
光が分子に散乱される場合，大部分は入射光
と同じ波長を持つレイリー散乱光（光と分子の

間でエネルギー移動がない）である．しかし，わ
ずかに入射光と波長が異なる散乱光（光エネル
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光が分子に散乱される場合，その大部分は入射光と同じ振動数を持つレイリー散乱光であるが，わず

かに入射光と振動数が異なる散乱光が観察される．これがラマン散乱光である．ラマン散乱光は，生体
分子の分子振動に依存して波数シフトが見られ，波数シフトを分析することにより，生体に含まれる分
子の解析が可能となる．ラマン顕微鏡は可視光～近赤外光を光源として用いることができるため，水分
子の影響を受けにくく，非標識・非破壊的に生体組織を解析しうる．本稿では，ラマン顕微鏡の原理と
医学・病理学への応用について自験例を中心に解説する．
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Abstract

Whenlightisscatteredbymolecules,themajorityisRayleighscatteredlighthavingthesame
frequencyastheincidentlight.However,scatteredlightslightlydifferentinfrequencyfromtheincident
lightisalsoobserved.ThisisRamanscatteringlight.AwavenumbershiftisobservedintheRaman
scatteredlightdependingonthemolecularvibrationofthemoleculesincellsandtissues.Itispossible
toobtaininformationonmoleculescontainedinthelivingtissuesbyanalyzingthewavenumbershift.
SincetheRamanmicroscopycanusevisiblelighttonearinfraredlightasalightsource,itishardly
affectedbywaterabsorption,andunlabeledandnondestructiveanalysisonlivingtissuesisfeasible.In
thispaper,wediscusstheprincipleofRamanmicroscopyanditspossibleapplicationtomedicineand
pathologybasedonourfindings.
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ギーの一部が分子に移動）が観察される．これ
がラマン散乱光である（図1）１）２）．ラマン散乱光
は，1928年にSirChandrasekharaVenkataRaman
により初めて観察され，CVRamanは1930年に
ノーベル物理学賞を受賞している．
ラマン散乱光は，生体分子の分子振動に依存

して励起波長から波数がシフトする．波数とは
単位長当たり波が幾つ含まれるかを表す数であ
り，波長λであるなら，波数k=1/λである．
振動分光分野においては波長のかわりに波数が
一般的に用いられる．ラマン散乱光においてそ
の波数シフト量は分子構造に固有で，測定され
たラマン散乱光の波数シフト（ラマンシフト）
を分析することにより，生体に含まれる分子の
同定が可能である．励起光との波数差をx軸
に，強度をy軸に描画したものをラマンスペク
トルと呼び，x軸からは分子振動の情報，y軸か
らは分子の濃度情報が得られる３‐１０）．
ラマン分光法は，励起光として可視～近赤外

光を使用可能で，水分子の影響が少ない．その
ため，乾燥した組織切片の測定のみならず，生
理的な環境下にある湿潤な細胞・組織のイメー
ジングも可能である．従って，ラマン分光法は
生体分子情報を非標識・非破壊的に計測しうる
方法である．本稿では，ラマン顕微鏡の原理と
医学・病理学への応用について自験例を中心に
解説したい．

ラマン顕微鏡の原理

ラマン顕微鏡は通常，点照明およびステージ
スキャンのシステムを装備する．対物レンズに
より集束された励起光スポットは，試料平面上
の点毎に走査され，画像取得時間は，1点当た
りの露光時間，走査速度，取得スペクトル数に
依存する．
ラマン顕微鏡では，ラマンスペクトルの空間

分布情報を取得するが，ラマンイメージデータ
は，試料各点のスペクトルを有するハイパース
ペクトルイメージデータであり，観察試料の
（x,y）座標，波数，スペクトル強度の4次元情
報を有する（図2）．従って，観察したい目的の
波数を決め，その波数におけるラマン散乱光の

強度マッピングを行うことでラマンイメージを
構築できる．また，xy平面上の任意の点を選択
するとその点でのラマンスペクトルを知ること
ができる．
ラマン顕微鏡は，光源，発生した散乱光を分

