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研究成果の概要（和文）：実験腫瘍組織内の生体分子に含まれる腫瘍特異的成分分子の元素分

析を操作電子顕微鏡(SEM)像として捉えることで、従来のフーリエ変換赤外(FT-IR)分光分析に

おける癌特異的生体成分分子の振動構造分析技術による抽出顕微画像の客観性を持たせ、より

説得のあるバイオイメージングの病態検査技術への導入・応用を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）: Pathologic application study of and atomic analyzed scanning 
electron microscopic (SEM) and an infrared microscopic imaging in tumor tissue was done 
using SEN attached with an energy dispersion X-ray analyzer and FT-IR microscope. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 臨床病理検査は、病理学の１４０年来の
長い歴史を背景に発展し、現代医学の基礎を
築いて来た。 
 
(2) しかしながら、今や多くの医療工学の急
速な機器開発の進展により、臨床家は速やか
な診断技術を身に付けている。その中に有っ
ても最終診断は H.&E.染色標本の顕微鏡観
察による経験的形態学診断が担っているの
が現状である。医療診断機器を介した診断に
は客観的誤診率が付きものであるが、経験的

形態学診断にはその客観的パラメーターが
要求されていない現実がある。それは恐らく
最終的には人間自らが診断することと言え
る。病態検査への客観的検査の導入・応用の
機器開発により、臨床診断への現実的対応が
必要とされている。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) 上記の背景から必要とされる事項とし
ては、先ず外科病理診断へのスクリーニング
機器の開発によるサポート体制の構築であ
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る。 
 
(2) 第二目標は、従来にない病理診断に不可
欠の組織内情報の提供ではないだろうか？
それは同じサンプル視野での話である。例え
ば、①パラフィン切片の脱パラフィン操作で
失われる脂質(CH 振動)の変性度合い(CH2)の
情報や②細胞核内にある DNA２重鎖内リン酸
(PO2

-)の振動構造の成分の違いあるいは③癌
組織内蛋白質２次構造(α-へリックス/β-
シート構造)成分比率の違い等を明らかにし
て、癌組織に特有の振動構造成分を抽出する
ことである。 
(3) 第三目標は、腫瘍特有的振動成分を抽出
して画像化することで、癌診断マーカーとし
て画像化することで外科病理診断の補助情
報として提示することである。 
(4) 最終的には、H.&E.染色像と並行して議
論材料を提供し、独立した診断画像として活
用される事を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) ヒト前立腺癌由来の細胞として樹立さ
れた培養細胞(LNCaP, DU-145, PC-3)を培
養・増殖させる。 
 
(2) 増殖させた細胞(106 cells/50l)を
BALB-c-nu/nu 系統のヌードマウス(♂, ４週
齢)の大腿部皮下に移植後、平均が 7x7x7mm3

の大きさに成った時点で、正常皮膚を含めた
腫瘍組織をサンプリングし、-70℃の冷凍庫
で保存する。 
 
(3) 保存の腫瘍組織を-20℃の凍結切片作成
器(Leica 製、CM-1950-OUVVM 型)にて、① JST
機器開発事業で開発した鮮度保持セルホル
ダー搭載のFT-IR顕微鏡(JASCO製、IRT-3000M
型)システム(分光光度計(JAS CO 製, FT/IR- 
6100型)、計測制御システム(DELL製、OPTIPLE 
X-780 型、スペクトロマネジャー)用に 6 m
の厚み、② H.&E.染色用に 5m の厚みの凍結
切片を作成した。③ またラマン分光顕微鏡
(JASCO 社製, NTS-1000 MTS 型)には 10 m の
厚みで、④ 更には X-線元素分析画像システ
ム搭載の走査電子顕微鏡(JEOL社製, JSM-639 
00FMM 型, JED- 2300FMM 型)にも 10 m の厚
みでサンプルを作製した。 
 
(4) また、肺癌の手術中のゲフリールサンプ
ルの凍結切片(6 m)を上記①～④の計測のた
めに作成した。 
 
 
 
 

４．研究成果 
 
(1) 本基盤研-B と JST 機器開発事業で開発
されたフーリエ変換赤外(FT-IR)顕微装置に
は、術中ゲフリール腫瘍組織の凍結切片の鮮
度を保持する下記の図１・２のようにサンプ
ルセルホルダーを搭載している。 
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図１：開発した各部材の実装図 
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図２：超薄型鮮度保持サンプルセルホルダー
内システム図 

そのセルホルダーの特色は、術中で採取した
サンプル組織の凍結切片(8 m)の鮮度を出来
るだけ新鮮に保つための工夫を行っている。
特に、薄切切片の乾燥を防ぐために、70%の
湿度を保ちながら 100%-窒素ガス環境下で、
温度は 4℃に保ちながら、１０分以内で約
7,000 ポイントの FT-IR スペクトルを、空間
分解能 6.25x6.25 m2の空間分解能で計測出
来た。その後、がん組織に特徴的振動構造成
分を従来の H.&E.染色組織像と検証しなが
ら、抽出した。 
 
