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研究成果の概要（和文）： 
本研究では, 計測は 1 台の高速度カメラで行い，撮影フレームごとに Vm 用/Ca2+用 2

種の光学フィルタを高速で切り替えて 2 つの信号を同時に取得するシステムを開発した．
標本からの計測光は複数枚のレンズを組み合わせた光学レンズ系によってフィルタ位置で
絞られ，撮影素子に復元する．本システムによりウサギ摘出心を用いて同時計測を行い, ペ
ーシング時の活動電位波形, Ca2+動態を観察に成功した．また当初の基礎的検討では 1 台
カメラ・フィルタ回転同期システムの光学機構設計に難航したため，平行して 2 台カメラ
とダイクロイックミラーを組み合わせた従来手法を改良し，Mutual Information を用い
て膜電位変化と Ca 動態を精緻に画像位置補正する装置も開発した． 
  
研究成果の概要（英文）： 
We developed optical mapping system which records two signals simultaneously using 
single camera by taking each frame synchronized with filter switching. We designed 
the optical lens system to concentrate fluorescent light at filter position and form 
image on the CMOS sensor, additionally a custom filter holder for long-pass filter and 
band-pass filter which is rotated by a motor. Using this system, we observed Vm and 
Ca2+ dynamics in isolated rabbit heart. Firstly in the first step of basic study, there 
ware many difficult about the optical design of measuring system. Then we developed 
another solution for exquisite Vm and Ca dual mapping system that was constructed 
by 2 camera, dichroic mirror and Mutual Information based registration software both.  
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１．研究開始当初の背景 
 心臓突然死の主要な原因である心室細動
（VF）は、その大部分が心室頻拍（VT）を

契機として発生する。近年、膜電位感受性色
素を用いた心筋活動電位の高分解能光シグ
ナルマッピング実験により VT/VF の発生に
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渦巻き型の興奮旋回（スパイラルリエントリ
ー）が重要な役割を果たすことが明らかにさ
れてきた。Reentry 現象は通常一心拍ごとに
消える心臓の電気的興奮が消えずに残る現
象であり，心室性不整脈の成因と考えられて
いる．スパイラルリエントリーのダイナミク
スは，心筋細胞個々の電気生理学的特性（イ
オン電流のダイナミクス，細胞内イオン動
態）や，心筋ギャップ結合の分布，線維化な
どによる心筋構築の変化などが複雑に関与
していることが示されつつある。膜電位感受
性色素を用いた心筋細胞膜電位の光学マッ
ピング技術や細胞内 Ca 濃度指示薬を使用し
た細胞内イオン動態の可視化技術は，生体の
動的な変化を捉える点でこれらの研究にお
いて重要な実験技術となっている。 さらに
近年の研究により，このような不整脈の維持
に関与する心筋細胞興奮の不安定性に細胞
内 Ca イオン導体が関与していることを示す
報告されており、膜活動電位という電気現象
と、細胞内 Ca 動態を同時計測することが必
要となってきている。このような目的には、
膜電位感受性色素を用いて、細胞膜活動電位
を蛍光信号という光シグナルに変換して計
測する細胞膜活動電位光マッピングという
計測技術、ならびに細胞内カルシウム濃度を
蛍光信号に変換する蛍光プローブを用いた
細胞内 Ca イオン濃度計測法という技術が有
効な手段となる。活動電位と Ca イオン動態
の同時計測については，膜電位感受性色素と
Ca 蛍光プローブで染色した摘出心標本を試
料とした先行研究が行われている（Bum-Rak 
Choi, Guy.Salama: J. Physiol. 529, 171-188､ 
2000） しかしこれらの多くは，ダイクロイ
ックミラーを用いて放射蛍光を２分割し，活
動電位及び Ca イオン動態のそれぞれについ
て光学フィルタを介して別の記録装置で計
測するため，（１）膜電位感受性色素と、Ca
指示薬は蛍光励起波長が近接していること、
あるいは異なる励起波長を 2 種類使用する場
合は、励起波長と複数の蛍光波長に重なりが
ないこと、（２）二種類の色素の蛍光波長が
波長軸上で分離可能であること、といった制
限が課せられる。また、スパイラルリエント
リーのダイナミクスを検討する場合には、興
奮波面が複雑に時空間的に変化することか
ら、高い空間分解能と時間分解能での計測が
求められる。たとえば、スパイラルリエント
リーに対する点電気刺激により、スパイラル
の挙動がどのように変化するかを検討する
場合、心筋細胞構築の線維方向とそれに垂直
な方向での細胞間結合の電気的コンダクタ
ンスの不均一性より、電極近傍では脱分局領
域と過分極領域が入り組んだ仮想電極分極
現象（Virtual Electrode Polarization）が観
測されるが、このパターンは電極周囲の１ｍ
ｍ付近で観測されることから、高い空間分解

