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研究成果の概要（和文）：全反射照明・薄層斜光(HILO)照明法による光学顕微鏡を発展し、生
きた細胞の多色同時蛍光１分子イメージングを、シグナル伝達分子・転写因子等核内分子に関
して行った。画像解析により、生細胞における分子数・相互作用・分子動態を定量した。３次
元細胞分子システムをシミュレーションする数値モデルを構築し、１分子イメージングとの融
合により、細胞システムの特性を解明する方法を開拓した。 
 
研究成果の概要（英文）： Single molecule imaging coupled with the ability to simultaneously 
visualize several different proteins in cells has enabled the quantification of molecular 
dynamics, interactions, and kinetics. Based on these three-dimensional and temporal 
parameters, we examine numerical modeling and computer simulations of cell functions. 
Using the combination of single molecule quantification and "in silico" modeling, we opened 
up new frontiers for understanding cells as molecular systems. 
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１．研究開始当初の背景 
 １分子研究は、日本が先駆けて開拓した分
野であるが、新たな発展を要する転機を迎え
ている。今後の大きな発展の１つとして、シ
ステム研究との融合が考えられる。システム
研究は網羅的な方向で発展しており、１分子
研究とは一見対極をなしている。ところが、
両者は、実は相性が良い。 
 １分子研究は、平均値でなく、分子１個１
個の実測値を提供する。しかし、多数や多種

のデータを取るのが苦手である。一方、シス
テム研究は、コンピューター上では１個１個
の構成要素の計算を行うが、そのもととなる
実測データを必要としている。かくして、両
者は相補的な関係にあり、しかも相乗的な効
果をもたらす。 
 我々は、当初から新しい技術を開発し１分
子研究の分野を開拓してきており、対物レン
ズ型全反射照明を用いた１分子イメージン
グにより、細胞表面の１分子イメージングを
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可能にした(Tokunaga et al., BBRC, 1997)。
細胞内部の観察も進んでおり、その中でも薄
層斜光(HILO)照明法は、従来の落射照明法よ
り S/N比が 2～8倍高い画質の画像をもたら
す(Tokunaga et al., Nat. Methods, 2008)。バ
イオイメージングの分野では、数値情報化が
重要な研究動向となっている(Megason & 
Fraser, Cell, 2007)。１分子イメージングは、
細胞内における動態と相互作用に関わる諸
量を、空間・時間・分子種の関数として定量
することができる (Tokunaga et al., Nat. 
Methods, 2008)。 
 解明すべき重要な課題は、ダイナミックに
変化し、特定の時期に局所領域に限局して起
こる生命現象を分子レベルで解明すること
である。そのためには、平均値でなく、個々
の分子・部位を直接に生きた細胞で「その場」
計測できる、１分子イメージングが適してい
る。さらに、細胞内で定量情報が計測できる
という点が、大きな利点である。本申請研究
は、この利点を使えば、１分子研究を生命科
学における新たな領域として開拓発展させ
ることできる。 
 
２．研究の目的 
 １分子研究とシミュレーション研究を融
合し、新しい分子システム研究を開拓するた
めに、免疫細胞の１分子イメージング定量解
析を行い、定量データに基づいて、細胞シグ
ナル伝達のシミュレーションを行い、分子シ
ステムとして解明する。 
 免疫細胞(Ｔ細胞などリンパ球)のシグナル
伝達分子、Ca シグナル分子、転写関連分子
を１分子イメージン顕微鏡を用いて、時間
的・空間的に多種分子同時観察により、動態
と相互作用を定量的に解明する。人工脂質平
面膜を用いた系では、刺激・観察条件を一定
化することができる。多色同時１分子イメー
ジングと定量解析を精力的に進める。多種分
子同時・時間的・三次元空間的に観察し、分
子数・結合時間・解離定数・拡散係数といっ
たパラメータを、時空間の関数として求める。
その結果得られた定量パラメータを用いて、
細胞シグナル伝達に焦点をあて細胞を分子
システムとしてシミュレーションし、システ
ムの特性を解明する。 
 １分子研究とシミュレーション研究を組
み合わせは、大きな相乗効果をもたらす。 
 １分子イメージングに用いる１分子蛍光
顕微鏡は、独自に開発した技術を多用して、
国際的にも最先鋭の鮮明な細胞内１分子画
像を撮ることができる。対物レンズ型全反射
による蛍光１分子イメージング法は、細胞表
面における１分子蛍光イメージングを可能
にし、市販され普及している(Tokunaga, et 
al., BBRC, 1997; Kitamura, et al., Nature, 
1999)。薄層斜光照明法を開発し、細胞内部

