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研究成果の概要（和文）：本研究は、ミトコンドリア内膜の水素イオン濃度の勾配形成を可視化

するために、二光子吸収励起レシオ計測蛍光近接場光学顕微法（TARF-SNOM）を開発することを

目的とした。そのために、フェムト秒短パルスレーザーを励起光源としたｐＨ感受性蛍光色素

とコレクションモード近接場光学顕微鏡によるレシオ計測光学系を組み合わせた開発装置のｐ

Ｈ値計測性能を明らかにするとともに、活性ミトコンドリアのｐH 計測変化を計測できること

を示した。	 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, a dual-wavelength pH-sensitive dye was excited by two-photon absorption initiated using a 

femtosecond pulse laser. In addition, fluorescence from the dye was directly collected from the 

fluorescent point using the collection-mode probe of a scanning near-field optical microscope. By this 

proposed method, a pH calibration curve was obtained from the fluorescent intensity ratio of the dye 

solution, and temporal pH variations with 0.1 s time resolution following the addition of acid were 

observed. Moreover, mitochondrial activity on the basis of the pH changes was successfully observed in 

three different mitochondrial densities. 
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１．研究開始当初の背景 
	 細胞死の一種であるネクローシスは、臓器

移植後や心筋梗塞・脳梗塞における梗塞除去

手術後に生じ、術後管理に注意を要するとと

もに時に臓器障害が発生して患者の命を左

右する事態に陥ることもある。そのため、ネ

クローシスの制御が可能になれば術後の臓

器の機能障害を大きく軽減できると期待さ

れているにも関わらず、ネクローシスのメカ

ニズムは、制御不能な細胞死として長い間考

えられてきた。しかしながら、最近、Ca2+や

酸化ストレスによって誘導される典型的な

ネクローシスにおいて、 PARP（ poly
（ADP-ribose）polymerase）や CypD とい
った蛋白質が、ミトコンドリアの状態変化を

通して細胞内 ATP 濃度の低下に関与してい
ることが明らかとなり、ネクローシスの制御

経路を理解するための糸口が見出されつつ

ある。（参考文献：Xu et al., PNAS 2006, 
Fujita et al., 47回生物物理学会,2P-160） 
	 この ATP 濃度の低下を促進するメカニズ
ムとして、 

a)ヘキソキナーゼがミトコンドリアに結合
し ATPを分解 

b)ミトコンドリア内膜の水素イオン濃度勾
配形成能の低下 
の 2点が重要な役割を果たしていると言われ
ている。とりわけ b)は、図 1のように酸化ス
トレスによ

りプロトン

ポンプの機

能低下や脱

共役の促進

によりミト

コンドリア

内膜の水素

イオン濃度

勾配の低下を引き起こしネクローシスにい

たる経路が考えられ、その経路メカニズムを

理解するためにミトコンドア内膜の水素イ

オン濃度分布にとどまらず時間的変化や多

地点での比較など時空間的ダイナミクス情

報が要求される。これに対して、生体膜界面

における水素イオン濃度や Ca2+濃度を計測

評価する技術は、共焦点レーザー顕微鏡での

報告例はあるものの、ネクローシスのメカニ

ズムを明らかにするには充分な空間および

時間分解能を有しておらず、新たな定量的評

価技術の出現が期待されている。 

 
２．研究の目的 
本研究ではミトコンドリア内膜の水素イオ

ン濃度分布や膜電位を評価できる新たな顕

微法の開発を目的とする。本提案は、フェム

ト秒パルスレーザー光を近接場光学顕微プ

ローブに導入し、その先端部における二光子

吸収により励起される２倍波を光源として

環境感受性色素を励起し、その蛍光強度を３

波長レシオ計測することで、近接場プローブ

近傍における水素イオン濃度・膜電位の３次

元空間分布を観測する。すなわち、二光子吸

収励起レシオ計測蛍光近接場光学顕微法

(Two-Photon Absorption Excited Ratiometric 

Fluorescent Scanning Near-Field Optical 

Microscopy: TARF-SNOM）を開発し、ミトコ
ンドリア生体膜界面における水素イオン濃

度勾配および膜電位を計測することで、ネク

ローシスの機序解明への貢献を最終目標と

する。 
 
３．研究の方法 
(1）蛍光色素 
	 2波長蛍光色素 SNARF-4Fを本研究で使
用した。この色素は、波長 580および 650nm
で 2つの蛍光ピークを持ち、pH5.0-8.4の範
囲内でピーク強度が pH値に依存している。
したがって、波長 580に対する 650nmの比



FIRから pH値を算出できる。 
 SNARF-4Fを、スクロース、EDTAを含む
トリスバッファーで混合させた。トリスバッ

ファーは、ミトコンドリア以外の要因による

pH値変動を避けるためである。本研究では
SNARF-4Fを 0.02mMの濃度で利用した。 
(2）実験装置 
	 本研究で構築した実験装置の配置を図 2に
示す。フェムト秒パルスレーザー（波長

