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研究成果の概要（和文）：本研究では、従来のリニアアンミキシングの問題点を克服し、各蛍光色素のリファレンスス
ペクトルを必要としない多色蛍光顕微鏡法の開発を行った。新規ブラインドアンミキシングアルゴリズムの開発により
、分光を用いたスペクトルイメージングと色素の退色時系列を取得する撮影法からサンプルに含まれる全ての蛍光スペ
クトルを精度よく分離できることをコンピュータシミュレーションで示した。またレーザースキャニング顕微鏡をベー
スに高速でスペクトル画像を取得する顕微鏡システムの開発を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, I have developed a novel polychromatic fluorescence microscopy to o
vercome the difficulty of linear-unmixing technique that prerequisite reference spectra. I have developed 
a blind unmixing algorithm, and shown that the algorithm can decompose all fluorescence spectra accurately
 from a fading sequence of spectral images. I also developed a high speed spectral imaging microscope syst
em on the basis of laser scanning microscope. 
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１．研究開始当初の背景 
蛍光顕微鏡法の多色化は共同的に働く細

胞内コンポーネントを解析する上で極めて
重要である。この目的のために様々な蛍光色
素や蛍光タンパクが開発されつつあるが、こ
れを観察するための蛍光顕微鏡法としては 6
色程度が上限であり、4 色以上の同時イメー
ジングを実用的に行う例は極めてまれであ
る。従来、多色蛍光イメージングは、励起波
長と蛍光フィルタを慎重に選び、蛍光波長の
オーバーラップがないような蛍光色素の組
み合わせを用いることで実現される。この手
法では 6 色程度が限界であり、実用的には 4
色までが良く用いられる。ライブイメージン
グのように、蛍光波長のオーバーラップが避
けられない場合には、分光を用いたスペクト
ルイメージングにより混合した蛍光を取得
し、事前に用意した単染色のリファレンスサ
ンプルの蛍光スペクトルを利用して数値的
に分離するリニアアンミキシングが用いら
れるが、現状ではさほど普及しているとはい
えない。この理由は主に以下の 3 点が挙げら
れる。 
１、蛍光波長は温度や pH などの環境要因に
より微妙に変動するため、リファレンスサン
プルと多重染色サンプルの蛍光スペクトル
が同一である保証はなく、また変動を検出す
る手段もない。 
２、自家蛍光は多数の自家蛍光成分の混合で
あるため、個々の自家蛍光成分のリファレン
スサンプルを用意することができない。 
３、6 色以上の多色ともなると、リファレン
スサンプルを用意する手間が無視できない。 
 
２．研究の目的 
本研究計画は 10 色以上、最大で 20 色程度

のマルチカラー蛍光イメージングを実現す
ることを目指す。特にリニアアンミキシング
における上記の問題点を踏まえ、可用性を考
慮して以下の条件を課す。 
１、既存の蛍光色素や蛍光タンパクをそのま
ま利用できること。 
２、既存の共焦点顕微鏡に分光器を付加した
だけの比較的単純な光学系を用いること。 
３、定量解析に足る十分な定量性と再現性を
備えること。 
４、サンプル調整などの実験操作が通常の蛍
光顕微鏡法に較べて過度に煩雑にならない
こと。 
一方で高い時間分解能を得るためには特

殊な検出系が必要となるため、本研究計画に
は含めない。上記の条件を満たすため、リフ
ァレンスサンプルを必要としない蛍光スペ
クトルの分離アルゴリズム（ブラインドアン
ミキシング）を開発する。また、当初は計測
対象として固定標本を用い、蛍光色素でラベ
ルした抗体を用いた免疫蛍光染色のマルチ
カラーイメージングを目指す。 
 
３．研究の方法 

（１）スペクトルイメージングと色素の退色
時系列に基づくブラインドアンミキシング
アルゴリズムの開発 
 ケモメトリクス分野では多数の励起波長
に対する混合試料の蛍光スペクトルの情報
から各試料のスペクトルと混合比を求める
ブラインドアンミキシングが実用化されて
いる。実際、生細胞に対して励起に 340-490nm
の 9 点、蛍光 47 チャネルを用い、15 から 20
種程度の蛍光色素を同定可能であるとの報
告がある。しかし、これらは点の情報であり、
空間解像度をもたない。そこでレーザー走査
顕微鏡との組み合わせが必要となるが、必要
な励起波長の数だけレーザー光源を用意す
るのは現実的ではない。また可変波長レーザ
ーは高価なうえ可変波長域が狭く、可視域を
カバーするには複数のレーザーが必要であ
る。加えてビームスプリッタ/バリアフィル
タにも可変性が必要となり、汎用品での対応
は困難である。 
 そこで本研究計画では、励起波長は 4点程
度とし、代わりに蛍光色素の退色速度の違い
を利用する。蛍光色素の蛍光強度は励起時間
とともに減衰するが、一般にその減衰曲線は
励起時間に対する対数曲線となり、その退色
時定数は色素によって固有の値をとること
が知られている(図)。このことは、混合され
た蛍光色素の退色時系列に含まれる各蛍光
色素由来の成分が時間に対して非線形に変
化することを意味し、異なる退色時定数を持
つ蛍光色素の退色曲線は線形独立となる。こ
の特性と各蛍光色素の蛍光スペクトルの線
形独立性を利用すれば、前述のケモメトリク
スで用いられるブラインドアンミキシング
アルゴリズムが適当できると考えられる。 
そこで、少数の励起波長に対して繰り返し

