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研究成果の概要（和文）：培養細胞レベルで細胞内小器官や特定の機能性タンパクの動的特性を定量評価できる画像相
関分析の確立を目指した。ミトコンドリア遺伝子や低酸素誘導因子などいくつかの成功例を報告できた。これらは次世
代型の細胞診断の到来を示唆するだけでなく、新たなドラッグスクリーニング法にもつがなることが期待される。さら
にその可能性を広げるべく、細胞自身動きがオルガネラやタンパクの動的挙動とオーバーラップするような場合を想定
した心筋細胞を用いた実験及び再生医工学で特に重要な細胞外マトリクスの検討ができるように予備実験も行った。後
者についてはこれからの展開次第ではますます画像相関分析の重要性が増すかもしれない。

研究成果の概要（英文）：This project was conducted to build the basis on the next generation diagnostic 
methods using image correlation spectroscopy. The methods were focused on organelle and biomolecules 
dynamics such as mitochondrial genome within mitochondrion and transcription factors within nucleus. For 
example, diffusion coefficient of mitochondrial genome in single living cells was two digits smaller than 
that in vitro, and was comparable to that of mitochondria. This suggests that mitochondrial genome may be 
bound to an internal structure of mitochondria matrix. Movements of most cells used above were quite 
inactive. However, the organelle spectroscopy would be possible to apply to cells with active motion, 
judging from experiments using primary culture of rat myocardiocytes and iPS myocytes. These fruitful 
outcomes would give a strong impact on previous diagnose and drug screening.

研究分野： 生体医工学
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１．研究開始当初の背景 
診断の機会が増えるミトコンドリア DNA

（mtDNA）異常に対して、その検出システ
ムの開発が望まれていたが、従来法（ゲル電
気泳動やサザンブロットなど）では操作が煩
雑すぎるため、申請者らは科研費（平成 20-17
年、基盤研究 C（一般）17500299、代表：野
村保友）のもと、蛍光相関分光法（FCS, 
Fluorescence correlation spectroscopy）を用
いて、多サンプルを対象とする mtDNA 異常
検出システムを開発した。 

FCS は共焦点光学系を使って均一な溶液
中にフェムトリットルの微小な観察領域を
作り、その領域をレーザー光で照射する。蛍
光分子がブラウン運動により観察領域を出
入りする様子を蛍光強度揺らぎとして計測
し、その時系列データを自己相関分析するこ
とによって蛍光分子の分子量と濃度を得る
ものである。しかし細胞のような不均一な系
では、このようにいわば一点の定点観察では、
その細胞の特徴を十分に抽出することは困
難である。そこで申請者は FCS の観察領域
を多点あるいは面へ拡張すれば不均一なサ
ンプルを測定できると考えた。必要に応じて
動画像の中から興味ある領域を選び、その領
域内の全ピクセルに対して蛍光強度揺らぎ
から自己相関分析を行い、その自己相関関数
の平均から動画像の選択範囲内にある
mtDNA のような蛍光粒子の動態解析が可能
であると考え、理論およびシミュレーション
を行っていた。 
 この画像相関分光法(ICS, Image 
correlation spectroscopy)は高く評価され、
この画像相関分光法を含めて細胞を測定対
象とした最近の光学計測法の進歩をまとめ
るようにとのリクエストがあった。Guest 
Editor として Current Pharmaceutical 
Biotechnology 誌（インパクトファクター３．
４０４の専門誌）に世界的に著名な研究者か
らの総説を中心に１６編を集め特集号を企
画した。申請者の巻頭言、画像相関分光法と
画像解析の２報を含む１６編全てが Editor 
in Chief によってアクセプトされた。当時の
状況から判断して ICS の有用性が認められ
つつある段階に達したと考えた。 
 
２．研究の目的 
ほとんどの細胞診断あるいはバイオプシ

ーでは、各科の専門医が免疫反応を使って疾
病特異的に標識された染色画像から定性的
に判断している。しかしながら、例えばミト
コンドリア病はミトコンドリア機能異常を
原因とする病気の総称であるが、その症状は、
単なる易疲労性から死に至るような神経・筋
症状を伴う重篤なものまで多様であり、「原
因不明な変性疾患をみたら、まずミトコンド
リア病を疑え」といわれるほど臨床的にミト
コンドリア病を診断することは容易でなく、
煩雑な生化学的検査が要求される。症状の多
くはミトコンドリアのエネルギー生成に強

く依存する神経系や骨格筋に現れやすいが、
時には容易に採取可能な皮膚線維芽細胞に
もミトコンドリア機能不全の兆候が現れる。
したがって固定した組織片の免疫染色画像
では得られないダイナミクスに関する情報
について、生きた皮膚線維芽細胞のようなバ
イオプシーサンプルから抽出する解析法を
確立できればそのメリットは極めて大きい。 
本申請課題では ICS を細胞診断、さらには

