
０	はじめに―方法論の革新と科学の進歩で手に入れた「創造主の目」

17世紀後半，イギリスの科学者ロバート・フック （Robert Hooke, 1635〜 1703年，図 A） 
が顕微鏡を使って，生物が小さな構成単位 （＝細胞） で形成されていることを見出した．同じ
頃，オランダのレーウェンフック （Antoni van Leeuwenhoek, 1632〜1723年，図B） は目に
見えない小さな微生物を多数観察し，それらが病気の原因であることを示唆した．これらは
いずれも 「目には見えないもの」 を見て，解析することにより，新しい概念を切り拓く試みで
あり，「単に目で見えていたもの」 のみを収集していた従来の 「博物学：natural history」 か
ら，より解析的な 「生物学：biology＝ bio＜生命＞＋ logia＜論理＞」 という学問が歴史上に
誕生した瞬間であった．それ以降，生物学の進歩は常に観察技術の革新と歩調を合わせて進
んできたと言って過言ではない．
「視ること」は人間の五感のなかでも特別な存在感を示している．「目隠し」をした状態で

さまざまな方向から対象物に触れて，それらの特徴から推測するだけでは，結局のところ，
対象物が何物であるかを理解できない．目を開いて「見る」という新しい解析法を導入する
ことではじめて，対象物がどんなものであるか，はっきりと理解することができるようにな
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概論

動物とは，その名の通り「動く物」であり，われわれが社会のなかで日々忙しく動き回っているの
と同じく，細胞は「個体」という社会のなかで動き続けている．細胞がいつ，どこで，どのように
行動するのか，これは個体の生命機能を支える本質的現象であるが，固定・薄切した組織による従
来の静的な解析では十分な検討が困難であった．近年の研究技術における飛躍的革新により，動き
のある生命現象を，そのまま「生きたまま」で観察することができるようになり，生命科学上の多
くの新概念が明らかになってきた．本特集では，多光子励起顕微鏡を用いた最先端の生体イメージ
ング研究と，蛍光プローブ・光操作技術，核医学イメージングの現状について，最新の研究成果を
交えて紹介する．
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る．このように，１つの新しい方法論の登場は，ときにはそれまでの研究成果をすべて超克
して真実に近づくような威力をもつ．

動物は「動き」のあるシステムである．従来の組織・形態学上の「静的」な解析では，生
命現象の“スナップショット”を見るのみで，その動く実像を捉えることはできなかった．
近年の生体イメージング技術は，生物の内部で起こっている事象を「生きたまま」で，時間
軸をもって“ビデオ撮影”することを可能とし，これによって生命現象の本質である分子・
細胞の「動き」をはっきりと理解することが可能となった．空間情報（x/y/z）に加え，時間
軸 （t） をもった情報を可視化するイメージング技術の登場は，3D世界から 4D世界への転換
であり，生命科学上の不連続な，革命的進歩の１つである．

近年の医学・生物学の著しい進歩を支えているのは，10〜 20年周期で登場する革新的な方
法論である．1970〜1980年代の分子生物学の登場，1990年代のジーンターゲティング技術の
進歩により，研究者は生命の本質である遺伝子を発見し操作する，「創造主の手」 をもった．
これらの方法論が数多くの新しい概念の創出につながり，生命科学が飛躍的に発展したこと
は論を待たないが，今われわれは，生命現象を生きたまま見る 「生体イメージング」 という， 

「創造主の目」 を手に入れた．まさに，新しい研究の時代の幕開けに立ち会っているといえよ
う．本特集では，そのような生命科学の新たな「目」から見える世界を各論で紹介いただい
ている（概念図１）．

１	顕微鏡技術の進歩

16 世紀末頃に試作機がつくられた顕微鏡は，光学・物理学の進歩とともに技術革新がなさ
れ 19 世紀後半にはほぼ原型が確立していたが，20 世紀に入り可視化・イメージング技術は，
多角的に大きな発展を遂げていく．その１つは「さらに微細なものを見る」挑戦である．い
わゆる「解像度」は異なる２点間の識別能 （d） として計測できるが，これは，観察に用いる
光の波長 （λ） に比例し，対物レンズの開口数 （N . A .） に反比例することが知られている 

図	 ロバート・フックとレーウェンフック
A）Robert Hooke（1635〜1703年）．B）Antoni van Leeuwenhoek（1632〜1723年）