能計測が現象解析には求められる。スパイラ
ルリエントリーのダイナミクスを考える場
合、興奮波面が時空間的に複雑に変化するこ
とから、従来報告されている手法のように放
射蛍光を波長分割する光学系を備えること
は、測光効率を低下させ、S/N 比の低下、そ
れに伴う露光時間増大による時間分解能の
低下、空間分解能の低下につながる。また信
号変換効率が高い色素の組み合わせを用い
ようとしても、膜電位感受性色素と、Ca 指
示薬は蛍光励起波長が近接しているあるい
は、異なる励起波長を 2 種類使用する場合は、
励起波長と複数の蛍光波長に重なりがない
ことという制限から使用が困難となる。また、
高い空間分解能での計測を行う場合、２つの
カメラを用いた計測システムでは、電位信号
計測用カメラと、Ca 信号計測用カメラの画
角を厳密に同一になるように調整しない限
り、二つの信号が同一の画素から観測されて
いることを保証することはできず、計測技術
上の限界となっている。 
 
２．研究の目的 
（１）前述した，現在実現されている心臓不
整脈現象の解析に用いられている膜電位と
細胞内 Ca 濃度の同時計測の技術的な問題点
解決することを目的に，二つの励起光源を変
調し，計測フィルタ切替機構をこれと同期さ
せて駆動することで、臓興奮伝播現象と Ca
イオン動態を同一の画角で同時計測可能な
光学計測システムの構築することを目的と
する。 具体的には、選択した蛍光プローブ
のそれぞれの励起波長に合致した発光中心
波長を有する発光ダイオードを励起光源と
し、この点滅度同期して高速回転する光学フ
ィルタユニットを高速度カメラ前面に設置
し、時分割で膜電位光シグナルと Ca 光シグ
ナルを動画像計測可能なシステムを開発し、
動物心臓灌流標本における、スパイラル・リ
エントリー発生時の電位・Ca 動態同時計測
を行う。 
 
（２）上記の新規手法による計測シグナル
S/N や光量が不十分な場合に備え，従来手法
と同様にダイクロイックミラーと 2台のカメ
ラを用いた膜電位と Ca 動態の同時計測シス
テムの構造を踏襲した改良システムも平行
して検討する．本システムでは，膜電位・Ca
動態計測時に，心臓標本へ多点レーザーを投
射して光学マーカーとし，撮影後に 2 台のカ
メラ画像を独自に開発するソフトウエアに
より Mutual Information（以下 MI）を用い
て画像統合およびレンズゆがみ等を 1ピクセ
ル単位で位置補正し，上記と同様，精緻に同
一画角に補正された 2種類の異なる波長信号
を取得する． 
 



 

 

３．研究の方法 
(1) １台カメラによるフィルタ切り替えシス

テム 
① 光学計測手法の選定 
まず心筋の膜電位と細胞内 Ca を光学蛍光

計測するための色素として，膜電位感受性色
素 RH237（520nm 励起光に対し，主波長 750nm
の放射光を放射し，脱分極に応じて短波長側
にシフトする），Ca 感受性色素 Rhod-2（主波
長 550nm の励起光に対し，Ca イオン濃度の上
昇に応じて主波長 580nmの放射蛍光の蛍光強
度が増加する）を用いた．それぞれの信号の
計測には，膜電位信号に対して 690nm のロン
グパスフィルタ，Ca シグナルに対して主波長
580nm・半値幅 20nm のバンドパスフィルタを
採用した． 
② システム概要 
本研究で開発したシステム概要を示す． 
 

