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抄 録
ラマン散乱分光法は，試料の前処理（固定や染色）を必要とせず，組織を構成する分子の分子振動を

通して，分子種や分子構造を推定できる手法である．そのため，従来は生体から組織を取り出し染色し
なければ細胞や間質といった組織情報が分からなかった状況から，ラマン散乱分光法を用いることによ
り，非侵襲かつ無標識に組織情報を取得できる可能性を持つ．従来，ラマン散乱光は微弱であるため，
撮像に非常に時間が掛かるという問題点があった．しかし，近年の安定なレーザーや高感度検出器の開
発，光学系の改良などによりフレッシュな組織のイメージングが可能なほど実用的な撮像速度となって
きており，次第にラマン散乱分光法を生体組織イメージングへ応用しようとする試みが行われてきてい
る．本稿では，ラマン散乱分光法を用いた末梢神経の選択的検出の試みおよび虚血性心筋症における心
筋組織イメージングを中心に，ラマン散乱分光法の組織イメージングへの応用について概説する．

キーワード：ラマン散乱分光法，無染色イメージング，組織イメージング，末梢神経，心筋組織．

Abstract

Ramanspectroscopygivesustheinformationofmolecularspeciesandstructureswithoutany
preparationsuchasfixationorstainingbyobservingRamanspectrathatreflectsmolecularvibrationsof
intrinsictissuemolecules.AlthoughconventionalRamanspectroscopytakeslongtimetoobtainanimage
duetolowefficiencyofRamanscattering,recentadvancesofthedevelopmentofstablelightsource,high-
sensitivityCCDcamera,andtheimprovementofopticalsetupenableshigh-speedRamanimagingenough
toobtainRamanimagesoffreshsamples.Inthisreview,weintroducerecentadvancesoflabel-free
histochemicalimagingbyRamanspectroscopy,especiallytheapplicationstotheselectivedetectionof
peripheralnervesandthetissueimagingofischemiccardiomyopathy.

KeyWords:Ramanspectroscopy,Label-freeimaging,Histochemicalimaging,Peripheralnerves,Heart
tissue.



は じ め に

RobertHookeが17世紀中頃に世界で初めて
光学顕微鏡を用いて細胞を観察して以降，光を
用いたイメージング技術は組織の構造や機能を
解析する上で欠かせないものとなった１）．特に
蛍光色素を用いた組織イメージングは，組織の
構造のみならず，特定の分子の空間分布を可視
化し，組織を構成する細胞や間質の構造的・機
能的関連性を明らかにできることから広く用い
られている．しかし，蛍光色素は導入のための
前処理（固定や蛍光色素分子の導入など）が必
要であり，得られた結果が観察している組織や
特定の分子の特徴を正確に示すものか，あるい
は蛍光色素の導入に由来する影響なのかを常に
考慮する必要がある．また，ヒトinvivo組織イ
メージングへの応用を見据えた場合，多くの蛍
光色素はその毒性のために用いることができな
い．そこで，組織を構成する分子固有の情報か
ら識別でき，蛍光色素を必要としないイメージ
ング手法の開発が求められている．
本稿では，蛍光色素を必要としない手法とし

て近年注目が集まっているラマン散乱分光法を
用いた無染色組織イメージング法について概説
する．ラマン散乱分光法は，可視～近赤外域の
光を組織に照射し，組織を構成する分子の分子
振動に依存した波長シフト（ラマン散乱光）を
計測する２‐５）．分子振動は，分子を構成する原子

の種類や結合の仕方によって鋭敏に変化するた
め，分子振動を反映した波長シフトスペクトル

（ラマンスペクトル）を解析することで組織中の
分子種や分子構造の推定を可能にする（図1）．
また，可視～近赤外光を用いることができるた
め，水の吸収などの影響を受けにくい．そのた
め，乾燥環境下にある組織切片のイメージング
のみならずウェットな環境下にあるexvivoある
いはinvivo組織イメージングも実現可能であ
る．以上のことから，従来は生体から組織を取
り出し染色しなければ細胞や間質といった組織
情報が分からなかった状況から，ラマン散乱分
光法を用いることにより，非侵襲かつ無標識に
組織情報を取得できるというのがラマン散乱分
光法による組織イメージングの特徴である．次
節より，ラマン散乱分光法を利用した組織イ
メージングの応用例について概説する．

