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研究の概要
本研究では、生体試料を急速凍結し、低温下で無標識・高感度にラ

マン観察を行う「クライオ - ラマン顕微鏡」を開発した。従来、生体分
子由来のラマン散乱光は微弱で、レーザー光による試料損傷や観察中
の変化により、信号対雑音比や分解能、観察視野が大きく制限されて
いた。本手法は、試料を -185度付近で急速凍結固定し、試料の構造・
化学状態を保持したまま長時間安定観察を可能にする。これにより、
高分解能・高 S/N 比・広視野で細胞や生体組織内の分子を詳細に分光
分析することが可能となった。

 ▍ 研究の背景と結果
従来、ラマン顕微鏡は生体試料内分子の分布や化学状態を非侵襲的

に可視化できる有望なツールとして注目されてきた。しかし、生体分
子から得られるラマン散乱光は極めて微弱であり、その高感度検出に
は強いレーザー照射が必要となる。この過程で試料はしばしば光損傷
を受け、構造や化学状態が変化し、観察精度が低下してしまう。また、
生体試料は水分や揮発性成分を含むため、観察中の脱水や分子再配置
など経時変化が起こりやすく、正確な分子マッピングが難しかった。
試料を化学固定して動きを抑える方法も一般的だが、その過程で分子
本来の化学状態が変質する問題が残る。このような課題により、生体
試料におけるラマン観察は、分解能、信号対雑音比、観察可能時間な
どで限界があった。

本研究では、これらの問題を一挙に解決する手段として、「クライオ -
ラマン顕微鏡」の開発に成功した。本手法では、液体寒剤を用いて約
-185度の極低温下で試料を急速凍結固定する。この操作により、生体
試料内の分子は、細胞内環境をほぼそのまま反映した状態で凍結され、
動きを停止する。これにより、観察中に分子が拡散したり構造変化を
起こしたりすることが大幅に抑制される。また、低温状態そのものが
試料の光損傷を軽減し、より強いレーザー出力や長時間の照射が可能
となった。

我々は、開発したクライオ - ラマン顕微鏡を用いて細胞や組織を観察
し、従来手法に比べて約8倍明るいラマン信号が得られることを確認し
た。さらに、長時間安定的な観察が行えるため、これまでは捉えきれ
なかった分子種やその分布、分子の酸化還元状態などの微細な違いを、
より高い空間・スペクトル分解能で可視化することにも成功した。様々
な刺激下の細胞や組織内で起こる分子状態変化を初めて分光イメージ
ングとして示すことが可能になり、ラマン顕微鏡によるバイオイメー
ジングの新たな可能性が大きく拓かれた。

 ▍ 研究の意義と将来展望
本成果により、低濃度で存在する生体分子や、瞬時に変化する生命

現象を高精度な分光画像として取得できる道が開かれる。これまで困
難であった生化学反応の一瞬を「凍結」して観察し、分子の酸化還元
状態など、生命活動の化学的な振る舞いに迫る解析が可能となる。また、
凍結保存された細胞の非破壊評価や新規薬剤の作用メカニズム解明など、
基礎医学 / 生物学・医療・薬学応用も期待される。このクライオ - ラマ
ン顕微鏡は幅広い生命科学研究の発展を促し、持続可能な医療・バイ
オ産業の推進や SDGs 達成にも寄与する先端的イメージング技術基盤
として大きな役割を果たすと期待される。
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図1 急速凍結固定された HeLa 細胞（ヒト子宮がん細胞）の高信号対雑音比、広
視野ラマン観察画像。観察時間は約10時間。画像中の緑色、赤色、青色はそれぞ
れシトクロム （750 cm-1）、脂質 （2850 cm-1）、タンパク質 （2920 cm-1）の分
布を示す。

図2 開発したクライオ - ラマン顕微鏡の試料周辺図。細胞を培養したカバーガラ
スを試料マウント上に設置し、金属板を接触させる（左）。寒剤投入口と金属板
の穴を通り寒剤が試料に接触し、試料を急速凍結固定する。金属板内のヒーター
と液体窒素循環により試料の温度が制御される（右）。
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