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技術報告

デー タ処理 に よる細胞内遊離力 ル シウム イ オ ン濃度分 布 の

ビデオ蛍光顕 微鏡像と細胞構造との対応法

宮　 川 厚　 夫
＊

（1992 年 5 月 23 日 受理 ）

　蛍光顕微鏡 と画像 処 理 を用 い た，蛍光性 カ ル シ ウム 指示薬 Fura−2 に よ る細 胞 内遊離カ ル シ ウム イオ

ン 濃度 分 布測定 で
， 細胞 の 顕微鏡像 と カ ル シ ウム イ オ ン 分 布像 を 重 ね 合 わ せ て 表示 す る シ ス テ ム を作成

し た ．こ の シ ス テ ム は，ソ フ トウ エ ア で 2 種類の 画像 を重 ね て 表示 で き る よ う に し た も の で ， 細胞像

は 7 段階の 白黒 で ，カ ル シ ウ ム イオ ン 分布 は 24 色 で 表示 され る．細胞像 は，通常 の 透 過 光像以 外 に ，
ノ マ ル ス キー微分 卜渉像 な ど，目的 に あっ た 種類が 利用 で き る．こ の 結果，カ ル シ ウ ム イオ ン 分布と細

胞構造の 対比が容易 に な り，細胞内分布の み な らず ， 組織 切 片 な ど種 々 の サ ン プ ル の カル シ ウ ム イ オ ン

分布の 研究 に も有 用 で あ る と考 え ら れ る ．

1 緒 言

　生 き て い る 単
．・

の 細胞 で ，細胞 内遊離 カ ル シ ウ ム イオ

ン 濃度 （［Ca
？ ＋

］i）が，　 Fura−2 や lndo−1 な どの 蛍光性

プ ロ
ーブ 試薬 を用 い て 広く測定 さ れ る よ う に な っ て い

る
1）2＞，又 ，［Ca2

＋

］i 以 外に も，種 々 の イオ ン に 対 す る

蛍光性 プ ロ ーブ試 薬 が 容 易 に 入 手 で き る よ う に な り，応

用範囲も広 が っ て い る鋤 ．そ して ，脳神経系 に お け る

記憶 と学習 の メ カニ ズム や，免疫系 の 応答な ど，数多 く

の 生命現象を研究す る た め の
一

つ の 実験方法 と し て 定着

しつ つ あ る
5 瑚 ．

　実験法 も，蛍光分 光光度計 で の 測定か ら，蛍光顕微鏡

に よ る測 定
7｝，又，光 フ ァ イバ ーを 利用 し た生体組織中

で の 測定
S）ま で 広 が り を見 せ て い る．一方，蛍 光 顕 微鏡

を 用 い た ［Ca2
ト

］i 分布 を測定 す る 場合 で も ， 細胞内組

織構 造 と対 比 付 けて 議論 さ れ る こ と は少な い ．こ れ は ，

市販の LCa2＋ ］i 分布測定機器 が，こ こ ま で の 機能 を サ

ポートして い な い た め で もあ る．しか し ，
こ れ らの 機器

は
， 基本的に は，顕微鏡 と画像処理装置 を組 み 合わ せ た

