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研究成果の概要（和文）：近赤外分光分析と多変量解析を組み合わせて生体内の水分子構造の微細な変化を解析する新
たな手法であるアクアフォトミクスを用いて、植物とバクテリアの細胞を調査した結果、水の近赤外スペクトルパター
ンをバイオマーカーとして、細胞およびその機能性の識別、細胞の発達ステージの決定が可能であることが示された。
本研究は、新しい生体計測技術の確立に大きく寄与するものであり、バイオテクノロジーおよび食品生産の場において
、単成分分析から、直接的なin vivoでの機能分析、定性分析への変革を推進させるものである。さらに科学分野にお
いては、生体の大部分を占める水の役割を解明するための新しいアプローチとなる。

研究成果の概要（英文）：The main objective all over our research is to achieve more information about the 
roles of water molecular network in different leaving cells through the lens of NIR light using 
Aquaphotomics approach.Lactobacillus bacteria strains grown in liquid cultures and different plant cells 
were studied.Water spectral pattern has been successfully used as biomarker for plant cell 
identification, monitoring of developmental stages of plant and bacteria cells and for monitoring and 
identification of bacteria.
As the primary goal of this project we proved with experimental results that the concept of Aquaphotomics 
provide the opportunity to develop tools including spectrophotometer and data analysis methods and 
software to precisely identify specific water bands, which can be used as water matrix coordinates of 
spectral patterns to be further used as biomarkers.
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１．研究開始当初の背景 
多様な生体機能の解明には、そこに関与す
る生体分子の検出が必須であるが、HPLC、
GC、MS 等の高価・大型の機器と、解析の
専門知識と経験を要する。また、薬剤による
前処理と長時間の測定を要するうえ、対象と
なる生体分子を単離しているため、水溶液中
の生体分子システムまでは明らかになって
いない。 
一方近赤外分光法を用いると、水へ深く浸
透する弱いエネルギーの近赤外線を用いる
ため、生体を対象に非破壊・非侵襲で、簡易
迅速なリアルタイム測定が可能となる。研究
代表者はこの検出技術を発展させ、水を介し
て生体分子の構造変化を説明する「アクアフ
ォトミクス」という概念を提唱した
（Tsenkova, R. J. Near Infrared Spec. 2009, 
303-314）。 
アクアフォトミクスは、「水分子と生体分
子との相互作用の結果、生体分子の変化が水
分子構造の変化として、水分子構造体の近赤
外吸収帯領域に水鏡のように現れる」という
性質を利用し、水分子振動に帰属される特徴
的吸収バンドの強度変化から生体システム
の変化を解析する手法である。この水分子吸
収バンドの組み合わせをアクアグラムと名
付けたバイオマーカーとして用い、ジャイア
ントパンダの発情期を尿スペクトルから明
らかにしてNature 出版グループで発表した
（Kinoshita, K. et al., Scientific Reports, 
2012）。 
これまで申請者らは挑戦的萌芽研究によ
り（課題番号 23658211）、生体分子を対象と
して 4 種類の DNA（直鎖λDNA および環
状 pUC18・pHSG298・pHSG396DNA）に
ついて近赤外スペクトルの解析を行った結
果、全ての DNA に対して高い定量精度（相
関係数R=0.99）を示す回帰モデルを構築し、
信頼できる予測精度 R=0.85～0.93 を得た。
また、DNA 構造の特徴を水分子構造として
近赤外スペクトルに反映し、識別できること
を示した。また、正常なプリオンが金属と結
合したタンパク質の識別を行った結果、タン
パク質分子の状態により水分子構造が異な
ることが、スペクトルパターンの解析により
示された（Tsenkova, R., etal., Biochem. 
Bioph. Res. Co. 2004, 1005-1012） 
以上、アクアフォトミクスにより生体分子
とその構造変化を解析する手法を大きく発
展させた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、前項で述べたの基礎的知見を
もとに、細胞レベルでの発展研究を行うこと
を目的とする。植物細胞、バクテリア細胞を
研究対象として、分光装置やデータ解析手法
およびソフトウェアを発展させることによ
り、水スペクトルパターンの water matrix 
coordinate(WAMACS)として利用できる水
の特徴的バンドを正確に検出する。将来的に

は、生体の水分子システムの近赤外領域の
WAMACS データベース(aquaphotome)を構
築し、細胞機能解明および診断のためのスペ
クトルバイオマーカーの開発を目指す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究は、近赤外分光法による迅速、簡便か
つ非破壊・非侵襲の特徴を合わせ持つ新しい
リアルタイム測定技術を提供するものであ
り、動物、植物、ヒトなどのすべての生物に
適用可能なものである。この新しい診断技術
が確立されれば、微生物が生体に与える影響、 
細胞の病変診断だけでなく、食品・衛生学、
医学、獣医学、薬学などの様々な分野への広
範囲にわたる応用が可能となり、社会への貢
献は計り知れない。 
 
