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研究成果の概要（和文）：近年多光子励起顕微鏡の登場により、“intravital imaging”とよばれる、生かした
ままで観察したい臓器を観察できるようになった。しかし心臓は激しく動く臓器であり、実際に生きたままの状
態で心筋細胞等を観察する手段は十分に確立していなかった。本研究において、心臓を固定する二光子顕微鏡用
のスタビライザーを開発し、虚血再灌流モデル動物の心筋組織を “生きたまま”で観察することができた。ま
た独自に動画全体のブレや歪みを補正するプログラムを作成し、細胞レベルでの心筋の動きを定量化した。 今
後本研究のイメージング技術により、虚血性心疾患を始めとした心疾患モデルに対する創薬への応用が期待され
る。

研究成果の概要（英文）：Recent advances in intravital microscopy have provided insight into dynamic 
biological events at the cellular level. However, real-time in vivo cellular imaging of the beating 
heart has not been fully established, mainly due to cardiac and respiratory motion. Here we report 
the successful recording of clear in vivo moving images of the beating rat heart by two-photon 
microscopy facilitated by a novel cardiac stabilizer. Subcellular dynamics of the major cardiac 
components in cardiac myocytes were visualized. We also observed ischemia/reperfusion injury in 
cardiac tissue. We quantified the cell motions in these models with a new image-processing program. 
This imaging system can serve as an alternative modality for real time monitoring in animal models 
and cardiological drug screening, and can contribute to the development of more effective treatments
 for cardiac diseases.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
心臓は激しく動く臓器であり、実際に生きたままの状態で心筋細胞等を観察する手段は十分に確立しておらず、
リアルタイムかつ細胞レベルで心筋組織がどのような挙動をとるか明らかではなかった。本研究において、心臓
を固定する二光子顕微鏡用のスタビライザーを開発し、虚血再灌流モデル動物の心筋組織を “生きたまま”で
観察することができ、細胞レベルでの心筋の動きを定量化したことにより、本イメージング技術が循環器作動薬
や新薬の心毒性の効果判定などの創薬スクリーニングへの応用が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 近年低侵襲で深部組織の観察に適した“多光子励起顕微鏡”の登場により、“intravital 
imaging”とよばれる、実験動物を麻酔下で生かしたままで観察したい臓器を露出して観察でき
るようになった。二光子顕微鏡で生体組織の深部を観察するには十分固定しなければならない
が、心臓は“動く臓器”であり、実際に生きたままの状態で心筋細胞や炎症細胞等がどのよう
な挙動をとるか観察する手段は十分に確立していなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は冠動脈バイパス術に用いられるスタビライザーに着想し心臓を固定する二光子顕微
鏡用のスタビライザーを開発し、疾患モデル動物の心筋組織を “生きたまま”で観察し、虚血再
灌流障害における細胞の挙動を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 アクリル樹脂の中央にすり鉢状の孔を作成しカバーガラスを載せ、側孔から吸引することで
心臓をカバーガラスに吸着させるスタビライザーを作成した。二光子顕微鏡にて
GFP-transgenic Lewis rat を全身麻酔下にて挿管し、蛍光プローブ（Dextran や Isolectin B4）
を投与して蛍光染色し生きたままの状態で正常心筋を観察した。 
 
４．研究成果 
 
 生きた状態で GFP signal から心筋細胞の筋原線維や細胞核を認め、TMRE 投与にてミトコン
ドリアを認めた。また Dextran や Isolectin B4 投与にて微小血管や微小血管内を流れる血球成
分、血管内皮を認めた。また独自に Free Formed Deformation (FFD)プログラムを作成し、動
画全体のブレや歪みを補正した。そのプログラムにより Heat-map を作成することで、細胞レベ
ルでの心筋の動きを視覚化した。 
 ついで、GFP-transgenic Lewis rat の LAD を結紮し血流を遮断し、心筋細胞や白血球の細胞
動態の観察・検討を行った。LAD を結紮し 5分間虚血にしたところ、その 10 分後には心筋細胞
の GFP シグナルは patch 状に低下した。TMRE 染色で同様に観察したところ、GFP シグナルが低
下した細胞は TMRE が染まらない細胞と一致した。FFD を用いて動画を解析すると、細胞の弛緩
収縮に逆相関が見られたため、GFP シグナルが低下した細胞は細胞死を来し弛緩能を失ったと
考えられた。 
 また PCI balloon を用いて虚血・再灌流モデルを確立し real time で観察したところ、虚血
直後から心筋の収縮能が低下した。15分後には Dextran が心筋細胞内に浸出し細胞透過性が亢
進していた (Permeability index 0.4→0.6)。1時間虚血〜1 時間再灌流後に観察したところ細
胞透過性はさらに亢進し(Permeability index 0.4→1.2)、虚血領域の微小血管に経時的に白血
球が接着した。微小血管に血流を認めなかったため、no-reflow 現象の原因と考えられた。 
 
 今後、本研究の in vivo imaging 技術により、虚血性心疾患を始めとした心疾患モデルに対
する新しい創薬スクリーニングシステム等への応用が期待される。  
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