図１．システム概要 
 
ウサギ摘出心からランゲンドルフ灌流心

標本を作製し，RH237 と Rhod-2 の両染色を行
い，心臓標本には 520nm と 550nm の主波長を
持つ高輝度 LEDを交互に配置したリングライ
トを励起光源として照射する．放射蛍光は独
自に開発したレンズ機構により，まず物体側
レンズで光学フィルタを交互に円盤上に配
置した回転式フィルタの位置で一旦集光さ
れ，フィルタを通過した光はカメラ側レンズ
で再び高速度ビデオカメラの撮像素子上に
結像される．回転式フィルタは円盤周縁に配
置した突起からフォトインタラプタでフィ
ルタ位置が同期制御装置に入力され，高速度
カメラの 1フレームごとの露光時間と同期さ
れる．撮影された映像は 1フレームごとに膜
電位信号と Ca 信号が記録され，計測後 PC で
オフライン処理され，それぞれの計測動画を
取得する．計測カメラには Fastcam Max
（Photron 社）を用いた．計測された画像は
それぞれ正規化・信号値反転処理と 180 度回
転処理を行い，処理後の信号値に応じてカラ
ーバーから色を与え，興奮伝播および Ca 動
態を二次元的に取得する．信号波形を取得す
る場合は 10×10 の空間平均をしてノイズ除
去した． 
 
 

③ 光学設計 
このレンズシステムの要求仕様を下記の

ように定めた． 
物体の大きさ…φ40mm 
中間の大きさ…φ10mm 
像の大きさ…φ17.408mm 
フィルタスペース…30mm 以上 
解像度…物体上中心 3LP/mm で MTF0.6 以上 
物体としてウサギ心臓の大きさを想定し

φ40mm とした．最終的に形成される像の大き
さは高速度カメラの CMOS センサの大きさと
し，φ17.408mm とした．中間像はフィルタ位
置で計測光を絞る際に作られる像であり，こ
の大きさは十分に小さく絞るという観点か
らφ10mm 以内とした．またフィルタ切り替え
機構を設置するスペースとしてφ30mm 以上
とした．解像度は心臓で発生する局所的な現
象を十分観察できる程度に定めた．結果とし
て物体側 NA0.1, 像側 NA0.23，中間像部分
の NA0.47 を実現した．中間像高はφ9mm で
あり，またフィルタスペースは鏡筒を含め
30.5mm を確保し，要求仕様を十分満たした．
設計したレンズを図に示す． 

図２．レンズ設計図 
 
モータとフォトインタラプタによるフィル
タ回転機構を図３に，全てをくみ上げたシス
テム概観を図４に示す． 
 
(2) 2 台カメラによるソフトウエアレジスト

レーションシステム 
初年度にフィルタ切り替え方式の試作を

行ったが、検出感度の限界や、光学設計上の 

図３ フィルタ回転機構 
 
課題があること、ならびに実験条件の最適化
が必要であることが予備的な実験で明らか
になった。そこで、まず最終的な光学フィル
タ切り替え式を用いる前に、実験条件の最適
化や画像計測系に求められる性能を実験的
に確認するために、従来法と同様に、心臓標
本からの蛍光信号をカットオフ波長 630nmの
ダイクロイックミラーで分割し、一方をカッ
トオフ波長 700nm のロングパスフィルタ、そ



 

 

して他方を中心波長 585nmのバンドパスフィ
ルタを透過させ、２台の高速度カメラで撮影
するシステムを構築し、実験を行った。また、
膜電位画像と Ca 画像を正確に重ね合わせる
ためのレジストレーションアルゴリズムの
検討を行った。 

図４ 計測システム概観 
 
具体的には，ウサギ摘出心からランゲンド

ルフ灌流心標本を作製し，膜電位感受性色素
（RH237），Ca 指示薬（Rhod-2）で両染色する．
標本温度は 26℃とした．モーションアーチフ
ァクトの除去には筋収縮抑制剤
Cytochalasin-D を灌流液に投与した．膜電位
の励起光として主波長 525nm の青緑色高輝度
LED を用い，放射蛍光を反射角度 45 度，分解
波長 630nmのダイクロイックミラーで分光し，
膜電位信号は 700nm のロングパスフィルタを
介して，Ca 動態は半値幅 20nm，主波長 580nm
のバンドパスフィルタを介して，それぞれ計
測した．信号の計測には，共に高速度デジタ
ルビデオカメラ Fastcam Max（Photron 社）
を 2台使用し，512×512pixel，250fps で計
測した．システム概要を図に示す． 

図５ 2 台カメラによる膜電位/Ca 同時計測
システム概要 

 
 次に膜電位画像と Ca 画像を正確に重ね合
わせるためのレジストレーションアルゴリ
ズムの検討を行った。心臓標本に投影したレ
ーザスポットを対応点群として用いる Point 
Based Registration の後に，相互情報量の最
小化によるレジストレーションを行うこと
で，二乗平均誤差で 2画素の正確なレジスト

