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(57)【要約】
【課題】移植を目的とする動物細胞の培養において、細
胞種の違いや分化に伴う細胞の化学組成の変化に基づい
て、非破壊的、非侵襲的に、培養中の細胞の種類や分化
度を識別する方法はない。
【解決手段】動物細胞の培養において、ラマン散乱スペ
クトルによる細胞の化学組成分析に基づいた、非破壊的
、非侵襲的な、培養中の細胞の種類や分化度の識別を可
能とするものである。
【選択図】図５
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
動物細胞の細胞膜近傍の細胞質からのラマン散乱スペクトルの分析により動物細胞を識別
する方法。
【請求項２】
動物細胞の細胞膜からのラマン散乱スペクトルの分析により動物細胞を識別する方法。
【請求項３】
ラマン散乱スペクトルのうち短波長域の分析により動物細胞を識別することを特徴とする
請求項１又は２記載の方法。
【請求項４】
ラマン散乱スペクトルの主成分分析により動物細胞を識別することを特徴とする請求項１
～３のいずれか記載の方法。
【請求項５】
識別の対象である動物細胞が正常細胞であることを特徴とする請求項１～４いずれか記載
の方法。
【請求項６】
間葉系幹細胞および間葉系幹細胞から分化した細胞を含む細胞集団から各細胞を識別する
ことを特徴とする請求項１～５いずれか記載の方法。
【請求項７】
間葉系幹細胞から分化した細胞が軟骨細胞であることを特徴とする請求項１～６いずれか
記載の方法。
【請求項８】
波長４８８±１０ｎｍ又は５１４±１０ｎｍのレーザーで細胞を照射することを特徴とす
る請求項１～７いずれか記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【産業上の利用分野】
【０００１】
本発明は、再生医療や細胞移植に用いられる細胞・組織培養技術に係り、動物細胞からの
ラマン散乱スペクトルの分析により動物細胞の種類や分化状態などを識別する方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
生体細胞または組織を体外で培養して得られた細胞や組織を体内あるいは体表面の欠陥、
欠損あるいは不全部位の修復にあてるという再生医療の可能性が種々の基礎的発見により
高まり、期待されている。現在の研究では、皮膚、軟骨、骨、血管、肝臓、膵臓等多くの
組織にその可能性があることが報告されている。その細胞あるいは組織の起源としては、
皮膚、軟骨などの分化した組織あるいはその組織中の細胞、骨髄液中などに存在すると言
われている造血幹細胞、間葉系幹細胞あるいは肝臓中にあるといわれている肝幹細胞など
の体性幹細胞、さらには受精卵の内部細胞塊に由来し体内のほとんどすべての組織の細胞
に分化する能力があるとされている胚性幹細胞（ＥＳ細胞）などがある。
【０００３】
いずれの起源の細胞も生体から得られる細胞数には限りがあるため、それを再生医療に用
いるためには一般に体外で培養して増殖させる必要がある。また、皮膚、軟骨などの組織
に由来する表皮細胞、軟骨細胞などはそれらの分化状態を維持したままで増殖させる必要
があるが、体性幹細胞や胚性幹細胞を用いる場合は、一般に幹細胞を増殖させて細胞数を
増やした後に治療部位に応じた細胞へと、例えば間葉系幹細胞を用いて軟骨再生治療を行
なう場合には間葉系幹細胞から軟骨細胞へと、分化させる必要がある。いずれにしても、
培養により、生体から分離された細胞を増殖させたり、分化させる必要がある。
【０００４】
また、生体細胞や組織の由来には、患者自身の細胞や組織を用いる場合（自家細胞）と、
