の最
大平均２乗変位の 70~80%に達する。１ステ
ップの平均変位を比較したところ、EGF, HRG

いずれの場合も添加後の時間に関わりなく、
無処理時よりも変位速度が大きくなってい
ることが分かった。HRG では特に変位速度の
増大が著しく、無処理時の２倍程度に達する。 

以上の結果は、無刺激時の細胞においても
細胞質代謝産物の構成が、限られた範囲内で
はあるが 10 分の単位で動的・ランダムに変
化していること、増殖・分化因子によって、
変化の範囲は多少大きくなるが、変化の内容
はランダムであり、むしろ変化速度（拡散係
数）の増加が目立つこと、分化刺激(HRG)で
は 24 時間後に代謝産物構成の細胞間平均の
変化が認められるが、細胞間の差異や、単一
細胞内の時間変化が、平均値の差と同程度で
あること、それに対して増殖刺激(EGF) 24時
間後では、無刺激時に比べて大きな分布幅や
変化速度が維持されているものの、刺激前の
状態へ収束しつつあること、などを示してい
る。 



 

 

要約すると、増殖・分化の初期過程におけ
る細胞内部状態ダイナミクスは、特定方向へ
のベクトル的移動というよりは、乱雑さの増
大であり、分化過程においては、乱雑な変動
をしながら状態の分布が変位していく。この
変位が、あらかじめ存在する２つのポテンシ
ャル間を個々の細胞が細胞移動することで
起こるのか、一つのポテンシャルが徐々に位
置を変えていくのかは、まだ明らかでない。 
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