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研究成果の概要（和文）：酸素は、多彩な細胞応答機構を通じて生体の恒常性維持にかかわる生命にとって必要
不可欠な生体ガスである。しかしながら、生体内で個々の細胞が晒されている酸素濃度の情報は曖昧な現状にあ
る。そこで、本研究では多光子励起顕微鏡を用いた最新の生体イメージング技術を発展・改良することで、生き
た動物の組織内の個々の細胞が晒されている酸素濃度を1細胞レベルで解析した。本研究では、りん光寿命イメ
ージング法を用いて、骨髄内の破骨細胞を蛍光標識したマウスを生かした状態で観察することで、りん光寿命の
計測を行なった。その結果、破骨細胞の生理的な酸素濃度の範囲は2～5%であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Oxygen is essential for maintaining homeostasis of living organisms through 
various cell response mechanisms. However, the oxygen concentration to which individual cells are 
exposed in the living body is ambiguous. Here, by developing and improving the latest bioimaging 
technology using a multiphoton excitation microscope, we analyzed the oxygen concentration of 
individual cells in the tissues of living animals at the single cell level. We measured 
phosphorescence lifetime of osteoclasts in the bone marrow using the phosphorescence lifetime 
imaging method. As a result, we succeeded in determining the range of physiological oxygen 
concentration of osteoclasts is 2 to 5%.

研究分野：生化学、薬理学、骨代謝学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸素の働きを質の観点で解き明かしてきた従来知見に対して、本研究は酸素の量の情報を明らかにした。即ち、
生体内で個々の細胞がどの程度の酸素濃度で維持され、それがどのくらい変動するかの定量的知見を明らかにし
た。本研究成果は、細胞生物学などの基礎研究だけでなく、がんや虚血性疾患などの低酸素状態が関係する様々
な病気の基礎病態を定量的に理解するための重要な知見となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生体組織内で細胞を取り巻く様々な環境因子は、特定の形質を細胞に誘導し、細胞がそれぞれの持ち
場で独自の機能を発揮する上で重要な働きをする。なかでも、酸素は、ほぼすべての細胞にとって必要
不可欠な分子であり、次に述べる種々の細胞内機序を通じて細胞の運命や機能の制御にかかわる。例
えば、ミトコンドリアの呼吸鎖においては、酸素は最終的な電子受容体として作用し、エネルギー(ATP)
産生にかかわる。また、酸素は、活性酸素種(H2O2)へ変換されることで、細胞内の情報伝達を担うセカ
ンドメッセンジャーとしても作用する。近年では、酸素供給の増減によって酸化還元酵素や水酸化酵素
による酵素反応が影響を受ける知見が続々と見いだされており、酸素が低酸素誘導因子 HIFαの発
現・活性の調節に関与したり、ヒストン脱メチル化酵素やDNA脱メチル化酵素の活性調節を介して遺伝
子の発現制御にかかわることも知られている。これまで、酸素が果たす役割は、in vitro の実験系(様々
な酸素濃度条件で培養した細胞を解析するなど)や in vivo 解析(低酸素関連遺伝子を欠損した動物を
解析するなど)を駆使することで精力的に明らかにされており、一見、かなりのことが理解できているよう
な錯覚に陥る。しかしながら、このような従来研究は、「酸素濃度が極端に高いあるいは低い」、「遺伝子
が大過剰あるいは欠損」といった特殊な実験条件下で行われているために、酸素の働きが「質」の観点
で明らかにされているだけで、「量」の知見はほとんど理解されていない現状にある。即ち、『生体内で
酸素濃度がどの程度維持され、それがどのくらい変動することで細胞応答に変化を生じるのか』等の定
量的知見からの酸素の役割は不明である。実際、生体内で細胞周囲の時事刻々と変化する酸素環境
によってどのような生体応答が引き起こされるかは、単に細胞生物学などの基礎研究だけでなく、がん
や虚血性疾患などの低酸素状態が関係する様々な病気の基礎病態を理解するためにも重要な知見で
あると言える。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生きた動物個体の組織内の酸素や細胞内の代謝状態を観察する多光子励起顕微鏡法
を開発することで、骨髄内で種々の細胞が晒されている酸素濃度を定量解析するとともに、酸素環境に
対する細胞内の代謝応答の in vivo 解析を実施した。 
 
