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【序】 近年、生化学の進歩により、タンパク質の任意の

場所に活性を奪うことなく蛍光色素を付加できるように

なった。[1]数 nm の精度で色素の位置を決定できれば、

タンパク質の構造を知ることができる。このためには、図

1 のような共焦点顕微鏡による解析は、有効な手段の一つ

である。ピンホール 1 によって、レーザーは波面が整形さ

れるため、対物レンズで集光された XY 平面の極めて狭い

範囲だけの色素を励起できる。対物レンズの焦点からＺ方

向にずれて存在する色素の蛍光は、接眼レンズで絞り切れ

ずピンホール 2 を通過できない。結果、三次元方向に対し

て高い空間分解能で試料中の蛍光像を選択できる。さらに、得られた蛍光像の重心から位置を求めると、その精

度を数 nm まで上げられると報告されている[2]。我々は、共焦点顕微鏡を中心に一分子レベルの位置決定精度を

持つ光学系を構築している。  

数 nm の精度を得るには、これと同程度に顕微鏡を安定させる必要がある。2009 年、顕微鏡の中で最も安定さ

せなければならない試料‐対物レンズペアを、一体型ホルダーに設置してクライオスタットと呼ばれるステンレ

ス製の超流動ヘリウム槽（円筒形でおよそ底面の直径 20 cm、高さ 120 cm）に沈めることで、相対誤差を標準偏

差で 1 nm 未満に抑えることに成功した[3]。しかし、未だ最大振幅にすると 3 nm 程で相対位置が揺らいでいる。

この揺れは数分の周期を持っており、室温の変化と同じスケールである。クライオスタット内部の温度は超流動

ヘリウムによって外部から隔絶されるので、主に外側の構造変化が揺れに寄与していると思われる。そこで、今

回クライオスタットの振動解析を行い、揺れの要因を解析したので報告する。 

【クライオスタットの安定性評価方法】 インサートの

振動を測定するために、図 3(a)の光学系を組み立てた。

インサートに試料‐対物レンズペアの試料位置に 30 μ

m ピンホールを取り付けてクライオスタット内に挿入

し、He-Ne レーザー(633 nm)を照射した。拡散されたピ

ンホール像を対物レンズ(f=200 mm)で集め、接眼レンズ

(f=200 mm)で焦平面にある CMOS カメラ

(ARTCAM_130MI-BW)のセンサー上に結像した。温度

変化や風の外乱によって測定精度が下がらないように、

結像系をアルミ製の箱で囲った。対物レンズの焦点距離

を f、接眼レンズの焦点距離を f ’とすると、CMOS 上で

の像の動きはインサートの揺れに対して f ’/f 倍となる。

f=f ’のようにレンズを選択したので、インサートのピン

ホールの動きを等倍で見る系である。得られる像は図

3(b)のようになる。これを撮影しガウスフィットで重心位

置を求めた。図 3(c)のように、同じ過程を繰り返して重

心位置の変化を記録し、クライオスタットの安定性を評

価した。 

 

 

 

 

図 2 (a)インサートの振動を測定するための光学

系 X は水平方向、Y は鉛直方向である。(b)CMOS

カメラ上のピンホール像(c)ピンホール像の重心位

置の時間変化 

図 1 共焦点顕微鏡。光軸を Z 軸、それに

対し垂直な面を XY 平面とする。 
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【クライオスタットの振動解析】 クライオスタットの環境を変

えながら、安定性評価を行った。毎秒 114 枚(114 FPS) で計 1000   

枚撮影した。これをフーリエ変換し、周波数特性を調べた。白色

ノイズが支配的となるが、同じ測定を 100 回繰り返し、得られた

データの平均をとることで統計的に緩和させた。以上の操作を行

い、周波数領域で比較した。結果を図 5 に示す。(a)～(d)は、測

定環境の違いを示す。我々は、(b)の環境で一分子分光を行ってい

る。(a)では、(b)で作動していた除震台の空気ばねの電源を止め

た。(c)では、(b)でクライオスタットの真空引きに使用していたポ

ンプの電源を止め、(d)ではそのために用いていたフレキシブルチ

ューブを全て取り外した。 

 X 成分には 6 Hz 以上に固有のピークがある。(a)と(b)の結果

から、除震台によって 6,10 Hzの振動は床から伝播している。 (b)

と(c)の比較から、25 Hzの振動は主に真空ポンプから伝播してい

る。(c)と(d)の比較から、14,16,17,21,23 Hz の振動がポンプの

電源を止めた後もフレキシブルチューブから伝播している。壁に

穴をあけてフレキシブルチューブを通していることから、同じ壁

に取り付けられたエアフィルターの振動が伝播していると考え

られる。(d)の結果から、以上の 3 つの振動を断つことでピーク

が消え、振動は標準偏差で 0.12 μm 程と安定する。これらは、

ソフトベローや除震台によってクライオスタットから構造的に

分離できることから十分に対応できる。Y 成分に立つピークは、

条件を変えてもほぼ変わらない。これらは、CMOSセンサーに由来

するノイズであり、振動源によるものでないことを確認した。こ

の時の振動の標準偏差 0.13 μmで安定である。 

一方、5 Hz未満で緩やかに存在する成分は、振動経路を断って

も変わらなかったので、温度変化によるクライオスタットのドリ

フトであると考える。温度計をクライオスタットの外側に貼り付

け、ピンホール像の揺れと温度を同時に測定した。変化の遅い成

分を比較するために、撮影速度を 15 FPSで 10 秒間撮影したデー

タの平均をとって速い振動成分を落とし、測定時間を 100 分に伸

ばした。結果を図 6に示す。スポットの揺れは気温の変化に対し

て X 方向に 4.4 μm/K 程で、Y 方向に 5.6 μm/K 程で追随した。

許容される 500 nm のドリフトに相当する温度変化はおよそ 100 

mK 程度だが、実験室の気温は 2 K 以上変動し、空調による温度

制御では不十分である。 

 【アルミ製の箱による温度安定化の評価】 以上の議論より、

100 mK 程の温度変化が光学系の精度に作用することがわかっ

た。そこで、図 3の装置でも用いたアルミ製の箱の効果を定量

的に評価した。温度計を 2つ使用し、実験室のアルミ製の箱の

内部と外部で一日の温度を測定した。結果を図 7に示す。青色

の線が箱外部の温度、赤色の線が内部の温度を表す。一日の間

に箱外部の温度は 1 K 程揺れるのに対し、箱内部のものは 550 

mKしか揺れなかった。計測開始から 5時間分のデータを拡大し

たところ、箱によって主に 15 分周期より短い振動成分が削ぎ

落とされ、温度安定化の効果があることがわかった。しかし、

依然として 500 mK 程揺れるので、制御器による温度安定化が

必要である。 
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図 3 (上段)ピンホール像の揺れのフー

リエ変換。 (b):環境で一分子分光を行って

いる。 (a) :(b)で作動していた除震台の空気

ばねの電源を止めた(c): (b)でクライオスタ

ットの真空引きに使用したポンプの電源を

止めた(d):(c)からフレキシブルチューブを

全て取り外した。(下段)測定結果から振動の

伝達経路をまとめた図 

 

図 4 ピンホール像の揺れ(赤＆青)と実験室

の温度変化（緑）。平均値をオフセットとし

て除いた。 

図 5 (a) 一日間のアルミの箱の外部(青)

と内部(赤)の温度変化。(b)その測定の開始後

5 時間目までのデータを拡大したもの。 