A B

生体 4D イメージングの最前線

2583実験医学　Vol. 29　No. 16（10 月号）2011



 （d ∝ λ /N . A .：アッベの限界）．つまり，波長の短い光を （開口数の大きな対物レンズで） 
観察に使用する方が解像度は大きくなるが，可視光（λ＝ 380〜 760 nm）を用いた観察では
限界がある．そこで光に比べて波長がはるかに短い，高電圧で加速した電子線（電子＝粒子
の流れは波でもある：粒と波の二重性）を「光」の代わりに用いて，超高解像度イメージン
グを実現させたのが電子顕微鏡である．最近，光を用いながらも光学系・画像処理の工夫に
より「アッベの限界」を打ち破り，電子顕微鏡に比肩する解像度を有する驚くべき光学顕微
鏡（超解像顕微鏡）が開発されており，今後の生物学への応用が期待されている．

その一方で，20世紀は「蛍光イメージング」の著明な技術革新がみられた．蛍光分子は一
般に，エネルギー的に低い状態（基底状態）と高い状態（励起状態）があるが，普段は基底
状態にある．このエネルギー差に相当する光（光子）を当てると，蛍光分子はこのエネル
ギーを吸収して励起状態になるが，自然とまた基底状態へと戻っていく．この励起→基底状
態へと遷移する際に，そのエネルギーに相当する光が放出され，これを観察するのが蛍光観
察である．なお，当てた光子（励起光）よりも，出てくる光子（蛍光）の方が常にエネル
ギーが低く（エネルギーは必ずロスされる）， このため，蛍光は励起光よりも波長が長い

（Stoke s’ sh i f t とよぶ）．一般に，蛍光観察ではこの波長差を利用して，半透鏡（ダイクロ
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概念図１　各論の相関図
	 　 �イメージング研究の各論を，３つの軸（ミクロ↕マクロ，基礎↕臨床，要素技術↕アプリケーション）

で分類し表示している
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イックミラー）やフィルターを使って光路を分取している．
ところで，蛍光観察ではピントのずれた光をレンズが集光することで，見たい像が「ピン

ボケ」することがあるが，撮像レンズの前にピンホールをおいて不要な光を除いてピンボケ
を防いだ改良版を「共焦点（コンフォーカル）顕微鏡」とよぶ．これをさらに発展させ，観
察したいところのみを励起する改良版顕微鏡が「多光子励起顕微鏡」である．多 （２） 光子励
起顕微鏡の基本原理や操作の詳細については加藤らの稿を参照いただきたいが，簡潔に述べ
ると，多光子（通常は“２”光子）励起観察では，通常の励起に必要なエネルギーの半分の
光 （光子） を高密度で照射して２個の光子で１個の蛍光分子を励起して観察する．量子現象は
１：１反応が基本であるため，２光子：１電子励起の反応はきわめて稀な現象であり，「光子
密度が異常に高い場所＝焦点」のみでしか起こらない．つまり２光子励起では焦点のみしか
励起されないので ① （ピンホールがなくても） 高い空間解像度が得られる，②励起する部位
が限られるので，生体に対する光毒性が抑えられる，といった利点があり，さらには，励起
に通常の半分のエネルギーの光 （２倍の波長の光） を用いるために，組織の奥深くまで励起光
が到達するので ③深部組織の観察に適している．これら①〜③のいずれも，「組織・臓器を
生かしたままで観察」するためにきわめて有用である．固定した （もはや生きていない） 組織
や臓器は，パラフィンやコンパウンドで包埋して薄切すればどんな深い部分でも観察できる
が，生きた組織 （特に生きた個体内） では，観察したい場所が，対物レンズでアプローチでき
る場所よりもかなり深いことがある．このような場合，多 （２） 光子励起イメージングを用い
ると，組織の奥深くまで，高い三次元解像度で，しかも低侵襲で，観察することができる．

２	光イメージングの進歩―神経科学：構造と機能

神経科学は光イメージングの進歩が最も早くに応用された生物学の分野である．解剖学的
構造が明確で，位置に固有の機能が存在する脳神経系では，組織をすり潰して機能分子や遺
伝子を同定しようとする要素還元主義よりは，組織構築を残したままで，その生きた生理機
能を捉えようとする試みが古くから行われていた．特に神経活動の根幹を担う電気現象は，
膜電流測定・パッチクランプなどできわめて高い時間分解能で捉えることができ，活動電位
の伝導やシナプス伝達の作動様式の発見，単一イオンチャネルの動態計測など，ノーベル医
学・生理学賞を賑わす業績を数多く産み出してきた長く輝かしい歴史をもつ．光イメージン
グ技術に関しても，Ca2＋濃度測定をはじめとして，いち早く取りいれられていったが，これ
らは生理機能を測定する新しいツールの１つとして捉えられてきた （概念図２）．多光子励起
観察については，その最初の生物応用は Denkらによって報告され （1995） １），内耳有毛細胞
の微小 Ca2＋動態を捉えた像は，研究者に大きな衝撃を与えた．これ以降，世界中で多光子励
起観察が神経科学分野で展開されることになるが，均質で比較的励起光を透過させやすい脳
神経組織では，現在，かなりの深部まで高い時空間分解能の観察が可能となっている（加藤

