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博士論文 

 

リン光寿命を利用した共焦点顕微鏡下での 

細胞内酸素濃度イメージング 

 

生物プロセス専攻 

黒川 宏美 

 

論文の章立て 

第 1章 緒論 

第 2章 細胞内酸素濃度イメージングにおけるリン光寿命及び強度測定の比較 

第 3章 細胞内酸素濃度分布とミトコンドリア局在の関係性の検討 

第 4章 グルコース刺激によるマウス膵 β細胞株MIN6の細胞内酸素濃度変化 

第 5章 総括 

 

論文の要約 

 

第 1章 

酸素は好気呼吸を行う生物にとって非常に重要な分子であり、これまでに

様々な酸素濃度測定法が研究・開発されてきた。当研究室では、1 細胞内の酸素

濃度に着目し、これまでにリン光寿命を用いた共焦点顕微鏡下での細胞内酸素

濃度イメージングを行ってきた。その結果、1細胞内には酸素濃度分布があるこ

とが明らかとなった。また、白金ポルフィリンを内包した酸素センシングビー

ズを調製し、細胞内外の酸素濃度イメージングの同時測定を行ってきた。 

本研究では、二次元および三次元培養した細胞内の酸素濃度イメージングにお

ける、リン光寿命測定の有用性について検討した。さらに、リン光寿命を用い

た三次元的な酸素濃度イメージングを行った。また、細胞内低酸素領域の由来

を明らかとするとともに、外部刺激に応じた細胞内酸素濃度の動的変化につい

て検討した。 

 

第 2章 



二次元培養細胞および三次元培養細胞内の酸素濃度イメージングを行い、細

胞内の酸素濃度測定におけるリン光寿命および強度測定の比較を行った。二次

元培養細胞内の酸素濃度イメージングの結果、リン光寿命を利用した場合、低

酸素領域のイメージングのみならず 0-20%の酸素濃度に対応した細胞内酸素濃

度イメージングが可能であることがわかった。また、リン光寿命を用いた三次

元培養細胞の酸素濃度イメージングの結果、spheroid 中心部が辺縁部に比べ低酸

素状態であることが、可視化によりわかった。これは spheroid 内の酸素が辺縁

部からの核酸により供給され、内部で消費されるためであるといえる。一方、

リン光強度を用いた場合、リン光性色素の濃度分布による影響を受けるため、

正しく酸素濃度分布をイメージングできなかった。リン光と蛍光を同時に観察

する時に得られる発光強度を用いた場合（通常の蛍光顕微鏡観察で得られる像）

では、自家蛍光の影響により見かけの発光強度の酸素濃度依存性が小さく、測

定が困難であった。これらのことから、二次元および三次元培養細胞の酸素濃

度測定にリン光寿命を用いる優位性が示された。また、リン光寿命を用いるこ

とで、spheroid 内の三次元的な酸素濃度イメージングが可能であることが示され

た。 

 

第 3章 

ミトコンドリアに着目し、1細胞内酸素濃度分布とミトコンドリアの関係性を

検討した。ミトコンドリア染色色素とリン光性色素の二重染色を行ったところ、

細胞の種類に関係なく、細胞内の低酸素領域にミトコンドリアが存在している

ことが明らかとなった。さらに、電子伝達複合体阻害剤アンチマイシン Aを添

加することにより、細胞内の酸素濃度は全体的に増加した。これらのことから、

細胞内の低酸素領域はミトコンドリアの電子伝達に伴う酸素消費により形成さ

れることが明らかとなった。さらに、Colon26 の細胞核はミトコンドリアより低

酸素状態であることがわかった。細胞核の周囲はミトコンドリアが集積してお

り、ミトコンドリアの酸素消費により細胞核が低酸素になると同時に、細胞核

の内部に存在する酸素を基質とする酵素の働きにより、さらに低酸素になって

いるものと思われる。この細胞核内の低酸素状態もアンチマイシン A添加によ

り解消され、他の細胞内と同様に酸素濃度が増加した。 

 

第 4章 

マウス膵 β細胞株 MIN6 へのグルコース添加に伴う経時的な細胞内酸素濃度

変化について検討した。グルコース不含バッファーでプレインキュベートした

MIN6は、高濃度グルコース刺激により、細胞内の酸素消費が 10 分以内に高ま

り、細胞内の酸素濃度が低下することがわかった。この変化は、刺激 30分後ま



で続き、グルコース刺激により細胞内が低酸素状態になることが示された。こ

れまで、閉鎖系での細胞培養液の酸素消費量を測定することで、間接的に細胞

内酸素消費が高まることが報告されていた。本システムを利用することで、酸

素および二酸化炭素の気流下での細胞内酸素濃度変化が直接測定できた。 