装置 で あ る た め，比較的容易 に ［Ca
’
2 ＋

］i 分 布像 と顕微

鏡像を重 ね 合 わ せ る こ と が 可 能 で あ り，［Ca ？＋

］， 分布 と

細胞構造 の 対応 を と る こ とが で き る ．

　 こ こ で は ［C ．IU
＋

］，分 布測定機器 の ハ
ードウエ ア に は

手を加 え ず，プ ロ グ ラ ム を改良 す る こ と で
， ［Ca

’2 ＋

］i 分

布像 と，通常 の 顕 微鏡像 を重 ね 合わ せ て 表示 で き る シス

　
＊
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　　岡県浜松市半旧町 360〔1

テ ム を作 成 し た．そ して ，［Ca2
＋

］，分布像 と透過光像，

及 び
，

ノ マ ル ス キー
微分干渉像 と の 重 ね 合 わ せ を行 っ

た ．

2 実 験

　2・1　測定機器 と実験材料

　測 定機器 は，倒立 型 落射蛍 光顕微鏡 IMT −2−21−CAS

（オ リ ン パ ス ） と SIT 撮像管 G2741 −08 （浜 杉渇ホ トニ ク

ス ｝，フ レ
ー

ム メ モ リー DVS −3000 （浜松 ホ トニ クス ｝，

及 び，パ ー
ソ ナ ル コ ン ピュ

ータ PC −9801VX41 （日 本電

気）で 構成 され る．こ れ は，文献
7｝
に 示 した 装置 と 同 じ

で あ る．測定 に 用 い る培養器具 や，薬物刺激装置 ， 又 ，

蛍 光性 カ ル シ ウ ム 指示薬 Fura−2 な ど の 試薬類 も，文

献 η と同 じ種 類 を用 い た，

　乂，測定 に使用 した培養細胞 は，マ ウ ス の ニ
コ．一ロ ブ

ラ ス トーマ と ラ ッ トの グ リオ
ー

マ の ハ イブ リ ッ ド細胞

NGI   8−15 で あ る．細胞 の 培養条件 と，　 Fura−2 の ロ
ー

ドは 文献
7）と同　

・
に 行 っ た ．

2・2 測 定

　測定は ，Fig．　 i に 示 し た 哥乱順で 行 っ た．細胞 試 料 の セ

ッ トな ど，基 本的 な操作 は文 献 η と 同 じで あ る が ， 蛍光

測 定の 前 に，細胞 の 透過 光像 や ノ マ ル ス キ
ー
微分 ト渉像

な ど を コ ン ピ ュ
ー

タ に 取 り 込 む 操作 が 加 わ っ た ．

　顕微鏡像 の 人 力 は，蛍光測定 の 前 に コ ン ピ ュ
ータ の

VDT （video 　display　tcrminal ）画 面 に 指示 が 表示 さ れ る

の で，こ れ に 従 っ て ，顕 微鏡 の 光路 を 目 的の 観察 モ
ー

ド
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Fig・1cessmgSequence　 of 　measurement 　 and 　 image　 pro一

