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研究成果の概要（和文）：本研究は、蛍光タンパク質の局在を利用して、凍結させた細胞内小区画を単離する技
術の開発を目的とする。氷を微細な粒子に粉砕する弾丸破砕法やビーズミル法などを使用し、本研究に適した粉
砕法を検討した。また、冷凍庫内で蛍光を頼りに細胞断片を含む氷粒子を選別するソーター顕微鏡の設計・開
発・組み立てを行った。同時に、光学機器への霜の付着を防止する装置を設計・開発した。この顕微鏡を用い
て、弾丸破砕法により粉砕した氷を低温で観察したところ、10マイクロメートル以下の径を持つ微小な氷粒子を
作成できることがわかった。

研究成果の概要（英文）：This study is intended to develop a method to isolate frozen cellular 
micro-compartments relying on fluorescence of localized proteins. We examined methods for crushing 
ice into small particles, which is suitable for sorting by fluorescence, using bullet fracturing and
 beads milling. Also, we have designed and built a sorter microscope to sort ice particles 
containing cellular micro-compartments using fluorescence under low temperature. Simultaneously we 
have developed a system that prevents solidification of water vapor on the optical components. Using
 this microscope, we were able to observe ice particles made by bullet fracturing under low 
temperature, and found that these ice particles are below 10 micrometers in diameter.

研究分野： 生物物理

キーワード： バイオイメージング　低温工学
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１．研究開始当初の背景 
科学研究者にとって、可視化は不可欠な研究
手段である。細胞内小区画の観察はその一例
である。細胞内の化学反応は一様に起こるの
ではなく、空間的集合性を伴っているため、
細胞機能を理解する上で、特定の細胞内小区
画を区別して観察することは極めて重要で
ある。特定の蛍光タンパク質の局在を利用し
た蛍光イメージングを用いれば、DNA組換え
領域や細胞末端に集積する分子のように、他
に手がかりのない領域でも同定することが
出来る。また、核膜やオートファゴソームの
ように膜構造を持っていてもそれ以外の膜
構造と外見上では区別できないが、蛍光タン
パク質を用いた蛍光イメージングにより始
めて区別出来る領域もある。それ以外の方法
では極めて困難にもかかわらず、蛍光イメー
ジングを用いれば、細胞内小区画をいとも簡
単に同定できる。 
	 もし、ある細胞内小区画にどのような分子
が集合しているのかを網羅的に知ることが
できれば、細胞内空間を詳細に理解すること
が可能となる。たとえば、細胞末端の空間そ
のものを、物理的に単離することができれば、
その場に存在するタンパク質、RNA、脂質、
小分子などを網羅的に解析することができ、
細胞の形の制御機構や細胞極性の研究を推
進できる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、蛍光タンパク質の局在を利用し

て、その細胞内小区画を化学的に変化させず
に単離する技術を開発する。単離した細胞内
小区画は、質量分析や次世代シークエンサー
など、各種オミクスに用いることができる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、まず、GFP 融合タンパク質

により、目的区画がラベルされた細胞を用意
する。液体窒素などで凍結させたこの細胞を、
最先端の粉砕機を用いて 500nm の氷の粒子
に粉砕する。この氷の粒子を冷媒に懸濁し、
GFPの蛍光を用いて選別することで、微小な
細胞破片を収集することができる。集めた多
数の破片からタンパク質や RNA など目的の
分子を精製し、各種オミクスで解析すること
ができる。 
 
４．研究成果 
まず、低温で氷粒子を扱うための検討を行

った。本研究における目的分子の精製度は、
破砕された氷の粒子径により決定され、粒子
径が小さいほど精製度が向上する。しかし、
粒子径が小さいほど、粒子の選別に時間がか
かる。そこで、本研究では数マイクロメート
ルの比較的大きな氷粒子で第一段階の選別
を行い、選別後の氷粒子をさらに数百ナノメ
ートルに粉砕し、第二段階の選別を行う。こ
のように、段階的に粉砕と選別を行い、高精
製度を達成する。そのためには、粉砕後の氷

粒子の径を自在に調節できる必要がある。し
かし、このような研究は過去に例がないため、
本研究において、二種類の粉砕方法（弾丸破
砕法とビーズミル法）を検討した。粒子径の
計測は目視により行った。弾丸破砕法では肉
眼で確認可能な大きさの粒子（百マイクロメ
ートル以下）の粒子が形成された。一方、ビ
ーズミル法では、肉眼では確認できないほど
の細かい粒子が形成された。また、粉砕時間
による粒子径を検討したが、粉砕時間を短縮
すると大きな氷粒子が残存するが、偏差が大
きくなる傾向があった。従って、粉砕時間に
よる粒子径の調節は困難であり、異なる破砕
方法や使用するビーズの径などにより、粒子
径を調節する必要があると結論できた。 
本研究の達成には、冷凍庫内で蛍光を頼り

に細胞断片を含む氷粒子を選別するソータ
ー顕微鏡の開発が必要となる。ソーター顕微
鏡は通常の蛍光顕微鏡の他に蛍光粒子を選
別する機能や、遠隔で連続操作するための仕
組みが必要となる。そのような装置は前例が
ない。そこで、低温で動作可能な顕微鏡の設
計・開発を行った。蛍光ソーターとして必須
となる３つの光路、すなわち（１）蛍光励起
用光路（２）蛍光検知用光路（３）パルスレ
ーザー照射用光路の 3光路に加えて、蛍光感
度を向上させるため、対物レンズを流路の上
下に配置し、（４）第二の蛍光検知用光路を
追加した。さらに（５、６）それぞれの対物
レンズのアライメント用カメラ設置光路
（７）焦点を長時間維持するためのレーザー
照射用光路（８、９）焦点維持用レーザー検
知光路（二つ必要）、さらに、（１０）明視野
観察用の光源照射光路の、計１０光路となっ
た。また、ステージには手動ステージの他に、
低温でも動作可能なピエゾ素子による自動
ステージを装備し、遠隔アライメントと、フ
ィードバックによる焦点維持を可能にした。
以上の理論的設計を終え、組み立てを行った。
まず、氷の確認のためにアライメント用明視
野顕微鏡部分の作成を行い、期待通りの分解
能を発揮できることを確認した。またカメラ
やステージなどの電子部品が遠隔から期待
通りの動作をすることを確認した。 
また、光学機器への霜の付着を防止する必

要がある。霜は、水分が温度の高いところか
ら低いところに移動することによって蓄積
するので、光学機器の温度を周囲よりもわず
かに上昇させることができれば、霜の付着を
防止できる。-30℃の冷凍庫内で顕微鏡を温度
調節可能な市販機器は見つからなかったた
め、本研究で設計・開発を行った。-100℃〜
200℃まで温度調節可能なフィードバック調
節器に、形状を変形できるシリコンベルトヒ
ーターと、ワイヤー状のプラチナ温度センサ
ーを組み合わせた。このシリコンベルトヒー
ターを顕微鏡に巻き付け、温度センサーを顕
微鏡に取り付けることにより、-30℃の冷凍庫
内で顕微鏡を-26℃に安定的に保持すること
ができた。また、冷凍庫の電源を切る際には、



顕微鏡の温度を徐々に上昇させ、作業の終始
で霜を付着させずに実験を行うことができ
た。この顕微鏡を用いて、弾丸破砕法により
粉砕した氷を観察したところ、10マイクロメ
ートル以下の径を持つ微小な氷粒子を作成
できることがわかった（図 1）。 
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