レーションを行うことが可能であった。これ
を用いてウサギランゲンドルフ灌流心標本
の膜活動電位，細胞内カルシウム同時計測を
行った。具体的には 2台のカメラの映像のキ
ャリブレーションは以下のプロトコルに従
った． 
1, 実験装置とカメラを配置した段階で，ま
ず 5×5mm の白と黒の正方形が 9×9個配列さ
れたチェスパターンを心臓標本位置に設置
して撮影し，得られたパターンからレンズ歪
みを補正する 
2, 心臓設置後，心表面に多点レーザ 10 点を
照射してそれを撮影し，撮影画像から光点重
心を求めて Point-based registration を行
い，膜電位画像と Ca 動態画像の変換行列 Xo
を求める 
3-4, Xo と Mutual Information を組み合わせ
た画像補正ソフトウエアを開発し，最終的に
補正画像を取得する 
 

図６ 2 画像位置補正プロトコル 
 
４．研究成果 
(1) 1 台カメラによるフィルタ切り替えシス
テム 
① システム評価実験 
動物実験に入る前に，本システムが同期同

時計測が可能かモデルパターンを撮影し，
60fps，露光時間 8ms，および 125fps，露光
時間 4msのそれぞれの組み合わせで計測した
画像を評価した．結果を図 7 に示す． 
フィルタ回転盤の金属フレームなどが写

りこむことなく，それぞれのフィルタで正し
く計測されたことを確認した． 

図７ チェスボード計測による評価 
 
 



 

 

図 8 本システムを用いた膜電位独立計測結
果 

 

図９ 本システムを用いた Ca 動態独立計測
結果 

 
② 独立計測実験 
同期計測の前段階として，フィルタを回転

せずに固定し，膜電位と Ca イオンについて
個別に計測を行い，評価を行った．実験系概

観を図５に，それぞれ計測された膜電位と Ca
動態の結果を図６，７に示す． 
 
③考察 
システムの持つ計測性能としては，モデル

パターンを用いた同期計測実験において空
間分解能 0.039mm/pixel，時間分解能 125fps
（つまり膜電位と Ca それぞれは 62fps），露
光時間 4msで同期計測が可能であることが示
された． 
また動物を用いた計測実験では，ウサギ摘

出心（N=3）を用い，膜電位と Ca 動態それぞ
れを独立に計測した．しかし筋収縮抑制剤
Cytohalasin-D を用いたものの，標本の心筋
の動きを完全に止めることが出来ずモーシ
ョンアーチファクト由来のノイズが生じた．
今後は計測目的に応じて，洞結節ブロックの
強化や BDMなど別の筋収縮抑制剤の使用に変
更するなどの手段を検討する必要がある． 
本研究で開発したシステムは、高い空間分

解能を有し、かつ画像の位置合わせの必要が
ないという点で、既存のシステムに比べ優位
である。本システムが対象とする Triggered 
Activity 等の現象は、元来細胞レベルで発
生する局所的な現象であり、観察する際には
画像のずれは致命的な欠点となる。 
図 8 本システムを用いた膜電位独立計測
結果 
またTriggered Acitivity の発生から不整脈
への移行までを詳細に観察した例はなく、本
研究で開発したシステムを用いて、これら局
所的な現象を観察することは極めて有意義
であると考えられる。 
 
(2) 2 台カメラによるソフトウエアレジスト
レーションシステム 
まず本システムによる補正後の 2台のカメ

ラ画像の誤差は，Point-based registration
のみでは RMSE=1.54±0.73 pixel, Mutual 
Information も併用した結果 RMSE=1.38±
0.70 pixel となった．画像補正後の膜電位波
形と Ca 動態波形，および心尖部ペーシング
による興奮波伝播の同じく補正後のスナッ
プ画像を図に示す． 

 
図１０ 2 台カメラシステムによる位置補正

後の膜電位波形と Ca 波形 



 

 

図１１ 2 台カメラシステムによる興奮伝播
と Ca 動態のスナップ画像 

本システムの画像補正により，2 台のカメラ
で撮影した 512×512pixelの解像度の映像を，
RMSE=1.38±0.70 pixel という非常に高い精
度で合致させることが可能となった．本シス
テムを用いて今後 Ca2+ sinkhole などの電極
近傍の微小領域に発生しながら心臓全体の
興奮状態に影響を与えるような不整脈発
生・除細動機序に強く寄与する現象を精緻に
計測・解析することは大変有意義と考えられ
る． 
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