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研究成果の概要（和文）：回折限界を超える空間分解能で生細胞内の酸素濃度情報を可視化する手法の確立を目
的とした．ガウシアンビームを分岐して一方で中空ビームを生成し，それぞれで対象を2次元走査し，得られた
画像の差分を取ることで超解像を得た．まず，差分過程における輝度情報損失が少なく，高い空間分解能を得る
ための光学条件を決定し，実測実験からおよそ100 nmの分解能を達成した．さらに酸素分圧の定量に必要なリン
光寿命を高速決定するアルゴリズムを適用した．以上より，提案法は簡便かつ高速に生細胞の超解像蛍光画像を
得る手法として有効であることを示した．

研究成果の概要（英文）：The establishment of a method to visualize oxygen concentration information 
in living cells with spatial resolution beyond the diffraction limit will contribute to the 
elucidation of local life phenomena. A laser beam was split to generate a Gaussian beam and a 
doughnut-shaped beam. The object was scanned two-dimensionally with each beam, and super-resolution 
images were obtained by subtracting the obtained images. Optical conditions were determined to 
minimize the loss of intensity information during the differencing process and to obtain high 
spatial resolution. As a result, a resolution of approximately 100 nm was achieved based on 
experimental measurements. Furthermore, an algorithm to rapidly determine the phosphorescence 
lifetime for quantifying the oxygen partial pressure enables fast imaging. Taken together, the 
proposed method is expected to be used for fast super-resolution oxygen partial pressure imaging of 
living cells.

研究分野： 生体医工学

キーワード： 超解像　酸素分圧　イメージング　代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺で取り込まれた分子状酸素は血管から抹消組織に拡散によって移動し，細胞内のミトコンドリアで消費されて
エネルギー産生に利用される．その細胞内の局所空間における酸素濃度情報がどのように生理機能や病態に関わ
るのか大変興味深いが，測定技術の欠落から未解明のままである．この研究では細胞内の酸素濃度情報を光学的
に取得するための方法を提案し，数値シミュレーションと実測実験から有効性を実証した．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

分子状酸素は細胞内ミトコンドリアにおけるエネルギー産生の基質として利用されるだけで

なく，その濃度が生体の構造と機能を決定する重要なメディエータでもある．しかし，拡散によ

って細胞膜を通過した分子状酸素がミトコンドリアで消費されるに至る局所空間において，分

子状酸素の超微視的な濃度情報や挙動に関する知見は乏しい．例えば，ミトコンドリア近傍の酸

素勾配と HIF-1 活性の空間分布，血管内皮細胞の血管側および組織側の細胞膜近傍の酸素濃度

勾配と血管新生因子の関係など，極めて興味深い生理情報が未解明である．一般の光学顕微鏡で

は光の回折限界のため，可視励起波長程度が空間分化能の限界とされており，ナノレベルの酸素

濃度測定技術は達成されていない． 

 

２．研究の目的 

本申請課題では回折限界を超える超解像度で局所の酸素濃度を定量し，二次元的に可視化す

るための顕微光学系を構築する．この研究によってこれまで明らかにされていなかった生細胞

内の局所酸素濃度分布，特にミトコンドリア近傍の酸素濃度勾配を可視化可能な空間分解能を

有する新たなプラットフォームに発展させることを目的とする．具体的には，①SLAM (Switch 

Laser Mode) 法を応用し，空間分解能 100 nm 以下で酸素感受性色素を励起する顕微光学系の

構築，②数値シミュレーションによる超解像空間分解能の推定と光学条件の決定，③酸素濃度の

実イメージングおよび高速化を検討する． 

 

３．研究の方法 

(1) 原理 

超解像はレーザのガウシアンビーム（TEM00モー

ド）および中空ビーム（TE01モード）で二次元スキ

ャンして得られた画像の差分を取ることで，超解像

点像関数でスキャンしたものと同等の画像を計算に

よって得る（図 1）．実質的にガウシアンビームの点

像分布関数（PSF）から中空ビームの PSF を差し引

いた光で対象を照射するのに等しい（式 1，g: 補正

係数，r: 半径，ω: ビーム幅）． 

( ) = TEM ( , ) − ・TEM ( , )       (1) 

(2) 酸素分圧の定量法と高速寿命決定法による高速化 

酸素分圧の計測には燐光寿命法を用いた．酸素感受性色素の燐光発光寿命が周囲の酸素分圧

に依存することを利用した計測法であり，生体に対して比較的低侵襲な手法である．燐光寿命の

計測には式(2)に従った高速寿命決定法（Rapid Lifetime Determination method: RLD 法）を用

い，計測の高速化を図った．酸素分圧 p[O2]は式(3)の Stern-Volmer 式を用いて燐光寿命から変

換した．kqは消光定数である． 

        (2) 

= 1 + [O ]         (3) 

  

= ( / ) , = ( )

 

図 1 各ビームプロファイル 



４．研究成果 

(1) ビームプロファイルの決定 

式(1)において補正係数を大きく設定す

ると空間分解能は向上するものの，画像情

報を喪失するトレードオフが生じる問題

が残されていた（図 1の TEM01>TEM00領

域）．そこで，輝度情報損失が少なくさら

に有効に超解像を得るためのそれぞれの

ビームプロファイルおよび差分補正係数

を数値シミュレーションから決定した．そ

の結果，ビーム径が等しく補正係数g=0.55

の際にガウシアンビームと比較して点像分布関数の半値全幅が 22%に縮小され，また情報の損失

が最小となる条件であることが明らかになった（図 2）．以下の実験ではこの条件を用いた． 

 

(2) 微小粒子を用いた基礎実験 

新たに構築した光学系によるガウシアンおよび中空ビームのビームプロファイルを図 3 に示

した．それぞれで蛍光色素含有マイクロスフェア（φ50 nm）を水平スキャンし，シミュレーシ

ョンを基にした条件で超解像を得た（図 4）．一般のガウシアンビームでは隣接するビーズが結

合した状態で画像化されているが，SLAM 法を用いることで個々の粒子として認識できる．強

度分布解析より，空間分解能は約 100 nm であることが明らかになった． 

 

 

(3) 生体計測への応用 

酸素感受性色素 Pd(II)meso-Tetra(4-carboxyphenyl)porphine をマウス尾静脈より投与し，皮

膚微小血管の酸素分圧イメージングを行った．図 5 に示すように一般的なガウシアンビームに

よる画像よりも SLAM 法では血管の分岐部が明瞭に画像化されていることが分かる．血管内の

酸素分圧も生理的状態を示しており計測の妥当性が示された．また，血管中心部は比較的高酸素

状態を示しており，局所空間における酸素

勾配を画像化することに成功した．また，

短寿命の燐光色素を用いることで15秒/フ

レームの高速イメージングが可能となり，

急峻な生理現象にも対応できる可能性が

示唆された．本法は生体計測への応用が可

能であり，細胞内の酸素分圧イメージング

への応用も期待された． 

 

  

図 3 ビームプロファイル 
（左：ガウシアン，右：中空） 

  

図 4 校正用蛍光微小粒子イメージング 
（左：ガウシアン，右：SLAM 法） 

 

 

図 5 微小血管の酸素分圧イメージング 

 

図 2 情報損失の少ないビーム条件の決定 
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