３．研究の方法 
生体組織内の酸素の解析法はこれまでに活発に開発が進められている。なかでも、不可逆的な蛍光プ
ローブ(ニトロイミダゾール化合物など)を用いた免疫組織化学法は、生体組織の低酸素領域を解析する
研究で汎用されているものの、定量解析や経時観察の用途には適さない。これらの欠点を克服する方
法として、微小電極を用いた電気化学計測による酸素濃度測定法があるが、侵襲的方法であるために
生体組織への応用には難がある。本研究では、非侵襲的に生体組織内の酸素濃度の変化をリアルタイ
ムに観察するために、りん光を発する化学ブローブ(イリジウム錯体)を使用した。当該プローブによる酸
素検出の原理は、イリジウム錯体が発する近赤外部のりん光が、酸素によって消光される現象を利用し
たものである(参考文献 1)。このため、イリジウム錯体を取り込んだ細胞内の酸素分圧が高くなるにつれ
て、りん光は減弱することになる。さらに、本研究では、酸素を観察するだけでなく、酸素を定量計測す
るための手段として、時間相関単一光子係数法によるりん光寿命の計測を行った。従来のイメージング
で汎用されている強度情報を用いた画像解析には定量性の点で問題がある。即ち、強度は、蛍光やり
ん光を発する分子の濃度のみではなく、光退色、寿命、励起光強度、そしてレンズやミラーといった光
学系などの多くの要因によって変化する。そのために、種々の実験で取得される蛍光・りん光強度情報
を用いて行われている画像解析は、定量性に乏しい。一方で、強度を補正するために、2 つの異なる波
長を用いて蛍光強度を補正するレシオ法が用いられることがあるが(例えば FRET 観察など)、色収差の
ために焦点位置が励起波長によって異なる。さらに、生体組織のような高散乱体を対象にした観察では、
蛍光波長の違いによるレイリー散乱の影響もあるために、多光子顕微鏡などの Z軸(深さ方向)の分解能
をもつ顕微鏡では、レシオ法も十分な改善策とは言い難い現状にある。これに対して、本研究で主たる
リードアウトとして取得する寿命情報は、分子種によってきまる化合物固有の物理化学的パラメーターで
ある。とりわけ、本研究で使用するイリジウム錯体から発せられるりん光寿命は、イリジウム錯体を取り巻く
酸素のみの影響によって変化し、濃度、光退色、励起光強度そして光学系などの実験条件の影響を一
切受けない。そのために、寿命は、強度情報に比べてはるかに定量性に優れており、りん光を発するイ
リジウム錯体周囲の酸素環境の変化を定量的に測定できる。今回、時間相関単一光子計数法を採用し、
Becker&Hickl 社の SPC-150 を搭載した二光子励起顕微鏡を用いて、寿命イメージングに取り組んだ。 
イソフルラン麻酔後、イリジウム錯体 BTPDM1 を尾静脈投与したマウスの頭蓋骨を露出し、固定器具
を装着した後に観察を行った。GFP 蛍光ならびにりん光は、850 nm で光励起を行った後に、525±25 
nm あるいは 620±30 nm のバンドパスフィルターを用いて画像取得を行った。顕微鏡観察の際には、パ
ルスオキシメータを用いて呼吸数・心拍数・経皮的動脈血酸素飽和度(SpO₂)を常時計測し、マウスの状
態のモニタリングを行った。 
マウスの骨髄細胞をサイトカイン M-CSF/RANKL で刺激を行い、成熟破骨細胞様細胞を分化誘導し
た。培地にイリジウム錯体 BTPDM1 を添加した後に、種々の酸素濃度条件下で培養を行い、850 nm で
光励起後、620±30 nm のバンドパスフィルターでりん光の画像取得を行った。 



りん光や自家蛍光の時間分解光子計測によって取得されたデータは、解析ソフトウェア SPC-
Image(Becker&Hickl 社)を用いて単一指数関数の減衰でフィッティングを行い、1/e の光子数になるリン
光寿命の算出を行った(χ²≦1.34)。破骨細胞の初代培養で取得したりん光寿命情報を用いて、Stern-
Volmer の式に従い、りん光寿命と酸素濃度の関係を示す検量線を作成した。そして、この検量線を用
いて、生体内のりん光寿命を酸素濃度に換算することで、生きた骨組織内で種々の細胞が晒されてい
る酸素濃度を絶対定量解析した。 
 
 
 
４．研究成果 
破骨細胞特異的に緑色蛍光タンパク実 GFP を発現するマウスに BTPDM1 を投与後、頭蓋骨に対し
て破骨細胞の生体イメージングを行った。マウスの矢状縫合近傍の頭頂骨に対して GFP の蛍光観察を
行い、GFP 陽性細胞(破骨細胞)が 5 個以上局在する視野において、りん光の時間分解光子計測を実
施し、りん光寿命の計算ならびに画像の取得を行った。パルスオキシメータを用いて経皮的動脈血酸素
飽和度 SpO₂が 95～98%の間に維持されるように正常状態における生体骨組織内の破骨細胞内のりん
光寿命を計測したところ、約 3 マイクロ秒であることが明らかとなった。一方、観察に用いているマウスに
対して低酸素暴露を行い、SpO₂が約 50%まで低下した場合における破骨細胞内のりん光寿命を計測し
たところ、約 4 マイクロ秒まで変化した。実際、破骨細胞の初代培養を用いてりん光寿命と酸素濃度との
関係を示す検量線を作成し、りん光寿命を酸素濃度に換算を行ったところ、SpO₂98%の状態にあるマウ
スの破骨細胞の酸素濃度は約 5%、SpO₂50%の状態にあるマウスの破骨細胞の酸素濃度は約 2%となるこ
とが明らかとなった。以上、本研究では、時間相関単一光子計数法のための計測器を搭載した多光子
励起顕微鏡を用いることで、生きた動物個体内の酸素濃度を 1 細胞レベルで解析することに成功した。
即ち、骨組織において、破骨細胞の酸素濃度が約 5%で維持されていることが明らかとなった。さらに、
観察に用いているマウスを低酸素暴露することで、破骨細胞の酸素環境に摂動を加えたところ、破骨細
胞の酸素濃度は約 2%まで低下したことから、破骨細胞の生理的な酸素濃度の範囲は 2〜5%であること
が明らかとなった。 
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