スペクトルイメージングを行い、蛍光色素が
退色していく時系列を取得する操作をコン
ピュータシミュレーション上で再現し、この
情報に対してブラインドアンミキシングを
適用して各色素のスペクトルと退色速度を
同時に推定し、さらにこのスペクトルを用い
てリニアアンミキシングを行い、混色のない
各色素成分のみからなる画像を抽出するこ
とを試みる。 

 



（２）上記アルゴリズムを実装する顕微鏡シ
ステムの開発 
既存の共焦点顕微鏡をベースに分光検出

系の構築を行う。光学系の構成は通常のレー
ザー走査顕微鏡の出力ポートにイメージン
グ分光器を付加したものを予定している
(図)。蛍光分光の検出にはある程度の素子数
が必要となることから、通常よく用いられる
PMT ではなく高速 CCD カメラを用いる。これ
は素子数、読み出し速度、入出力応答の線形
性、S/N 比を検討した結果である。ダイクロ
イックミラーにはシャープエッジフィルタ
ないしはラマンノッチフィルタを利用する。
前述の通り、理論的にはスペクトルイメージ
ングと退色時系列の情報から混合された蛍
光色素の蛍光スペクトル、退色時系列、各色
素の相対的混合比が推定可能であると期待
されるが、実際の顕微鏡画像には様々なノイ
ズや収差が含まれることが予想される。した
がって当初は 1励起 4色程度で分光画像を取
得し、アルゴリズムの可用性の検証と必要な
改良を行う。また適宜必要に応じて光学系の
バリデーションと改良を行う。 

 
（３）上記顕微鏡システムを用いた多色イメ
ージングの実証 
計測手法の開発と並行して観察に用いる

蛍光色素の蛍光強度、スペクトル、退色時定
数の測定を行い、多重染色に適した蛍光色素
の選定を行う。また、免疫染色に用いる抗体
の選定とバリデーションを行う。これらの結
果から適切な蛍光色素と抗体の組み合わせ
を見出し、さらに、無染色サンプルを対象に
自家蛍光成分の分離同定を試みる。また、可
能であれば本提案手法を多色ライブイメー
ジングに応用する方法を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）スペクトルイメージングと色素の退色
時系列に基づくブラインドアンミキシング
アルゴリズムの開発 
 多重蛍光染色サンプルが与えられたとき、
サンプル各点の蛍光スペクトルとその退色
時系列から、染色に用いた各蛍光色素のスペ
クトル及び退色の時系列、並びに各点におけ

る蛍光色素の混合比を計算するアルゴリズ
ムの開発に成功した。以下にその概略を示す。 
 

ｎ種類の蛍光色素が混合されたサンプルを
考える。ある励起波長におけるｍ個のサンプ
ルのｌ個の異なる蛍光波長を繰り返しt回取
得したとすると、各蛍光色素の濃度を C、蛍
光スペクトルを S、退色時系列をＤとして混
合蛍光スペクトルのサンプル毎の時系列Xは
上式のようにかける。これはＰＡＲＡＦＡＣ
モデルと呼ばれ、Ｄ，Ｓ，Ｃそれぞれについ
てみれば上式は線型方程式であるから、Ｘを
既知とすればＤ，Ｓ，Ｃは定数倍を除いて一
意に定まる。実際、このようなＤ，Ｓ，Ｃは
交互最小二乗法を用いて計算することがで
きる。ＰＡＲＡＦＡＣモデルが一意な解をも
つためには各色素のスペクトルと退色曲線
がそれぞれ線形独立であることを要するが、
退色は蛍光色素のおよそ普遍的な性質であ
り、生物試料の標識に用いられる蛍光色素か
らスペクトルと退色時定数の異なる複数の
色素を選択することは容易である。 
多色励起に対しては同時に各色素の励起

