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研究成果の概要（和文）：我が国で開発された1分子イメージング技術は、これまでin vitroでの分子モーター研究な
どタンパク質分子機械の動作原理の解明や細胞膜表面でのシグナル伝達の研究など様々に応用される基盤技術である。
しかし、全反射顕微鏡をベースとした方法であるため、カバーグラス近傍100nm程度の範囲しか観察できず、細胞内部
や個体内での生命現象には適用できなかった。本研究では、ニポウディスク方式の共焦点顕微鏡と高感度低ノイズ検出
器を組み合わせることで、細胞深部における1分子イメージングを実現した。さらに、新規に開発された色素と組み合
わせることで、細胞深部における超解像イメージングに成功した。

研究成果の概要（英文）：Since the development of the single molecule imaging technique in Japan, it has be
en applied to wide areas of researches including in vitro analysis of molecular motors and single molecule
 measurements of signal transduction at the plasma membrane. However, this method is based on the total in
ternal reflection microscopy, which limited its application to the region closer than 100 nm from the cove
r glass surface. In this project, we have tried to break this limitation and to observe single molecule de
ep inside the cell. By the combination of a Nipow-type confocal microscope and a high sensitivity-low nois
e camera, we have successfully observe the dynamics of single molecule deep inside the cell. We have furth
er applied this technique for the super resolution imaging deep inside the cell.
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１．研究開始当初の背景 
 
一分子イメージングは 1990 年代末に、我が
国で開発された技術である。以来、in vitro
での分子モーター研究など分子機械の動作
原理の解明や、細胞膜表面でのシグナル伝達
の研究、さらには次世代シーケンサーへと
様々に応用される基盤技術となった。 
 
我々は、キネシン型分子モーターの運動機構
の研究を通じて、独自に蛍光一分子イメージ
ングのための顕微鏡システムを開発し、キネ
シンの運動の一分子計測を行ってきた。 
 
一方、我々は、脊椎動物初期胚のライブイメ
ージングにより、左右非対称性を決定する最
初期の機構を解明し、発生生物学の分野に大
きなインパクトを与えた。 
 
我々は、両者を統合して、蛍光一分子イメー
ジング法を細胞あるいは初期胚へ応用しよ
うと検討したが、これまでの一分子イメージ
ング法では、細胞膜表面近傍約 100nm 程度の
範囲しか観察できず、細胞の内部の現象や個
体レベルのイメージングには応用できなか
った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、顕微鏡の改良、蛍光プローブの
最適化、細胞培養など試料作成条件の工夫な
どを組み合わせることで、細胞深部さらには
初期胚の内部で蛍光一分子イメージングを
可能とする実験系の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 初期胚非侵襲蛍光ライブイメージング
システムの構築 
 
我々がこれまで用いてきた初期胚ライブイ
メージング用の顕微鏡システムを発展させ
て、蛍光一分子観察用の照明系およびカメラ
を組み込み、観察深度と検出感度という相反
する要求を満たす顕微鏡システムを構築す
る。 
 
(2) ゼブラフィッシュ初期胚の自家蛍光低
減 
 
蛍光一分子観察で重要なのは、背景光を十分
に低減させることである。個体レベルのイメ
ージングでは、特に、試料由来の自家蛍光が
大きな問題となる。そこで、透明で光学観察
に適した脊椎動物のモデル動物であるゼブ
ラフィッシュを用いて、自家蛍光の原因と低
減策を検討する。 
 
(3) 細胞深部・個体内での一分子計測に適し
た蛍光プローブの選定 

 
前項の結果を基に、自家蛍光の影響を受けに
くい波長帯で十分な蛍光強度を示す傾向プ
ローブを選定する。 
 
(4) 深部蛍光一分子イメージングの実現 
 
(1)～(3)を組み合わせることで、細胞深部さ
らにはゼブラフィッシュ初期胚において蛍
光一分子イメージングを実現する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 初期胚非侵襲蛍光ライブイメージング
システムの構築 
 
これまで蛍光一分子イメージングで全反射
顕微鏡法が用いられてきたのは、背景光を抑
えるためである。全反射顕微鏡法では、カバ
ーグラス近傍100nm程度の領域しか照明され
ないため、通常の落射蛍光顕微鏡に比べて背
景光が 1/100 以下に抑えられる。 
 
