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研究成果：  

(概要) 

本研究は，脂肪滴の個性に基づいた「脂肪滴機能病理学」という新たな学際的学術領域の開拓

を目指す．本年度は，「脂肪滴の個性」を可視化する分子分光学の開拓を行った．特に，ラマン分

光法（脂肪滴を構成する脂質分子構造解析），SHG分光法（線維化解析），蛍光分光法（タンパク

質の分布解析）を同一組織・同一視野で観察可能なマルチモーダル顕微鏡を構築した．さらに，

生体の機能を阻害せず，生体組織を構成する微量分子（分子濃度 pM〜nM）の検出が可能な，生

体に優しい高感度ラマン分光法の開発に成功した． 

 

(本文) 

【研究目的】 

代謝性機能障害に伴う脂肪性肝疾患(MASLD)は，世界人口の約 40%が罹患し，その病因解明と

治療法の開発は喫緊の課題である．MASLDの初期の組織学的特徴は脂肪蓄積であるが，その後に

良性の単純性脂肪肝と，炎症を伴う悪性の脂肪肝炎(MASH)に疾患の進行が分かれる．これは，蓄

積する脂肪の違いが関連していることが示唆されているが，蓄積脂肪の疾患に対する病理機序は

未解明である．また，超早期の病態においては，肝炎や線維化等の予兆を判断できる組織学的特

徴が現れにくく，肝炎発症前の状態での良性・悪性の予後診断は実現されていない． 

そこで本研究では，蓄積した脂肪（脂肪滴）中の脂質分子種，分子構造，脂肪滴内結晶，硬さな

どの「脂肪滴の個性」を捉える光計測法（分子分光学）を開拓し，脂肪滴の個性に基づいた「脂肪

滴機能病理学」という新たな学際的学術領域の開拓を目指す． 

 

【研究成果】 

本年度は，「脂肪滴の個性」を可視化する分子分光学の開拓のために，主に（１）マルチモーダ

ル顕微鏡の構築，（２）生体に優しい高感度ラマン分光法の開発について研究を行った． 

（１）マルチモーダル顕微鏡の構築 

本年度は，特にラマン分光法（脂肪滴を構成する脂質分子構造解析），SHG 分光法（線維化解

析），蛍光分光法（細胞核やタンパク質の分布解析）に着目し，それぞれの分光法を同一組織・同

一視野で観察可能なマルチモーダル顕微鏡を構築した． 

図 1に開発したマルチモーダル顕微鏡の外観を示す．本光学系は倒立顕微鏡をベースに構築し，

同一組織・同一視野でラマン分光法，SHG分光法，蛍光分光法による解析を実現できる．具体的

には，ラマン分光法では，532 nmシングルモードレーザーを光源として採用し，励起光の偏光を
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任意に調整した後，ガルバノミラーを介して試料に照射し

た．試料から発生したラマン散乱光は反射方向に配置した

冷却 CCDを備えた分光器で検出した．SHG分光法では，

光源として 785 nmのフェムト秒ファイバーレーザーを採

用し，励起光の偏光を任意に調整した後，ラマン分光法と

同一のガルバノミラーを介して試料に照射した．試料から

発生した SHG光は透過方向に配置した光電子増倍管で検

出した．蛍光分光法では，LEDランプ光源を採用し，CCDカメラで計測を行った．また，他にも

明視野観察，偏光観察（クロスニコル配置）なども同時に計測できるシステムとした． 

図 2 に，MASLD モデルマウスの肝臓組織を開発したマルチモーダル顕微鏡で分析した結果を

示す．明視野，偏光観察，蛍光分光，ラマン分光，SHG分光を同一視野でイメージングできてい

る事がわかる．また，ラマン分光解析においては，各ポイントのラマンスペクトル解析から，ト

リグリセリドやコレステロールの分子分布や，脂質不飽和度といった分子構造解析も可能とした．

以上の成果により，MASLD 肝組織における脂肪滴の分子組成解析，およびその周囲の組織状態

（炎症，線維化など）を同一組織で解析可能なシステムの構築に成功した．  

 
図 2 開発したマルチモーダル顕微鏡による，MASLDモデルマウスの肝臓組織の分子分光解析 
 

（２）生体に優しい高感度ラマン分光法の開発 

次に，生体を構成する微量分子検出（分子濃度 pM〜nM）が可能

な，生体に優しい高感度ラマン分光法の開発も行った．具体的には，

スライドガラスを基板とし，銀ナノ構造（直径 20 nm程度），その上

部に SiO2ナノピラー構造（高さ 100 nm程度）をスパッタリング法

で構築した光増強基板を開発した（図 3）．通常，生体試料が金属構

造と接触すると意図しない反応（生体分子の変性，生体機能変性，

ナノ構造の崩壊など）が起こる．しかし本システムでは，力学的・

化学的に安定な SiO2ナノピラー構造が試料と接触するため，上記問

題点を解決できる． 

開発した光増強基板を図 3に示す．本基板を用いることで，ラマ

ン散乱光強度を最大 107程度（ローダミン 6G分子）増強できること

を明らかにした．分子検出感度は 1 pMであった．以上の成果により，MASLD肝組織を構成する

微量分子の計測可能性も示すことができた．今後は，開発したマルチモーダル顕微鏡と組み合わ

せることによって，脂肪滴の個性とその周囲の微量分子との相関解析等へつなげる．  

 
図 1 開発したマルチモーダル顕微鏡 

 
図 3光増強基板による 
高感度ラマン分光法 



研究経費（R6年度）の内訳 :  
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