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研究成果の概要（和文）： 
生体深部に存在する細胞の生理機能をマルチサイトで観察するために分岐型ファイバー式

共焦点顕微鏡法（FCM）を構築した。FCM は蛍光標識した分泌顆粒の強度変化を多数の膵β

細胞において同時計測するのに十分な時空間性能を有していた。FCM 法により血管へ向けて

のインスリン放出を反映するグルコース依存性の蛍光強度変化を計測することができた。

本法は血糖値の制御および異常発生機序解明に有用な技術と考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To elucidate physiological functions of multiple cells or organs exsising deep inside 

body, we developed a branch-type fiber-coupled confocal microscope (FCM). The 

spatio-temporal performance of FCM was enough to resolve the fluorescently-labelled 

granules in the pancreatic βcells. By using FCM, we could measure glucose-dependent 

fluorescent intensity changes in the β-granules reflecting secretion of insulin to 

the blood stream. The FCM may be usefull technique for the understanding of mechanisms 

or disorders controlling of the blood glucose level. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）単一開口放出反応の可視化と光学的観

察法の改良 

分泌過程の研究において光学顕微鏡法による

開口放出の可視化が適用されている。微分干

渉法、共焦点法、全反射法などが有効的手法

とされている。我々は開口数値 1.65 の対物レ

ンズを開発し、これを全反射照明法に適用し

た。ガラスと水など屈折率が異なる媒質間の

界面近傍においては、光顕による理論的検出

限界（約 200 nm）を超えるサイズの対象物を

解像することが可能となっている。初代培養

したインスリン分泌細胞や神経細胞の細胞膜

近傍における単一開口放出反応の解析へ応用

した。インスリンなど放出される分子を蛍光

タンパク質で標識すると、分泌小胞（直径約

300 nm）は高輝度スポットとして観察でき、

脱分極刺激等で開口放出反応が惹起されて顆

粒内容物が放出されると、スポット輝度値の

急激な変化として検出できた。観察領域が細

胞膜近傍だけに限定されている全反射法を改

良するために薄層斜光照明法へ技術展開し、

細胞膜から数ミクロンほど離れた細胞質領域

における超微細構造を捉えることができた。

以上のように光学顕微鏡法によって、単一開

口放出の詳細な解析が可能となっているが、

生体における膵ランゲルハンス島β細胞の分

泌顆粒を低侵襲で捉えるまでには至れていな

い。 

 

（２）生体における膵β細胞の微細形態を解

析するファイバ式共焦点法の開発 

生体膵ランゲルハンス島において開口放出反

応を直接見る手法の開発に着手してきている。

生体内視顕微鏡法として確立している代表的

手法には多光子励起法があり、原理的には組

織表面から約１ミリ深部までの領域が観察で

きる。蛍光分子の多光子励起には通常の対物

レンズが用いられるため、膵のような実質臓

器深部へ低侵襲で挿入することは困難であり、

問題を解決には組織内へ挿入部を極小化する

必要がある。そこで我々は素線３ミクロンの

光ファイバーを束ね、先端直径１ミリ以下と

したイメージングファイバ（ＩＦ）を独自製

作し、内部への挿入による侵襲性を低くしな

がら、明瞭な画像を取得する基本技術とした。

ＩＦの挿入時に発生する出血等を最小限とし

ながら組織深部に存在する細胞の微細形態像

を直接得ることが現実的となった。ＩＦ面と

ピント面を光学的共役関係とすることで共焦

点効果を得ることができ、Ca2+や PKC など細胞

シグナルの検出まで成功したが、単一分泌顆

粒の解像には時空間分解能が不足して開口放

出反応の検出まで至れていない。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では生体深部に存在する細胞の超

微細形態を低侵襲観察する生体内視顕微鏡法

を開発し、膵β細胞におけるインスリン放出

のリアルタイム観察を可能とすることで、糖

尿病研究モデルの確立ならびに血糖制御機構

を解明する。 

これまでに開発に成功したＩＦの時空間分解

を大幅に向上し、β顆粒を検出できるＩＦを

製作し、先端を多分岐させたマルチサイト測

定による多臓器解析も可能としたい。 

 

３．研究の方法 
侵襲性、空間解像度、時間分解能を向上させ

たイメージングファイバ（ＩＦ）を製作して

生体内における開口放出反応検出法を新たに

開発・改良する。光ファイバ素線の有効径は

1 ミクロン、開口数は 0.7 を目標値として、

専用のミニチュア対物レンズと結合させる。

生体内部に挿入したＩＦ端面と近接した領域

における蛍光分子を共焦点法で励起して、膵



 