(2) その結果、図３の様にいくつかの肺腺癌
に特徴的なコントラストのあるイメージン
グ像が得られた。癌部に特徴的な振動構造と
しては、① 細胞核 DNA の背骨に当たるリン
酸基(PO4)やホスフォジエステルに由来する
P-O 伸縮振動構造、② 脂質成分(CH2)に由来
する C-H 伸縮振動構造、③ コレステロール
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に見られるエステル結合に由来する C=O 伸
縮振動構造が、正常部と対照的に高値(赤色)
を示している事が明らかになった。以上の３
つの振動構造成分に共通のものとしては、肺
腺癌組織内には脂質成分が有意に局在して
いる特長を示している事が判明した。これが
この腫瘍に特徴的振動構造成分であること
が言える。これらのイメージング像はタンパ
ク質の Amide-I の吸収ピーク面積(緑色)に対
する相対的変化として表わしている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

正常領域と肺癌領域

赤：CH2as(2925㎝-1) 緑：Amide-I

赤：COエステル(1741㎝-1) 緑：Amide-I 赤：PO4(1078㎝-1) 緑：Amide-I

HE染色画像

Amide-I(1650㎝-1)を単位蛋白質として肺癌領域に
多い成分と比較 CH2 Amide

CO Amide
PO  Amide

図３：正常領域と肺腺癌領域における H.&E.
染色像と癌特異的各種振動構造成分(赤色)の
イメージング像(Amide-I で標準化：緑色) 

 
(3) 従来はサンプル組織内タンパク質は、ホ
ルマリン等や熱で固定されたりして２次構
造そのものは変性をしているが、今回の鮮度
保持セル内の組織に対しては、タンパク２次
構造そのものは維持されているために、正常
部と増殖を繰り返す癌部とでは、何らかの違
いが見られるかもしれないとの予測により、
FT-IR 分光解析の技術を駆使して、２次構造
成分の割合を推測できる多変量解析ソフト
(日本分光(株)製、IR-SSE 型)を共同で新しく
開発した。（図４） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

蛋白質二次構造の解析

混合物でピークが重なりキーバンドをみつけるのが困難
→   多変量解析

蛋白質二次構造の情報
(α-Helix, β-Sheet, 
β-turn, random coil) 

Amide-I Amide-II

Amide -I

図４：タンパク２次構造の解析 
このソフトによりα-へリックス、β-シート、
β-ターンとランダムコイルを含む Othersの
４成分の合計を 100%にして振り分けた場合
の各構造成分比率を上記のスライドの様に、

瞬時に、各スペクトルに対して求める事がで
き、αヘリックス(赤色)とβシート(緑色)で、
マッピングした２次元に対して色分けで表
わすと、先程の２次元画像は、図５の様に正
常部と癌部でコントラストを得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

蛋白質二次構造解析結果

赤：α-helix 緑：β-sheetHE染色画像

α β

200

図５：肺腺癌(高分化)組織内タンパク２次構
造成分比のマッピング像(赤：α；緑：β) 
上記のマッピング像からも明らかなように、
癌部には赤色のα-へリックス構造成分が、
緑色のβヘリックス構造成分に比較して優
勢である事が伺い知る事ができる。しかし、
その現象の理由は、未だ明らかにはされてい
ない。今後、より詳細に分子腫瘍学的検討が
必要になる。 
 
(4) それではこれら FT-IR 顕微マッピング
画像に対して、よりもっと客観的に実証化出
来る手法はないものであろうか？それは、走
査電顕に拡散エネルギーX 線元素分析装置を
ドッキングさせたものではどうか？それを
実現させたものが以下の図６である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2011/4/26

実験腫瘍モデル組織内元素イメ ージング

C O Na

Mg P S

Cl K Fe

図６：実験腫瘍モデル(PC-3)の組織内 X 線元
素分析画像と元素エネルギースペクトル 

左下には組織内X線元素エネルギースペクト
ラムパターンを示しているが、対応するエネ
ルギーのピーク面積でマッピングを試みる
と、右側の９つの元素の各イメージ像が見え
てくる。特に注目は、りん元素のマッピング
を検証すると、確かに FT-IR 顕微画像と相関
している事が明らかになった。すなわち、
DNA 含量の多い癌部では P 元素が多い事実
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も判明してきた。特に下図７のように、癌部
と正常部の境界部分に、より多くの P 元素が
多く、S 元素成分の多いのも注目に値する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2011/4/26

実験腫瘍モデル組織境界でのX線元素分析像
PC-3の実験腫瘍モデル組織SEM像

図７：実験腫瘍モデル組織境界での X 線電素
分析電顕像 

 
(5) まとめ： 
今回、基盤研究 B の予算にて走査電子顕微鏡
に搭載した X 線元素分析装置の購入により、
初めて従来積み重ねてきたFT-IR顕微分光画
像の客観的画像の裏付けが可能になり、特に
リン元素に対応した癌部の高値の画像を、
FT-IR 顕微画像(PO4)でも癌部に特化して高
値示す所見を得た事は、両者の画像根拠の客
観性を強調出来るものと成りえた。 
 また、腫瘍部では、脂質類成分が多く存在
し硫黄元素の存在も腫瘍と正常の境界部に
存在している事が明らかとなり、今後の腫瘍
マーカー開発の大きな情報と成り得るもの
と確信する。 
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