３．研究の方法 
 前述の目的を達成するために、以下の順で
研究を実施した。 
 
(1)植物細胞における水分子構造評価 
イネカルス細胞および体細胞を用い、培養
時間による経時変化を近赤外分光器により
測定する。データ解析は、多変量解析モデル
により、特徴的な水分子構造のピークを抽出
するアクアフォトミクスの手法を用いる。こ
の特徴的な水構造が植物細胞の異なる成長
ステージの識別と決定に利用できる可能性
を評価する。 
 
(2)プロバイオティクス菌株におけるプロバ
イオティック特性の識別評価 
異なるプロバイオティック特性をもつバ
クテリア株の培養時間による経時変化を、近
赤外分光法とアクアフォトミクスの手法に
より評価する。さらに、従来法である人工胃
液耐性実験および人工胆汁耐性実験の結果
と比較し、プロバイオティクス菌株の識別が
可能か評価する。 
 
(3) プロバイオティクス菌株の成長ステー
ジ識別モデルの構築 
項目(2)の発展研究として、異なるプロバ
イオティック特性を持つバクテリアの各成
長ステージを決定するためのモデルを構築



する。これらの特徴的な水スペクトルパター
ンが細胞の機能性の違いを表すバイオマー
カーとして利用可能か評価する。 
 
４．研究成果 
 
(1)植物細胞における水分子構造評価 
①目的 
イネカルス細胞および体細胞の、特徴的な
水構造を決定する。さらに、この特徴的な水
構造が植物細胞の異なる成長ステージの識
別と決定に利用可能か評価する。 
②実験方法 
イネカルス細胞および体細胞(Oryza 
sativa) 各 28 粒の成長を、可視および短波
長の近赤外(Vis/SW-NIR)分光分析により 26
日間モニタリングした。近赤外分光器は、光
ファイバーケーブルを搭載した SAIKA 
instrument (SAIKA Technological Institute 
Foundation) お よ び PureSpect Control 
software(ver. 1.0., SAIKA Technological 
Institute Foundation)を用い、個々の種の
透過スペクトルをレンジ(660-960 nm)、1nm
ステップで測定した。 
スペクトル解析は、多変量解析の手法によ
り行った。主成分分析(PCA) (Cowe and 
McNicol 1985)により、スペクトルデータの
多次元パターンの表示と、外れ値（outliers）
の検出を行い、PLS 回帰 (PLSR) (Naes et al. 
2002)により、スペクトルデータとモニタリ
ング日数との関連性を評価した。PLSR モデル
の検証は、leave one out cross varidation
により実施した。 
解析結果に基づき、変化量の大きい水の吸
収バンド群を用いてアクアグラム(注 1)を作
成し、細胞の成長モニタリング中の変化を評
価した。 
(注 1)アクアグラム 
異なるサンプルや時系列のスペクトル 
同士を比較するために、特定の水の吸収 
バンドについて吸光度を標準化し、 
レーダーチャートとして表すアクアフォ 
トミクスの手法である。 

 

  
：波長λnmにおける測定時 i（i=1, 2, 3, 

…, 10）のサンプルのアクアグラム値 

：波長λnmにおける測定時 iのサンプ

ルの吸光度の平均 

：波長λnm における全サンプルの吸光

度の平均 
：波長λnm における全サンプルの吸光
度の標準偏差 
 
 

 
③結果と考察 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  PLS 回帰結果(波長領域 730～870nm)：
a. イネカルス細胞(28 サンプル)、c. イネ体
細胞(28 サンプル)、回帰ベクトル：b. イネ
カルス細胞、d. イネ体細胞 
 
