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研究成果の概要（和文）：超解像顕微鏡や低温電子顕微鏡の発展により、生体内の微細なオルガネラや、高度な
機能を持つタンパク質複合体の詳細な構造が明らかになりつつある。しかし、生きた細胞内で高い精度の分解能
を得るためにはまだ多くの技術開発を必要とする。本研究を進める中で、これらの技術を達成するためには、根
本的な光学的問題である光学収差を補正する必要があることが明確となった。本研究では、この光学収差を画像
取得後に補正できる革新的な手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Advances in super-resolution and cryo-electron microscopy revealed the 
detailed structures of minute organelles and highly functional protein complexes in living 
organisms. However, a great deal of technical development is still needed to achieve high resolution
 in living cells. In the course of this research, it became clear that in order to achieve these 
techniques, it is necessary to correct optical aberrations, which are a fundamental optical problem.
 In this research, we developed an innovative method that can correct optical aberrations after 
image acquisition.

研究分野： 生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の計算補償光学は光学的な補償光学と比較してはるかに簡便であり、実用化できれば、様々な高精度の計
測が可能になると考えられる。生体深部観察の分解能を飛躍的に向上できるほか、超解像顕微鏡の発展にも貢献
すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
超解像顕微鏡や低温電子顕微鏡の発展により、生体内の微細なオルガネラや、高度な機能を持つ
タンパク質複合体の詳細な構造が明らかになりつつある。しかし、生きた細胞内で高い精度の分
解能を得るためにはまだ多くの技術開発を必要とする。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の開始当初の研究目的は、励起光の照射による生体の毒性を最低限に抑えながら、分子ス
ケールの分解能を達成する新しい蛍光イメージング技術を開発することであった。 
しかし、研究を進めていく中で、これらの技術を達成するためには、根本的な光学的問題である
光学収差を補正する必要があることが明確となり、さらに、本研究を進めた結果、この光学収差
を補正できる革新的な手法を開発できる手がかりが得られた。そこで、研究の後半では、本研究
において発見した計算機上で光学収差を補正できる新しい「計算補償光学」を拡充させ、距離計
測や超解像顕微鏡に適用することによりこれらの顕微鏡技術の精度を向上させることを新しい
目的として研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
 
本研究で用いる方法は、3 点の距離を計測することにより、極めて高い精度で距離測定を行う新
い方法である。緑と赤の二色の蛍光で標識した２点の輝点の距離測定の精度は、輝点の明るさと
色収差などの色ズレの補正精度により制約され、通常の顕微鏡では約 30nm 程度が限界である
が、もう一点を追加することで、1nm 以下の精度の距離計測を可能とする。この方法を核膜孔
複合体（NPC）のタンパク質の正確な位置の決定に応用する。 
光学収差補正は、取得済みの 3次元画像から光学収差を直接測定し、補正する。具体的には、画
像を３次元フーリエ変換し、位相制御を行うことにより補正を行う。 
 
４．研究成果 
 
距離計測に関して、３点計測法を用いて生きた細胞の NPC の複数のタンパク質の距離を計測し
た。この研究の中では高い精度が得られなかったが、30nm 程度の精度が得られたため結果を発
表した(Asakawa et al., 2019)。 
また、距離計測に必須となる色収差補正技術に関して、公開しているソフトウェアの補正精度を
さらに向上し、その結果をまとめて使用方法と合わせて公開した (Matsuda et al., 2020)。 
上記の研究において、距離計測精度をさらに向上するために実データとシミュレーションデー
タを比較検討した結果、1nm の精度を恒常的に得るためには高精度の光学収差補正を組み込む必
要があることが明らかになった。光学収差により引き起こされる光軸方向の倍率の非線形な変
化により、見かけの距離が変化するためである。本研究は、異なる色の点の距離を計測すること
を目的としているが、多色観察時では色収差が存在するため、色ごとに異なる光学収差が生じる
ことは避けられない。通常、これを解決する手法は、光学的に光学収差を補正する補償光学しか
ないが、この方法を用いるためには現状では多大な労力を必要とする。 
一方、超解像顕微鏡の構築を目的として研究を行ったところ、観察光学系に位相板を挿入して通
常より小さなスポットを作成することに成功した。しかし、このように得られた３次元画像を３
次元フーリエ変換して解析したところ、通常の方法で得られた画像の振幅と比較してほぼ変化
がなく、変化があったのは位相に限定的であることが明らかになった。さらに、通常の方法で得
られた画像の３次元位相を変化させるだけで、位相板を挿入した結果とほぼ同じ結果を再現で
きることを発見した。 
この発見をさらに推し進めると、通常は光学的に生じる光学収差を、画像取得後に導入できるこ
とが明らかになった。また逆に、画像に含まれる光学収差を打ち消す位相を用いて、光学収差を
消失できることが明らかになった。以上の発見を基礎に、光学収差を補正する補償光学を計算機
上で行う新しい方法（計算補償光学）を開発した。（特願 2020-120496）。さらに、計算の簡略化
を行った結果、10 倍程度の高速化に成功し、その結果を追加して国際出願を行った
(PCT/JP2021/026265 )。  
さらに、計算補償光学を超解像顕微鏡 3D-SIM や二光子顕微鏡へ適用するための研究を行なった。
新しい 3D-SIM の再構築プログラムを作成し、計算補償光学を使用したところ、アーティファク
トが減少し、光学収差により低下していた分解能を回復させることに成功した。二光子顕微鏡画
像に関しても、効果的に計算補償光学を行う方法を開発した。また、この過程で二光子顕微鏡画
像を一光子顕微鏡画像に変換する方法を開発し、この方法を応用することにより、二光子顕微鏡
画像の SN比を効果的に向上できるデノイジングやデコンボリューション方法を開発した (特願
2022-132546) 。 



本研究の計算補償光学は光学的な補償光学と比較してはるかに簡便であり、実用化できれば、当
初の目的である 1nm の精度の距離計測の基盤となるほか、様々な高精度の計測が可能になると
考えられる。超解像顕微鏡の発展にも貢献すると考えられる。 
上記の研究と並行し、光学収差補正を行うための新しい波面センサーの開発も行った(Ashida et 
al., 2020)。また、顕微鏡画像から直接収差を計測できるホログラフィック顕微鏡を用いて位相
計測に成功した(Tahara et al., 2020、Tahara et al., 2021, Rosen et al., 2021、Tahara et 
al., 2022)。また、超解像顕微鏡を用いて微細な生体構造を明らかにして発表した(Ogi et al., 
2019, Murawska et al., 2020, Low et al., 2021, Ding et al., 2021、Rajesh et al., 2021)。 
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