光するための分光器，分光した散乱光を検出す
る検出器から構成される．光源は通常固体レー
ザーが用いられるが，励起光の波長を基準とし
てラマンスペクトルを決めるため，励起光は安
定な単波長であることや，ラマン散乱光を十分
発生させるために高強度光源であることが求め
られる．波数分解能を高くするために光源のス
ペクトル幅が狭いことも必要である．分光器の
回折格子には多数の溝があり，溝の本数が多い
ほどスペクトル分解能が高くなる．微弱なラマ
ン散乱光を捉えるには，感度の高い検出器が必
要で，検出器の量子効率は波長により変化する
ため，光源の波長，測定する波数領域に合わせ
た選択が必要である．可視光光源を用いる場
合，冷却CCD検出器が使用されることが多い．
また，顕微鏡は正立型でも倒立型でもよいが，
高い空間分解能，十分なラマンシグナルを得る
ために大きな開口数を有する対物レンズを選ん
で測定することが多い．
ラマン散乱光の強度はレイリー散乱光の強度

と比べて10－６程度と非常に弱いため，従来ラマ
ン顕微鏡の撮像速度は非常に遅く，一枚の画像
を取得するのに数時間かかることも珍しくな
かった．近年，光学部品／フィルタの改良等に
より，ラマン画像の取得時間が改善されつつあ
るが，より撮像速度を速めるために，スリット
走査共焦点ラマン顕微鏡が開発された１１‐１３）．こ
の顕微鏡は，ライン状照明とスリット走査のシ
ステムにより高速なラマンイメージングを実現
している．ライン照明によって試料上の線状の
領域から発生したラマン散乱光は，ライン状空
間情報を有する複数点（数百点）からの個々の
ラマンスペクトルとして同時に検出される．ス
リットは，焦点外の平面からのラマン散乱を除
去し，3次元空間分解能と画像コントラストを
改善する．すなわち，ライン状のレーザービー
ムをビームと平行に走査して，試料中のラマン
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スペクトルの2D分布マップを取得する．ス
リット走査共焦点ラマン顕微鏡の画像取得時間
は，従来のラマン顕微鏡の画像取得時間より
100倍程度短くなっている．

医学・病理学への応用

ラマン顕微鏡計測は，原理的には1細胞，1小
器官レベルでの分析が可能で，病態解析，診断，
再生医療，薬剤活性の評価等への応用が期待さ
れてきた．しかし，従来のpointilluminationand
pointdetection方式のラマン顕微鏡は撮像ス
ピードが非常に遅く，生体組織分析にはほとん
ど使われていなかった．
我々は約10年前よりスリット走査共焦点ラ

マン顕微鏡を用いて虚血性心疾患の研究を行
い，1細胞レベルの正常・梗塞心筋を非標識で
イメージングできることを初めて報告した１４）１５）．
我々は，微弱であるというラマン散乱光の弱点
を克服するため，532nmの励起光を選択するこ
とで非共鳴に比べ10３倍程度強い共鳴ラマン散
乱効果を利用した．ラット冠動脈左前下行枝結
紮モデル心（2日後，5日後，21日後）および
正常ラット心の非染色薄切切片をラマン顕微鏡
で観察したところ，健常心筋細胞，凝固壊死心
筋，肉芽組織，瘢痕組織のラマンスペクトルは
大きく異なっていた（図3a）１６）１７）．すなわち，正
常心筋は，750cm－１，1130cm－１を中心に多数の
ラマンピークがみられ，これらは還元型シトク
ロムの共鳴ラマンピークと一致していた．凝固
壊死心筋のスペクトルは，健常心筋で見られた
還元型シトクロムのラマンピーク（750cm－１）が
減弱していた．これは壊死心筋におけるシトク
ロムの減少を反映するものと考えられた．肉芽
組織のラマンスペクトルを測定すると，1306cm－１

のラマンピークが目立ち，ヘモグロビンのラマ
ンピークと考えられた．これは肉芽組織におい
てdenovoでヘモグロビン分子が生成されると
いう報告に合致していた．梗塞瘢痕のラマンス
ペクトルは，I型コラーゲン分子のラマンスペ
クトルと一致していた．また，取得したラマン
スペクトルを部分最小二乗法判別分析で解析す
ることで，健常心筋と凝固壊死心筋，肉芽組織