イネカルスおよび体細胞の一日毎の平均ス
ペクトルと二次微分スペクトルは、
720-780nm および 800-870nm の範囲で大き
く変化した。これは、水の第三倍音領域とそ
の組み合わせの領域に相当する。イネ体細胞
の二次微分スペクトルは、イネカルスよりも
小さいピークを示すが、両者は同じ吸収バン
ドでスペクトル変化していることがわかっ
た。730-870nm 領域のスペクトルを切り出し、
成長時間を目的変量としてPLS回帰モデルを
構築した (図 1) 。モデルフィッティングと
モデルの品質パラメータについては、イネ体
細胞(図 1 a)のほうがイネカルス細胞 (図 1 
c)よりもよく合っていた。イネカルスと体細
胞それぞれにおいて決定係数 0.7461 、 
0.8798、2乗平均平方根誤差2.974日 、 2.296
日が得られた。また PLS 回帰モデルの回帰ベ
クトルは (図1 b、d)、730-750nm、760-800nm、 
830-870nm の領域で、イネカルス細胞と体細
胞で大きく異なっていた。 
モニタリング中の変化量が最も大きい水の
第三倍音領域のアクアグラムを計算した
(720-780 nm)ところ、体細胞のほうは、成長
時間に従って明らかな傾向を示すのに対し
て、カルス細胞のアクアグラムは何らかの傾
向を示すことがなかった。 
この現象は以下のことを示唆している。イネ
カルス細胞、すなわち分化していない細胞に
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おいては、水の構造変化は重要な役割を果た
していない。一方、体細胞の成長過程すなわ
ち通常の植物の細胞においては、明らかな水
の構造変化の時間依存性を示す。 
イネ体細胞のスペクトル変化の傾向は、発達
の初期段階では、ゆっくりとレッドシフト、
すなわち水素結合の少ない水構造から水素
結合の多い構造へと変化し、次に逆のスペク
トル変化が起こるというものである。アクア
グラムのこうした違いは、イネ体細胞の発達
に応じて水構造スペクトルパターンの変化
が引き起こされていることを示唆している。 
④結論 
アクアフォトミクスと Vis/SW-NIR 分光と
の組み合わせで、イネカルスと体細胞の発達
における水構造の変化をモニタリングする
ことができた。アクアグラムから分化してい
ない細胞よりも体細胞のほうが、スペクトル
変化が大きいことが示され、細胞の発達過程
における生体内の水の構造変化に関する情
報を得ることができた。 
 
(2) プロバイオティクス菌株におけるプロ
バイオティック特性の識別評価 
①目的 
異なるプロバイオティック特性を持つバ
クテリア株の迅速な選別と評価にアクアフ
ォトミクスを応用できる可能性を調査する。 
②実験方法 
25 種類の Lactobacillus 株について、MRS
液体培地を用いて 37℃で 24 時間培養し、菌
株培養液の水スペクトルの変化を観察した。
測定には FOSS XDS OptiProbe Analyzer と浸
漬タイプのプローブを用いた。 
スペクトル解析は、多変量解析の手法により
行った。定量分析に主成分分析(PCA)と
OPLS-DA(Orthogonal Projection to Latent 
Structures Discriminant Analyses)を、定
性分析に PLSR を使用した。モニタリング中
の変化量が大きい波長のバンドを用いてア
クアグラムを作成した。 
③結果と考察 
多変量解析の結果、Lactobacillus 株のプ
ロバイオティクス性の有無を非常に正確に
分類することができた (100%) (図 2) 。 こ
の結果は、プロバイオティクス性の有無を評
価する従来手法である人工胃液耐性実験と
人工胆汁耐性実験の結果とよく一致してい
る。 
今回のモデリングにより抽出された水ス
ペクトルバンド(WAMACS)は、株間のプロバイ
オティクス性の違いが主に、自由水分子、水
の溶媒和シェル、プロトン化水、その他の構
造の水（水の溶媒和シェルとプロトン化水）
の存在が影響していることを示している。プ
ロバイオテクス菌株グループでは、他の２グ
ループと比較して、多数のプロトン化水の小
さなクラスター、自由水分子、弱い水素結合
をもった水クラスターが多いことが分かっ
た。それと対照的に、中間株グループには、

強い水素結合を持つ大きな水クラスターが
多数存在する。プロバイオティクス菌株グル
ープはまた、水・タンパク質相互作用領域に
大きな吸収帯を持つ。 
以上の結果から、溶液中に存在する様々な分
子・化合物は、周囲の水分子システムマトリ
ックスに影響を与え、水のバンド変化を引き
起こしながら存在しており、水はそれらの分
子鏡のような役割を果たすことが分かった。
これらのバンドは、株の表現型の分類と予測
を行うにあたって、細胞に存在する化合物の
重要性を示している。これは 多くの水和し
た有機成分の違い、あるいは細胞の内外の水
分子の構造の違いを示唆している可能性が
ある。 
このようにして、水構造によって与えられる
情報は、プロバイオティクス性の異なる
Lactobacillus 株の間の重要な違いを表して
いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 Lactobacillus 株の OPLS-DA1 モデル 
培養時間(11.4–12 h (n = 150)) 、波長領域
(1100–1850 nm)、プロバイオティクス株、中
間株、ノンプロバイオティクス株を識別:a.
スコアプロット、b.ローディングプロット 
 
④結論 
 NIR スペクトル分析により、バクテリアの
非常に正確な定量分析および定性分析がな
され、水のスペクトルパターンをプロバイオ
ティクス識別のバイオマーカーとして利用
できる可能性を示した。 
 
