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3S｛2aO5　　ラ マ ン 分光 イ メ
ージン グに よる単一細胞生活性 の

　　　　　　　in　vivo 非 侵襲分 子 レベ ル解析

　　　　　　 ○濱口 宏夫

　　　　　　　〔東大院
・
埋
・化学〕

3S12aO6　　Microcavity　array を用い た細胞集積化技術と単
一

　　　　　　　細 胞解析 へ の 応用

　　　　 　　 o 松永 是

　　　　 　　　（東農工 左・工 ・生命工 ）

物理化学 と生命

SchrOdingerは 且944年 に 出版 され た 「Whar　is　life．と題 する小 編の 書 き出

しで 「生 命体 の 中で起 こ る時 空間 的 事象 は物埋 と化学 に よ っ て ど う説 明 さ

れ る の だ ろ うか 」 と述 べ て い る。物 理 と化 学 の論 理 で 明快 に説明 で き る 可

能 性 が 高い の は 、分
．
子か ら最 も近 い 階層 に あ り、か つ 生 命の最小 学位 であ

る 細胞中の 生 命事象で あ ろ う。本講演 で紹 介 す る ラ マ ン 分光 は、生 き た単
一

細胞 を何の 手 を 加 え る こ と もな くあ る が ま ま に 時空 間 分解計測 し、そ こ

で 起 こ る生 命事象を 分子レ ベ ル で 詳細に 研究 す る こ とが で き る極 めて 有 望

な 手法で あ る。
細胞分裂の 時空 間分解ラ マ ン 分光

分裂酵母は 、最 も単純な 真核 細胞 と して 、生 命 へ の新 しい物理 化学的 ア プ

ロ
ー

チ を試み る うえ で 格好な 材料で あ る 。現 在最 も慓 準約な共 焦 点 顕 微ラ

マ ン 分光計 は、時間分解能 100 秒、空 間分解能 0．8 マ イ ク ロ メ ートル で の

測定が 可能で あ る。した が っ て 、数時間の 時間ス ケ ール で 分裂し て行 く酵

母細胞 （長 さ le マ イ クロ メ ートル 、直径2マ イ ク ロ メートル 〕 中の オ ル ガ

ネラを空間分解 し、か つ そ の 変化を時間分解 して 測定す る こ とが 可能 で あ

る 。筆 者らは、分裂中の 分裂酵母の 中央部分に レ
ーザ ー

光を集光 し、分裂

に 伴 う物質変化の 様子 を．染色等の 操作な しに 、in　vivo 、非侵襲か つ 分子

レ ベ ル で追跡す る こ とに 成功 した。
「生命の ラマ ン 分光 指標」 の 発見

分 裂酵母 の ラマ ン ス ベ ク トル に は、既知の 牛体物質 に は帰属で きない 強い

バ ン ドが ラ マ ン シ フ ト1602Clll
．1
に観測 され る。　GFP で ミ トコ ン ドリア を慓

識 した酵母 を用 い て ラマ ン マ ッ ピ ン グの 実験 を行った結果、こ の パ ン ドを

与 え る 分子 種 は ミ トコ ン ド リア 内に存在する こ とが証明 された．また こ の

16｛｝2⊂ m
．1

の バ ン ドは、酵母 が 好適な 環境下で 高 い 活性 を持 つ と きに は強

く、飢 餓条件 など劣悪な 環境下 で は弱 くな F）、細胞が 死 ぬ と消失す る こ と

が わ か っ た。そ こで 、筆者 らは 1602cm
．1
のバ ン ドを 「生命の ラマ ン 分光指

標」 と呼 ん で い る。この バ ン ドを与え る分 子 種は ま だ特 定さ れ て い ない が 、
い くつ か の 間接 的証 拠か ら 、代 謝過程 に存在す る未知の 反応中間体 で ある

可 能 性 が 高 い と考 え て い る ．
ダン シ ン グボ デ ィ

ーの 出現 と飢餓条件 下 での 出芽酵母 の 自然死過程

飢餓 状 態に 置 か れ た 出芽 酵 母 の 液胞 に は 、Dancing　Body （DB ）と呼 ばれ る

顆粒 が 時折出現 し、激 し く動き 回 る こ とが知 ら れ て い た。筆者 ら は、い っ

た ん 液胞内に DB が 出現 す る と、その 後液胞 が 潰れ 細 胞 内 が 無 秩序に な り、
最 終 的 に 細 胞 死 に 至 る こ とを 見 出 した。その 過 程 で 、DB が 出現 す る と 同 時

