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【序】生命現象を理解するためには細胞内部にある構造体を分子解像度で三次元イメージングするこ

とが重要となる。しかし、様々な顕微鏡が開発されているが、このようなイメージングは不可能であ

る。例えば蛍光顕微鏡を考えると、１分子の微弱な蛍光から分子解像度を得るには長時間の観測が必

要だが、室温では分子が動いてしまうため、分子解像度は実現していない。そこで我々は試料を急速

凍結することで分子の運動を止め、高精度に位置決定することを目指してクライオ蛍光顕微鏡を開発

している[1]。本講演では二次元検出器を使用して 1 個の分子の三次元位置を分子解像度で測定でき

ることを、光学シミュレーションによって明らかにしたので報告する。 

【XY 方向位置決定】焦平面(XY 平面)方向の位置決定法について示す。図 1(a)が計算に用いた顕微鏡

の光学系である。図のように焦平面を XY 平面、光軸方向を Z 軸として定義した。ターゲット分子か

らの蛍光を反射対物レンズ(f=2.04 mm)で集め、凹面鏡(f=1,000 mm)を用いて CCD カメラへ集光し

た。対物レンズから凹面鏡の距離はそれぞれの焦点距離の和とした(1,002 mm)。図 1(b)は光子数が

2,500 個のときに得られる蛍光画像のシミュレーションである。これは、光学計算ソフト Zemax によ

って CCD 上における点像分布関数(PSF)を計算し、光子数 N に応じたポアソンノイズをかけたもので

ある。計算波長は 705 nm とした。この画像に対しガウス関数でフィッティングし、ターゲット分子

の XY 位置を決定した。このとき N に対する位置精度σxyを図 1(c)に表す(図中の丸)。この計算では 1

点あたり 1,000 回の計算しσ𝑥𝑦を算出した。図から N に対してσ𝑥𝑦はσxy=133 nm /√N の式で表すこと

ができ(実線)、この比例定数(133 nm)は報告されている理論式とほぼ一致する[2]。このとき、精度 1 

nm を達成する光子数はおよそ 20,000 counts となる。この顕微鏡で想定される第一暗環半径内の光

子数は 5,000 counts/sec である。つまり X, Y 方向を 1 nm で決定するのにかかる時間は 4 秒である。

これは現実的な時間である。 



【Z 方向位置決定法】光軸方向(Z 軸)の位置決定法について示す。二次元画像から Z 方向の位置を決

定するために、ビーム径から求める方法を用いた[3]。しかし、焦点付近では PSF のビーム径の変化

が非常に小さく、Z 方向の位置の変化に対して鈍感である(ビームウエストと呼ばれる領域)。そこで

焦点距離 f=5,000 mm のレンズを凹面鏡の 367 mm(= F3) 手前に追加し、蛍光を CCD カメラの手前で

集光させ、ぼかした画像を得た(図 2(a))。図 1(a)の系で得られる画像が図 2(b)、図 2(a)の系で得られ

る画像が図 2(c)である。図 2(c)を見ると同心円状に複数の干渉縞が見えている。これには主に波長に

関する情報を含んでいるので、Z 方向の位置決定には妨げとなる。干渉縞の空間周波数は高いので、

空間的にローパスフィルタの役目を果たすように隣り合ういくつかのピクセルをまとめると図 2(d)の

画像のようになる。図 2(d)の画像に対しガウス関数でフィッティングし、スポット幅 s を得た。ター

ゲット分子の位置を Z 方向に-5 nm から+5 nm まで動かしたときにおける s の変化量は、図 2(e)のよ

うに１次に比例していた。よって、幅 s から位置 z が求められることが分かった。N に対しての Z 方

向の位置精度σzについて、PSF を ZEMAX により計算した。その結果を図 2(f)の丸で示す。このとき N

に対してのσzは σz=707 nm /√N となり(実線)、比例係数がおよそ 5 倍大きくなった。これは主に図

2(d)の PSF に対しフィッティングを行ったガウス関数の幅がおよそ 5 倍大きくなったことが要因であ

る。このとき、精度 1 nm を達成するために必要な、フィッティング領域における光子数はおよそ

500,000 counts である。この顕微鏡で想定される全光子数は 12,500 counts/sec であるため、必要な

観測時間は 40 秒となる。これも現実的な時間である。 
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