 

ランゲルハンス島の単一分泌顆粒の追跡を確

認する。ＩＦ端面を多分岐させて、同時に複

数箇所、多臓器における蛍光信号取得を行う。

蛍光Ｓ/Ｎ比と光走査速度を向上させて、開口

放出反応を生体内の複数箇所でのビデオレー

ト検出を実現する。膵ランゲルハンス島のβ

細胞だけでなく周辺の内分泌細胞、肝細胞の

同時観察も可能にする。多臓器観察において

生体への負担を下げるために蛍光観察法を改

良する。 

 

４．研究成果 

（１）高解像度レンズ付イメージングファイ

バ(IF)の製作 

ＩＦの素線は純化石英製を束ねたものに専用

のミニチュア対物レンズを結合させて先端部

を直径 1.5mm とした。各ファイバ素線は 1.5

ミクロン、縦横各 128（約 1.6 万本バンドル

構成）、視野を直径 150-300 ミクロンとした。

IF 先端に設置する専用のミニレンズは、倍率

2 倍、作動距離 0.5 ミリ、波長 470～640 nm

の色補正した。ＩＦ組み立て時の接着剤を無

蛍光性とすることで自家蛍光を軽減できた。

IFの保持および先端位置決め用の専用ホルダ

を設計・製作することで、生体への挿入角度

が易調整でき、先端の位置も安定化できた。 

（２）ファイバ結合式共焦点顕微鏡(FCM)の構

築および基本性能の検証 

FCM は IF、レーザー光源、レーザースキャナ

(ニポーディスク)、ビーム径調整レンズ、カ

ップルレンズ、ピエゾ素子、高感度冷却 CCD

カメラで構成した。光源、カップルレンズ前

側焦点面、ファイバ端面が光学的共役関係と

なるよう微調節することで光学結合率および

共焦点蛍光画像の S/N 比を向上でき、蛍光画

像は毎秒 30 枚以上取得できた。蛍光画像の空

間解像力は蛍光ビーズを用いて評価した。カ

バーガラスに貼りつけた直径 1 ミクロンの蛍

光ビーズの画像を取得して、ピント位置を変

位させたときの明るさプロファイル変化量か

ら XY 平面の空間分解能は１ミクロン、Z軸方

向は 5ミクロンと判定した。 

（３）分岐式イメージングファイバ（B-ＩＦ）

の製作 

同時に複数の対象・臓器を観察するために B-

ＩＦを製作した。IF を４本束ね、直径 500 ミ

クロン内に格納できた。各ＩＦへ入射する光

は収差補正対物レンズ（UPlanSApo 20x）を用

いることで光結合効率の低下は少なく、4 箇

所同時の観察が可能だった（例：脳１箇所、

膵を含む消化管組織３箇所）４本の IF 先端部

を生内に長期間滞留しておくための留置カテ

ーテルを製作し、ホルダに装着・保持して生

体内視鏡とした。 

（４）膵β細胞における分泌顆粒の画像化と

追跡 

構築した FCM を用いて、培養膵β細胞株

(insulin-GFP で蛍光標識した INS1細胞)の観

察を行ったところ、細胞および細胞内構造の

識別が可能だった。次に麻酔下ラットにおい

て B-IF を腹腔内へ挿入、先端を腺尾部領域へ

近接させて行った。腺β細胞は２種類の蛍光

色素で標識し、一方の蛍光色素は焦点調整用、

他方は分泌測定用とすることでβ顆粒に対す

る光毒性を軽減した。β顆粒は高輝度スポッ

トの集団として画像化できた。グルコース刺

激に対する蛍光強度変化を計測したところ、

数本のファイバ素線にわたる範囲において、

グルコース刺激してから 30 秒後から数分間

にわたって強度の急激な低下が検出された。

強度の変化率は観察部位によって異なってい

た。以上の結果から、複数のβ顆粒における

開口放出反応を計測したと推察された。 

（５）長期多臓器モニタリング 

１時間以上の長時間にわたる連続モニタリン

グも試みたが、同一部位では最長で 20 分だっ



 

 

た。出血等による励起光率の低下は防げたが、

同一視野の確保が困難だった。膵β細胞だけ

でなく、関連臓器の形態機能の同時観察も試

みた。肝細胞の Ca 応答、腎糸球体や小腸絨毛

の微細構造を観察することができ、多臓器同

時モニタリングへの有用性も確認できた。 
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