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研究成果の概要（和文）：不整脈発生時の心筋内活動電位伝播様式は複雑な三次元的構造を持つ。膜電位感受性色素を
用いた光学マッピングによって得られる膜電位情報は、組織標本表層から深さ３００μｍの浅い情報であり、心内膜側
を計測するためには心室壁を切開するなどの処置が必要であった。本研究では心外膜と心内膜を同時かつその位置関係
を正確に同定して光学マッピングするシステムを開発した。線状レーザ光を心外膜側から照射し、心内膜側の像を観察
することで位置の対応関係を同定する方法を考案し、１mm以下の精度で画像統合可能であることを確認した。またウサ
ギLangendorff灌流心標本右心室の心外膜側と心外膜側の同時光学マッピングを実施した。

研究成果の概要（英文）：The cardiac excitation propagation during arrhythmia shows a three-dimensional 
complex excitation behavior. The conventional optical measurement system mainly observes the action 
potential signal of the epicardium, and the endocardial signal measurement without incising the heart is 
difficult. In addition, an incised heart no longer exhibits the natural excitation behavior. We 
constructed a simultaneous measurement system that integrates the conventional epicardial measurement 
system and the endocardial measurement system by using an endoscope for an intact heart. Then, we 
proposed a line-laser registration method that can match correspondence between the epicardial and 
endocardial images for a short period. We demonstrated that this registration method has a sub-millimeter 
accuracy. Subsequently, we succeeded in simultaneous optical measurement of the excitation propagation of 
the epicardium and endocardium of the right heart wall by using an isolated rabbit heart.

研究分野： 医用工学

キーワード： 不整脈　光学マッピング　３次元興奮伝播　リエントリ　シミュレーション
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
膜電位感受性色素を用いる心臓灌流標本

