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論  文  内  容  の  要  旨  

氏  名  （   橋  本   彩   ）  

論文題名 骨芽細胞分化過程の顕微ラマンイメージング解析 

論文内容の要旨 

 

 ラマン分光法は、試料から得られるラマン散乱光を検出・解析し、物質の同定や定量を行う分析手法である。

光学顕微鏡とラマン分光装置を組み合わせて行う顕微ラマン分光法は、生物学分野や医学分野においても広く応用さ

れている。骨芽細胞は、骨形成を担う細胞で、骨形成は骨芽細胞による石灰化過程から始まる。間葉系幹細胞から骨

芽細胞への分化過程、そして骨芽細胞による石灰化過程の研究は長年なされており、その機構に多くの生体分子が関

与していることが明らかにされてきた。しかしながら、従来の生化学的アッセイには、侵襲性が高く同一組織の経時

的解析ができない、培養皿内の全細胞の平均の評価となるため任意の微小領域に着目することが困難である、といっ

た問題があるため、骨芽細胞分化過程や石灰化過程の網羅的な解明には至っていない。 

 本研究では、骨芽細胞による石灰化過程を経時的かつ単一細胞レベルで解析するために、顕微ラマン分光法

を利用した。顕微ラマン分光法は、①散乱光を利用するため低侵襲である、②顕微鏡と組み合わせているため高分解

能である、③ラベルフリーで標的分子を検出可能である、といった利点を有しており、骨芽細胞分化過程・石灰化過

程を経時的に解析することが原理的に可能である。さらに、骨の主成分であるハイドロキシアパタイト(HA)から得ら

れるラマン散乱光は非常に強度が強いため、骨組織の特異的検出も可能である。したがって、同法は、骨芽細胞の経

時的解析を実行するのに適している。本論文では、顕微ラマン分光法を用いて、生体組織中の HAの特異的可視化や、

骨芽細胞分化・石灰化過程の経時的解析、HA－I型コラーゲン間の相互作用解析などに取り組んだ。 

 第一章では、本研究の背景・目的を含めた概要のほか、本論文を読むにあたり必要となる基礎知識について、

“ラマン分光法”と“骨・歯の生化学”等に焦点を絞り述べた。第二章では、マウス間葉系幹細胞株 KUSA-A1を骨芽

細胞へ分化誘導し、その石灰化過程を顕微ラマンイメージングにより解析した。試料組織から得られる HA のQ1モー

ドに帰属するラマン散乱光の強度に基づきラマンイメージを構築することで、石灰化部位の特異的可視化が可能であ

ること実証した。第三章では、KUSA-A1 を骨芽細胞へ分化誘導し、4 時間毎にラマンイメージングを行なうことで、

その石灰化過程を経時的に解析した。骨の主成分の HAのほか、E-カロテンやシトクロム cといった複数の骨形成関連

分子の局在変化の観察に成功した。また、初期石灰化部位にE-カロテンが局在することが示唆された。第四章では、

KUSA-A1を骨芽細胞へ分化誘導し、得られた骨芽細胞に対してラマンイメージングと免疫蛍光染色を行ない、骨芽細

胞組織における HA の局在と骨基質タンパクの主成分である I 型コラーゲンの分布の相関性の解析を行なった。I 型

コラーゲンの分布が異なる組織の比較から、I型コラーゲン分布の緻密さが、HA 分布の拡大に重要であることが示唆

された。第五章では、アミノ酸および I 型コラーゲンを吸着させた HA のラマン分光測定と、フラグメント分子軌道

(FMO)法による HA－アミノ酸間の相互作用解析から、それら有機質が HAのラマンバンドに及ぼす影響について調査

した。ラマン分光測定および FMO解析の両結果より、生体内における HAラマンバンドの低波数シフトは、HAの周

囲に存在する I型コラーゲン等の骨基質タンパク質から受ける引力相互作用に起因すると推察された。第六章では、顕

微ラマン分光法による同一ヒト歯根膜細胞の経時的解析を実現するための実験系の確立とその試行を行なった。本章

で開発したポジショニングプレートを用いた実験系を利用することで、顕微ラマン分光法による同一ヒト歯根膜細胞

の経時的解析に成功した。経時解析の結果、HAやシトクロム cなどの複数種の生体分子のモニタリングに成功した。

第七章では、本論文の研究内容を総括するとともに、今後の展望を述べた。 
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