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研究成果の概要（和文）：イリジウム(III)錯体は、溶液中において酸素によって顕著に消光されるりん光を示
す。本研究では、この酸素によるりん光消光現象を利用して、イリジウム(III)錯体に基づく新しい生体内酸素
プローブを設計・合成した。このプローブと共焦点顕微りん光寿命イメージング(PLIM)装置を用いることによ
り、マウスなどの小動物の臓器や腫瘍の組織内の酸素濃度分布を小動物が生きた状態で高分解能イメージングで
きる技術を開発することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Iridium(III) complexes exhibit oxygen-dependent phosphorescence in solution.
 In this study we designed and synthesized new intravital oxygen probes based on the phosphorescence
 quenching of Ir(III) complexes by molecular oxygen. By using these oxygen probes and a confocal 
phosphorescence lifetime imaging microscope, we succeeded in developing an oxygen imaging technique 
that can be applied to elucidation of the oxygen status of organ and tumor tissues in vivo.

研究分野：光化学、光生命科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生体内において酸素は、細胞の分化や増殖、代謝さらに細胞間情報伝達など様々な生命活動に関与している。組
織中の酸素濃度は、血流の安定や恒常性の機序によって維持されているが、組織内の酸素濃度の変化は、様々な
病気の発症や増悪・進行に関わっていると考えられ、組織中の酸素濃度を高分解能でライブイメージングする技
術の確立は、医学の進展特に生理学や病理学あるいは病気の発症機序の解明、新しい治療法の確立などに大きく
貢献すると期待される。

※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 

生体内において酸素は、細胞の分化や増殖、代謝さらに細胞間情報伝達など様々な生命活動に
関与している。組織中の酸素濃度は、血流の安定や恒常性の機序によって維持されているが、多
くの病的要因によって変化が起こることが知られている。組織内の酸素濃度の変化は、様々な病
気の発症や増悪・進行に関わっていると考えられ、組織中の酸素濃度を高分解能でライブイメー
ジングする技術の確立は、医学の進展特に生理学や病理学さらに低酸素が関係する病気の発症
機序の解明、新しい治療法の確立などに大きく貢献すると期待される。しかし、従来の酸素電極
を用いた酸素濃度測定法、Bold MRI、EPR oximetry などの酸素測定法では、細胞レベルの分解能
で組織内の酸素イメージングを行うことは難しい。一方、分子の発するりん光が酸素分子との衝
突によって消光するいわゆる「りん光消光」を利用した酸素濃度測定法は、顕微鏡と組み合わせ
ることにより、組織中の細胞や毛細血管を描出しながら酸素濃度分布を求めることが可能とな
る。しかし、この光イメージング技術を確立するには、in vivo で組織の細胞内あるいは血中で働
く適切な発光プローブと、りん光寿命をイメージングする装置の開発、さらにりん光寿命から酸
素濃度を定量するための calibration 法の検討が必要である。 

 

２．研究の目的 

本研究は、我々が新たに開発した脂溶性および水溶性イリジウム錯体を酸素プローブとして
りん光寿命イメージング顕微分光（PLIM; phosphorescence lifetime imaging microscopy）装置を用
いることにより、マウスの腎臓、肝臓などの臓器組織の酸素化状態を高分解能でライブイメージ
ングする技術を開発し、酸素生物学・低酸素関連医学の研究に資することを目的とする。バイオ
イメージング技術は、“これまで目で見えなかった様々な生命現象を細胞や動物が生きた状態で
可視化できる技術” として、益々、その重要性が増している。この技術の要となるのは、目的に
合った発光プローブの設計・開発とその特性を最大限に生かせる検出装置の最適化である。本研
究では、酸素による顕著なりん光消光を示す脂溶性 Ir(III)錯体を細胞内プローブ、水溶性 Ir(III)

錯体を血中プローブとして用いて、組織内の酸素化状態をこれまでにない空間分解能でイメー
ジングする技術を開発することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

細胞内プローブとして脂溶性 Ir(III)錯体 BTPDM1、血中プローブとして水溶性 Ir(III)錯体 BTP-

PEG48を用いた。まず、BTPDM1 については培養細胞を用いて、BTP-PEG48についてはマウスか
ら採取した血液を溶媒としてりん光寿命と酸素分圧の関係を明らかにした。次に麻酔を施した
マウスの尾静脈からこれらのプローブを投与し、開腹後、腎臓、肝臓、がん組織の酸素化状態の
ライブイメージングを行った。測定
には本研究室で構築したFLIM/PLIM

装置（図１）を用いた。本装置は、倒
立顕微鏡と共焦点蛍光・りん光寿命
測定システムから構成され、ピコ秒
ダイオードレーザー（波長:488 nm, 
繰り返し:50 MHz）を励起光として
用いることにより、蛍光寿命(FLIM)
画像とりん光寿命(PLIM)画像を同
時に取得することができる。各ピク
セルのりん光寿命をあらかじめ求め
ておいた寿命と酸素分圧の関係式か
ら酸素分圧に変換し、酸素イメージ
ング画像を得た。            図１ りん光寿命イメージング顕微鏡装置 
 