の膜電位光学計測法は不整脈の成因の一つ

であるスパイラルリエントリーのダイナミ

クスの実験的解析手法として幅広く使用さ

れている。提案者らは励起光源に青色発光ダ

イオードアレイを，撮影系に高速度カメラを

用いる高空間・時間分解能の心臓膜電位光学

マッピングシステムを開発し，種々の抗不整

脈薬・冷却・電場刺激がスパイラルリエント

リーのダイナミクスに与える影響の検討を

行った。光学的膜電位計測法は細胞膜に取り

込まれた膜電位感受性色素が細胞膜活動電

位の発生に伴う大きな電界変化によりその

分光特性が変化することを用いて間接的に

膜電位を計測するものである。生体組織によ

る光散乱に伴う信号減衰のため電位情報は

心外膜下約 300μmの深さの情報のみを与え

るものであり，原理的に二次元計測となって

いる。しかし生体心における渦巻型旋回興奮

波は複雑な三次元構造をとり、心表面にスパ

イラル構造が表れるとは限らない。そこで提

案者らはこれまで心室筋の内側を液体窒素

で凍結凝固させ、心外膜下心筋の薄い層のみ

を残存させた二次元標本を作成し、スパイラ

ルリエントリーの解析を行ってきた。このよ

うな現状の心臓膜電位光学マッピング技術

の限界を打破する目的で，Pertsov、Roth ら

は心外膜側，心内膜側の２方向から励起光を

照射し，光源側と組織透過後の２つの位置に

高速度カメラを配置し，光源と撮影系の４つ

の組み合わせ（［光源位置―撮影位置］とい

う組み合わせで表現すると［心外膜－心外

膜］，［心外膜－心内膜］，［心内膜－心外膜］，

［心内膜－心内膜］の４組）の二次元画像を

計測し，光拡散をモデル化した理論解析にも

とづき強度変化を分析することで，心壁内の

特定の位置における膜電位変化を推定する

試みを報告している。これらの報告は心壁の

一部を切り出した試験片を対象とするもの

であり，心臓灌流標本を対象としておらず、

また詳細な三次元スパイラルリエントリー

解析はいまだ十分に行われていない。 
一方，活動電位モデルからなる三次元心臓

モデルを構築し，興奮伝播シミュレーション

を行うことが近年の大規模計算環境の飛躍

的向上により可能となっている。本提案での

共同研究者である中沢と芦原らは詳細な心

臓興奮伝播モデルを開発し三次元興奮波の

ダイナミクスに関する詳細な検討を行って

いる。シミュレーション結果とウサギ摘出心

臓灌流標本での興奮伝播計測結果などの実

験事実との比較検討が課題となっている。 
 
２．研究の目的 
不整脈の主な成因であるスパイラルリエン

トリーのダイナミクスの実験的解析手法と
して幅広く使用されている電位感受性色素
を用いる膜電位光学計測法は，心外膜下約 
300μm の深さの情報のみを与えるものであ
り，心壁内に三次元的に存在するスパイラル
リエントリーの計測には限界があった。本研
究では新たに心内膜側からも膜電位光学マ
ッピングを可能とする内視鏡型光学系を新
たに試作開発し，摘出灌流心標本の心外膜
側・心内膜側の２方向から励起光照明条件，
撮影条件を複数変えて同時にマッピングを
行い，三次元興奮伝播シミュレーションから
得られた知見を活用し，不整脈における心壁
内のスパイラルリエントリーの解析を可能
とする実験技術の開発とその応用を目的と
する。 
 
３．研究の方法 
（１）心腔内に挿入可能な直径 5mm 以下の
内視鏡型の膜電位感受性色素励起用と光シ
グナル画像計測のための内視鏡光学系を設
計試作した。 
図１に示す，Langendorff 灌流心臓標本の

心内膜側の膜電位光学マッピングシステム
を実現するために，心腔内に挿入可能な直径
5mm 以下の内視鏡型の膜電位感受性色素励
起用と光シグナル画像計測のための内視鏡
光学系を設計試作する。口径が小さくなるこ
とで光学系が暗くなることから，現在使用し
ている高速度カメラより 12 倍感度の高い高
速度カメラの使用、励起光源にレーザを使用
する等の工夫を行い，心腔内から膜電位光シ
グナルを計測可能な画像光学系を構築した。 
内視鏡には直径４mm の工業用フィバス

コープ（オリンパス社製 IF4D5-15-D）を使

用し、集光光学系が細径となることから、十

分な信号を得るために、光源にはこれまでの

研究で使用してきた発光ダイオードに代わ

り、波長 532nm、最大出力 300mW の半導

体レーザを使用し、励起光を内視鏡の照明工

学系へ導いた。心内膜表面では、55mW/㎠の

光強度が得られている。 
 
図１ 内視鏡を用いた心内膜側膜電位光学

マッピングシステム 
 

またこの試作システムによりウサギ

Langendorff 灌流心臓標本での膜電位計測に

適用し,心内膜側の光シグナル強度の評価、興

奮伝播マッピングを行った。 
（２）心外膜側・心内膜側同時計測システム
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の試作 
心内膜側と心外膜側を同時に光マッピン

