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分光した赤外線で凍結切片組織を透すとタンパク質の面白い FT-IRスペクトルとマッピング
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要旨 

赤外分光技術の進展に伴い、この技術を顕微鏡にドッキングしたフーリエ変換赤外(FT-IR)分光顕微

鏡やレーザーラマン顕微鏡が開発されてきた。これらの顕微鏡は主に半導体素子の欠損・欠陥の検出

に応用されて発展したが、生体組織の観測にも適用されつつある。今回報告の内容は、凍結実験腫瘍

組織の切片を赤外線の透過剤であるフッ化バリウム板の上に載せて、FT-IR 分光顕微鏡にて FT-IR スペ

クトルを計測した。さらにスペクトル解析により組織内タンパク質の 2 次構造成分を分離したマッピ

ング像により、癌細胞の Viability(元気度や悪性度)の領域を示す画像を構築することに成功した。 

 

 

緒言 

 がんの早期発見の技術向上は、がん撲滅のために

は大変必要なことと言われている。この早期がんの

発見にも最終診断法として、従来より病理迅速診断

がなされている。しかしながら、迅速診断故に手術

中の生検や診断材料が提出される予定時間に、臨床

検査技師と臨床病理医が待機している必要があり、

簡易の組織固定のために病理診断のヘマトキシリ

ン・エオジン(H.&E.)の染色性も悪く、光学顕微鏡

下での的確な診断を困難にしている。 

近年の赤外分光技術の進展を踏まえて、過去８年

間に渡り病態検査法の一つとして適用を考え、生検

の種々の凍結切片組織のフーリエ変換赤外(FT-IR)

分光計測を繰り返しきた。その結果、表題のような

結論を得ることが出来、実際のがん生検迅速診断時

間１５分間で、病理診断に耐えうるがん診断画像が

得られるようになった。その結論の内容と応用開発

について紹介する。 

 

実験材料と実験方法 

(1) 実験材料：耳鼻咽喉科における甲状腺癌の摘

出及び脳外科における肺から脳に転移した

扁平上皮癌摘出手術材料(生検:術中迅速診

断用)の凍結切片(10μm)をフッ化バリウム

(BaF2:赤外線の透過剤：直径 10mm, 厚さ：

1mm)板の上に載せる。 

(2) 測定装置：フーリエ変換赤外(FT-IR)分光顕

微鏡は科学技術振興機構(JST)より、平成１

８年１１月より１年間、シーズの顕在化ステ

ージで受託研究の承認を受け、日本分光株式

会社との共同開発研究ができた。その結果、

下記の写真のようなリニヤーアレー方式検

出を搭載した迅速診断用専用機が完成した。 

   

JASCOJASCO製：リニヤーアレー方式検出器製：リニヤーアレー方式検出器
連動連動FTFT--IRIR分光顕微専用診断機分光顕微専用診断機

FT/IR-40型FT-IR分光光度計とIRT-30型顕
微鏡および10021型温度制御機(ジャパンハイ

テック(株)製)

MCT-4000型リニヤーアレー方

式検出器の搭載部位

 
  従来の FT-IR 顕微鏡では、4,000 ポイントの

マッピングを行うのに８時間から１０時間を要

する。それでは、手術中に診断結果を出すこと

が出来ないために、あまり実用的ではない。そ

こで、計測時間の短縮のするために、いわゆ

る点分析から線分析できるリニヤーアレー方
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式による検出器(MCT-4000)を従来の FT-IR 顕