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患者以外のヒト個体由来の細胞や組織を用いる場合（他家細胞）がある。前者の場合、再
生治療の際の拒絶反応の可能性が低いと言う利点があるが、患者ごとに材料となる細胞や
組織を準備する必要がある。後者の場合、同じひとつの個体由来の細胞や組織を用いて多
くの患者の再生治療を行なえる可能性があるが、患者ひとりひとりで必要とする再生組織
の形や大きさが異なるなど再生治療の内容は異なる。このため、再生治療を目的とした生
体細胞や組織由来の細胞の培養は患者ひとりひとり異なるロットとなることが多い。
【０００５】
さらに、同じ動物細胞の培養でも、医薬品などの生産を目的とした培養の場合は１回の培
養液量が数百～数千リットルと大量だが、再生治療を目的とした細胞培養の場合はその培
養液スケールが非常に小さいと言う特徴もある。たとえば、骨髄液１０ｍｌに含まれる間
葉系幹細胞を増殖させた後に軟骨細胞へ分化させ、軟骨の再生治療に用いる場合の間葉系
幹細胞の増殖培養の培養液スケールは１００ｍｌ以下と考えられる。
【０００６】
すなわち、再生治療を目的とした細胞培養は、「小スケール培養器を用いた小スケール、
多ロット並行培養」という特徴を有している。
【０００７】
このような細胞の培養には長時間を要する。たとえば、骨髄液１０ｍｌに含まれる間葉系
幹細胞を増殖させた後に軟骨細胞へ分化させ、軟骨の再生治療に用いようとすると、少な
くとも細胞数を数百倍に増やす必要がある。一般に哺乳類など動物の細胞の体外における
増殖速度は遅く、細胞数が２倍になるには一般に２～３日を要する。すなわち軟骨再生の
ための体外増殖培養の期間は最短でも２～３週間に及ぶ。しかも、細菌などの雑菌の増殖
速度はその倍化時間が２０分～１時間と早いため、２～３週間の培養期間中は１個の細菌
の混入も防ぐ必要があり、高度な無菌培養が要求される。
【０００８】
そのため、移植等の再生治療を目的とした生体由来の組織や細胞の体外培養は厳重に管理
された環境と施設の中で行なわれねばならない。現在、臨床試験中の再生治療、あるいは
再生治療のための細胞培養を事業として準備中の企業などでは、この条件を満たした施設
と培養操作基準を設けたり、計画している。たとえば、骨再生治療を目的とした骨髄間葉
系幹細胞の培養を行なっている産業技術総合研究所（大阪府尼崎市）では、クラス１００
のクリーンルーム内で、熟練した作業者が無人衣を着用して、クリーンベンチを用いて高
度な無菌操作を実施している。
【０００９】
しかし、このような培養形態には種々の問題がある。▲１▼まず、熟練しているとはいえ
、人手による手作業なので汚染の可能性がゼロではない。その上、培養環境のなかでも作
業者自身が、ウイルス、マイコプラズマや細菌の感染源になる場合が極めて多い。▲２▼
さらに、このような特殊な施設の数は日本国内でも数箇所と限られているため再生治療を
受けれる患者数が極めて制限される。▲３▼また、手作業のためその作業の能率は高くな
く、そのうえ高度に熟練した作業者が必要であるため人件費が非常に高くなりこの点でも
再生治療の普及を阻害する恐れが極めて高い。
【００１０】
そこで、これらの問題を解決するために、生体細胞または組織を体外で増殖させたり分化
させる培養操作のほぼ全てを無菌的かつ自動的に行なえる装置の開発が望まれていた。す
なわち培養の機械化により無菌操作を完全に実施すると共に、作業者を排除することでヒ
トからの汚染を防げる。また、特殊なクリーンルームの必要がなくなるため、再生治療を
行なえる医療機関の数を増やすとともに、人件費の大幅削減による再生治療の大幅な低コ
スト化により、再生治療の普及に大きく貢献できると考えられる。すなわち、培養の自動
化が再生医療等の動物細胞培養の産業貢献には非常に重要である。
【００１１】
