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   生命現象では、多種多様な生体分子が相互に作用しながら、三次元ネットワークをつくり生理機能を発現・調

整していると考えられている。このような複雑系を理解するためには、その現場である細胞内部を分子レベルで

知ることが不可欠である。しかし、既存法ではこのような観察は不可能である。例えば、細胞が観察できる最も

高解像度なクライオ電子線トモグラフィー(cryo-ET)でも、その解像度は 4-5  nm と分子レベルに達していない

[1]。その結果として分子の帰属もできない。そこで我々は分子解像度の三次元イメージングを目指して、クライ

オ１分子蛍光顕微鏡の独自開発を続けている。蛍光イメージングには cryo-ET にない３つの利点がある。第一に

１分子の感度が実現している点である[2]。解像度を突き詰めていくと最終的には１分子からの信号を観察しなけ

ればならなくなるため、１分子の感度は必須条件である。第二に、蛍光イメージングでは分子の帰属が可能であ

る点である。たとえば、Green  Fluorescent  Protein  (GFP)をターゲットのタンパク質に融合させれば、生細胞

中でターゲット分子のみを選択的に可視化できる。つまり解像度と無関係に分子の帰属が可能である。第三に、

細胞のような厚さ（約十ミクロン）のある試料の観察が可能である点である。これらの利点がある反面、欠点は

解像度の低さである。現在、蛍光顕微鏡の解像度は、固定化した細胞に対して超解像顕微法を用いれば約 20  nm

に改善するが[3]それでも cryo-ET にははるかに及ばない。生細胞ではさらに悪化することが報告されている[4]。

解像度を悪くしているのは（１）分子の動きと（２）顕微鏡の不安定性である。そこで我々は（１）について、

cryo-ET と同様、試料を急速凍結することで分子の動きを完全に止めて観察することを考えている。（２）につい

て、対物レンズや低温槽、顕微光学系の部品を、機械的安定性が得られるように、独自に開発することでナノメ

ーターの安定性を実現した[5]。これらの結果、ごく最近、我々は標準偏差(σ)〜1  nmで３次元位置を１分子ご

とに決定できるクライオ蛍光顕微鏡を開発した。そこで、本講演ではこの顕微鏡の詳細を報告する。     

   目標とする分子解像度について説明する。図 1Aは原点(0  nm,  0  nm)にある蛍光分子をσ  =  1  nm の精度で

50 回測定を繰り返した場合に、観察される分子の位置のシミュレーション結果である（ピンクの十字）。一般的

に、画像の解像度は 2σないし半値全幅(２.４σ)で定義され、視覚的にも半径２σ  =  2  nm の円（白線）内にほ

とんどの点が集まっているのが分かる。この結果とGFP の立体構造   [PDB  code:  1EMA]（図 1b）を比較する

と、半径2σの円はGFPの大きさとほぼ等しく、σ  が  1  nmあれば分子を見分けることができることが分かる。

そこで、ここではσ   ≤  1  nm を分子解像度と定義する。     

実験   観察に用いた顕微鏡はすでに報告したクライオ蛍光顕微鏡[2]をベースにしている。報告した顕微鏡との大

きな違いは光検出器が一次元のもの（アバランシェフォトダイオード）から２次元（CCD）なったことである。  

   図 2 に、開発したクライオ蛍光顕微鏡の光学系をし

めす。対物レンズの焦平面方向を xy、深さ方向を z と

定義する。図 2a に、xy 方向の位置決めをするための

光学系をしめす。波長 637  nmの励起光をビームスプ

リッター(DM)によって反射させ、クライオスタット中

に設置した対物レンズによって、試料へ集光する。試

料は、静電容量センサーによって安定化させたピエゾ

スキャナーに載っている。ターゲットからの蛍光（波

長〜700  nm）を同じ対物レンズで集める。ターゲッ

ト１分子からの蛍光は DM を通過し、凹面鏡によって

CCD面内に結像させる。この像を正規分布でフィティ



ングすることで、ターゲットの位置を１分子決定

できる[6]。深さ z の位置を決める場合には、図

2bの位置に凸面単レンズ（f  =  5,000  mm）を

挿入すると、このレンズと CM との合成焦点は

CCDの手前に来る。このように、CCD上ではぼ

やけた像とすると、深さ z方向の位置情報をスポ

ットの幅として取得することができる[7]。この

系での光学シミュレーションなどの結果は本討

論会ポスター発表（3P095）で議論する   [8]。  

   顕微鏡を評価するテスト試料には量子ドット

（Qdot705,  Thermo  Fisher）緩衝溶液のスピ

ンコート膜を用いた。Qdot を１分子観察すると、

一般的な色素よりも２桁以上強く蛍光する。そこ

で、色素での実験を想定して蛍光量が〜5,000  

s-1 になるように励起光強度を調整した。測定温

度は 1.7  K で、試料と対物レンズは液体ヘリウ

ム中に浸して測定した。  

結果   図３に、３次元方向に対するQdot の１分

子位置決定の実験結果をしめす。試料の温度が

1.7  K であるため、Qdot は基板に完全に固定さ

れている。顕微鏡の性能を評価するため、Qdot

の位置を低温ステージによって 5〜10  nmずつ

動かし、蛍光イメージから得られた分子の位置を

観察した。図中の丸（○）が蛍光イメージから求

めた色素の位置であり、黒線（—―）がセンサーに

よって求めたステージの位置である。図３を見る

と、ステージの位置の移動量だけ、蛍光イメージ

で得られた分子の位置も動いていることが分か

る。それぞれの図の下に、蛍光イメージから求め

た位置からセンサーから求めた位置を引き算し

た結果を丸（○）で示す。これらのデータの標準

偏差σを求めると、1.1  nm(z 軸)、1.0  nm(x 軸)、

1.1  nm(y 軸)となった。これが顕微鏡の精度にな

る。この測定の１点あたりの積算時間は 192 秒

（z 方向）、4 秒（xy 方向）であり、同じ精度を

得るのに、z 方向と xy 方向では 50 倍も積算時

間 tが違う。これは、主に、この顕微鏡で得られ

る蛍光イメージが、回折現象によって z方向に伸

びた楕円形をしているからである。以上より、開

発したクライオ蛍光顕微鏡を用いれば、xyz すべ

ての軸に対して、分子解像度で１分子イメージングできることが確認できた。  
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