に 切 り 替 え て か ら，キ
ー

ボ
ー

ドの キ
ー

を押 す こ と で行 わ

れ る．そ して ，蛍光測定 の 光路 に 戻 して か ら，［Ca2
＋

］i

測 定の た め の 蛍光測光 を開始 さ せ る．

　 た だ し，透過光像 の 観察 で は，蛍光励起光を遮 へ い

し，透過光照 明用 の タ ン グ ス テ ン ラ ン プ を点灯 す れ ば よ

い が，ノ マ ル ス キー微分 干渉像 の 観察 で は ，偏光
’
fと ノ

マ ル ス キープ リズ ム を光路中に 挿入 す る必 要 が あ る．こ

の た め ， 機械的 な 振動 に よ り，焦点の 移動 や試 料細胞 の

移動が起 き や す く注意す る必要 が あっ た，又 ，透過光像

や微分干渉像の 入 力後， 蛍光測光の 前に ピ ン トを合わ せ

直す こ と は ， 特 に 微分干渉観察の 場合， お互 い の 像 の 位

置 が移動す る の で 避 け な け れ ば な ら な い ．な お ，微分 干

渉観察の 場合 は ，ノ マ ル ス キ
ープ リ ズ ム の 影響 で 像 の 移

動 が 生 じる た め，プロ グ ラ ム 上 で
…

致 を取 ら せ た．

　又，こ れ らの 顕微鏡像の 入 力に も，蛍 光観察用 の 超 高

感 度 の SIT カ メ ラ を用 い る 関係 L，強 す ぎ る 光 を 当 て

な い よ う に す る 注 意 も必 要 で あ っ た．

2 ・3　プ ロ グラ ム

従来 の ［Ca
？
’1
］i 測定 プ ロ グ ラ ム

7〕は ，設 定 し た 条 件

に 従 い ，2 種類 の 波長 で交互 に励 起 し た蛍光像を取 り込

み，各々 の 画素 ご とに バ ッ ク グ ラ ウ ン ド蛍光強度 の 処 理

な ど を 行い
， 蛍光強度比 を計算 す る．更 に，検量線を用

い て ，蛍光強度比 か ら ［Ca2
＋

］L を 求 め，カ ラ
ー

コ
ー

ド

に従っ て 擬似 カ ラ
ー

で ［Ga2
＋

］1 分布像 を表 示 す る．

　 今 回 の プロ グ ラ ム は
， ［Ca2

＋

］i 分布像と細胞の 顕微鏡

像の 重 ね 合わ せ を行 う た め ，従来 の プロ グラ ム に 次の 2

点の 処理 を追加 し た．1 点目は 蛍光測定 の 前 に 細胞 の 顕

微鏡像 を取 り込 む こ と が で き る よ う に し た こ と で あ り，

2点 目 は
， 測庫結果の 表示 で，2種類 の 像 を重 ね合わ せ

て 表示 す る よ うに した こ と で あ る．

　顕微鏡像の 人 力 は，蛍 光 測 定 の 前に ，VDT 画面の 表

示 に 従 っ て キーを押す こ と で ，画像 デー
タが 画像 デ

ー
タ

フ ァ イル に 入 力 され る．こ の 画像 は必 要 な枚数を入力 で

き る が ，蛍光測定 の 画 像 データ フ ァ イル と共用 し て い る

の で ，多く の 枚数 を 入 力す る と，蛍光測定 デー
タの 測定

数 が 減少す る．実験 に 用 い た シス テ ム で は，パ ー
ソ ナル

コ ン ピュ
ー

タ の 増設 メ モ リ の 容 量 か ら，両方 合 わ せ て

60 枚 ま で 人 力で き る．

　細胞像 と ［Ca2
＋

］i 分布像 の 重 ね 合 わ せ は，細胞像 を

7段 階 の 白 黒 で，［Ca2
＋

］i 分布像 は 文献 η と 同 じ 24 色

で ，合 計 175 色 で 表示 し た． し か し ， 使用 し たパ ー
ソ

ナ ル コ ン ピュ
ータ PC −9801VX41 で は，1 ドッ ト当た り

16 色 しか表示 で き な い た め ， 4 ドッ トで 1 画素 を表示

し た ．（Fig．2A ）こ れ は
， も と の 画 像データ が 183×

169 両素 で 構成 さ れ て い る ため 可能 で あ っ た．

　 しか し，こ れ で も細胞像 は 7 段 階 の 白 黒 で し か 表現

で き な い ．画面 を見 や す くす る た め
， 輝度分布の 変換

9）

と ， 平滑 化
10）を 行 っ た．細胞 の 顕微鏡観察 の 場合，輝

度の ヒ ス トグ ラム 分布は 明る い ほ う に 片寄 っ て い る．従

っ て ，フ レーム メ モ リに 入 力 され た 256 段階 の 輝度 を

単純 に 7段階 に 分 け て表示 す る と，多 くの 場合，細胞

の 外形を見分 け る こ と す ら關 難 で あ る．こ の た め，7 段

階の 輝度 に，そ れ ぞ れ 同 数 の 画 素 数 が 分 布 す る よ う に ヒ

ス トグ ラ ム ・イコ ラ イゼ ーシ ョ ン を 行 っ た．

　 又，画像 の ノ イズ を 減少 さ せ る た め，平滑化 フ ィ ル

ターを か け た．平滑化 に 使用 し た 空 間 フ ィル ターは Fig．

2B に 示 した値 を 使用 し た．

　 ノ マ ル ス キー微分干渉像観察の 場合，［Ca2
＋

］、分布像

と位置 や 大 き さ の ズ レ が生 じる．こ の 中で ，像 の 平行移

動 の 影響 が 最 も大 き い た め ，微分 干渉像 を平行移動 して

一．一
致 さ せ る よ う に した．こ の た め，VDT 画面上 で，微

．分干渉像 と ［Ca2
＋

］i 分 布像の ，そ れ ぞ れ一．・
致 す る と思

わ れ る 点 を 2 か 所 指 定 し，こ の 2 点 の 距 離 の 差 が 最 小

に な る よ うに ，微分干渉像を平・行移動 させ た．
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＋

