
浜松医科大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３８０２

挑戦的研究（萌芽）

2021～2019

生体組織間シグナルカスケード理解のための、多視点･多臓器同時イメージング法の開発

Development of intravital multi-field of view imaging for understanding 
biological communication among organs

４０５１８０８１研究者番号：

本藏　直樹（Honkura, Naoki）

研究期間：

１９Ｋ２２９５９

年 月 日現在  ４   ６ ２３

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：人をはじめとする多臓器が関与する生命現象をあきらかにするために、同一個体の
様々な組織を一切の時間遅れなく連続に生理機能を捕捉する方法論が求められている。これに対応するため開口
液浸対物レンズおよび光検出器を内包した、３次元可動軸を持つ複数のアームを接続した非線形光学顕微鏡の作
成、およびそれを用いた時間遅れのない多臓器高速イメージング法の開発をおこなった。まず光の偏光を瞬時に
切り換え光を分配するための高速ピエゾ素子の導入および検出器を低ノイズおよび高量子効率なハイブリッド光
検出器を対物レンズ直上に設置することにより非常に高感度なシグナル取得が可能となり、個体の別臓器を高速
に２視野観察可能となった。

研究成果の概要（英文）：In order to study physiological signaling mechanisms involving multiple 
organs, such as the human body, there is a need for a methodology to continuously measure the 
physiological functions of various tissues without any time delay. We have developed a nonlinear 
optical microscope with multiple arms connected with three-dimensional movable axes, which contains 
a water immersion objective lens and a photodetector in a single arm. Microscopy has developed a 
time-delay-free, high-speed imaging method for multiple organs. First, we tried to build a 
high-speed piezoelectric element for instantaneously switching the polarization of light and 
distributing the light. By placing a low-noise, high-quantum-efficiency HPD detector directly above 
the objective lens, weak biological signals can be obtained, enabling high-speed, dual-field of view
 observation with multi organs.

研究分野： 生理学、非線形光学顕微鏡、血管生理学、神経科学

キーワード： 多視点同時計測　非線形光学顕微鏡　生体臓器間シグナル伝達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
人をはじめとする多細胞生物において、生命機能の維持･調節をおこなうために、様々な組織･器官がそれぞれ特
異的な機能を担うこと、またその情報を生体シグナルとして血管を介して送受信することは、特に高度に発達し
た高等生物の生命の動的恒常性を維持するために必須である。すなわちこれらの多臓器情報伝達の機構を正確に
理解することは、高等生物の生命の本質を理解するために絶対不可欠な研究であり、それを推進することは非常
に重要である。そのため本研究計画である多視点･多臓器同時イメージング法の開発および生体への適用は、高
等生物の多臓器情報伝達による生命維持機構を知るための間違いなく重要な第一歩と見込まれる。

※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。



 

１．研究開始当初の背景 

人をはじめとする多細胞生物では、生命機能の維持･調節をおこなうために、様々

な組織･器官がそれぞれ特異的な機能を担うこと、またそれと同時に血管網や神経系を

介して他の臓器に情報を伝達することで、生体の恒常性が維持されている。特に血管の

生理機能は非常に動的であり、また生体唯一の物質供給路であるため、常に複数の組織

の情報のやりとりに使われている。その中でも血管の機能発現の中枢を担うのが物質交

換の場である微小循環である。物質交換を通じて局所（臓器など）の恒常性が保たれる

と同時に、局所の情報の多くが全身に拡散する。これにより臓器・臓器間の情報伝達が

可能になり生体としての応答、恒常性維持が可能になる。例えば、臓器間を結ぶホルモ

ンの適切な放出・供給の仕組み（インスリンシグナル等）において、ホルモン放出が組

織の細胞（ベータ細胞など）から適切に行われても、それが血管に取り込まれず、また

血管から適切な場所に放出できなければ、組織および生体の適応・応答、恒常性維持は、

駆動されない。そこで多細胞生物特有の高度化された機能分担システムである、多臓器

が関与する生命現象をあきらかにするために、同一個体の様々な組織を一切の時間遅れ

なく連続に生理機能を捕捉する方法論が求められている。 

 

２．研究の目的 

生命現象を分子･細胞レベルの空間解像を有して連続に捕捉することができる超高

速顕微鏡画像取得は、生体で起こる早い生命反応を細かな時空間スケールで、また多次

元情報を内包した画像として記録できるため、これまでも生命現象を記録する分野にお

いて活躍してきた。しかしながら現状、最新の非線形光学顕微鏡を用いて生体光イメー

ジングをおこなっても、その観察領域はとても限られた視野内（最大 1mm2 程度)での

反応を記録するのみである。すなわち多臓器がほぼ同時に機能発動するような現象にお

いて、個々の組織活動を同時記録することは、ほとんど不可能である。たとえば糖代謝

（生体エネルギー反応）において、糖摂取後直ちに生じる血管内血糖値上昇により膵臓

のベータ細胞からインスリン放出が起こり、それが再び血管や神経を介して他の器官に

情報伝達するような、言い換えると生体シグナルが連続的に様々な器官に送受信される

現象を正確に記録するためには、独立多視点･多臓器高速イメージング法が必須である。 

 