一方、このような培養工程の時間管理のためには、培養経過の測定が不可欠である。その
中でも最も重要な測定項目は、培養中の細胞の分化度である。たとえば、細胞や組織の分
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化度の変化を経時的に追跡することにより、「必要な細胞量まで細胞が分化したから培養
を中止してよい」、あるいは「まだ分化が不十分であるから更に培養を続けるべき」など
の判断が可能となる。培養を中止するか継続するかといった単純な判断だけでなく、培養
条件を途中で変更するなどの判断にも細胞や組織の分化度に関する測定データは重要、か
つ不可欠である。
【００１２】
また、再生医療などの移植目的の動物細胞培養の原料となる細胞として生体内から分離さ
れた動物細胞は一般に不均質である。たとえば、骨髄から採取した骨髄液をポリスチレン
ディッシュに播種し、培地交換を行いながら培養を続けると、骨髄液中の細胞の内で大部
分を占める血球細胞は培地交換に伴い除去され、ディッシュ底面に接着し、残存、増殖し
た接着依存性の動物細胞を大量の取得することができる。この細胞集団を骨髄間葉系幹細
胞として分離し、骨再生治療、軟骨再生治療に用いるが、骨髄液中に含まれる他の接着依
存性の動物細胞（血管内皮細胞、マクロファージなど）が混入する。（Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌ
ｌｓ，６，５３０－５４１（２００２）．）したがって、このようにして得られた間葉系
幹細胞を増殖して骨再生治療や軟骨再生治療を行う際には、目的とする間葉系幹細胞以外
に血管内皮細胞やマクロファージなども混在している可能性が高いため、培養中の細胞集
団に間葉系幹細胞が含まれる割合を培養中に分析することが重要となる。
【００１３】
さらに、治療に必要な十分な細胞数にまで間葉系幹細胞を増殖させて増やす過程において
も、培養中の間葉系幹細胞が意図に反して分化する例も報告されている。（Ｊ．Ｂｉｏｓ
ｃｉ．Ｂｉｏｅｎｇ．，１０６（１），４６－５０（２００８）．）
【００１４】
したがって、たとえば、骨髄間葉系幹細胞を増殖させた後に軟骨細胞へ分化させて軟骨再
生治療に用いる培養の場合、間葉系幹細胞のうちで軟骨細胞へ分化した細胞の割合を分析
するだけでなく、血管内皮細胞やマクロファージなど混入した他の種類の細胞の数や、間
葉系幹細胞からほかの系統（たとえば骨芽細胞や脂肪細胞）へ分化して出現した他の種類
の細胞（骨芽細胞、マクロファージなど）の数も分析する必要がある。
【００１５】
このように、培養工程の管理のために重要な測定項目として、培養中の細胞の分化度だけ
でなく、本来の治療のために意図して培養している細胞種以外に混入したり培養中の意図
せざる分化により出現した細胞種の割合なども挙げる必要がある。
【００１６】
また、再生医療等の目的で細胞を培養する場合は既に述べたように「小スケール、多ロッ
ト並行培養」であるため、ぬき取り検査（破壊検査）を適用しようとすると、より多量の
細胞や骨髄液などを患者から採取する必要が生じるなど、また同ロットの培養をより多数
行う必要が生じ培養コストを増大させるなど、破壊的な検査では患者により大きな負担を
与えたり生産効率が大幅に低下するため適しない。さらに、患者の身体に移植するなどの
ため、医薬品生産以上の品質管理が要求されるので、測定用の器具、装置などが培養中の
細胞や細胞の周囲の培養液に直接に接触することは極力避けるべきである。したがって、
再生医療などを目的とした細胞培養の自動化には、非接触的、非破壊的あるいは非侵襲的
な、培養中の細胞の分化度の自動診断手段が不可欠である。
【００１７】
従来、このような細胞の分化度や細胞種の診断手段としては、調べたい細胞をマウスなど
