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研究成果の概要（和文）：生体分子の動態を細胞内で計測することは、生命システムを理解する上で欠かせないアプロ
ーチとなっている。分子の拡散係数、濃度、化学反応速度などの量を計測する方法として、蛍光相関分光法が広く用い
られている。本研究では、光の回折限界を超える分解能で蛍光相関分光計測を実現するために、新規超解像顕微鏡法の
開発に取り組んだ。光スイッチング蛍光分子を用いて、蛍光状態と非蛍光状態間での遷移過程を利用した手法を提案し
、100nm程度の空間分解能を実現した。従来の計測領域に比べ、10分の１以下の体積に相当する。本手法は、超解像イ
メージング法としても新しい方法であり、広い応用を期待することができる。

研究成果の概要（英文）：Measurement of molecular dynamics inside living cells is one of important 
approaches for understanding the complex system of cells. Fluorescence correlation spectroscopy have been 
widely used to measure some quantities related to molecular dynamics, including diffusion constant, 
concentration, and reaction rate. In this study, I have developed a novel methodology to realize 
fluorescence correlation spectroscopy with high resolution beyond the diffraction limit of light. By 
using transition process between radiative and non-radiative states of photoswitchable fluorescent 
molecules, a high spatial resolution around 100 nm has been achieved beyond the diffraction limit, which 
is corresponding to ten times smaller focal volume than conventional fluorescence correlation 
spectroscopy. This method can also be used for super resolution imaging, it has a potential for wide 
application in the future biology study.

研究分野：生物学

キーワード： １分子計測・操作
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１．研究開始当初の背景 
細胞の生命活動を司る生体分子の動態を細
胞内で計測することは、生命システムを理解す
る上で欠かせない一つのアプローチとなってい
る。分子の移動度や拡散係数、濃度、化学反応
速度などの量を計測する代表的な方法として、
蛍光相関分光法（FCS）が広く用いられている。
共焦点光学顕微鏡の焦点スポット内で運動する
蛍光分子（蛍光標識された分子）からの蛍光強
度の時間的変化を計測し、その自己相関関数よ
り動態を理解することができる。近年の生命シス
テム解明に向けた研究に於いて、非常に重要な
役割を担っている。しかしながら従来の相関分
光法では、通常のレーザー走査顕微鏡に実装
されるため、その計測領域（＝焦点スポット）のサ
イズを回折限界以下にすることはできない。焦
点スポットは体積にして、1fL（＝1µm x 1µm x 
1µm）程度が下限となっていて、濃度 nM オーダ
ーの分子が 1 fL より広い空間領域で移動できる
ことが測定の条件となる。これは細胞内計測へ
の応用範囲を厳しく制限する。すなわち、細胞
内のナノ空間に閉じ込められた分子は、場所に
よって蛍光強度がほとんど変化しないため、時
間揺らぎを計測することが困難である。また、高
濃度（1µM 以上）の分子は、焦点スポット内の分
子数が多すぎて蛍光強度が平均化されてしまう
ため解析できない。生細胞内には、このように従
来の相関分光法を適用できない条件にある分
子が多種類存在する。これらの生体分子を相関
分光計測するには、焦点スポットを微小化するよ
り他にない。相関分光法の応用を広げる上で、
焦点スポットの微小化は本質的な課題である。 
焦点スポットの微小化は、レーザー走査顕微
鏡の分解能を向上することに相当する。これま
で、多くの超解像顕微鏡法が提案されているが、
その中でも、蛍光分子の可逆的な光スイッチン
グ効果を利用した方法が、最も FCS と相性がい
いと考えられる。すでに超解像顕微鏡法として、
STED や RESOLFT 法が提案、実現している。こ
れらの方法では、非蛍光状態に遷移させるため
の光をドーナツ型にし、蛍光励起光と同軸で集
光することで、集光スポット周縁部の蛍光を抑制
し、蛍光放出をスポット中央部の回折限界以下
の微小領域に閉じ込めることで、高分解能化を
実現している。しかしながら、ドーナツ光を用い
る方法では、細胞などの複雑な３次元構造内に
集光する際に、ビーム形状が変形してしまうため、
応用が細胞表面付近の観察に限られている。細
胞内の計測に特化した、新規超解像顕微鏡法
の開発が嘱望されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞内の微小領域の蛍光イメー
ジングおよび蛍光相関分光計測を実現するため
の新規超解像法を提案・実証し、要素技術を確
立する。さらに、提案する手法により、細胞内の
微小領域での分子動態観察への応用可能性を
示すことを目的とする。 

 
 

 
 
３．研究の方法 
本研究では、顕微鏡の焦点スポットを微細化
するために、可逆的に活性化不活性する蛍光
蛋白質（Photoswitchable Fluorescent Protein: 
PSFP）の非線形効果を利用する。通常線形的に
光応答する蛍光蛋白質であるが、活性化・不活
性化する際に光学応答が非線形応答になる。レ
ーザー光を集光するとき、集光スポット内で蛍光
の有効スポットは非線形性によりさらに微小にな
る。これにより、通常の共焦点蛍光顕微鏡よりも
高い空間分解能でのイメージングが可能となる。
さらに、FCS などの相関分光と組み合わせること
で、より微細な構造内で拡散を測ることが可能と
なる。基礎実験として、活性化光と不活性光を
搭載した共焦点蛍光顕微鏡を試作し、その分解
能向上の実験的検証に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
予備実験として、RSFP を表面に固着した
100nm のポリスチレンビーズを用い、蛍光励起
領域のサイズを、空間分解能の向上により評価
した。照明および検出用の対物レンズは
NA=0.95 の高開口数のものを用いた。この結果、
通常の共焦点顕微鏡では横方向の空間分解能
250nm 程度で観察されたのに対して、提案する
手法では最高で80nm、平均的に150nm程度の
分解能を実現した。試料や照明条件により、分
解能の向上の程度は異なるが、従来法に対する
優位性は再現性よく観察された。焦点スポットの
体積に換算すると 0.01fL(=10aL)程度であり、従
来の共焦点顕微鏡と比べるとおよそ 0.2 倍程度
に縮小できたことに相当する。 
細胞の観察に応用する実験に取り組んだ。こ
こでは、HeLa 細胞の微小管に RSFP を遺伝子
導入し、試料として用いた。対物レンズに光軸方
向に移動できる機構を搭載することで、三次元
イメージングを可能にした。HeLa 細胞の微小管
に対して、従来の共焦点蛍光イメージングと、提
案する超解像イメージング法を比較した。この結
果、超解像イメージングにより 180nm 程度の分
解能を実現した。これは、従来法での分解能が
250nm 程度であったことに比べて優位な工場で
あると言える。また、本手法は焦点スポット外から
の背景光を抑制する効果があることも確認され
た。すなわち、分解能の向上と信号背景光比の
両方の点において有効であることを確認した。 
超解像イメージングの計測で得られた知見よ
り、相関分光法の可能性を検討した。イメージン
グでは、１点あたり 50µs 程度で十分な信号雑音
比が得られた。細胞内のタンパク質の拡散係数
はおよそ 1̃10 µm2/s であるため、拡散係数を測
ることが可能な時間分解能であると言える。本手
法を用いた蛍光相関分光技術の実験的実現は、
今後の大きな展開である。 
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