ドラッグスクリーニングに適用した場合の
ポテンシャルの高さを示すための実証的な
研究として、（１）ミトコンドリア機能阻害
剤の影響をミトコンドリアとmtDNAの拡散
時間から検討した。（２）続いてミトコンド
リアと同様に多彩な動的挙動が細胞機能に
対して重要な役割を果たすと考えられる核
などの細胞内小器官とそこに局在するタン
パクにも注目した。その結果から多くの疾病
への関与やその知見に基づいた薬物スクリ
ーニング法も検討した。（３）接着したほぼ
動かない細胞のオルガネラのダイナミクス
だけでは細胞診断やドラッグスクリーニン
グには不十分であった。細胞自身が動いてい
る環境にあるオルガネラのダイナミクスを
解析できれば適用範囲が大いに広がると期
待されたため拍動する心筋細胞も用いた。ま
た（４）細胞外マトリクスの局所的な物性を
解析する意義も大きい。例えば iPS 細胞の分
化誘導のキーポイントは細胞外マトリクス
にあると考えられており、本手法の確立は再
生医工学にも大きく貢献できるものと考え
られる。 
従来の画像の相関分析では、２枚の画像の

類似点を抽出したり、あるいは移動物体の抽
出などが主な使い方で、時間軸上で動画像間
の相関分析による動態解析は実用的にはほ
とんど行われてこなかった。これまでの動画
像からの動態解析には注目するいくつかの
粒子を抽出して軌跡解析することが多かっ
たが、オルガネラの場合には形態がきわめて
複雑であることなど軌跡解析が困難な場合
が少なくなかった。これを解決すべく申請者
らは蛍光相関分光法の研究からヒントを得
て、動画像から動態解析を行うことは大変ユ
ニークな試みであった。ICS は１枚１枚の画
像内の対象の形態によらず、ピクセル一つ一
つの時系列データの自己相関関数に、対象と
する事象をもっともよく表す物理モデルか
ら導出された解析式をフィッティングして
拡散係数などの数値解を得るものであった。
主観的判断が多かった細胞診断に定量的な
手掛かりを与える可能性がある大変重要な
研究である。 
 
３．研究の方法 
３．１ mtDNA 
 細胞分裂など細胞自身の動きの影響がミ
トコンドリアの動的特性にほぼ影響しない
測定対象として株化細胞 HEK293 及び COS7
を用いた。蛍光色素としてミトコンドリアを



MitoTracker DeepRed で、mtDNA を PicoGreen
で二重染色した。共焦点レーザー走査型顕微
鏡（FV-1000, Olympus）を用いて動画像を記
録した。画像相関分析のプログラムは
MATLAB で作成し、動画像を解析した。 
 
３．２ 低酸素誘導因子の核移行 
低酸素誘導因子を遺伝子工学的に蛍光タン
パクでラベルした。その発現プラスミドを
HEK293 細胞に安定発現させた。上記顕微鏡
で動画像を記録し、蛍光相関分析した。 
 
３．３ 細胞運動とオルガネラ 
妊娠したウイスターラットを麻酔した。胎児
ラットから摘出した心室筋を細切し、無菌的
に初代培養した。自発的な拍動を開始した心
筋細胞に対して電気刺激を行いペーシング
した。培養細胞用倒立顕微鏡で明視野観察し、
オルガネラの挙動を評価した。膜電位依存性
蛍光色素や量子ドットで染色し、蛍光観察し
た。 
 
３．４ iPS 心筋細胞の分化 
購入した凍結iPS心筋細胞を融解して培養し
た。培養面の形状を調節し、細胞塊の形成を
促した。自発拍動開始までの推移を顕微鏡で
観察した。 
 
４．研究成果 
４．１ mtDNA 

 
 
図１ mtDNA 染色実験 A:PicoGreen と
MitiTracher deepRed のスペクトル。B:ミト
コンドリアと mtDNA の二重染色像。図書２
より改変。 
 

図１に示すように培養細胞 HEK293 細胞内の
ミトコンドリアの中に mtDNA が局在するこ
とを空間的な画像相関分析により確かめた。 
 

 
図２ 細胞内 mtDNA の時間領域の画像相関
分析。論文４より改変。 
 
図２に示すように画像相関分析による mtDNA
の拡散定数を評価できた。得られた値はミト
コンドリア画像を解析した値に近かった。こ
のことはmtDNAがミトコンドリア内膜に結合
しているという免疫化学的に確認されたデ
ータと矛盾しなかった。それらの静的なデー
タと今回の動的なデータを比較できたこと
の意義は大きい。さらにミトコンドリア機能
阻害剤アンチマイシンA処理でミトコンドリ
ア及びmtDNAの拡散定数の減少傾向を観察し、
その原因の一つに活性酸素生成が疑われた。 
 
４．２ 低酸素誘導因子の核移行 
この研究は、細胞を用いた薬効評価に対して
蛍光相関分光法を応用する新たな試みであ
る。従来のように細胞から標的タンパクの抽
出を必要としないなど数多くの利点を含ん
でおり、その第一歩として選んだ低酸素誘導
因子（Hypoxia inducible factor-1HIF-1）
は抗がん剤のターゲットとして近年注目さ
れている。まずそれを蛍光タンパク(Green 
fluorescent protein, GFP)でラベルして観察し
た。 
 

