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研究成果の概要（和文）：温度1.5 Kに冷却した生体分子の三次元イメージングをするための１分子蛍光顕微鏡を開発
した。この顕微鏡の特性をＱdotにより評価した。まず、この顕微鏡は635, 532, 405 nmのどの波長でも色収差なく使
用することが可能であった。さらに、その焦点付近の光分布（点像分布関数）は理論値の1.2倍以下であった。これを
用いて、２個の分子の位置決定精度（解像度）を見積もったところ、焦平面方向が3 nm、光軸方向が 18 nmであった。

研究成果の概要（英文）：A laser-scanning confocal microscope was developed for three-dimensional (3D) imag
ing and co-localization of single biomolecules immobilized at a temperature of 1.5 K. The performance was 
demonstrated by taking 3-color 3D emission image of single quantum dots and 3D co-localization of single d
ots. The 3D image size of single dot with excitation wavelength of 635, 532, and 405 nm were all within 1.
2 times of the diffraction-limited size. The 3D co-localization precision of single dot in images taken wi
th 635 and 532 nm excitation was 3 nm in the lateral (x, y) and 18 nm in the axial (z) directions.
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１．研究開始当初の背景 

 本課題では、インフルエンザウィルスの

プロトンチャネルとして働く膜タンパク質

を研究対象としている。プロトンチャネル

は増殖過程に必須のウィルス内部の酸性化

に寄与するため、阻害剤のターゲットとな

っている。しかし、この系は、薬剤耐性が

深刻化している。具体的には、チャネルの

阻害剤として開発されたアマンタジンは、

疎水性相互作用を利用してチャネルのポア

をふさぐという単純な薬剤であるため、

90％以上のウィルスが耐性を獲得している。

このため、創薬の観点から、チャネルの開

閉機構の解明とそれぞれの状態での構造決

定が望まれている。 

 これまでの研究から、チャネルの開閉と

立体構造（特に四次構造）に相関があると

予想されている。X 線および NMR 構造解析

により決定されたチャネルタンパク質の膜

貫通領域の平均構造は明らかに異なってお

り、その違いは、X 線では開いた状態のチ

ャネル、NMR では閉じた状態が観測された

と解釈されている。しかし、このモデルを

検証するのは難しい。それは、生体膜中で

は、開閉状態にあるチャネルや、異なる種

類の糖タンパク質などが混在し、それぞれ

のタンパク質が組織立って働いているから

である。このような混在系を正確に理解す

るには、生体膜の中から１チャンネルずつ

選択して、それぞれの高次構造を決定する

ことが望ましい。そこで、本課題では、（既

存の方法では不可能である）このような測

定を実現するための新たな方法論の開発に

挑戦した。 

 

２．研究の目的 

 インフルエンザウィルスのチャネルタン

パク質の開閉機構の解明のために、光によ

って、タンパク質の高次構造を１分子ごと

に決定する新たな手法を開発することにあ

る。NMR や X 線によって得られた平均構造

から、チャネルの開閉に伴い、その高次構

造（特に四次構造）が大きく変化すると予

想されている。しかし、このモデルだけで

は、実際の系での機能を理解し、制御する

のは難しい。それは、生体膜中では、開い

た状態と閉じた状態にあるチャネルや、異

なる種類のタンパク質が混在し、それぞれ

が組織立って機能を呈しているからである。

このため、１種類のタンパク質を取りだし

て平均構造を観測するだけでは情報として

不十分である。そこで、本課題では、混在

系の中から目的のタンパク質を選択し、そ

の高次構造を１分子観測できる方法論を確

立することにある。 

 

３．研究の方法 

 タンパク質の高次構造を１分子観測する

ためには、研究代表者は光による観測が有

効であると考えた。光は、（１）細胞内を非

破壊・非接触での分析、（２）三次元情報の

取得、（３）１分子レベルの観測ができると

いう大きなポテンシャルを持っている。ま

た、一分子観測を用いれば、三次元方向、

約 10 nm の精度で、蛍光色素の位置を決定

することができる。しかし、１分子からの

信号は微弱であり、高い位置決定精度を得

るためには、長時間の積算時間が必須であ

ると欠点を持つ。タンパク質は細胞の中を

マイクロ秒の拡散定数で移動し、すばやく

その集合状態を変えている。このようなタ

ンパク質を長時間、観察し続ければ、分子

レベルの情報が失われてしまう。そこで、

本課題では、細胞周期や外部刺激にタイミ

ングを合わせ、試料を瞬間凍結し、その瞬

間のスナップショットを長時間に渡り測定

する。これにより、（室温の観測では時間平

均されて消えてしまう）真に分子レベルで

動的秩序形成の観察をおこなうことができ

る。残念ながら、インフルエンザのプロト

ンチャネルの構造解析には至らなかったが、

それにつながる以下のような要素技術開発

には成功した。  

 

４．研究成果 

 我々は、当該課題を実現するために２台の

蛍光顕微鏡を製作した。一つ目は、研究計画

書に記載した極低温実験用の反射型三次元

蛍光顕微鏡である。これは、我々が 2007 年

に開発した反射対物レンズを元にした顕微



鏡である。低温槽外部から光の特性を変える

ことで、対物レンズと試料の相対位置を変え

ることなく、三次元レーザー走査が出来るユ

ニークなものである。我々は、当該課題によ

り 2013 年に、対物レンズと試料とを共に液

体ヘリウム中に浸すことで、15 分間にわたり

機械的安定性を 1 nm 以下に抑えることに成

功している[主な発表論文、雑誌論文 4]。こ

の技術と三次元レーザー走査機構を組み合

わせることで、精密な位置決定の出来る蛍光

顕微鏡を製作した。 

 この顕微鏡に関する成果は、主な発表論文

[雑誌論文 5]のように、すでに Chemical 

Physics Letters 誌に報告済みである。しか

し、この顕微鏡の三次元解像度を評価したと

ころ、焦平面方向は 3 nm とプロトンチャネ

ルを測定するのに十分な解像度が達成され

たが、光軸方向は 18 nm と満足のいく解像度

が達成できなかった。 

 光軸方向の解像度が上がらなかったのは、

対物レンズの性能が焦平面方向で悪いから

である。これを良くするためには、開口数 NA

を向上させなければならない。ところが、

我々がこれまで用いてきたデザインの対物

レンズではNA = 0.58が限界である。これは、

用いる球面鏡の球面収差によるものである。

そこで、NA を極限まで向上させるべく、非球

面鏡を用いた対物レンズを開発した。その結

果、NA = 0.99 の反射対物レンズの開発に成

功した。この反射対物レンズは極限の性能を

持ちながら、これまで我々が用いてきた対物

レンズと同じように、低温から常温まで切れ

目無く使えるという特長を持つ。これまでに、

この対物レンズを用いた２台目の蛍光顕微

鏡を試作し、解像度の見積もりをおこなって

いる。その結果、非球面反射対物レンズを用

いれば、焦平面方向の解像度が 0.8 nm、光軸

方向の解像度が 2 nm が達成されると見積も

っている。これは、プロトンチャネルの立体

構造を観察するのに十分な解像度である。現

在、当該研究の目標であるプロトンチャネル

の観察を目指し、実験を続けている。 
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