を高い感度・特異度（95.3％～99.3％，96.5％～
99.5％）で非標識識別可能であり，ラマン画像
を取得できた（図3b）．
ラマン顕微鏡により心筋梗塞巣の組織学的変

化を非標識で分析できる可能性が示唆された
が，凝固壊死に陥る前の超急性期の虚血心筋を
検出可能かについては充分知られていないため
実験を行った．虚血誘導前後のLangendorff灌
流ラット心の心膜下心筋のラマンスペクトル
（532nm励起）を測定したところ，還元型シトク
ロムを反映するラマンピーク（750cm－１，1127
cm－１）は虚血誘導後すぐに増強した（図4a,b）１８）．
このスペクトル変化は，ミトコンドリアのシト
クロムcの酸化還元状態を主に反映すると考え
られ，テトラメチルローダミンエチルエステ
ル，トリフェニルテトラゾリウムクロリドによ
り測定されたミトコンドリア膜電位変化や代謝
活性変化に比し早期に検出できた．ラマン顕微
鏡は，通常の組織学的検索では捉えるのが困難
な超急性期虚血心筋もミトコンドリア機能に基
づいて非標識的に分析可能であり，更なる研究
を続けている．
前立腺，直腸の術後合併症には，温存すべき

末梢神経が切断されることによる生じる排尿障
害などがある．細い末梢神経は肉眼では見分け
にくく，術者が末梢神経の走行を詳細に確認し
ながら手術することは困難である．我々は，前
処置不要な末梢神経術中検知法の創出を目指し
て，ラマン顕微鏡を用いて原理検証実験を行っ
た１９）２０）．末梢神経（有髄・無髄神経）およびそ
の周囲組織（線維性結合組織，脂肪）をヒト前
立腺周囲組織から採取し，凍結薄切標本作成後
にラマン顕微鏡計測を行った（図5）．各組織の
ラマンスペクトルは，高波数領域（2850cm－１，
2891cm－１，2932cm－１）で顕著な違いが見られた

（図5b）．有髄神経は脂質豊富な髄鞘を持つが，
CH2伸縮振動のラマンピーク（2850cm－１，2891
cm－１）が強く，髄鞘を持たず脂質が少ない無髄
神経はCH3伸縮振動のラマンピーク（2932cm－１）
が強調されていた．最小二乗法により推定した
各比例定数を用いて作成したラマンイメージは
組織像とよく相関しており（図5a,c），ラマン顕

ラマン顕微鏡法 823



824 原 田 義 規

図1 ラマン散乱分光．ラマン散乱光は，光を分子に入射したときに入射光とは異なる
振動数で観察される散乱光で，分子固有の分子振動に依存して波数がシフトする．
ラマン散乱光を分光し，分析することで，分子の同定が可能となる．

図2 ラマンイメージ．ラマン顕微鏡では，観察対象物のx,y平面上のピクセル毎にラマンスペクト
ルを測定する．取得したデータは，位置情報（xy情報）とスペクトル情報を有したいわゆるハイ
パースペクトルイメージデータとなる．例えば，観察したい波数（a），（b），（c）において，その
波数におけるラマン散乱光の強度マッピングを行い，ラマンイメージを作成することができる．

図3 ラマン顕微鏡による心筋梗塞イメージング
（a）正常心筋（normal），凝固壊死心筋（necrosis），肉芽組織（granulation），梗塞瘢痕（fibrosis）
のラマンスペクトル．ラット心を用いて検討．（b）梗塞境界部のラマンイメージング．ラマンスペク
トルを取得し，部分最小二乗法判別分析で解析し画像化した（左）．HE染色（右）．タイロード液で血
液をwashout後にラット心筋梗塞巣を観察．Scalebar=50μm．532nm励起．（文献16より転載）
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図4 虚血誘導前後のLangendorff灌流ラット心のラマ
ンスペクトル．
（a）虚血誘導していないLangendorff灌流ラット心
の心膜下心筋のラマンスペクトル．750,1127,1587,
1640cm－1を中心に多数のラマンピークがみられる．
（b）虚血誘導前後のLangendorff灌流ラット心の心
膜下心筋のラマンスペクトルの経時的変化．コント
ロール群（虚血誘導なし），虚血プレコンディショニン
グせずに虚血誘導した群，虚血プレコンディショニン
グ後に虚血誘導した群を示す．750,1127cm－1のラマ
ンピーク（還元型シトクロムを反映）は虚血誘導後す
ぐに増強した．532nm励起．（文献18より転載）