に
一
生命の ラ マ ン 分 光指標」 が 消失 し、代謝活性 が 急速 に 失われ る こ とを

明 らか に した 。また DB の 出現、1生命の ラ マ ン 分 光指標 ：の 消失 の 直後 に

栄養 を与え る と、DB が急速 に消滅 し、「生命 の ラ マ ン 分光指慄」 が復活 す

る こ とも見 出 した 。これ らの 結果は DB の 出現 と 「生命の ラマ ン 分光指標」

の 消 失 が 何 らか の 因 果関係で 結びつ け られ て い る こ とを示 して い る。DB の

ラ マ ン スペ ク トル は、ポ リ リン 酸結晶の ス ペ ク トル と酷似 して お り、その

生成 、消 滅が 液胞 内に お け る リン 酸濃度の 変化 と関連 して い る こ とは確実

で あ るが 、それ が ミ ト コ ン ド リア 内の 代謝活 性 とどの よ うに 相関 して い る

の か 興 味深 い 。ま たDB が 出 現 した後、どの 段階 まで 代謝活性の復 活が可能

な のか 、細胞の 生死の 境 界は存在す るの か 、また存在す る とした らが どの

よ う に定義 され る のか も大変深 遠で 興味あ る間題で ある ．
生命 を測 り、定量化す る物理化学

生 命の最小 単位 で ある細胞 中の 事象 を時間 と空間 を分解 して あ る がままに

計測 し、それを定 量的 に 議論す る 物埋化学が 始 ま っ て い る 。生命の 仕組み

を分子 レ ベ ル で解 明する新 しい 科学 と して 、その 成果が待た れ る。

【目的】細胞集団の 動態 を明らか にす る
“
Single・cell 　analysis （学

一
細胞 解析

〉
”

は、組織，器官な どの よ り高い 階層で の 生命現象 を理 解する た め の 次 世

代の 研究 ア プロ
ー

チ に 位置づ けられ る よ うに な っ た 。細胞集団の 動的 遷移

を解 析す る ため に は、細胞 集団中の 個 々 の 細胞 を網羅的 に 解析す る ア プ

ロ
ー

チが必 須で あるe フ ロ
ー

サ イ トメーターは ．細胞性免疫検査 や リン パ

球サ ブセ ッ ト検査な どの 細胞集団の 網羅的解析手法 と して 汎用的に 利用 さ

れ て い るが 、個 々 の 細胞状態 の経時変化 を追跡す る こ と は原理上 不可能で

あ る。個 々 の単
一

細胞の 経時的 な変化 を解析す る た めに は、個 々 の 細胞 を

平 板基板 上に規 則的 に配置 し、ア ドレ ッ シ ン グ可能な状態に 置い た Lで イ

メージ ン グする 方法 が 優位 で ある。こ れ らの 要求 に 対 し、我 々 は単
一

細胞

を高 密度 に 集積 す る こ とが ・f能 な Microcavity　arrai’の 開発を行 っ て お り、
イ メ

ー
ジ ン グ技 術 と組 み 合 わ せ た非 侵襲 な単

．・
細胞解析 の 実現 を目指 して

い る。
【実験方 法 及 び結 果 】レ

ー
ザ
ー・

加 工 に よ っ て pol｝
，eth ）

’len　terephtalate基阪上

に 100x100 の ア レ イ 状 の 微細貫 通孔 を配したMicrocavi ［v　arrav を作製 し

た。こ の Miurocavity　array とpoly（dimcth｝
，lsilexane）で作製 したマ イク ロ 流

路を 統合 し、単
一

細 胞 集檳 デバ イ ス を構築 した．本デバ イス に細胞懸濁液

を導入後、Micrncavity 　m
’
ruy を介 して 1分 間 の 吸 引操 作を 行 うこ とで 、導 入

した 全細胞の 約90％ を捕 捉 し、微細 孔 ヒに規 則 的 に 配列 化する ことが 可能

で あ っ た 。本デ バ イ ス は 各微細孔下 方か ら陰圧 を付 加 す る こ とで、物理 的

に 細胞 を トラ ッ プ する もの で あ り、細 胞 へ の 侵襲 性 の 少 な い 細胞 捕捉 法 を

採用 して い る．また 、非接着性の 細胞、例 え ば血 液 細胞 な ど も規 則 的 に 基

板上に 捕捉 し保持する こ とが 可能で あ り、単
一

細 胞 を 高 密度 に集積化 す る

こ とに よ っ て 、撮像 ・解析の 迅速化
・
簡易 化が 実現 で き る。本細 胞 捕 捉 技

術の 応 用 として 、細 胞捕捉後 に マ イ ク ロ 流路 内の 液交 換 を 連続 的 に 行 い 、
捕捉細胞に 対 して flu（jrcscence 　in　si・tu　hybridization　（FISH ）を 行 う手法 を 開

発 した。本手法 に より、血 清供給条件 と．血清飢餓条件で 培養 した 細胞 に お

ける β
．actLn 　mRNA 発現量 の 変動を 単

．
細胞 レベ ル で 明 らか に す る こ とが

可能で あっ た。さらに 、本デバ イス の 高い 細胞捕捉効率 を利用 する こ とで、
生体サ ン プ ル か らの 希少細胞検 出へ の 応用 も行 っ て い る 。ヒ ト末梢血 単核

球 を微細孔 ア レ イ上 に 網羅的 に 捕捉 し、蛍 光イ メージン グ に よ りdi　・i の 細

胞 の免疫表現型 を解析 する こ とに よIO　．ヒ ト末梢血 単核球の 約0．1％に 当た

る造血 幹細胞〔CD84
＋
細胞 ）を検 出す るこ とが

．
ti∫能で あ っ た ．以．ヒの よ うに、

数万 レ ベ ル の細胞 を捕捉で きる細胞マ イ クロ ア ン イ を実現 して お り、本技

術 は非 侵襲 な単
一

細胞解析 の 実現 を 支え る 基 盤 技術 の
一

つ とな る と考 え ら

れ る。
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