の実験動物に移植して移植後の経過を観察したり、分化状態や細胞種に依存して細胞表面
に発現する特定のタンパク質の量を調べたり、分化状態や細胞種に依存して発現する特定
の遺伝子の発現度合いを調べたりする方法が用いられてきた。しかしながら、移植には熟
練した手技が必要であり自動化は困難で、また移植法には数週間から数ヶ月の時間を要し
、その間に本来の細胞が死滅したり変化してしまう。また、細胞表面のタンパク質を測定
する方法を自動的に行う装置はなく、また測定に用いた細胞を患者に移植することは安全
上できないので、測定の目的で多数の細胞を破壊しなくてはならない。遺伝子の発現度合



(5) JP 2010-181391 A 2010.8.19

10

20

30

40

50

いを調べることは、分化度合いや細胞種を調べる目的では、本来本質的である優れた方法
であるが、測定に最低でも１～２日を要し、また診断の目的で多数の細胞を破壊する必要
がある。以上のように、培養して得られた貴重な細胞を破壊することなく非侵襲的に、か
つ短時間で自動的に細胞の分化度や細胞種を診断する方法はなかった。
【００１８】
これに対して培養中の細胞の光学顕微鏡観察は自動的に行え、かつ非破壊的非侵襲的観察
が可能である。また、細胞の種類や状態により細胞の形態が変化することがあるは経験的
に知られており、細胞形態から細胞の分化度を調べた研究（Ｍ．Ｔａｋａｇｉ，Ｔ．Ｋｉ
ｔａｂａｙａｓｈｉ，Ｓ．Ｋｏｉｚｕｍｉ，Ｈ．Ｈｉｒｏｓｅ，Ｓ．Ｋｏｎｄｏ，Ｍ．Ｆ
ｕｊｉｗａｒａ，Ｋ．Ｕｅｎｏ，Ｈ．Ｍｉｓａｗａ，Ｙ．Ｈｏｓｏｋａｗａ，Ｈ．Ｍａｓ
ｕｈａｒａ，ａｎｄ　Ｓ．Ｗａｋｉｔａｎｉ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｌｅｔｔｅ
ｒｓ，３０，１１８９－１１９５（２００８）．細胞の分化度自動診断方法、特願２００
４－３４１３０７）や細胞の立体形状から細胞周期を判別する方法（Ｓｙｕｎｓｕｋｅ　
Ｉｔｏ　ａｎｄ　Ｍｕｔｓｕｍｉ　Ｔａｋａｇｉ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｌｅｔ
ｔｅｒｓ，ＤＯＩ　１０．１００７／ｓ１０５２９－００８－９８３９－６（２００８）
．）が報告されている。
【００１９】
一方、細胞の分化に伴って特定の遺伝子の発現が活発になったり、特定のタンパク質を生
産するようになるなどの現象が知られている。たとえば、正常な体細胞の中では軟骨細胞
のみがＭＩＡ（ｍｅｌａｎｏｍａ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ａｃｔｉｖｉｔｙ）を産生す
ることが知られている。（Ａｎｊａ　Ｋ　Ｂｏｓｓｅｒｈｏｆｆ　ａｎｄ　Ｒｅｉｎｈａ
ｒｄ　Ｂｕｅｔｔｎｅｒ，Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２４，３２２９－３２３４，２０
０３．）また、骨髄中にある多分化能を有する幹細胞である間葉系幹細胞が軟骨細胞へ分
化するとアグリカンやＩＩ型コラーゲンの遺伝子発現が活性化されこれらのタンパク質を
盛んに産生することが知られている。（宿南知佐、開　祐司、細胞、３３（３），８４－
８７，２００１．）このような細胞分化に伴う細胞の化学組成の変化が光学的手段により
非侵襲的に行えれば、細胞分化の非破壊的非侵襲的観察が可能になると考えられる。
【００２０】
ところで、ラマン分光法は、赤外分光法と比較して、低い水のラマン散乱断面積という環
境のため、生物学的サンプルの研究を行うことが可能である。共焦点ラマン顕微分光計は
、高い空間分析能（１μｌ）により細胞の測定を可能にしている。［Ｇ．Ｊ．Ｐｕｐｐｅ
ｌｓ，Ｆ．Ｆ．ｄｅ　Ｍｕｌ，Ｃ．Ｏｔｔｏ，Ｊ．Ｇｒｅｖｅ，Ｍ．Ｒｏｂｅｒｔ－Ｎｉ
