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研究成果の概要（和文）：ラマン顕微鏡はレーザー光を対象物に照射して，得られる反射光を解析することによ
り，対象物の組成（タンパク質，脂質，DNAなど）を明らかにする装置である．我々は，レーザー光の強度を極
限まで下げながら，得られる反射光の解析により，対象物である眼組織の組成を明らかにする顕微鏡の開発に取
り組み，臨床的な応用について検討した．
その結果，角膜及び網膜の層構造を明瞭に区別することができる顕微鏡の開発をすることができた．さらに角膜
にコレステロールが沈着する高脂血症マイスにおいても，角膜におけるコレステロールの役割について明らかに
することができた．

研究成果の概要（英文）：Raman microscope is used to obtain the molecular composition of target 
organs including lipids, DNA, and proteins in non-invasive manner. We have developed a microscope to
 visualize the licalization of lipids, proteins, and DNA in retina and cornea. We also have revealed
 the accumulation of cholesterol in genetically-modified mice.
In this way, we have revealed the scientific basis of new microscope to visualize the molecular 
composition of the target organ.

研究分野： 眼科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
眼科学領域において頻用される細隙灯顕微鏡や光干渉断層計は，眼組織に光を照射して，その吸収具合をもとに
疾患を推定する装置である．しかしながら，組織における光の吸収具合と，異常な光の吸収をもたらす原因の間
には大きな乖離があった．
我々はラマン顕微鏡を改良することにより，光の吸収具合だけではなく，その散乱光を解析することにより，異
常な組織における脂質・タンパク質・核酸の局在をも明らかにすることができるようになった．今後の研究によ
り，ラマン顕微鏡の有用性を活用する臨床応用機器が開発されることと思われる．本研究は世界に先駆けてラマ
ン顕微鏡を眼科領域に応用する足がかりを得ることができたと確信する．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
医学領域において，画像診断の重要性は増しつつある．眼科領域においても細隙灯顕微鏡や
眼底検査のような従来の画像診断だけではなく，光干渉断層計を用いた組織の断層画像が
活用されるようになり，眼科診療を一変させている．しかしながら，光干渉断層計は物質の
光の反射の違いを白黒の画像に変換したものであり，どのような物質が存在するかの情報
は得られない．しかし，正常組織に物質が異常沈着した際に，それが細胞なのか，液体なの
か，脂質なのかを判断することも大切である．我々は非侵襲的に組織においてどのような物
質が存在・沈着しているかを明らかにする新たな診断装置の開発に取り組んだ．その手段と
してラマン顕微鏡に着目した．ラマン顕微鏡は物質にレーザーを照射して，その散乱光を観
察して，もともとの入射光とは異なる波長の光（Anti-Stokes 散乱および Stokes 散乱）の
波長を解析することにより物質の組成を明らかにする手法である． 
 

 
 
 
 
２．研究の目的 
ラマン顕微鏡は，非侵襲的に対象の物質中に存在する様々な生体分子（蛋白質・脂質・核酸）
を可視化させる装置である．ラマン散乱のシグナルは微弱なために，ラマン顕微鏡の生体へ
の応用は進んでいない．われわれは，ラマン散乱を最大限にまで高めるコヒーレント反スト
ークスラマン散乱の原理を応用することにより，細胞レベルから ex vivo 組織レベルに至る
まで，非侵襲的にプローブによる標識を行うことなく，様々な生体分子を可視化させること
に成功している．本研究では，ラマン顕微鏡の臨床応用に向けた機器の基礎開発および in 
vivo の組織観察を可能とするラマン顕微鏡の開発を行う．まずは正常及び疾患を有する ex 
vivo 組織におけるラマン顕微鏡像を得る．次にコヒーレント反ストークスラマン散乱を用 
いた顕微鏡の改良とともに，病的な組織における異常沈着物質の組成を明らかにすること
を目的とした．  
 
 
 
３．研究の方法 
筑波大学眼科（加治優一）と筑波大学数理物質科学研究科および九州大学理学部（加納英明）
は共同でラマンバイオイメージングセンターを立ち上げた．このセンターを基盤として，ラ
マン顕微鏡の開発と臨床応用の両輪をすすめることができる．臨床応用に向けた生体/組織
の観察結果は，次世代のラマン顕微鏡の改良に必須であり，逆にラマン顕微鏡の改良に伴い
生体/組織のラマン顕微鏡画像の可能性が広がることとなる．  
1．正常の組織を対象としたラマン顕微鏡による観察：正常の角膜，結膜，水晶体，網膜，
硝子体におけるラマン画像ライブラ リーを作成することで，正常組織における生体機能分
子（蛋白質，脂質，核酸）の局在を 3 次元的に明らかにする．  
2．病的組織を対象としたラマン顕微鏡による観察：角膜ジストロフィ，角膜脂肪沈着，角
膜アミロイド沈着疾患，白内障，加齢黄斑変性症モデル動物眼より ex vivo組織を摘出して，
ラマン顕微鏡における生体機能分子の局在を同定する．  
 
 
 
４．研究成果 
眼科領域では角膜・結膜・水晶体・網膜・強膜の各組織におけるラマン顕微鏡像を得ること
ができた．それぞれの組織において細胞核・細胞外マトリックス（主にコラーゲン）・細胞
膜を明瞭に区別する断層像を得ることができ，画像ライブラリーを構築することができた
さらに，甲状腺・副腎・動静脈のラマン顕微鏡像を得ることができた． 
病的な角膜組織としては，ApoE ノックアウトマウスに伴う高脂血症によって角膜周辺部に



生じる混濁である老人環の観察を行った．正常角膜の実質には I 型コラーゲンを中心とす
る細胞外マトリックスが規則正しく配列しているものの，老人環においてはコラーゲンの
配列が乱れるとともに脂質の異常沈着を観察することができた．角膜において異常な脂質
の沈着を非侵襲的に検出することができれば，動脈硬化や高脂血症の補助診断となりうる
と考えられた． 
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