末梢神経への応用

悪性腫瘍は日本人の死因の第一位であり，死
因の約3割を占める．その治療の柱のひとつと
して外科的摘出術が行われるが，その術中に温
存すべき末梢神経が摘出や損傷を受けること
で，術後に後遺症を残す症例が数多く報告され
ている６‐９）．摘出した組織中の細い末梢神経を可
視化するには通常の染色法を用いれば良い．し
かし，染色自体がヒトに対して有害であるた
め，術中観察に使用することはできない．その
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図1 ラマン散乱分光法



ため，現在術中に細い末梢神経を認識する技術
は存在せず，神経の位置は術者の解剖学的知識
や経験に頼らざるを得ない状況がある．
我々はラマン散乱分光法を用いれば，光を当

てるだけで特別な処理を必要としない新たな末
梢神経検出法を実現できると考えた．ラマン散
乱分光法により末梢神経を選択的に検出するた
めには，末梢神経に由来するラマンスペクトル
の特徴を抽出し，その特徴を持っていた場合は
末梢神経，そうでなければ他の組織であると判
断すればよい．
末梢神経は，大きく有髄神経，無髄神経の2

種類が存在する．有髄神経は，軸索周囲に脂質
を多く含むミエリン鞘が存在する．一方，無髄
神経はミエリン鞘が存在しない．図2に末梢神
経，およびその周囲組織の典型的なラマンスペ
クトルを示す１０）．ラマンスペクトルの違いは，
主に2850cm－１，2891cm－１，2932cm－１付近の強
度比の違いとして現れている．2850cm－１や
2891cm－１のラマンバンドはCH2伸縮振動とい
う分子振動に帰属され，CH2という分子構造を
複数持つ分子を多く含む組織（主に脂質）で強
く現れる．一方で，2932cm－１はCH3伸縮振動

に帰属され，主にタンパク質を多く含む組織で
強く現れる．即ち，脂質を多く含むミエリン鞘
が存在する有髄神経ではCH2伸縮振動のバン
ドが強く現れ，ミエリン鞘を持たず脂質の量が
相対的に少ない無髄神経ではCH3伸縮振動の
バンドが相対的に強く現れる．
一方，周囲の脂肪組織では有髄神経と同様に

強いCH2対称伸縮振動のラマンバンドが見ら
れる．これは，脂肪滴として蓄積されている脂
質の一種であるトリグリセリドに由来する．有
髄神経と比較した場合，脂肪組織のCH2伸縮振
動のラマンバンドはやや高波数側にシフトして
いる．この違いは，有髄神経のミエリン鞘（主
に phosphatidylethanolamineや sphingomyelin
など）と脂肪組織の脂肪滴（トリグリセリド）
に含まれる脂質分子の構造的な違いを反映する
と考えられる．また，線維性結合組織は，Ⅰ型
コラーゲンとほぼ一致したスペクトルを示して
いる．このことは，線維性結合組織が主として
Ⅰ型コラーゲンで構成されていることをラマン
分光学的に示す結果である．有髄神経，無髄神
経と比較した場合，線維性結合組織のCH3伸縮
振動のラマンバンドが大きく高波数側にシフト
している．さらに，血管中膜，骨格筋組織，お
よび無髄神経を比較した場合，血管や骨格筋の
CH2伸縮振動のラマンバンドが非常に弱い事が
わかる．これは，無髄神経中に含まれる脂質