ｃｏｕｄ，Ｄ．Ｊ．Ａｒｎｄｔ－Ｊｏｖｉｎ，Ｔ．Ｍ．Ｊｏｖｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　３４
７（１９９０），３０１－３０３；Ｇ．Ｊ．Ｐｕｐｐｅｌｓ，Ｈ．Ｓ．Ｐ．Ｇａｒｒｉｔ
ｓｅｎ，Ｇ．Ｍ．Ｊ．Ｓｅｇｅｒｓ－Ｎｏｌｔｅｎ，Ｆ．Ｆ．ｄｅ　Ｍｕｌ，Ｊ．Ｇｒｅ
ｖｅ，Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．６０（１９９１），１０４６－１０５６；Ｇ．Ｊ．Ｐｕｐｐ
ｅｌｓ，Ｊ．Ｇｒｅｖｅ，Ｗｈｏｌｅ　ｃｅｌｌ　ｓｔｕｄｉｅｓ　ａｎｄ　ｔｉｓｓｕ
ｅ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ　ｂｙ　Ｒａｍａｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ
，ｉｎ：Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ　ｖ２５，Ｒ．Ｊ．Ｈ．Ｃ
ｌａｒｋ　ａｎｄ　Ｒ．Ｅ．Ｈｅｓｔｅｒ　ｅｄｓ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏ
ｎｓ　Ｌｔｄ．，Ｃｈｉｃｈｅｓｔｅｒ，１９９６，ｐｐ．１－４７；Ｎ．Ｊ．Ｓｉｊｔ
ｓｅｍａ，Ｓ．Ｄ．Ｗｏｕｔｅｒｓ，Ｃ．Ｊ．ｄｅ　Ｇｒａｕｗ，Ｃ．Ｏｔｔｏ，Ｊ．Ｇ
ｒｅｖｅ，Ａｐｐｌ．Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃ．５２（１９９８），３４８－３５５；Ｓ．Ｙ
．Ａｒｚｈａｎｔｓｅｖ，Ａ．Ｙ．Ｃｈｉｋｉｓｈｅｖ，Ｎ．Ｉ．Ｋｏｒｏｔｅｅｖ，Ｊ
．Ｇｒｅｖｅ，Ｃ．Ｏｔｔｏ，Ｎ．Ｍ．Ｓｉｊｔｓｅｍａ，Ｊ．Ｒａｍａｎ　Ｓｐｅｃｔ
ｒｏｓｃ．３０（１９９９），２０５－２０８］しかしながら、ラマン分光では、赤外分
光と異なり、個々の化合物特有のラマンシフトに関するデータが十分に蓄積されておらず
、細胞内には多くの化学物質が混在しているため、ラマンシフトの特定のピークによって
細胞分化に伴う特定の化合物（例えば上記のＭＩＡ、アグリカンなど）の存在を識別する
ことは困難であった。
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【００２１】
ただし、ラマン分光をガン細胞と正常細胞との識別に用いた例は報告されている。たとえ
ば、波長７８５ｎｍのレーザーを用いて得られたラマンスペクトルの２次微分の主成分分
析によりヒト正常骨芽細胞と骨肉腫細胞とを識別できることが報告されている。（Ｊｏｕ
ｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，９２，１１８０－１１
９２（２００４）．）また、波長６３３ｎｍのレーザーを細胞の核部分に照射して得られ
るラマンスペクトルのうち６００～１７００ｃｍ－１部分の主成分分析により末梢血正常
リンパ球と白血病リンパ球とを識別できたことが報告され、ガン細胞のＤＮＡ含量が正常
細胞のＤＮＡ含量より低いことが識別できる理由であるとされている。（Ａｎａｌｙｔｉ
ｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，８０，２１８０－２１８７（２００８）．）しかし、異な
る種類の正常細胞同士にはＤＮＡ含量の明確な差異の報告はなく、正常細胞同士をラマン
スペクトルにより識別できたという報告もなかった。
【００２２】
ただし、７８５±６０ｎｍのレーザーの照射により、細胞死、細胞周期などを識別できる
との報告（特願２００４－５１８９９９）があるが、ここでは細胞内の核の部分への照射
によりＤＮＡの量や凝集などの状態を検知していると述べられている。また本報告では細
