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研究成果の概要（和文）：本研究は回折限界以下の空間分解能とミリ秒の時間分解能を併せ持つ二光子顕微鏡法
を構築し、生体内脂質微小膜ドメイン等の標的をリアルタイム可視化することを目的とした。そのために申請者
らがこれまでに技術開発を行ってきた二光子STED顕微鏡法、多点走査型二光子顕微鏡法の更なる機能向上を試み
た。当初予定していた両技術を統合した顕微鏡方法論の開発には至らなかったものの、両方法論の更なる機能向
上を達成した。特に後者の多点走査型二光子顕微鏡法は汎用性が高かったため、北海道大学ニコンイメージング
センターにおける共用機器としての運用を開始した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed at developing novel two-photon excitation microscopy which 
possesses the spatial resolution overcoming diffraction limits and millisecond temporal resolution 
to visualize living lipid microdomain in real time. To accomplish the purpose, we further improved 
both two-photon excitation stimulated emission depletion (STED) microscopy and multi-point scanning 
two-photon excitation microscopy, which we had developed so far. Although we have not developed the 
initially planned microscopy system which combined both technologies, resolutions and utilities of 
respective microscopy systems were successfully improved. Especially, the latter multi-point 
scanning system could be utilized for general purposes, thus we started to open this system as the 
equipment of Nikon imaging center at Hokkaido University.

研究分野：生物物理学

キーワード： 二光子顕微鏡　超解像顕微鏡　STED顕微鏡　スピニングディスク顕微鏡　in vivoイメージング
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１．研究開始当初の背景 
 1997 年に Simons らが提唱した脂質ラフ
トモデルは、細胞膜を海に例え、海上に浮遊
するラフト (いかだ) のような微小ドメイン
が、細胞内外コミュニケーションのプラット
フォームとしてはたらくというものであっ
た。脂質ラフトは、スフィンゴ脂質とコレス
テロールに富む、密にパッキングされた機能
性微小ドメインであり、構成分子に依存して
多様な機能を呈する。脂質ラフトは数〜200 
nm 程度という微小構造であり、機能性ドメ
インとして働く際に会合、形成、解離をミリ
秒〜サブ秒オーダーの高速で行うとされて
いた。これらの情報は、生化学、分子生物学
的手法に加え、電子顕微鏡法、単一分子追跡
法、各種分光法、さらに近年では超解像顕微
鏡法により明らかにされてきた。しかし、生
きた生体において、その構造を直接可視化で
きた例は未だ報告がなく、提唱から 20 年弱
が経過した今なお、モデルであり続けている。 
 
２．研究の目的 
 当該研究は、生体内、すなわち水、油の
双方を含む時空間的に不均一な散乱体中に
おける微小構造を高速で追跡できる新規蛍
光顕微鏡を開発することを目指す。このた
めに、申請者がこれまでに取り組んできた
生体深部可視化手法である二光子顕微鏡法
の機能向上に関する研究を更に発展させる。
これにより、提唱より 20 年来、モデルで
あり続けている細胞膜微小ドメインをリア
ルタイムで直接可視化する方法論を確立す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 多点走査型二光子顕微鏡の機能向上 
・ネオジミウム (Nd) レーザーの導入: これ
までに我々が研究開発を行ってきたスピニ
ングディスクスキャナを用いた多点走査型
二光子顕微鏡システムの機能拡張を図り、緑
色蛍光発色団を効率よく励起できる近赤外
レーザー光源として Ndレーザー光源の導入
を行った。本光源は、従来のモード同期チタ
ン-サファイヤ (Ti-Sa) レーザー光源の同帯
域と比べ、繰返し周波数が低い反面、ピーク
パワーが高い。導入により、緑色蛍光発色団
の二光子蛍光イメージングにおいて、およそ 
30 倍の蛍光輝度が得られることが見込まれ
ていた。 
・偏光分解イメージング機構の導入: 多点走
査型二光子顕微鏡の検知光学系に対して、偏
光分解イメージング機構を導入した。これに
より、動物個体や組織の二光子励起蛍光観察
時に同時検知が可能なコラーゲン分子に由
来する第二次高調波発生 (SHG) 信号の実時
間偏光分解イメージングを実施した。 
(2) 二光子励起誘導放出制御 (STED) 顕微
鏡の機能向上 
・時間同期半導体レーザー光源の導入: 超
解像顕微鏡法の一つである STED 顕微鏡法

の原理を適用した二光子顕微鏡について、更
なる機能向上を試みた。具体的には、これま
で用いてきた Ti-Saレーザー二光子励起光源、
連続波の STED光源に代わり、数ピコ秒の近
赤外光パルス、数ナノ秒の赤色光パルスを発
振する半導体レーザー光源を新たに導入し
た。2 種の光パルスの時間的同期を電気的に
制御することにより、超解像効果の向上を図
った。 
 
４．研究成果 
(1) 多点走査型二光子顕微鏡システムの機能
拡張を図り、緑色蛍光発色団を効率よく励起
できる Ndレーザー光源の導入を行い、光学
系を最適化した。導入の結果、当初の見積り
通り、これまでに用いてきた Ti-Saレーザー
光源と比べ、およそ 30 倍の輝度での緑色蛍
光発色団の画像取得が可能となった。より長
波長の高ピークパワー光源であり、以前申請
者の手で導入を行ったイットリビウムレー
ザー光源と併用することで、緑、黄、赤色の
蛍光発色団について高速かつ高輝度の生体
内イメージングが可能となった。実際に本顕
微鏡システムにより、麻酔下マウスの皮膚血
管中を高速移動する血球成分の 1 秒あたり 
108 フレームの高速での可視化、膵臓外分泌
腺房細胞における Ca2+波動を数十細胞同時
に、三次元的かつサブ秒の時間分解能での可
視化に成功した。また、本顕微鏡システムの
検知光学系に対して、偏光分解イメージング
機構を導入した。これにより、動物個体や組
織の二光子励起蛍光観察時に同時検知が可
能なコラーゲン分子に由来する第二次高調
波発生 (SHG) 信号の実時間偏光分解イメー
ジングが可能となった。構築した顕微鏡シス
テムを麻酔下のマウスに適用することで、ビ
デオレートの高速にて、皮膚や骨格筋におけ
るコラーゲン分子配向変化の三次元情報を
抽出することに成功した。 
(2) STED 顕微鏡法の原理を適用した二光子
顕微鏡について、更なる機能向上に成功した。
具体的には、これまで連続波を用いてきた
STED光を数ナノ秒のパルス光とし、二光子
励起に用いた数ピコ秒パルスとの 10 ピコ
秒精度で時間同期させることにより、誘導放
出効率を向上させた。微小ビーズの蛍光像よ
り空間分解能評価を行ったところ、新たに構
築した顕微鏡システムは、これまでに我々が
構築してきた顕微鏡のおよそ 1.5 倍、従来の
二光子顕微鏡のおよそ 3 倍の空間分解能を
有することがわかった。 
 研究期間において、本研究が当初の目的と
していた脂質膜微小ドメインの可視化は達
成できなかったものの、複数の新規的かつ実
用的な蛍光顕微鏡法の確立に成功した。今後
は、本研究課題にて構築した方法論の組み合
わせ、更なる最適化を行うことで、生きた動
物個体内で分子構造情報を理解できるバイ
オイメージング手法の構築を目指していき
たい。 
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