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【序】生化学的手法の発達により、生きた細胞中にあるたんぱく質を蛍光色素で特異的に染

色することが可能になっている[1,2]。複数の色の蛍光色素を用いれば、複数のターゲットた

んぱく質の多色イメージングが可能になり、細胞内構造体の立体構造を知るなどの応用が期

待できる。特に共焦点顕微鏡は、対物レンズ焦点からの光のみを検出するため、3 次元構造の

情報を得ることができ、最も信号-ノイズ比の高い配置であるため広く使われている。図 1に

共焦点顕微鏡概念図を示す。励起光

の波面を励起光側ピンホールを通し

て整えた後、対物レンズによって試

料に照射する。試料上における励起

光の強度分布 Iex は対物レンズの点

像分布関数に一致する。試料から出

た蛍光はビームスプリッターを透過

し、検出側ピンホールを抜けた分が

1 次元検出器によって検出される。

取得できる画像は試料の蛍光強度分

布 Iflを用いて Ifl×Iexとなる。一方で、

1 枚の画像を得るためには構成する

各点で光検出を行うために総測定時

間が長くなるという欠点がある。こ

のため生きた細胞中の流動的な構造

や、生命現象の過程で変化していく

ような構造を観察することが難し

い。そこで我々は細胞を温度 1.7 K

に凍結し、生きた細胞のある一瞬の

状態を観察することを目指してい

る。今回低温に凍結した細胞を観察

可能な共焦点蛍光顕微鏡を開発し、

ヘリウム温度 1.7 K 下の細胞の観察

に成功したので報告する。 

【実験】製作した顕微鏡を図 2 に示

す。最大の特徴は低温使用可能な

NA=0.99 の反射対物レンズ[3]を使

用することで、様々な波長の励起光

を色収差なく回折限界程度にまで集

光できることである。すでに報告し

た顕微鏡[3]との違いは検出側ピン

ホールを入れることで厳密な共焦点

配置になっているところである。



【結果】1.7 K におけるHeLa 細胞の蛍光

イメージングを行った。細胞核は

Hoechist33342 、 核内のテロメアは

AlexaFluor660 で染色した。テロメアは核

内の染色体末端にある TTAGGG のリピー

トである。このテロメアは 6 種類のたんぱ

く質と複合体を作ることが知られており、

そのうちの一つであるTRF1を免疫染色し

た。波長 375 nm の励起光で核を、637 nm

の励起光でTRF1をイメージングした結果

を図 3 に示す。(b)にある白線は(a)から読

み取れる核の境界を記入したものである。

核内にあるテロメアが一個の輝点として

検出されることが確認できた。テロメアを

細胞中にある点光源と見立てることで顕

微鏡の特性を調べた。561 nm および 637 

nm で光励起した TRF1 の三次元蛍光イメ

ージを図4 に示す。図４をガウスフィッテ

ィングすることで 1/e2幅を求めた結果と

対物レンズの点像分布関数から予測され

る1/e2幅の見積もり値を表1にまとめる。

見積もりに用いた点像分布関数はスピン

コート膜中の Qdot705 をλ= 532,635 

nm 励起で測定したΓ(532),Γ(635)を用

いた[3]。Γが波長に比例すると仮定し、

Iex(λ=561 nm)はΓ(532)をもとに、

Iex(637),Ifl(700)はΓ(635)をもとに計算

し、それぞれの励起波長に対して Iex と Ifl

をかけ見積もりとした。核中でもスピンコ

ート膜から求めた値と 1 割以内の誤差で

一致している。HeLa 細胞のような厚みの

ある(～10 μm)、屈折率が異なる物質を

含む環境では集光の際に波面が乱れ、像質

が悪化する場合があることが知られてい

る[4]。しかし HeLa 細胞のような小さい細

胞では、波面乱れが像質に及ぼす影響は小

さいことがわかった。 
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