波長ごとの吸光係数も同時に推定する必要
がある。前述のように、退色曲線の推定はノ
ンパラメトリックに行うため、必ずしも対数
減衰することを要しない。そこで退色時系列
に励起波長毎の吸光係数を掛けたベクトル
を励起波長の数だけ付加したベクトルを考
え、退色カーブと吸光係数を同時に推定する。
退色カーブと吸光係数がそれぞれ線形独立
ならば前記ベクトルも線形独立とみなせる。 
 さらに、コンピュータシミュレーションを
用いて上記観測条件を再現する仮想データ
を作り、実際にアルゴリズムを適用して多重
蛍光染色サンプルの分解が可能であること
を示した。以下にその実施例を示す。 
 

 



 図は 6枚の異なる画像に対してそれぞれ異
なる蛍光スペクトルと退色時定数を持つ蛍
光色素で染色したと仮定して、その混合スペ
クトル・退色時系列を生成し、これを入力と
してアルゴリズムを適用し、元画像を復元し
たものである。 
 シミュレーションの結果、各蛍光色素のス
ペクトル・退色時系列の推定には必ずしも画
像を構成する画素全てを用いる必要はなく、
数百点程度をサンプリングすれば十分であ
ることが分かった。更に、一度スペクトルを
推定すれば、得られたスペクトルを用いてリ
ニアアンミキシングを行うことで1枚の蛍光
スペクトル画像から元画像を復元できるこ
とが分かった。このことから、撮影方法を工
夫することで実用的な多色ライブイメージ
ングが実現可能であることが示された。 
 
（２）上記アルゴリズムを実装する顕微鏡シ
ステムの開発 

 スペクトルイメージングを高速で行う顕
微鏡システムの光学設計を行った。既存のレ
ーザースキャン顕微鏡をベースとし、蛍光検
出部にイメージング分光器設置することで
スペクトルイメージングを可能とした。予備

実験により、検出器として CCD カメラや CMOS
カメラを用いても十分な感度が得られるこ
とが分かったため、高速な撮影が行える CMOS
ラインセンサカメラを検出器として採用し
た。CMOS 素子は PMT や EM-CCD に較べて過飽
和入力に対して強いため、ダイクロイックミ
ラー・吸収フィルタに狭帯域ノッチフィルタ
を用いる必要がない。そこでミラーには 80%
透過のハーフミラー、吸収フィルタはなしと
した。 
 当初計画にあった固定標本を対象とした
蛍光スペクトル・退色時系列を実用的な時間
で計測すること、並びにこの手法を応用した
多重蛍光標識サンプルのライブイメージン
グを実現するための要求スペックを検討し、
顕微鏡システムの制御、画像取得および解析
を行うためのソフトウェア設計を行った。当
システムは通常の単色顕微鏡システムに較
べ、およそ１０００倍程度のデータ量及び１
０倍以上のデータレートを要求するため、既
存の画像取得ソフトウェアの流用は適当で
はないとの判断のもと、新規に高速大容量画
像取得・可視化ソフトウェアの開発に着手し
た。データ量が非常に多いため、1 枚の蛍光
スペクトル画像を取得するにあたっても画
像全体をコンピュータのメモリ上に保存す
ることは現実的ではなく、画像を取得しなが
ら同時に可視化と外部記憶装置への保存を
行う。また外部記憶装置の転送速度が律速と
なるため、画像をリアルタイムで可逆圧縮し
ながらｘ、ｙ、λの 3次元画像を 1つのファ
イルに保存することとした。この結果、平成
２５年度末現在、当顕微鏡システムの開発状
況は８割から９割程度と当初計画での想定
より大幅に遅れており、申請者の発案した蛍
光スペクトル・退色時系列に基づく多重蛍顕
微鏡法の実証には至っていない。 
 
（３）上記顕微鏡システムを用いた多色イメ
ージングの実証 
 多重免疫蛍光染色を実現するには通常広
く用いられる間接蛍光抗体法は、1 次抗体の
多くがラビットまたはマウス由来であるこ
とから現実的ではない。そこで 1次抗体を直
接蛍光標識する方法を検討した。しかし、前
述の顕微鏡システムの開発が難航したため
実際の観察条件での評価が行えず、十分な評
価は行えていない。多重染色に用いる蛍光色
素の評価についても同様である。 
 
（４）今後の展望 
 実用的な蛍光顕微鏡法の多色化が実現す
れば、従来は一面的あるいは断片的にしか捉
えられなかった現象を多面的に捉え、解析す
ることが可能になる。このような同次多変数
による解析は、多数のコンポーネントが複雑
に関連しあう生命システムの解明に必須の
技術である。このためにも現在の顕微鏡シス
テムの研究開発を継続し、早期の多重免疫蛍
光顕微鏡法の実現を目指す。 
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