(3) プロバイオティクス菌株の成長ステー
ジ識別モデルの構築 
①目的 
アクアフォトミクスの、プロバイオティク
ス識別のバイオマーカーとしてのさらなる
可能性を追求し、バクテリアの成長ステージ
を識別するためのモデルを構築する。 
②実験方法 
 人工胃液耐性と人工胆汁耐性の耐久性能
の異なる５つのプロバイオティクス株と４
つ の ノ ン プ ロ バ イ オ テ ィ ク ス 株



（Lactobacillus 属）を使用した。実験の手
法については、(2)項と同様である。 
③結果と考察 
増殖曲線の4次微分係数に基づく典型的な
培養液増殖の Widdel’s model(Widdel 2010)
に従って、５つの増殖ステージを検出するこ
とができた。(図 3)  株の生理学的な状態を
正確に評価するために、バクテリアの成長サ
イクルの正確な識別は必要不可欠である。 
全培養時間のスペクトルを用いて PCA と 
SIMCA によりバクテリアの分類を行ったとこ
ろ、フリーな水分子 (Headrick et al. 2005)
と、プロトン化水分子に相当する波長で大き
な構造変化が見られた。これらの波長は、株
の分類において最も重要である。 
５つの増殖ステージについて SIMCA(Soft 
Independent Modeling of Class Analogy)解
析を行った結果、初期の対数増殖期
(exponential phase)においてLactobacillus
株のグループを正確に分類できた。 (図 4, 
phase III and IV) 
さらに Phase IV におけるアクアグラムを計
算した。(図 5) プロバイオティクス株(耐性
株)は吸光度とは逆に、1118.5～1198.5 nm の
水の第二倍音,結合音領域で高い値を示す。
1217.5～1224.5 nm では、中間株とノンプロ
バイオティクス株(敏感株)で高い値を示し
た。耐性株グループ、敏感株グループともに、
それぞれ、スペクトルパターンの似ている株
は性質が似ており、スペクトルパターンの異
なるものは似ていない傾向があった。中間株
はどちらかと言うと敏感株と傾向が似てい
る。 
アクアグラムに表示した波長(1160 nm およ
び 1168 nm)は、プロトン化水分子の特徴で
あり、[H+・(H2O)4,5] - H3O+の第二倍音の
対称及び非対称伸縮振動の非対称 OH 伸縮振
動によって表される。また、1217nm 付近のバ
ンドは水の第二倍音に帰属される。 
人間の消化管におけるプロバイオティク
ス性能の評価については、本実験とは異なる
様々なアプローチがなされてきた。従来法に
よる選定における欠点は、プロテオミクス、
ゲノミクスといったomicsアプローチにより
克服されてきた。我々は、新たに、アクアフ
ォトミクスが強力なツールであり、プロバイ
オティクスLactobacillus株の迅速な選定に
効果的に利用できることを示し、その非侵襲
的な方法論は、有力な候補株の迅速で包括的
な調査を可能にした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 Lactobacillus 株の増殖曲線 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 SIMCA 分類結果(1100–1300 nm,n = 2700) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 Lactobacillus 株の Phase IV における
アクアグラム 黒線(プロバイオティクス
株) 濃灰線(中間株)淡灰線(ノンプロバイオ
ティクス株) 
 
④結論 
1100-1300 nm の水の第二倍音,結合音領域の
自由水分子、非対称 OH 伸縮振動、プロトン
化水分子のバンドにおいて、株の耐性に関す
る有益な情報を得た。これらの違いは、異な
る細胞代謝物および他の化学物質の存在の
影響であり、あらゆるグループのバクテリア
株の表現型の参考となるものである。 
 
(4)総括 
本研究で植物とバクテリアの細胞を調査
したことで、NIR とアクアフォトミクスの組
み合わせは、近赤外線領域を網羅する水の全
ての倍音領域において、細胞およびその機能
性の識別、細胞の発達ステージの決定に最適
であることが示され、新しい生体計測技術の
確立に寄与することができた。今後の目標は、
バイオマーカーとなるスペクトルパターン
の波長マトリックスをより充実させ活用す
るために、水の特徴的バンドを正確に同定し、
分光器やデータ解析手法やソフトウェアと
いったアクアフォトミクスツールをさらに
発展させることである。それによってバイオ
テクノロジーおよび食品生産の場において、
単成分分析から、直接的な in vivo での機能
分析、定性分析への変革を大きく推進させる
ことになる。さらに科学分野においては、生
体の大部分を占める水の役割についての、新
しい現象理解に繋がるだろう。 
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