微鏡に搭載する開発により実現できた。 

（１）リニヤーアレー方式検出器の搭載後の

正常作動の確認 

   １）U目的U：リニヤーアレー方式の検出

器の連動により、従来１０時間以上の計測時間

が必要であったものを、１０分間で計測を終了

させてデーター画像の取得のスピードアップ

に貢献出来るか否かの検証を行う。 

   ２）U方法と結果U：リニヤーアレー方式

の 検 出 器 を 従 来 の FT-IR 分 光 顕 微 鏡

(Irtron-IRT-30 型)の中に組み込んで、従来の

駆動ソフトとのマッチングを計り、実際のサン

プルを載せて計測を開始した。その結果、従来

の機種構成では１０時間のマッピングポイン

ト(1,000)を遥かに超えた10,000ポイントを１

０分間で計測を完了できた。 

   ３）U成果U：スピード面では従来の 600

倍、更に亢進された点は、形態学で最も重要な

空間分可能に対しても、10μm2が限界であった

のに対して、今回の新しい計測方式により 6μ

m2の分解能を実現できた。従って、空間分解能

では約2.7倍の空間分可能をクリヤーしたこと

になる。今後、従来の病理標本の画像との比較

において、診断に損傷のない画質が得られるか

否かを検討する段階にある。 

    ａ）概要（既存技術との比較、優位

性）：既存の技術では、実際の手術中の病理診

断(ゲフリール)時間、１５分間内に間に合う可

能性が程遠い事実であったものを、今回の新し

いリニヤーアレー方式の検出器の搭載により、

実際の手術中の生検サンプルの計測でも実現

可能である結論を得た。 

       ｂ）今後の課題：実際の手術中でサ

ンプリングした生検用組織を凍結して切片の

作製後、フッ化バリウムの赤外透過剤の上にの

せて、新しい検出器を搭載して開発した装置と

ソフトで、どれ位の時間内で、どれ位の空間分

解能で、１５分以内で画像の構築が可能で、そ

の画像が従来の病理染色像に比較して診断可

能なものであるか否かの見極めを行う必要性

の課題が残されていた。 

 （２）手術切除甲状腺癌凍結切片組織の10

分間計測に成功 

    １）U目的U：実際の甲状腺癌組織の摘出

手術の生検と同じ時間内で、開発したリニヤー

アレーFT-IR顕微鏡にて計測を完了させる。 

   ２）U方法と結果U：実際の甲状腺癌組織

の摘出手術材料を凍結させて連続の薄切切片

(10μm)を作製して、片方は透過剤であるフッ化

バリウム板(直径 10mm, 厚み=1mm)の上に載せ

て開発したリニヤーアレーFT-IR顕微鏡にて、

腫瘍部位と正常部位との境界部分の領域

(376μm x 331μm=124,456μm2)を空間分解能 6μm
でマッピングすると63x55=3465本のFT-IRスペ

クトルを 10 分間で計測できた。目的の成分不

飽和脂肪酸(CH3/CH2=赤色/緑色)ピークの面積

を即座に抽出して、マッピングした領域に対し

てピーク面積の多い値ほど暖色になるように

表示すると、より多い領域ほど暖色でカラー表

示で半定量化された画像が更に5分間で構築す

ることができた。また、同じ凍結連続切片の片

方は、ヘマトキシリン・エオジン染色による従

来の組織像との比較により、十分な診断に必要

な情報を半定量的に提示した診断画像として

適うものと判断した。 
      [凍結切片透過像]   (CH3/CH2=赤色/緑色) 

      
 

３）U成果U： 

    ａ）概要（既存技術との比較、優位

性）：従来のFT-IR顕微鏡の生体応用技術では、

到底、臨床診断への適用は不可能であったもの

を、今回のリニヤーアレー方式の検出器の導入

により初めて、診断に耐えうる空間分解能と計

測時間をクリヤーしたものと考える。 

       ｂ）今後の課題：如何に多くの臨床

診断試料に対して、収集・計測できるか？であ

る。 
  (3) 15分間でFT-IR分光顕微画像構築の

実現とその蓄積 
    １）U目的U：実際の外科手術中に生検で

きる体制を組む必要があり、その目的に従った

FT-IR分光顕微画像の構築の実現とその蓄積で

ある。 

   ２）U方法と結果U：上記(2)の方法に従
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った実際の肺から脳に転移した脳神経外科手

術中の待機と実際のサンプル受け取りから 15

分以内で、下図のような診断画像の構築を行い、

実際の病理の迅速診断と比較して、診断画像と

して耐えうるものであるかの検証を行った結

果、満足のいく結果が得られた。 
[凍結切片透過像] [エステル成分のマッピング像] [HE染色像] 

   

３）U成果U： 

    ａ）概要（既存技術との比較、優位

性）：今までに実際の手術中に、迅速診断に耐

えうるものであるかの検証は、この新しい

FT-IR 顕微画像では適用することすら不可能で

あったものを可能にした。この事実は、今後、

臨床病理診断への初めての適用例として提示

し、流布させる大きな第一歩といえます。 

       ｂ）今後の課題：上記のような機会

を掴むことは、外科系臨床科、臨床外科病理部

と FT-IR 顕微計測側との三位一体になって推

進していく必要があるために非常に困難では

あるが、今後これらのチームワークを強力に推

進させていく必要がある。即ち、医学部と附属

病院との連携システムの構築が必要になって

くるので、制度作りから始める必要も出ている。 
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結び 
最初は、ハード側の装置の導入と従来の顕

微鏡との整合性やソフト間でのマッチング

が大きな課題であった。しかしながら、企業

側の献身的なサポートにより、正常に駆動さ

せることが可能になり、診断計測機器として

形を整わせることができた。 
  具体的臨床サンプルの計測に入り、実際の

臨床診断画像に耐えうるものであるかの見

極めが大切であり、それを実行した結果、十

分耐えうる診断画像であることを実証化で

きた。さらに発展させて、実際の外科手術中

での診断画像構築を実現させて、補助的迅速

病理診断画像として十分適用可能であるこ
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とが判明した。これらに纏わる大学・学部間

の体制作りや、JST と厚生科研費などへの申

請を通じて、本格的に取り組んでいくことが

肝要と思われる。 
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