らの稿）２）．
近年では，光学技術を「単に見る」ツールとして用いるだけではなく，それを用いて生命

現象を人為操作して，その応答をみようとするアプローチがなされている （松崎の稿） ３）．代
表例が光照射により特定の物質を放出するケージド化合物や，光刺激に応答して開閉し Na＋

を透過させ膜興奮を誘導するチャネルロドプシン （ChR2） 等の利用であるが，これらにより
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光刺激により任意の局所の膜興奮現象を操作することが可能となっている．これは，単に 「見
る」 イメージングから 「操る」 イメージングへの大転換であり，こういった潮流も神経科学の
分野でいち早く取り入れられている．

３	光イメージングの応用―免疫・癌研究：細胞の動態

今世紀に入り，多光子励起顕微鏡の性能と操作性が格段に進歩し，生体光イメージングが
神経科学以外の研究分野でも応用されるようになった （概念図２）．血液・免疫系システムで
は，多種多様な細胞の動きが制御されている．

細胞間のジャンクションがなく，基本的に１細胞毎に動いている免疫・血液系では，細胞
の単離が容易であり，これまでモノクローナル抗体の登場やフローサイトメトリーの開発に
より，細胞集団を機能の異なるサブタイプに分類していくことが，免疫学研究の大きな流れ
であった．形態学的には「リンパ球」としか分類できないものを，その表面マーカーによっ
て細かく分類し，それぞれの特殊機能を同定していく，ここ数十年の免疫学の進歩とは，ま

概念図２　神経科学と免疫学でのイメージング研究の進展
	 　 �PubMedによる“imaging＋neuroscience”（赤）と“imaging＋immunology”（青）の検索

結果（論文本数）．神経科学ではイメージングを用いた報告が 2000年頃から増加し，2006年以
降ほぼ同じ水準を維持している．免疫学分野では 2005年頃から増加し，2010年現在，なお漸増
傾向を保っている
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さに「分類学」にあったといえる．CD番号も 300を超えた今や，免疫細胞の細分類化もかな
り進み，プレーヤーはほぼ出揃った．これからは，このプレーヤー達がどのように働いてい
るかを明らかにする段階となっている．最近，免疫学の分野で生体イメージングが積極的に
取り入れられているのにはこのような背景があると考える．種々の組織・臓器での細胞動態
イメージングや，特殊な蛍光リポーターマウスを用いた免疫細胞の追跡については，菊田ら

の稿，戸村の稿を参照されたい４）５）．
一方で，癌細胞も増殖・組織浸潤・遠隔転移と，免疫・血液細胞よりは若干スローではあ

るが細胞の動態が重要なシステムである．近年，癌研究の分野でもイメージング技術はきわ
めて重要性の高いツールとなってきている （今村らの稿） ６）．癌細胞はin vitro での培養・蛍
光リポーター遺伝子の導入が比較的容易であるので，イメージング研究を行ううえでは有利
である．さらには骨，脂肪から肝臓にいたる各種臓器まで，光イメージングの応用領域は拡
大を続けている （菊田らの稿）．

４	蛍光プローブの開発

2007年，下村博士らによる GFP発見がノーベル化学賞の受賞対象となり世間が沸いた．オ
ワンクラゲに含まれる緑色蛍光タンパク質＝GFPの発見は，その後予想を超えた発展を示し，
生きた個体・組織において特定の細胞・分子を蛍光標識して追跡することを可能とした．こ
れは，顕微鏡技術の開発と同じく，「生体イメージング」のための重要な基盤技術となった．
その後，緑色以外のカラーリングや，光刺激によって色調が変化する蛍光タンパク質，FRET
による機能測定蛍光プローブの開発など，多くの発展系が登場している．これらの詳細とイ
メージング研究への応用については戸村の稿を参照されたい５）．

一方で，化学合成で作成される蛍光分子もイメージングの重要なツールである．古くは
Ca2＋濃度で蛍光強度・波長が制御される Fluo-3や Fura-2にはじまり，種々のイオン，pH，
NO，活性酸素種など，多種多様な蛍光プローブが現在開発されている （浦野の稿） ７）．化学
蛍光プローブは，諸条件により蛍光の on/o f fのスイッチングが可能であり，細胞・分子の機
能の可視化に有用である．また，一般に小分子であり生体への導入が容易であるので，ヒト
の系のイメージングツールとしても有望である．