３．研究の方法 

そこで独立多視点･多臓器間高速画像取得を開発するために、申請者は高開口液浸

対物レンズおよび光検出器を内包した 3 次元可動軸を持つ複数のアームを接続した非

線形光学顕微鏡の作成、およびそれを用いた時間遅れのない多臓器高速イメージング法

の開発を試みる。 

I. 始めに走査型顕微鏡の中核となるスキャニングシステムを考える。通常走査型

顕微鏡には 1 セットのスキャナーを備えているが、それを複数にすることで多

視点イメージングを遂行する方法が考えられる。しかしスキャニングの同期、そ

れに関わる画像取得システムの作成また装置の大型化の問題が生じるため、主



に本研究で使用する生きたマウスの多器官同時イメージングには適さない。よ

って通常のレーザー走査型顕微鏡のシステムをそのまま使用し、観察のための

対物レンズの配置の自由度を優先する。    

II. スキャンシステムを 1 セットにするため励起光を各対物レンズにスキャニング

システムの後に振り分ける必要が生じる。その励起光を各対物レンズへの振り

分けに①ビームスプリット型、②高速偏光切り替え型、③ ①および②混合型を

採用する。 

III. 光検出器に関しては、対物レンズ直前に DM を配置することで、蛍光物質から

対物レンズに戻ってくる蛍光(Epi-Fluorescence)を効率よく取得でき、結果と

してより明るくシグナルノイズレシオ(S/N)の高い画像が取得できる。 

これらを組み合わせることで、多視点･多臓器同時イメージングの装置が完成する

と計画した。 

 

４．研究成果 

生体光イメージング技術を基盤とした多視点同時記録は、生体の真のシグナル伝達

を理解する上で最も重要なシステムとなり得る。しかしながら独立した視野を同時記録

するためには、複雑なアーム機構を持ったシステムを組む必要があるため、小型動物で

そのような装置を組むことは非常に難しい問題であった。そこで本研究において、これ

らの問題を解決するために光の分配もしくは偏光方向を巧みに利用することで解決を

図った。 

これらを実現するための非線形光学顕微鏡のセットアップをおこない、これまでに

使用していた光路に、λ/2 波長板を導入して自在に入射光の偏光方向を変更するため

の装置を組み込んだ。それを調整するために、 

結果１. 電動の回転素子を導入することで、2 つの観察用対物レンズに光の入射量を

調整する電動回転機構を加えることで、同時に 2 視点観察するための光分配を構成し

た（図 1）。 

結果２. 光の偏光方向を高速に変更するためにピエゾ素子を用いて高速回転すること

で、一枚の画像取得ごとに分配方向を切り換えた（図 1）。 

これらの結果により、同時

2 視野画像取得のための入

射光調整が自在におこなえ

ることが判明した。これに

加えて実際に2つ以上の対

物レンズを光路に加えてそ

れぞれの視野において画像

取得をおこなう必要があ

る。 

  これを実現するために、 

結果 3. 2 つの独立したアームを構成してその中間にλ/2 波長板を導入し、独立した

図１: 多視点同時計測のための光路変更 



2 つの光路への光量の分配を自在に調整する機構を組み入れた。 

結果 4. これに加えて対物レンズの可動域は、10～センチメートル以上の可動範囲を

持たせたことで、小動物であれば、観察部位を任意に指定できるようになった。 

結果５. さらには、検出器を低ノイズおよび高量子効率なハイブリッド光検出器を対

物レンズ直上に設置することにより、非常に高感度なシグナル取得が可能になった。 

これらの成果の結果として、独立２視野観察を実現するための偏光連続切り替えを

用いて光路を以前に比べて高速に切り換えることが可能となった。また対物レンズの可

動範囲を拡張し、さらに角度を任意に変更するアダプターを組み合わせたことで小動物

であれば、観察部位を任意に設定できることが可能となった。これらを用いて、生体光

イメージングを遂行することで、生きている動物を用いた生体組織間シグナルを計測す

ることが可能となり、当初の目的を達成することが出来ている。さらに今後この技術を

さらに発展させることで、より高速で複雑な生体組織間シグナル伝達を捉えることが可

能となることを強く予想させる。 
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