（軸索膜やシナプス小胞など）の相対量が血管や
骨格筋よりも多いことを示している．
このように，ラマンスペクトルを詳細に解析

することで，分子構造の違いを元に末梢神経の
ラマンスペクトルの特徴を抽出することができ
た．これらのラマンスペクトルの特徴から，各
組織の識別を行う．図3に有髄神経，無髄神経，
およびそれらの周囲組織を識別した一例を示
す．試料はWistarラットの肋間神経（有髄神経）
と迷走神経（無髄神経）である．各組織の識別
には，スペクトル解析法の一種である最小二乗
解析を適用した．これは，組織から得られるラ
マンスペクトルを主要構成成分（有髄神経，無
髄神経，結合組織，脂肪組織，骨格筋組織，血
管）のスペクトルの線形和で表せると仮定し，
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図2 末梢神経およびその周囲組織のラマンスペクトル１０）．
MN，有髄神経（肋間神経）；UMN，無髄神経（迷
走神経）；FCT，線維性結合組織；VB，血管；M，
骨格筋組織；AT，脂肪組織．



最小二乗法により推定した各比例定数から各組
織を識別する方法である．肋間神経および迷走
神経ともに，各組織に対する比例定数プロット
とHE染色像で確認した組織とがよく一致して
いることがわかる．また，ヒト前立腺周囲組織
へ応用した例を図3cに示す．例で示している
前立腺周囲組織の神経束には，有髄神経と無髄
神経が混在している．そのため，比例定数プ
ロットでも，神経束中に有髄神経と無髄神経が
混在している様子が見られる．このように，ラ
マン散乱分光法を用いることで，組織を構成す
る分子種を元に末梢神経を選択的に検出するこ
とが可能であることがわかる．
また，計測対象が神経であることがわかって

いる場合，CH2伸縮振動のラマンバンドの強度
プロットを行うことで，ミエリン鞘を可視化す
ることができる（図4）．Fuらは，前述のラマ
ン散乱分光法あるいは非線形光学を援用し高速
なイメージングを可能とした非線形ラマン散乱
分光法を用いて，脱髄性疾患の計測を行なって
いる１１）．さらに，光の偏光依存性を援用すると，
ミエリン鞘中の脂質が正常に整列しているか，
あるいは異常な配列をしているかを可視化する
ことができる．即ち，物質的な空間分布のみな
らず，分子異常による構造的なミエリン鞘の欠
陥も視覚化することができることを示してい
る．
以上のように，ラマン散乱分光法を用いるこ
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図3 末梢神経および周囲組織のラマンイメージング１０）．（a）Wistarラットの肋間神経，（b）Wistarラットの迷走神
経,（c）ヒト前立腺周囲組織．



とで，有髄・無髄神経を選択的に可視化するこ
とができ，今までにない無染色・非侵襲的な新
たな末梢神経診断法を提供することができると
考えられる．

心筋組織への応用

生活習慣の欧米化等により，近年我が国にお
いても虚血性心疾患が急増しており，虚血性心
筋症の治療成績を向上させることは重要な課題
となっている．虚血性心筋症の外科治療，特に
左室形成術を的確に行い患者の心機能を回復さ
せるためには，心筋バイアビリティ（虚血障害
心筋が血行再建によって機能を回復出来る能
力）の評価が必須である．しかし，心筋バイア
ビリティをinsituで測定する方法はまだない．
臨床において心筋バイアビリティ評価は，核磁
気共鳴断層法，心筋シンチグラフィなどを用い
て行われている１２）１３）．しかし，これらは術中に
insituで測定することが出来ず，外科医はおお
まかな切除範囲の全体像を自らの中で再構築し
手術に挑まざるをえない．結果として，切除範
囲の最終的な決定は外科医の経験に基づいて行
われている．
これらを解決するためにも，なんら前処理を

することなく，光を当てるだけで分子イメージ
ングが可能なラマン散乱分光法が有効であると
考えられる．心筋バイアビリティを診断するた

めには，正常な心筋細胞と心筋梗塞を起こし線
維化した組織を判別する必要がある．これは，
共鳴ラマン散乱分光法を援用することで，解決
することができる１４）．図5に正常心筋と線維化
した組織のラマンスペクトルを示す．
共鳴ラマン散乱とは，測定物質の吸収波長と

同じ励起光を用いることでラマン散乱光強度が
著しく増大する現象をいう３）１５）．共鳴ラマン散
乱分光法を用いることで，様々な分子で構成さ
れた組織から，特定の光吸収を持つ分子のラマ
ン散乱光のみを強調して取得することが可能と
なる．心筋組織の場合，532nmの励起波長を用
いることで，正常な心筋細胞内に豊富に含まれ
ているcytochromecに由来するラマンバンド