でも鮮明な１分子画像を実現した。細胞内分
子定量を可能とし、S/N比の良い画質により
１分子レベルの三次元像を得ることも可能
にした (Tokuanga, et al., Nat. Methods, 
2008)。５次元的な定量解析を可能にしてい
る。 
 個々の時空間場で直接観察計測できると
いう１分子イメージング定量技術の特性を
生かし、細胞内各機能を、その場その時に計
測する方法を開拓し推進するという点が、本
研究独自の特色である。生命現象において、
構造は一定不変でなくダイナミックに変化
する。その変化は全領域で一斉・一律に起こ
るのではなく、機能に応じ、特定の時期に特
定の局所領域に限局して段階的に起こって
いる。これらの特性の解明に、１分子イメー
ジング計測は適している。 
 これらの独自技術を、細胞定量情報計測に
用いることにより、他にはない新たな手法が
開拓できる。１分子研究は、アンサンブル平
均でない個々のデータを与えるが、多数・多
種分子のデータを取ることに難点がある。シ
ミュレーション研究は、この難点を補う。 
 １分子イメージング・定量解析研究と、数
値モデル・シミュレーションの融合により、
飛躍知を産むブレークスルーをもたらし、新
たな分野を開拓することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）定量パラメータ解析のための１分子イ
メージングシステムの構築 
 蛍光１分子イメージングでは、高感度化を
実現するため、背景光を低減することが重要
である。試料を照明する場所を局所的に制限
する工夫により、低背景にすることができる。
本研究では、表面観察用には対物レンズ型全
反射照明(Tokunaga et al., BBRC, 1997)、
細胞内部用には薄層斜光照明法(Tokunaga et 
al. Nat. Methods, 2008)を用いる。全反射
照明、薄層斜光照明、落射照明の切り換えを
簡単に行うことができる。薄層斜光照明法で
は、顕微鏡の視野に細胞の厚みよりも薄い光
（半値全幅の実測値で厚み 7～10μm）で局所
的に照明する。従って、細胞の余分なところ
を照らさず、見たい場所のみを照らすことが
できる。また光を薄く高密度にするため、照
明光強度が局所的に強くなり画像強度が増
す（理論的に４倍以下、実測値で 2.8 倍）。
それらの結果、１細胞レベルの薄層斜光照明
では、通常の落射照明に比べ、7～8倍の画質
を得ることができる。このゆえに、細胞内部
を鮮明にリアルタイムで１分子蛍光画像が
得られる。試料観察面で光の焦点を結んで照
明しないので、蛍光色素の退色が遅く細胞損
傷も低い。 
 定量計測のため、450-750nm の任意の２～
３色の蛍光を同時に１分子観察できるよう、



 

 

顕微鏡システムを構築する。機械的ドリフ
ト・ノイズは最小限にする。光学系は、１細
胞レベルの１分子観察に最適化する。光学系
の収差（色収差等）は最小化する。全体をパ
ソコンで制御し、生きた試料の臨機の変化に
観察中随時に対応する。 
（２）免疫細胞におけるシグナル伝達と核内
分子の１分子イメージング。 
リセプター・リン酸化酵素・アダプター等の
シグナル分子、actin 等の細胞骨格、STIM1
等の Ca シグナル関係分子、ER 等の細胞内器
官局在マーカー、転写因子等の核内分子と
GFP 融合タンパク質を、多色観察に対応させ
るべく、Tag-RFP 等、観察に必要な組み合わ
せの融合タンパク質に改変させ、細胞に複数
種同時発現させる。 
（３）１分子画像の定量解析。細胞内部での
高い S/N 比の画像を生かし、細胞内部におけ
る分子数・濃度・相互作用時間・解離定数・
拡散係数・物理的動態特性といったパラメー
タを、多種分子・時間・空間の関数として求
める。このための１分子画像解析システムと
して、開発済みのものを改良し、効率化を進
め、定量解析機能を充実させる。 
（４）細胞シミュレーションプログラム開発。 
細胞機能ごとに高次なシミュレーションを
行うのでなく、分子動態と分子間相互作用を
基本的なアルゴリズムと方程式を共通に用
いてシミュレーションする。１分子を基本構
成単位とする汎用的な数値モデルを用い、細
胞を分子システムとしてシミュレーション
するプログラムを開発する。 
 