当初我々は、初期胚ライブイメージング用の
顕微鏡システムに蛍光一分子観察用の照明
系を組み込むことで細胞深部および個体内
部での蛍光一分子イメージングを試みた。し
かし、背景光が高く、薄く拡がった細胞のカ
バーグラス付近でのみ良好な蛍光一分子像
が得られるに留まり、細胞深部での蛍光一分
子観察は困難であった。 
 
そこで我々は、共焦点顕微鏡法により、光学
切片効果で背景光を 1/20 以下に抑えること
を試みた。しかし、一般に共焦点顕微鏡法は、
背景光の除去と同時に焦点面からの信号も
ロスしてしまうため S/N が悪く、これまで蛍
光一分子イメージングには用いられてきて
いなかった。私たちは、光の利用効率の高い
回転ディスク式共焦点顕微鏡をベースに、背
景光除去と信号減弱のバランスを至適化す
ることで、ディスク式共焦点顕微鏡を用いた
蛍光一分子イメージングに成功し、細胞深部
でキネシン1分子が微小管に沿って移動する
過程の観察に成功した(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
図 1. ディスク式共焦点顕微鏡を用いた
キネシン 1分子のイメージング 



 
また、この顕微鏡を用いて、ゼブラフィッシ
ュ初期胚におけるアセチル化ヒストン
(H3K9ac)の動態のライブイメージングを行
った(Sato et al., Sci Rep 3:2436, 2013, 図
2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (2) ゼブラフィッシュ初期胚の自家蛍光低
減 
 
ゼブラフィッシュは、その名前の通り 3種類
の色素細胞が表皮に帯状に並び特徴的な縞
模様を作っている。このうち、黒色素胞およ
び紅色素胞は特徴的な蛍光を発し、虹色素胞
はグアニン結晶による強い散乱を示す。この
ため、これらの色素胞はゼブラフィッシュの
蛍光ライブイメージングの障害となり、これ
までは色素胞が分化するまでのごく初期の
胚しか観察することが出来なかった。我々は、
色素胞を3種類とも欠く Casper変異体(図3)
を用いることで、この問題を解決できること
を確認した。 
 

 
 
(3) 細胞深部・個体内での一分子計測に適し
た蛍光プローブの選定 
 
これまで細胞膜表面付近での蛍光一分子イ
メージングでは、EGFP など緑色の蛍光タンパ
ク質が多く用いられてきた。しかし、青色光
励起、緑色光蛍光の組み合わせは自家蛍光の
影響を受けやすく、また短波長側であるため
生体試料による散乱の影響も大きい。そこで、
in vitroでの蛍光一分子イメージングでよく
用いられるローダミン系の色素に注目した。
Halo-tag 法を用いて細胞内で標的タンパク

質を特異的にローダミン標識する方法を開
発し、細胞内でローダミン標識されたタンパ
ク質の蛍光一分子イメージングを実現した。 
 
 

(4) 深部蛍光一分子イメージングの実現 
 
共同研究者である浦野らによって、新規にロ
ーダミン系の色素であるシリコンローダミ
ンが作成された。従来のローダミンより長波
長化された近赤外域の蛍光色素であるため、
自家蛍光の影響が更に低減された。浦野らは、
さらにシリコンローダミンに修飾を加える
ことで自己点滅するシリコンローダミンの
作成に成功した。 
 
我々は、この自己点滅型シリコンローダミン
を Halo-tag 法により標識することで細胞内
部での蛍光一分子計測を行い、蛍光分子局在
化法による超解像ライブイメージングに成
功した。さらに、(1)で開発した回転ディス
ク式蛍光一分子検出顕微鏡と組み合わせる
ことで、細胞深部(核の頂側表面)での蛍光一
分子計測・局在化法による超解像イメージン
グに成功した(Uno et al., Nat Chem, in 
press, 図 4)。 
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図 4. 自己点滅型シリコンローダミンを用
いた核膜孔(a, b)および微小管(c)の超解
像イメージング 

 
図 2. ゼブラフィッシュ初期胚における
アセチル化ヒストン(H3K9ac)動態のライ
ブイメージング 

 
図 3. ゼブラフィッシュの稚魚 

上：野生型、下：Casper 

 
図 4. Halo-tag法を用いてローダミン標
識した tubulin の蛍光一分子イメージ
ング 

Casper 
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