］、分布 の ビデ オ蛍光顕微鏡像 と細胞構造 と の 対 応法 Tll5

A

〔 ，O） VDT 〔639，　O）

　dots

B111

121

111

lack　and −white 　dots
plxe丑 aH 。 cation

Fig．2　Rcpresentation　of 　superimposed 　jmage　and 　spatia 且filter
A ，The　VDT 　used 　in　this　experiment 　rcpresented 　640× 400　d   ts；however，　one 　dot　Clisplay−
ed 　only 　16　colors 　out 　o 「4096 　co 且ors ．　 ThereIbre

，
　onc 　plxel　was 　cornpriscd 　or 　a　set 　of 　4　dots

and 　could 　show 且75　c   【ors ．　Two 　dots　amorlg 　4　dots　show 　24　colors 　for　the ［Ca2
＋

］idis −
tribution　image　 which 　is　 made 　up 　of 　rcd ，　green　 alld 　 blue　coiors 　 combined ．　 The 　other 　2
dots　show 　71evels　of 　black−and −white 　lbr　thc 　display　of 　microscopic 　image　which 　is　madc

up 　of 　black
，　dark　gray，　light　gray　and 　whi 【e　combined ，　B．　Thc　3× 3spatial　filter　value 　ft）r

smoothing 　of 　the 　microscopic 　imagc ．

3 結果と考察

　 3 ・ 1 細胞の 透過光像 と細胞内遊離カル シウム イ オ ン

分布の重 ね合わせ

　Fig，3 に NGIO8 −15 の 50　mM 　KCI 刺 激 に よ る

［Ca2
＋

］、分布変化 を示 した．蛍光像 か ら の ハ レ
ー

シ ョ ン

に よ り ， 蛍光強度 が大 き く異 な る細胞体 と神経突起 の 両

方 の ［Ca？＋

］i 分布 を同 時 に 表示 す る の は困難 で あ る．

図 で は 細胞体 の ハ レーシ ョ ン に 合 わ せ て ［Ca2
＋

］、 分布

を計算 し た た め，細胞体部分 の ［Ca2 ｝
．
］i 分 布 は顕 微鏡

像と よ く一
致 して い る が，神経突起部分 の ［Ga2

＋

］i は

表 示 さ れ て い な い ．

　［Ca
’
2＋

］、は，刺激前 は約 100　nM で あ っ た が
， 刺激後

直 ち に 上昇 を始 め，約 6 秒 で 最高濃度 400− 600nM 前

後の 濃度 ま で 増加 し た．こ の よ う に，動 きの な い 細 胞 で

は，測 定 開始前 の 細胞像 で もよい
一

致をす る．そ して ，

細胞 の ど の 部分 の ［Ca2
＋

］i が 高濃度 で ある か を容易 に

知る こ とが で き る ．

　 し か し，顕 微鏡像 が 7 段 階 の 白黒 で しか．表 示 で き な

い た め，目視 で は 簡単 に 確認 で き る核 な ど の 細 胞 内構 造

が 不明 り ょ う で あ る ．よ り多色 表 示 の で き る コ ン ピュ
ー

タが 利 用 で き る な ら ば 解決可 能 で あ ろ う．

　3・2　ノ マ ル ス キ
ー

微分 干 渉像 と細 胞 内遊離力 ル シウ

ム イ オ ン分 布 の 重ね 合わせ

　 ノ マ ル ス キ ー
微分干渉像と ［Ca2

＋

］，分布像 の ず れ を

修正 し て，重 ね合わ せ を 行 っ た 例 を Fig．4 に 示 し た．

こ れ は，Fig．3C の ［Ca ？＋

］i 分布 デ
ー

タ を使用 し た．

　重 ね 合 わ せ る た め に，微分干渉像 と分布像 の ，そ れ ぞ

れ一
致 す る と 思 わ れ る 2 組 の 点 を 指定 す る 必 要 が あ