図5 ヒト前立腺周囲組織のラマンイメージング．（a）前
立腺周囲組織のHE染色像．（b）末梢神経（有髄神
経myelinatednerve，無髄神経unmyelinatednerve）
およびその周囲組織（線維性結合組織fibrouscon-
nectivetissue，脂肪組織adiposetissue）のラマンス
ペクトル．（c）ラマンイメージ．（a）のボックス内
のラマンスペクトルを測定し画像化した．Scale
bar＝100μm（a），30μm（c）．（文献19より転載）

図6 ファイバーバンドルとマイクロレンズアレイを有するラマン分光計測機器．
標本上の32点のラマンスペクトルを同時に取得可能である．（文献21より転載）



微鏡を用いて末梢神経を無染色で鑑別すること
が可能であった．
この結果に基づき，我々は多点ラマン散乱計

測技術を利用した末梢神経検知法を開発した．
ラマン散乱光による末梢神経検知を手術応用し
ようすると，一定の広さの術野に分布する末梢
神経の走行をごく短時間で可視化する必要があ
るため，ファイバーバンドルとマイクロレンズ
アレイを有するラマン分光計測機器を作製した

（図6）２１）．これにより，ラット摘出末梢神経，骨
格筋組織，結合組織からなる標本上の32点のラ
マンスペクトルを5秒で取得できた．取得した
スペクトルを主成分回帰，判別分析したとこ
ろ，末梢神経を感度85.8％，特異度96.0％で同
定できた．また，明視野画像とラマンスペクト
ル情報を組み合わせるアルゴリズムを構築し検
討すると，感度96.2％，特異度99.2％で末梢神
経を検知できた．今後，より広い視野を観察可
能な，ユーザーフレンドリーなラマン分光計測
機器を構築し，非標識・非破壊的な末梢神経術
中検知法を創出していきたいと考えている．
ラマン顕微鏡を生体分析に応用する際の今後

の課題として以下のような点が考えられる．ラ
マン分光法は取得できる情報が複雑かつ多元的
なため，細胞や組織の状態を評価するのがしば
しば困難である．そのため，ラマンスペクトル
から重要な特徴量を効率良く拾い上げ，同定可
能な手法を開発する必要がある．細胞状態の情
報は高次元スペクトル空間では非線形に存在す
るため，従来使用されている線形主成分分析に
よる次元削減では，貴重な情報を損なう可能性
がある．また，ラマンイメージはシグナル／ノ
イズ比（S/N）が低いため，長時間露光により
S/Nを高めているが，露光時間が長くなると細
胞が光酸化を起こしダメージを受ける．そのた
め，S/Nが低い条件下でも目的に応じた精度で

特徴量を抽出でき，得られた情報を実時間でラ
マンイメージングに活かせるような高速イメー
ジング手法の構築が必要である．

ま と め

ラマン散乱光は信号強度が非常に弱く測定は
難しいが，得られる情報量は比較的多く，生体
組織を非破壊的に測定可能である．ラマン顕微
鏡は，生きている試料を遺伝子導入等の前処理
を行わずにイメージングし，創薬や再生医療へ
の再利用を可能とする，ほぼ唯一の分子計測法
であろう．S/Nの低いラマンイメージから有用
な情報を効率よく抽出するためには，従来の主
成分分析などの解析技術だけでなく，情報科
学・統計数理手法を応用した新たな特徴量抽出
技術の開発が必要である．近年，ラマン散乱光
を高速に取得可能な非線形光学顕微鏡（誘導ラ
マン散乱顕微鏡２２）（stimulatedRamanscattering
microscopy:SRSmicroscopy）やコヒーレント反
ストークスラマン散乱顕微鏡２３）（CoherentAnti-
StokesRamanScatteringmicroscopy:CARS
microscopy））やラマンイメージングに有用なプ
ローブ２４）の開発も進んでいる．更なる技術開発
によって，ラマン顕微鏡が医学・生物学者に将
来身近な存在になることを期待している．
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