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研究成果の概要（和文）：本研究は、オプトジェネティクス研究において有用な新規方法論を、生体深部可視化手法で
ある多光子顕微鏡法をベースとして確立することを目的とした。具体的には、生体深部における三次元的局所光刺激に
より細胞内二次伝達物質濃度を制御し、その変化を高時空間分解能で可視化できる多光子顕微鏡法の開発を目指した。
その結果、多光子励起光の多点走査による高時間分解能イメージング、多光子光刺激を同時に行える顕微鏡の開発に成
功した。さらに、誘導放出制御法の適用により、多光子顕微鏡の超解像化に成功した。現在、構築した顕微鏡システム
を用い、生体内における二次伝達物質濃度の局所制御実験に取り組んでいる。

研究成果の概要（英文）：The research goal was to develop new multi-photon excitation fluorescence 
microscopy systems which are beneficial for optogenetics studies. Specifically, we aimed to develop a 
microscopy system that enables light activation control of cyclic adenosine monophosphate (cAMP) level in 
the single cell locating at the deep region of a live specimen, and visualization of the changes of cAMP 
level at the high spatiotemporal resolution. By utilizing a multipoint laser scanning method, development 
of a microscopy system that enables the high temporal resolution multi-photon excitation fluorescence 
imaging and the locally multi-photon activation was achieved. Furthermore, by utilizing a stimulated 
emission depletion process, a new two-photon excitation super-resolution microscopy technique was 
developed. At present, we approach to locally cAMP control in a live specimen by use of developed 
microscopy systems.

研究分野：生物物理学

キーワード： 多光子顕微鏡　超解像顕微鏡　光遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初、オプトジェネティクスは新規
研究手法として注目をあびていた。本手法に
おいては、まず、光刺激により活性化し、機
能を呈するタンパク質を生体試料に遺伝子
工学的に導入する。その後、生体試料に対し
て光刺激を与え、タンパク質の機能を促すこ
とで、光による生体内現象制御を実現する。
Nature Methods 誌は本分野を Method of 
the year 2010 に選定し、2011 年 1 月に特
集を掲載した。このことが象徴する通り、当
時から、国内外において非常に注目度が高い
方法論であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、オプトジェネティクス領域におい
て、多光子顕微鏡法をベースとした新規方法
論を確立することを目的とした。多光子励起
顕微鏡法は深部到達性、低侵襲性、励起の局
所性を有することから、in vivoイメージング
等の生体内可視化分析における代表的手法
として、当時から広く用いられていた。対象
タンパク質としては、青色光により活性化す
るアデニル酸シクラーゼ (PAC) に着目した。
PACを発現した単一細胞に対し、多光子励起
による三次元的局所光刺激を行い、細胞内二
次伝達物質である環状 AMP (cAMP) 濃度を
制御し、その濃度変化を高速で多光子励起イ
メージングできる顕微鏡法を開発すること
で、生体深部における cAMP濃度の単一細胞
レベルでの光制御と可視化の同時実現を目
指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規レーザー走査型顕微鏡の開発 
① 多点走査型多光子顕微鏡 
スピニングディスク方式多点走査型スキャ
ナ、多光子励起光源としてイッテリビウム 
(Yb) レーザー、多光子光刺激光源としてチタ
ンサファイア (Ti-Sa) レーザー、分光型の検
知光学系を組み合わせることで、高速の多光
子励起イメージングと多光子光刺激を同時
に行える顕微鏡システムを構築した。 
② 超解像多光子顕微鏡 
透過型液晶デバイスを介して生成した光渦
を市販の多光子顕微鏡に導入することで、誘
導放出制御 (STED) 法による新規超解像多
光子顕微鏡を開発した。 
③ 多波長励起高速共焦点顕微鏡 
スピニングディスク方式多点走査型スキャ
ナ、白色レーザー光源、音響光学可変フィル
タを用い、高速の多波長励起が可能な共焦点
顕微鏡を開発した。 
(2) PACおよび cAMPセンサータンパク質を
発現させた培養細胞系を樹立した。 
 
４．研究成果 
(1) 生体深部における cAMP濃度変化追跡を
目的とし、スピニングディスク方式多点走査
型多光子顕微鏡システムを構築した。本シス

テムは、レーザー走査に高速かつ安定に回転
する二枚のディスクを用いていることから、
通常の多光子顕微鏡が採用する単点走査方
式の欠点の一つである、高速画像取得の際の
低精細性を克服している。また、本システム
の検知光学系は、ダイクロイックミラー、複
数のカメラにより蛍光を分光することで、多
色イメージング、FRETイメージングが可能
な仕様とした。本システムは当初、多光子励
起イメージング用の光源として、Ti-Sa レー
ザーを用いていたが、光強度が十分でなく、
高速画像取得と広視野観察を両立すること
ができなかった。そこで、高光強度の新規 Yb
レーザーを導入し、励起光学系の最適化を行
った。その結果、画像取得におけるミリ秒の
高時間分解能はそのままに、取得画像の視野
を従来の十倍の拡大することに成功した。本
研究成果は、第 23 回 日本バイオイメージ
ング学会 学術集会において、ベストイメー
ジング賞 OLYMPUS 賞を受賞した。また、
本成果をまとめた原著論文は Analytical 
Sciences誌に受理され、同誌の表紙、注目論
文に選定され、Hot Article Award Analytical 
Sciencesを受賞した。さらに、本顕微鏡シス
テムについて、励起用の光路の他に、光刺激
用の光路を構築し、Ti-Sa レーザー光による
多光子励起光刺激を、多光子励起イメージン
グと同時に行える仕様とした。現在、本顕微
鏡システムを用い、PAC および cAMP セン
サータンパク質を発現させた培養細胞系に
ついて、多光子励起光刺激による単一細胞中
の cAMP濃度制御実験に取り組んでいる。 
 
(2) 将来的には生体深部における単一細胞内
小器官レベルでの cAMP 濃度変化の可視化
を実現するため、超解像顕微鏡法の一つであ
る誘導放出制御 (STED) 法を適用した超解
像多光子顕微鏡を開発した。具体的には、既
存の多光子顕微鏡システムに対し、透過型液
晶デバイスを介して生成させた光渦ビーム
を導入し、誘導放出過程を誘起することで、
超解像顕微鏡化を達成した。本研究成果をま
とめた原著論文は Optics Express 誌に受理
された。 
 
(3) 白色レーザー光から、音響光学可変フィ
ルタで単一励起波長成分を自在に抽出する
ことで、高速で多波長励起蛍光像が取得可能
な顕微鏡システムの立ち上げを行った。本シ
ステムは PAC を始めとする光活性化タンパ
ク質の活性の刺激波長依存性について、簡便
に作用スペクトルの測定を行える可能性が
あり、発現条件の精査等に有用性を発揮する
ことが期待される。本研究成果は、第 23 回 
日本バイオイメージング学会 学術集会にお
いて、ベストイメージング賞晝間賞を受賞し
た。 
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