る．Fig．4A は 2 組 目 の ［Ca21
．
］i 分布像 Lの 点 を決 め

て い る と こ ろ で あ る ．決定後 ， 2 組の 点が 最もよく　致

す る よ う に，微分干渉像 が移動す る，移動 の 結果，微分

干渉像 の 上部 は データ が な く な り，Fig．4B の 上 部 は 正

常 に 表示 さ れ て い な い ．

　 3・ 3 考　察

　［Ca2
＋

］1 分 布測定機器 の プ ロ グ ラ ム に 変更 を加 え る こ

と で
， 細胞 構造 と ［C ♂

＋

］i 分布 の 対応 を取 る こ と が 可

能 に な っ た ．同 様 な 測 定 が，Ca2 ＋

以 外 に ，　 pH や

N 工工
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Fig. S Supcrimpesed images of  NGI08'15:  [Ca2i]{ distribution imtLge and
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image with  transmitted  light
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技術報 告 宮川 ・ デ 汐 婢 に よ る ［c ・

2＋ 1・ 肺 の ビ デ ttV”光顕 嬾 像 と黼 髄 と の 対応 法 TH7

A

B

Fig・・4 ［G ・
2＋

］・
di・ t・・b・… n ・1

−
NGI ・8−15 ・p・・ N ・ ・ 旧 ・ski・d・ffe・en ・1・l　l。・erfe ，enc ，

　im。ge
The ［Ca2

＋

］・ di… ib・・i・・ d… i・ ・h… m ・ tt・・ Fig，2C． 1。 ・h＿ e 。r 。b，e，va ，i。 n 。 （
’
．dif−

fk’「en ‘ial　 i・ し・ ・fe… ロcc
　
im ・g… ［C 網 ・ il・・g・ ・hift・d　fr・ m 　mi ・・・ … pi・　im。g。 、。 u 、， 。f　i。．

se 「ted
　
N 。 mar ・ki

　p・isl・ ，・’・・huhc ・P・i・ al　p・ ・h　w ・y ・f　mi ・ ・  ・cQp 。．　 P 。 ， a 且【。l　t，。 n 、1、、、i。 n

m ° st ・ffe・しs　i・ 山 … pe・imp… d　 im ・ g・ ，　 A　i・ d・・ig… i。9　th， 2 、e目 。 。 dm 。，k　f。 ，
　h。 ， m 。 −

1瓢 脳 黶 ヨ13d鵡 蹴 二融 ，1澱 ，！
1・

蹴
・

1｝1器：1翻
］mage ・

M ぺ  Kl ，　 Na ＋

，　Cl
一

な ど で も 可能 な こ と を 考 え れ

ば，広 い 応用 領 域 が あ る で あ ろ う．又，細胞 だ け に と ど

ま ら ず．組織 切 片 な ど で も ［Ca2
＋

］i 分布測定が 行 わ れ

る よ うに な っ て き て い る こ と か ら も，こ の よ う な 構造 と

の 対比 は，細胞 や 組織 中 で の Ca ！＋

の 生 理 的機能 や 役

割 を解明 す る た め に 重要 な実験手段 に な る で あ ろ う．

　 しか し
， よ り有効に こ の 重ね 合わ せ 法 を利用 す る た め

に は，幾つ か の 改良が 必 要 で あ る ．　・
つ は，こ の 実 験 で

使用 した パ ー
ソ ナ ル コ ン ピ ュ

ー
タ の 表示 能力の 限界 か

ら，細胞 像 が 7 段 階 の 白黒 で しか 表示 で きず，細胞 の

T イ テ ール が十分に 表現 で きな い こ と で あ る ，こ れ は，
よ り 高 い 能力を も っ た コ ン ピュ

ー．
汐 が 低 価格 で 供給 され

る よ うに な っ て い る 状況か ら，あ ま り 問題 に は な らな い

で あ ろ う．
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　 二 つ 目 は ，蛍光測定 の 開始前 に し か 細胞像が 入 力 で き