胞質内への照射にもふれられているが、細胞質内の場所については言及されていない。
【発明が解決しようとする課題】
【００２３】
移植を目的とする動物細胞の培養において、細胞種の違いや分化に伴う細胞の化学組成の
変化に基づいて、非破壊的、非侵襲的に、培養中の細胞の種類や分化度を識別する方法は
ない。
【００２４】
そこで、本発明は、動物細胞の種類や分化度の、非破壊的、非侵襲的な識別方法を提供す
ることを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００２５】
本発明は、再生医療や細胞移植に用いられる細胞・組織培養技術に関するものであり、動
物細胞の培養において、細胞の化学組成に基づいた、非破壊的、非侵襲的な、培養中の細
胞の種類や分化度の識別を可能とするものである。
【００２６】
請求項１ないし請求項８に係る本発明の動物細胞の種類や分化度の非破壊的非侵襲的識別
方法は、ラマン散乱スペクトルの分析に基づくことを特徴とする方法である。
【００２７】
本発明で用いる「動物細胞」としては、昆虫および動物由来の細胞であればよく、とくに
限定されない。動物としては、鳥類、爬虫類、両生類、魚類、哺乳類などが例示される。
哺乳類動物としては、例えば、ヒト、サル、ウシ、ブタ、ヒツジ、ウマ、ネズミなどが挙
げられ特に限定されないが、ヒトが望ましい。また、これらの動物の体内にある状態の細
胞でも、体外に取り出された状態の培養細胞でもよい。体外に取り出された状態の細胞と
しては、動物から採取してから一般的に５０回程度までの限られた回数のみ分裂、増殖で
きる初代細胞であっても、動物細胞から採取された後、一般に５０回以上の多数回分裂、
増殖できる細胞株であってもよい。
【００２８】
初代細胞の例としては、ラットの初代肝細胞、マウス初代骨髄細胞、ブタ初代肝細胞など
が挙げられる。一方、細胞株としては、ヒト子宮癌細胞株ＨｅＬａ、ヒト肝癌細胞株Ｈｕ
ｈ７細胞、チャイニーズハムスター卵巣細胞株ＣＨＯ細胞、アフリカミドリザル腎細胞株
Ｖｅｒｏ細胞などが例示される。
【００２９】
再生医療や細胞移植の観点からは、本発明で用いる「動物細胞」としては、「ヒト細胞」
が望ましく、ヒトから採取してから一般的に５０回程度までの限られた回数のみ分裂、増
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殖できる初代細胞を用いることができる。例として、肝細胞、心筋細胞、臍帯血細胞、関
節軟骨細胞、神経細胞、造血細胞などを挙げることができる。また、骨髄造血幹細胞、骨
髄間葉系幹細胞、脂肪組織間葉系幹細胞などの体性幹細胞、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）、人
工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）およびこれらの幹細胞から分化により生じた細胞も含まれ
る。また、以上にあげた細胞に対して、プラスミドの導入、ウイルス感染などの手段によ
り遺伝子操作を施して得られた細胞も本発明で用いることができる。
【００３０】
本発明の「正常細胞」には、ガン組織から分離された細胞株やガン細胞を除く動物細胞で
ある。
【００３１】
本発明の「細胞膜近傍の細胞質」とは、光学顕微鏡観察により得られる細胞の平面的画像
のなかで下記の３条件を満たす点Ａのすべてを指す。（１）点Ａは任意の細胞Ｂの平面的
画像の内部の点である。（２）点Ａは、該細胞Ｂの細胞外周の線上の任意の点Ｃにおいて
細胞外周の線の接線に垂直に交わり、点Ｃから細胞の内部の方向へ延びる線（半直線Ｄ）
の上にある点である。（３）点Ａは、該半直線Ｄが点Ｃと異なる点で該細胞Ｂの細胞外周