800nm、パルス幅 100fs）を、2光子吸収の
ための励起光源として使用した。レーザビー 
ムはチョッパーで周波数 230Hzで強度変調
する。変調ビームは、NA0.65の対物レンズ
で試料に集束させ、集束点で 2光子吸収を発
生させた。2光子励起によって放出された蛍
光は、先端曲率が 50nm程度の溶融延伸光フ
ァイバープローブを接近させて散乱収集さ

せた。収集蛍光光は、ファイバー内を伝搬し

て他端からの出射光を、励起光カットフィル

ター（700nm）を通してビームスプリッター
BSで 2分割する。2分割された光は、580
および 650nmのバンドパスフィルターを通
して冷却光電子増倍管で光電検出される。

FIRを 2つの比を算出して求め、pHと FIR
の校正曲線から pH値を求める。 
(3）実験手順 
	 まず、FIRの pHに対する校正曲線を実験
的に求めた。5.0から 8.5までの pHの色素溶
液を製作し、図 2の実験装置を用いて各溶液
に対する FIRを求め、データシートからの

FIRと比較した。 
 また、栄養素を付加するための最適な方法
を検討するために、シャーレ内での注入位置

および滴下量の最適化を行った。 
	 
４．研究成果	 

(1）SNARF-4F の校正曲線	 

	 SNARF-4F の pH5.0-8.5 に対する FIR の測定

結果を図 3 に示す。2 光子吸収励起によって

得られた校正曲線は、単光子吸収およびデー

タシートによる特性と相関係数が 0.984 でほ

ぼ一致していることが分かる。これらの結果

から、SNARF-4F は、提案する方法で利用でき

ること、および pH 値が校正曲線を利用して

FIR から算出できることが明らかとなった。

とくに、図 3 から、pH7 付近で FIR が大きく

変化している。これは、ミトコンドリアの pH

活性領域である中性から弱酸性領域とほぼ

一致しており、ミトコンドリアの活性度評価

をする上で適していることがわかる。	 

	 (2）塩酸および栄養剤の添加	 

塩酸を蛍光色素に添加したことによる FIR の

時間的変化を図 4に示す。これから注ぎ込み



によって塩酸を添加する方法が、早い FIR 変

化を得られることが分かる。また、この実験

結果から構築した実験装置の応答時間が

0.1s であることが分かる。つまりミトコンド

リア活性度の応答評価は、0.1s の時間分解能

で計測できることを示している。	 

	 次に、ミトコンドリアがない状態の蛍光色

素溶液に栄養剤を添加した時の FIR の変化を

測定した。その結果を図 5に示す。栄養剤と

色素溶液の pH を調整して同一にしている。

これから、栄養剤の添加によってわずかな

FIR の変動が見られる。この変化を pH 値に換

算すると、0.0070 および 0.0077 であり、実

験装置の測定誤差範囲内であり、問題ないこ

とが分かる。	 

(3）ミトコンドリアの活性度評価	 

	 ミトコンドリアの活性度の測定結果を図 6

に示す。ミトコンドリアを栄養剤 MG を添加

させて活性させた時、FIR が急激に上昇して

いることが分かる。これらの結果は、pH の減

少、すなわちプロトン濃度の上昇を反映して

いる。この図の FIR 変化から、pH 変化は、ミ

トコンドリア濃度が 0.5,	 1.0,	 2.0mg/ml に

対して 0.063,	 0.113,	 0.200 であることが分

かる。この FIR の増加分は、図 4に示した pH

変化量に比べて明らかに大きくなっており、

ミトコンドリアの活性によるものと考えら

れる。	 

	 図 7 は、測定の再現性を確認するため、ミ

トンドリアの異なる濃度に対するミトコン

ドリアの活性度の測定結果を示す。ミトコン

ドリアの数によるｐH 変化量が異なることが

期待される。この実験結果から、ミトコンド

リアの濃度が大きくなるにつれてｐH 変化量

ΔｐH が異なっていることが分かる。	 

(4)まとめ	 

	 本研究では、2 波長ｐH 感受性蛍光色素の 2

光子吸収励起と近接場光学顕微鏡に基づく

新しいｐH 計測法を提案した。本手法は、色

素の局所励起を行うために、フェムト秒パル

スレーザー励起による 2光子吸収現象を用い

ている。さらに、発生した蛍光は、局所蛍光

を確実に収集するために光ファイバープロ

ーブを利用した。本手法によりｐH 校正曲線

を得ることに成功するとともに、2 光子吸収

と単光子吸収による校正曲線は高い相関係

数が得られた。さらに、濃度のことなるミト

コンドリアに対するｐH	 変化を計測し、その

濃度に比例してｐH 変化量が大きくなること

が明らかになった。	 
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