グすることを、二つの画像計測の幾何学位置

関係をより正確に行いつつ実施可能とする

システムの試作を行った。実験装置の概略を

図２示す。 

 
図２ 心外膜側・心内膜側同時計測システム 
 

心外膜側・心内膜側の計測画像の位置統合

（registration）を客観的に行うために心外

膜側から線状のレーザ光を照射し、その透過

光を心内膜側で観察し、二つの画像の相対的

位置関係を同定する手法を検討した。その概

要を図３に示す。 
 

図３ ラインレーザ光を用いる位置統合手法 
 
心筋壁内でレーザ光の散乱、レーザ光の心外

膜面への照射角度の位置統合誤差への影響

を検討した。 
（３）ウサギ Langendorff 灌流心臓標本を用

いたシステム基本性能評価を行った。 
（４）壁内情報の再構成法に関する基礎検討 
 深さ方向の情報を得るために新たに拡散

光トモグラフィの原理を応用した計測手法

の検討シミュレーションを中心に行った。 
 
４．研究成果 
（１）心内膜側膜電位光学マッピング 

当初心外膜側から LED 光源（主波長 525nm）
を用いて励起光照射を行い、光拡散により心
内膜側まで励起引きを到達させ、心腔内に挿
入した硬性内視鏡に接続した高速度カメラ
と で の 計 測 を 、 膜 電 位 感 受 性 色 素
di-4-ANEPPS で染色したウサギ Langendorff
灌流心標本により実施した。一定の活動電位
シグナルを計測することは可能であったが、

心内膜側の光シグナルは心房組織の厚みは
薄いものの心壁内の組織の細胞活動電位の
重ね合わせになってしまうという課題が確
認された。また信号強度も弱く適切な信号を
得るためには、撮影速度は 100fps（毎秒 100
枚）程度としなければならず、性能的に不十
分であった。 
このため図 1に示すような励起光源をレー

ザとした。従来の心外膜光学計測システムと
同等の良好なシグナル計測に成功した。また
3000fps という高速度撮像ではノイズが大き
くなるが、デジタルフィルタリングの適用を
試み、特徴的な電位信号の抽出を実現した。 
（２）心外膜側からラインレーザ光を照射し、
心壁を透過した光の像を心内膜側で計測し、
心外膜側と心内膜側の画像の位置統合を行
う場合、厚みのある心壁における光の散乱と
レーザ入射角度が心外膜の法線方向となす
角度に依存した誤差が生ずる。この誤差を定
量的に見積もるためにウサギ心臓標本より
右心室壁（厚さ 2mm）、左心室壁（厚さ 5mm）
を切り出し、レーザ光の心外膜法線方向と入
射光のなす角度を種々変えて、位置誤差を評
価した。その結果を図４に示す。 

その結果条件下ではサブミリメータでの
位置統合が可能であることを確認した。 
 

図４ 位置統合誤差の定量的評価結果 
 

 
（３）図５に計測部位と異なる時刻での観察
画像の変化を、図６に心腔内で観察された膜

電位波形の例を示す。 
 

図５ 計測実験の概要と得られた興奮電波
マッピングの結果例  
 
また図６に心腔内各部での信号波形を示

す。 
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図６ 心腔内各部での活動電位波形 

 
図７にウサギLangendorff灌流心標本右心

室に挿入した内視鏡、新壁内外でほぼ同一位
置と想定される測定点における活動電位計
測結果を示す。通常の興奮電波では心内膜・
心外膜側でおおよそ同様の伝播様式となる
ことが予想されるが、結果もほぼ同一時刻に
活動電位が立ち上がったことを示すデータ
となっている。 
 

図７ 心外膜・心内膜側の対応点での活動電
位計測結果例 
 
（４）壁内情報の再構成法に関する基礎検討 

 縦 25 mm x 横 20 mm x 高さ 3 mm の 3
次元膜電位分布モデルを用いたシミュレー

ション結果よりノイズの無い理想状態にお

いては正規化された膜電位変化が 3 mmの深

さにおいて平均二乗誤差 0.2 という良好な結

果を得られることが分かった。 
 組織深部の計測プロセスにおいてレーザ

ー光を一点照射し、組織表面上に現れる放射

蛍光の分布を計測する必要があるため計測

領域全体の計測に時間がかかり、非周期的な

興奮伝播現象を捉えることが難しいという

ことが問題であった。そのため圧縮センシン

グの考えを取り入れ、少ないサンプリング数

から元の膜電位情報を再構成可能であるか

の検討を行った。シミュレーション結果から

64 x 64 pixel の画像においてランダムに 800
点（全画素数の約 20%）での計測を行えばノ

イズの無い理想状態においては- 80 mV から

30 mV まで変化する膜電位二次元画像で 9 
mV 程度の平均二乗誤差で膜電位情報を再

構成することができることを示した。 
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