の線に交わる点のうち点Ｃに最も近い点を点Ｅとしたときに、点Ｃと点Ａとの間の距離が
点Ｃと点Ｅとの間の距離の１５％以下、のぞましくは１０％以下である点である。
【００３２】
本発明の「ラマン散乱スペクトル」測定に使用する照射レーザーの波長は、特に限定しな
いが、４８８±１０ｎｍ又は５１４±１０ｎｍを例として挙げることができる。レーザー
出力は、特に限定しないが、０．１～２００ｍＷ、望ましくは１～５ｍＷを例として挙げ
ることができる。レーザー照射時間も、特に限定しないが、０．１分～３０分、望ましく
は１分～１０分を例として挙げることができる。スペクトルデータを取得する波長の範囲
は、特に限定しないが、４００～３８７０ｃｍ－１、望ましくは２６００～３８７０ｃｍ
－１を例として挙げることができる。
【００３３】
本発明における動物細胞の「識別」の内容としては、例えば、皮膚繊維芽細胞と肝細胞と
のような細胞種の違いの識別、間葉系幹細胞と間葉系幹細胞から分化した軟骨細胞とのよ
うな分化の有無の識別などを例として挙げることができる。
【００３４】
本発明における「短波長域」とは、その下限が２６００±５０ｃｍ－１で、上限が３４８
５±３８５ｃｍ－１である波長域である。
【００３５】
本発明における「主成分分析」とは、統計手法のひとつであり、複数の変数間の相関を少
数の合成変数で説明する手法。たとえば、ＡとＢという異なる種類の動物細胞のラマン散
乱光の強度を４００～３６００ｃｍ－１の３２００通りの波長で測定し、３２００個の変
数値を得たとする。ここで、個々の変数値では個体差が大きくＡとＢに有意な差は認めら
れず（たとえば、４５０ｃｍ－１のＡの散乱光の強度もＢの散乱光の強度も同じくらいで
）、個々の変数値ではＡとＢを識別できないとする。ところが、主成分分析を行うと、た
とえば、４５０ｃｍ－１の散乱光の強度に０．８を乗じたものと１４５０ｃｍ－１の散乱
光の強度に１．４を乗じたものとを加えた値（「合成変数」）を比較すると、ＡとＢを明
らかに区別できる、ようになる。
【００３６】
本発明の「間葉系幹細胞」とは自己複製能と多分化能をあわせもつ細胞であり、骨髄由来
間葉系幹細胞、脂肪組織由来間葉系幹細胞、滑膜由来間葉系幹細胞などを例としてあげる
ことができる。間葉系幹細胞から分化した細胞としては、骨芽細胞系統へ分化した細胞、
軟骨細胞系統へ分化した細胞、脂肪細胞系統へ分化した細胞などを例として挙げることが
できる。
【００３７】
本発明における「軟骨細胞」としては、手足の関節軟骨、鼻、耳などの軟骨組織を形成し
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ている細胞であり、硝子軟骨細胞、繊維軟骨細胞など例としてあげることができる。
【発明を実施するための形態】
【００３８】
以下に実施形態例により本発明をより詳細に説明するが、本発明はこれらにより限定され
るものではない。
【実施例１】
【００３９】
ヒト膝関節軟骨細胞（Ｌｏｎｚａ社、ＮＨＡＣ－ｋｎ）を軟骨細胞用分化培地（ＣＤＭＴ

Ｍ　ＢｕｌｌｅｔＫｉｔ、Ｌｏｎｚａ社ＣＣ－３２２５）を用いて、ガラスボトムディッ
シュ（松浪硝子、Ｄ１１０１００）に１×１０３ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２の密度に播種し３日
間培養した。一方、ヒト皮膚繊維芽細胞（Ｌｏｎｚａ社、ＮＨＤＦ（ＡＤ））をウシ胎児
血清（ギブコ社製、ロット番号２６１４０－０７９）を１０％添加したＤＭＥＭ（ギブコ
社製、型番３１６００－３４）を用いて、ガラスボトムディッシュ（松浪硝子、Ｄ１１０
１００）に１×１０３ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２の密度に播種し３日間培養した。これらの軟骨