４．研究成果 
(1) 腎臓の酸素化状態のイメージング[1] 
 麻酔下のマウスに酸素プローブ BTPDM1 と血管内皮染色試薬 FITC lectin を尾静脈投与し、開
腹して腎臓を露出させ、図 1 の装置を用いて腎臓表層にピコ秒レーザー光を照射して FLIM/ 

PLIM 画像を測定した。図 2に得られた FLIM/ PLIM 画像を示す。図 2の顕微寿命画像は、腎表
層から約 10 m 内部の画像である。(a)は BTPDM1 のりん光寿命画像で、りん光寿命の長さは下
に示すスケールの疑似カラーで表示されている。(b)は FITC lectin の蛍光画像、(c)は(a)と(b)を重
ねたマージ画像である。(a)の BTPDM1 のりん光寿命画像と(b)の毛細血管画像から、BTPDM1 は
血中から近位尿細管細胞内に移行し、細胞内の主にライソソームに集積していることが分かっ
た。HK-2（ヒト腎近位尿細管）細胞を使って、BTPDM1 のりん光寿命と酸素分圧の関係を求め
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た結果に基づいて、(a)のりん光
寿命画像から尿細管細胞の酸素
分圧を算出したところ、糸球体
に近いS1セグメントでは平均酸
素分圧が 49 mmHg、離れた S2 セ
グメントでは 41 mmHg となり、
セグメント間で酸素濃度勾配が
あることが明らかになった。ま
た、マウスに空気に代わって窒
素と酸素の混合ガス（21−15%）
を吸入させたところ、酸素分圧
に依存して PLIM 画像から得ら
れた腎臓組織の酸素分圧も変化       図 2 腎臓組織の FLIM/ PLIM 画像 

することを確認することができた。 

 

(2) 肝臓の酸素化状態のイメージング[2] 

肝小葉内の肝細胞の代謝機能は均一ではなく、metabolic zonation と呼ばれる領域特異性をもっ

ている。metabolic zonation には、小葉内での酸素濃度勾配が関係しており、その破綻は肝硬変、

肝炎、薬剤性やアルコール性の肝疾患のみならず肥満症、糖尿病といった代謝性疾患の発症につ

ながると考えられている。そこで、肝細

胞の酸素濃度勾配を解明するため、マ

ウスの肝臓組織の酸素濃度イメージン

グ実験を行った。 

 マウスに BTPDM1 を投与し、開腹後、

肝臓を露出させ、肝臓の PLIM 画像を測

定した（図 3）。これらは、対物レンズ

の倍率を 10 倍、20 倍、40 倍にして異な

る倍率で測定した結果である。寿命 

が長い領域、すなわち酸素分圧の低い  図 3 異なる倍率で測定した肝臓組織の PLIM 画像 

領域は中心静脈(CV)と考えられる。 

一方、その周辺の寿命がより短い領域、すなわち酸素濃度の高い領域は門脈(PV)に帰属するこ

とができる。AML 12（alpha mouse liver 12）細胞を使って、寿命と酸素分圧の関係を求めた結果

に基づいて、PLIM 画像から破線枠内の肝小葉の酸素分圧を算出したところ、CV 付近の平均酸

素分圧は 24 ± 6.1 mmHg、PV 付近の平均酸素分圧は 39 ± 4.2 mmHg となり、肝小葉内の酸素濃度

勾配をマウスが生きた状態でイメージングすることができた。また、血中へ塩化アンモニウムを

投与したところ、肝組織内が低酸素状態に陥り再び元のレベルに回復する変化が見られ、解毒代

謝に伴う組織の酸素化状態の変化を検出できることも明らかになった。 

 

(3) 腫瘍の酸素化状態のイメージング 

一般に、腫瘍組織はがん細胞の急速な増殖により血管新生が追い付かず、低酸素状態に陥って

いることが、ピモニダゾール等の低酸素マーカーを組織切片に適用した実験で明らかにされて

いる。また、キャピラリー酸素電極を腫瘍組織に挿入した実験からも、腫瘍が正常組織に比べて

低酸素であることが報告されている。しかし、血流が通っている in vivo の状態で腫瘍組織の酸

素化状態を高分解能イメージングした報告はほとんど知られていない。そこで、HCT-116 細胞を

ヌードマウスの皮下に移植して 2 週間飼育することによって担がんマウスを作成した。このマ

ウスにBTPDM1を静脈投与してから腫瘍部を露出し、励起光を照射して PLIM画像を測定した。

その結果、血管からの距離が増すにつれ、腫瘍細胞内に取り込まれた BTPDM1 のりん光寿命が

増加していることが分かった。これは、腫瘍組織では血管構造が脆弱になり、血管から離れた細

胞への酸素供給が滞っていることを示し、血流が通っている状態で腫瘍組織の酸素化状態を高

分解能でイメージングすることができた。さらに、水溶性 Ir(III)錯体 BTP-PEG48を酸素プローブ

として用いることにより、腫瘍組織の不規則な血管網と局所的な低酸素状態の存在を明らかに

することができた。 
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