５	核医学イメージング―ヒトへの応用

イメージング研究のヒトへの応用を考えるうえで，PETをはじめとする核医学イメージン
グは非常に重要なツールである （今泉の稿） ８）．蛍光イメージングは，単一細胞・分子レベル
を非常に高い時空間分解能で追うことのできる強力なツールであるが，光の到達深度には限
界があり，生体の奥深い部分の観察には困難がある （２光子励起を用いても数百μm〜１mm
が限界）．実験動物であれば，１ mmもあればかなり深いところまで見えるが，ヒトでは表面
にごく近い部分しか見えない．ヒト体内での分子・細胞の動態を追跡する場合には，これま
でから臨床検査としても使用され，確立した方法論を備えた核医学イメージングが有効であ
る．核医学イメージングといえば，代謝回転を検出して，血流や癌・炎症などを検出する
FDG （18F-fluorodeoxy glucose） -PETが有名であるが，最近では，特定のリガンドや抗体を
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RI 標識することにより，免疫・血液系細胞の体内動態を追跡することが可能となってきてい
る．核医学イメージングでは，RI 合成・使用の煩雑性，時空間解像度が不十分であるなどの
問題点は残されているものの，実験動物を用いて得られた概念をヒト医学へとトランスレー
トしていく観点から欠かすことのできない可視化技術である．

６	イメージング研究の今後の展望

今後のイメージング研究はどのように発展するのであろうか．注目する細胞を蛍光標識し，
個体そのものを生かしたままの状態での動態（細胞の動き・相互作用）を可視化することは，
多光子励起などを利用してすでに可能となっている．さらに最近の超解像顕微鏡技術を組合
わせると，生きた個体・組織内での生きた細胞内での１分子の動態を追いかけることも現実
味を帯びてくるかもしれない．また蛍光イメージングと核医学イメージングといった異なる
モダリティがシームレスに有機統合し，実験モデルで示された細胞動態の概念を，ヒト医学
でただちに検証できるようになることは，そう遠くない将来に実現可能となるであろう．

医師である筆者としては特に，蛍光生体イメージングの臨床応用による，新しい検査・診
断技術の開発に注目したい．最近，微小癌を特異的に蛍光標識し，内視鏡や腹腔鏡での切除
術のガイドとして利用する斬新な試みが報告されているが７），今後このような試みは，癌以
外の疾患，例えば循環器や免疫・血液疾患でも応用されていくことが強く期待される．蛍光
の研究分野に関しては，これまで 2007年にノーベル化学賞（GFP），2009年にノーベル物理
学賞（CCDカメラ・光ファイバー）が授与されている．蛍光イメージング技術が，近い将来
医学を変えることができれば，蛍光技術をテーマとしたノーベル医学・生理学賞の受賞も今
後あるかもしれない．

いずれにしても，これから５〜 10年くらいでイメージング研究は爆発的に発展すると筆者
は予想する．分子生物学・ジーンターゲティング技術の登場と同様，今後 4Dイメージング技
術の進歩にキャッチアップできるかどうかが，研究者としての帰趨を決すると同時に，それ
ほどまでにイメージング技術が進歩した現在と未来，その豊富なツールを用いて何を見るの
か，医学・生物学者としての炯眼が問われてくる．

０	おわりに―イメージング研究へのいざない

イメージング研究は，理屈抜きで楽しい．注目する生命現象を「目で見る」ことは，それ
を長年追いかけてきた研究者の心を震わせる．また，学問的価値を超えて，イメージング画
像が描き出す，生物の内に在る自然の美しさは，純粋に人に感動を与える力をもつ．さあ，
百聞は一見に如かず，である．各論に進み，実際の 4D イメージング研究の世界をご覧いた 
だきたい．本特集号では各稿に関連するイメージング動画を実験医学 online （http://www.

yodosha.co.jp/jikkenigaku/）特設ページ上に数多く掲載している．これらにより，少しでも
多くの読者がイメージング研究のすばらしさに触れて，興味のある生命システムのイメージ
ングに挑戦していただければ，本特集の企画者として望外の幸せである．

生きたままの姿を見る 4D イメージング特集
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◉4Dイメージング動画を
　全15本掲載
特集内のカメラマーク（        ）
が付いた写真の関連動画を
ご覧いただけます

◉プレゼント書籍のあたるアンケートを実施！
特設サイトのアンケートに答えていただいた方へ，抽選でイメージング関連書籍をプレゼント！

生体 4D イメージングの最前線

2589実験医学　Vol. 29　No. 16（10 月号）2011














