細胞及び繊維芽細胞の各５個をラマン分光に供した。その際、細胞膜近傍の細胞質部分と
、細胞膜近傍の細胞質部分以外の細胞質部分（核に相当する部分を除く）をそれぞれ２か
所ずつ分析した。
【００４０】
ラマン分光には、倒立型顕微鏡（ニコン）に装着されたラマン装置（東京インスツルメン
ツ社、ナノファインダー、４８８ｎｍアルゴンイオンレーザー、１５０ｍＷ）を用いた。
【００４１】
軟骨細胞及び繊維芽細胞の細胞膜近傍の細胞質部分のラマンスペクトルの例をそれぞれ図
１、図２に示す。軟骨細胞及び繊維芽細胞の細胞膜近傍の細胞質部分以外の細胞質部分の
ラマンスペクトルの例をそれぞれ図３、図４に示す。細胞膜近傍の細胞質部分、細胞膜近
傍の細胞質部分以外の細胞質部分のいずれにおいても、両細胞を識別できるような、それ
ぞれに固有なピークは特に認められなかった。
【００４２】
次に、全波長域（４１５～３８６９ｃｍ－１）のデータを用いて、細胞膜近傍の細胞質部
分同士または細胞膜近傍の細胞質部分以外の細胞質部分同士について軟骨細胞と繊維芽細
胞の間で主成分分析（ＭＡＴＬＡＢ）を行った結果のスコアプロットをそれぞれ図５、図
６に示した。その結果、細胞膜近傍の細胞質部分以外の細胞質部分同士では主成分分析を
行っても軟骨細胞と繊維芽細胞を識別することはできない（図６）が、細胞膜近傍の細胞
質部分同士ででは主成分分析を行うと軟骨細胞と繊維芽細胞を識別できる（図５）ことが
判明した。
【００４３】
次に、波長域を４１５～１８５５ｃｍ－１、２６００～３８６９ｃｍ－１の２つに分け、
細胞膜近傍の細胞質部分のデータのうちのそれぞれの波長域のスペクトルのみを用いて主
成分分析を行い、図７、図８に示した。その結果、４１５～１８５５ｃｍ－１の波長域で
は軟骨細胞と繊維芽細胞を識別することはできないが、２６００～３８６９ｃｍ－１の波
長域では軟骨細胞と繊維芽細胞を識別できることが判明した。
【発明の効果】
【００４４】
以上示したように、本発明によれば、少なくとも、動物細胞の細胞膜近傍の細胞質および
細胞膜からのラマン散乱スペクトルの分析により動物細胞を識別する方法を提供すること
ができる。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１】軟骨細胞の細胞膜近傍の細胞質部分のラマンスペクトル
【図２】繊維芽細胞の細胞膜近傍の細胞質部分のラマンスペクトル
【図３】軟骨細胞の細胞膜近傍の細胞質部分以外の細胞質部分のラマンスペクトル
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【図４】繊維芽細胞の細胞膜近傍の細胞質部分以外の細胞質部分のラマンスペクトル
【図５】軟骨細胞と繊維芽細胞の細胞膜近傍の細胞質部分のスペクトル（４１５～３８６
９ｃｍ－１）同士での主成分分析スコアプロット
【図６】軟骨細胞と繊維芽細胞の細胞膜近傍の細胞質部分以外の細胞質部分のスペクトル
（４１５～３８６９ｃｍ－１）同士での主成分分析スコアプロット
【図７】軟骨細胞と繊維芽細胞の細胞膜近傍の細胞質部分のスペクトル（４１５～１８５
５ｃｍ－１）同士での主成分分析スコアプロット
【図８】軟骨細胞と繊維芽細胞の細胞膜近傍の細胞質部分のスペクトル（２６００～３８
６９ｃｍ－１）同士での主成分分析スコアプロット
【符号の説明】
〔図５〕▲；軟骨細胞、×；繊維芽細胞、ＰＣ１；第１主成分、ＰＣ２；第２主成分
〔図６〕◆；軟骨細胞、■；繊維芽細胞、ＰＣ１；第１主成分、ＰＣ２；第２主成分
〔図７〕▲；軟骨細胞、×；繊維芽細胞、ＰＣ１；第１主成分、ＰＣ２；第２主成分
〔図８〕▲；軟骨細胞、×；繊維芽細胞、ＰＣ１；第１主成分、ＰＣ２；第２主成分
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