（751cm－１，1130cm－１，1582cm－１）が非常に強
く強調される１６‐１８）．また，線維化した組織は主
にⅠ型コラーゲンからなる．これは，前節と同
様にⅠ型コラーゲンの純物質のラマンスペクト
ルとの比較から，線維化組織と判断することが
できる． これらのスペクトルの特徴をより精
度よく抽出するためには，スペクトル解析法が
キーポイントとなる．前述のスペクトルの線形
和仮定に基づいた最小二乗法による手法のみな
らず，様々なスペクトル解析法が提案されてい
る１９‐２１）．スペクトル解析法の一種である主成分
分析を用いて正常心筋と線維化組織の識別を
行った結果を図5に示す１４）．主成分分析では，
得られたスペクトルをいくつかの線形独立なス
ペクトル（主成分スペクトル）へ分解する．こ
れら主成分スペクトルを詳細に解析すること
で，例えば正常心筋と線維化組織を計測した場
合，第2主成分スペクトルの正のラマンバンド
は正常心筋中に含まれるcytochromec，負のラ
マンバンドは線維化組織中のⅠ型コラーゲンに
関連している事がわかる．そのため，主成分ス
ペクトルの係数（主成分スコア）をプロットす
ることで正常心筋と線維化組織を識別すること
ができる．また，正常心筋と血管を計測する
と，第2主成分スコアプロットでは，正値が血
管を，負値が正常心筋を表している．さらに，
第3主成分スコアは，酸化および還元型ヘモグ
ロビンの分布，即ち動脈と静脈の分布を示して
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図4 ミエリン鞘のラマンイメージング（2850cm－１の
強度プロット）



いる．このように，好適なスペクトル解析手法
を適用することで，ラマンスペクトルに含まれ
るより細かな組織の特徴を抽出し，イメージン
グすることが可能となる．
以上のように，ラマン散乱分光法を用いるこ

とで，心筋バイアビリティ評価に重要な正常心
筋と線維化組織の分布，さらには動脈や静脈の
走行も非侵襲的に可視化することができる．こ
れらは，従来の外科医の経験や勘といった曖昧
さを無くし，科学的根拠に基づく心臓外科手術

の標準化，治療成績の飛躍的な向上につながる
と考えられる．

ま と め

以上，ラマン散乱分光法を用いた無染色組織
イメージングの例を示してきた．その他にも，
まだ研究レベルではあるが，アテローム性動脈
硬化症患者の冠動脈組成診断４），乳がん診断２２），
脳腫瘍診断２３）などへの応用も報告されており，
ラマン散乱分光法を用いた組織診断の可能性が
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図5 正常心筋組織，梗塞巣および動静脈のラマンイメージング１４）．
（a）正常心筋組織，線維性結合組織のラマンスペクトル．（b）正常心筋組織と繊維性結合組織の主成分分析ラ
マンイメージング．（c）正常心筋と動静脈の主成分分析ラマンイメージング．CM，ラット心筋細胞．FT，線維性
結合組織．CN，コラーゲン．BV，動静脈．Oxy，動脈．Deoxy，静脈．



示されている．
10年ほど前までは，非常に微弱なラマン散乱

光を高感度に検出するすべがなく，ラマンイ
メージングにおける撮像速度が実用的ではな
かった（従来法では1イメージあたり1時間～
24時間ほどかかった）．しかし，2000年代に入
り，安定した光源や高感度検出器の登場，検出
光学系の工夫により撮像速度が実用的（数分～
数十分）となってきた．さらに，非線形光学な
どの光学技術の発展から，ビデオレート（1イ
メージあたり33ミリ秒）でラマン散乱光を取得
できる技術（コヒーレント反ストークスラマン
散乱分光法や誘導ラマン散乱分光法など）も開
発されている２４‐２７）．また，市販のラマン分光シ
ステムが簡単に手に入るようになってからは，

癌や皮膚組織も含めて様々な組織のラマンスペ
クトルのデータベースが少しずつ増えている．
繰り返すが，ラマン散乱分光法は，試料への
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