 
 
図３ 低酸素誘導因子の蛍光ラベル 
 



GFP-HIF-1α安定発現株の蛍光写真を図３に
示す。左図は位相差像であり、右図は同一細
胞の蛍光像である。細胞質と核の領域を選び
その蛍光強度の時間揺らぎを相関分析した。
細胞質においても核内においてもこの蛍光
タンパクが単純拡散すると考えたモデルの
解析式にフィティングした。このタンパクは 

 
 
図４コバルト処理した細胞の細胞質データ
の典型例 
 
低酸素状態で活性化されるが、コバルト処理
においても同様に活性化されることが知ら
れている。コバルト処理した細胞質の計測さ
れた蛍光強度揺らぎの時系列データを自己
相関解析した。図４に示すように得られた自
己相関関数と、2 成分フィッティングした結
果がよく合っており、単純拡散のモデルに矛
盾しない。拡散定数を用いて生細胞の細胞
質・核に対して 2 成分解析し、遅い成分を図
５にまとめた。遅い成分は低酸素誘導因子の
活性に伴う現象と期待される。細胞質では遅 
 

 
図５ 遅い成分に対するコバルトの効果 
 
い成分の割合に有意差(p<0.05)が得られた。
したがってコバルト処理によって、
GFP-HIF-1αの分解が抑制されたことを示唆
した。 
細胞内の蛍光強度揺らぎを相関分析する

と、その活性化に伴って拡散定数が統計的に
有意に小さくなることが明らかになった。以

上のことから薬物評価の領域への貢献は大
きいと考えられる。 
 
４．３ 細胞運動とオルガネラ 
通常の培養細胞ではその細胞自身の動きを
考えることなく細胞内のオルガネラのダイ
ナミクスを検討できるが、細胞自身の動きを
無視できない場合もある。そこで本研究では
心筋細胞にも注目した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ ラット初代心筋細胞の位相差像(A)、
蛍光像(B)、位相差像の差画像(C)、蛍光像の
差画像(D)、画像内の楕円：ROI、スケールバ
ー100 μm。 
 
ラット胎児の初代心筋細胞は培養後２～３
日で自発的な拍動を開始した。拍動を形態か

ら可視化するために明視野観察するととも
に、心筋細胞の活動電位発生に伴う拍動の観 
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図７ 心筋細胞の自発拍動（上）とそのフー
リエ解析 
 
点から膜電位感受性色素で染色した。図６で
は明視野像（上左）と蛍光像（上右）で観察
し、拍動前後の差画像を左下および右下に示

A B 

C D 



した。さらに明視野像で設定した ROI の輝度
値の経時変化とそのフーリエ解析を図７に
示した。生体内よりは遅いが周期的な拍動を
確認した。細胞内のオルガネラの動的挙動の
解析はまだ済んでいないが、本実験からあら
たな方向へ研究が進展した。それは新規量子
ドットを用いて新たな生体電気活動の無侵
襲計測法の確立である。従来の膜電位感受性
色素の特徴を確認して当該量子ドットが満
たすべき条件を整理し、実際の電気活動計測
に適用できるのか検討した。現有の計測機器
の制約から活動電位の脱分極時間が長いラ
ット初代心筋細胞を用いて、拍動に伴う蛍光
シグナルを従来色素と同様に新規量子ドッ
トで確認した。拍動に伴うモーションアーチ
ファックトを取り除いた電気活動に伴う蛍
光シグナルを量子ドットで確認する必要性
を指摘した。無侵襲生体計測領域への貢献は
大きい。 
 
４．４ iPS 心筋細胞の分化 
細胞塊形成は自発的に拍動するために重要
な要素であることがわかった。細胞塊の形成
は細胞外マトリクスの培養ディッシュへの
接着の抑制および細胞塊形成促進のために
ディッシュ形状の工夫が必要であった。試行
錯誤の末に最適化した培養ディッシュで心
筋細胞塊が安定して形成され、ほとんど細胞
塊は３日以内に自発的に拍動した。細胞外マ
トリクスの微環境（微小粘性など）を検討し
たい。 
 
４．５ まとめ 
当該課題では主に培養細胞レベルで細胞内
小器官や特定の機能性タンパクの動的特性
を定量評価できる画像相関分析の確立を目
指した。ミトコンドリア遺伝子や低酸素誘導
因子などいくつかの成功例を報告できた。こ
れらは次世代型の細胞診断の到来を示唆す
るだけでなく、新たなドラッグスクリーニン
グ法にもつがなることが期待される。さらに
その可能性を広げるべく、細胞自身の動きが
オルガネラやタンパクの動的挙動とオーバ
ーラップするような場合を想定した心筋細
胞や再生医工学で特に重要な細胞外マトリ
クスの検討ができるように予備実験も行っ
た。後者についてはこれからの展開次第では
ますます画像相関分析に重要性が増すかも
しれない。 
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