な い こ と で あ る．こ れ は，透過光観察 の 場合 に は，ハ
ー

ドウ エ ア に多少の 追加を行い ， タ ン グス テ ン ラ ン プの 点

灯 と蛍光励起光の 照 射 を 自動的 に 交 互 に 行 え る よ う に す

れ ば可 能 で あ る。こ れ を行う こ と で
， 多少の 動 き や 構造

変化 の ある試料の 測定 もで き る よ うに な る で あ ろ う．

　潰1」定機器の コ ン トロ
ー

ル と画像処理 プ ロ グ ラ ム の 改良を

手 伝 っ て い た だ い た 牧 野 徹 氏 1オ リ ン パ ス 光 学 工 業 （株 ）

バ イ オ メ デ ィ カル リサーチ セ ン ター1 と，実 験 に ご協 力 い

た だ い た尾 碕一穂 博士 1オ リ ン パ ス 光学工 業（株 〉第二 開発

部1 に 感言射します．
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Superimposed 　imagery　for　intracellular　free　calcium 　ion　distribution　and 　ce 且1u・

1ar　stmcture 　wi1h 　video 　fluorescence　microscopy ．　 Atsuo　MIYAKAwA （Department 　of

Medica孟 Photonics，　 University　of　Hamamatsu 　 School　 of 　Medicinc
，
3600

，
　 Handa −cho

，

Hamamatsu −shi ，　Shizuoka　431 −3霊）
　 In　life　science 　research

，
　the　distribution　of 　intracellular倉ce 　calcium 　ion　concentrat 三〇 n

（［Ca2
＋

］i）is　widely 　done　using 　a　fluorcscent　indicator　dye　such 　as　Fura−2
，
　Indo−1．　Of

P・・ti・u1 ・・ i・ t・・e ・t　i・ c・ rre ・p・ nd ・nce 　b ・twcen ［Ca2
＋

1、　di・t・ib・ ti・ n ・ nd 　cell ・ 1… t・u ・t・・e．
This　report 　describes　a 　systcm 　ft）r　superimposition 　of ［Ca2

＋

］i　distrlbution　and 　cellular

microscop 玉c　 images　 made 　with 　 transmitted 　 light　 or　 Nomarski　di｛ferential　inter艶rence ．
．
This　system 　 uscs 　thc　instrumentation　described　in　the 　previous　report 　but　with 　improvcd
the　computer 　so丘ware ．　 The　superimposed 　image　shows 　24　colors 　f（）r ［Ca2

＋

］i　and 　7
1evcls　of 　black−and −w 卜ite　in　the 　microscopic 　image ，　［Ca2

＋

1i　images 　o 『 NG108 −15　cor −

・e・p・ nd ・d　w ・11　 w ｛th　 t・・ n ・ mitt ・d 塁ight　im・g・ ・f　mi ・… c・P・．　 H ・ w ・v ・・
，
　th ・ ［Ca2

＋

1、 ・ nd

differential　interference　imagc　differed　by　parallel　shi氏，　rotation 　and 　magnification 　cause

by　insertlon　 o 「the 　Nomarski　pr弖sm ，
　 etc．　in　imcroscopic　light　path，　 The 　superimposed 　im−

age 　 was 　particularly　affected 　 by　parallel　shift．　 The　parallehranslation　of　microscopic

imagcs 　was 　included　 in　 the 　image 　processing　program　in　 order 　 to　 bring　the 　 image 　 into

corrcspondence ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcceived　May 　23
，
1992）

　　 Keyω ord 　phrases

intracellular　free　calcium 　ion；Fura−2；nuorescence　microscope ；video 　image　processing．
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