４．研究成果 
（１）多色同時蛍光１分子イメージング観察
と定量法を最適化した仕様の顕微鏡を、既に
構築済みのものを改良するとともに、新規技
術開発を行った。まず光学系の収差の極小化
を行い、細胞内部特に核内の１分子画像が理
論点像に近づくよう結像系全般を見直し、光
学系を最適化した。機械的ドリフトを最小限
にする焦準機構の導入改良を行った。さらに、
多色同期画像取得 PC システムをさらに発展
させた。 
 シグナル伝達分子や転写・核構造制御分子
は多様な分子動態と分子間相互作用を行う。
特に染色体は、非常に多くの蛋白質と複合体
を形成し、高度に高次な構造体として機能し
ている。しかも、分子複合体のの構造は、シ
グナル伝達の種類やタイミング、染色体の場
合は転写・複製・組換えなどの生命現象にお
いて、一定不変でなくダイナミックに変化し、
機能に応じ、特定の時期に特定の局所領域に
限局して段階的に起こる。局所領域に一過的
に作られる、この多様な構造と変化を明らか
にするため、個々の時空間場で直接観察計測
できるという１分子イメージング定量技術

の特性を生かすべく、細胞の厚みより薄い局
所的照明である HILO 照明法を用いた。これ
により、生細胞の生体１分子イメージングに
おいて従来の楽射照明法よりも最高で８倍
のシグナルノイズ比の高画質が得られる。こ
の性能を活かし、遺伝情報「場」計測のため、
可視領域の任意の２～３色の蛍光を同時に
１分子観察できる顕微鏡システムを構築発
展させた。また、生きた試料の臨機の変化に
随時に対応するため、パソコン制御システム
を構築しさらに改良した。これらにより、操
作性の格段の向上とともに、より高画質化に
よる定量解析の質的向上をもたらした。 
 
（２）生細胞多色同時１分子イメージング。
リセプター・リン酸化酵素・アダプター等の
シグナル分子、actin 等の細胞骨格、STIM1
等の Ca シグナル関係分子、ER 等の細胞内器
官 局 在 マ ー カ ー 、 転 写 因 子 ・ RNA 
PolymeraseII・クロマチン構造関連分子等の
核内分子を、GFP や Tag-RFP 標識した。これ
ら融合タンパク質を組込み、複数種同時発現
させた細胞を構築し、１分子観察細胞を作成
した。上記顕微鏡システムを用い、シグナル
伝達および転写とその制御にかかわる「その
場」リアルタイム観察を展開した。 
 
（３）細胞内部での高 S/N比の画像を生かし、
細胞内部における分子数・濃度・相互作用時
間・解離定数・拡散係数・物理的動態特性と
いったパラメータを、多種分子・時間・空間
の関数として求める研究を進めた。 
 この情報は、細胞を分子システムとしてシ
ミュレーションする上で、従来得られること
が困難であったものである。例えば、免疫細
胞におけるシグナル伝達は、分子生物学・生
化学的な描像のみでは、解明できない。我々
は、人工脂質二重膜を用いた疑似抗原提示細
胞膜を用い、免疫細胞活性化の初期過程にお
いて、免疫シナプス形成ではなく、約 50-100
分子程度からなるマイクロクラスターが形
成されることを以前に見いだしている
(Yokosuka, T., Sakata-Sogawa, K. et al., 
Nature Immunology, 2005)。この成果を推し
進めて、分子数・局在の情報が、細胞機能に
必須であることを示すことができた。 
 
（４）細胞シミュレーションプログラム開発。
個々の分子動態・相互作用を１分子を基本構
成要素として、簡潔な方程式とアルゴリズム
で C言語系を用いて記述した。これにより３
次元細胞分子システムをシミュレーション
するプログラムを開発構築した。これにより、
局所的局時的なイベントに基づく細胞シス
テムを、実測データに基づいてシミュレーシ
ョンすることを可能にし、１分子イメージン
グ定量解析と、数値モデルシミュレーション



 

 

の融合研究を開拓した。シグナル伝達増幅の
S/N 評価により、細胞が持つシグナル伝達多
様性の意義解明を行った。 
 
 以上により、細胞システムとしての特性を
明らかにすることのできる、新たな研究手法
を開拓した。 
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