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研究成果の概要（和文）：高い開口数の対物レンズを用いて、厚みのある生体試料を回折限界の性能を得ようと
するのは困難である。当該プロジェクトでは、このようなイメージングを可能にする可変浸レンズシステムを開
発した。その結果、大きさ５０ミクロンの乳腺細胞の細胞塊などの厚みのある生体試料を正しく画像化ができる
ことを実験的にしめした。この成果は原著論文として報告済みであり、広く科学者に成果を紹介している。今後
は生理条件およびクライオ条件での実験成果を通じて、社会に貢献したい。

研究成果の概要（英文）：Three-dimensional optical microscopy with a high numerical aperture (NA) 
remains challenging for thick biological specimens owing to aberrations arising from interface 
refractions. In this project, we have developed a variable immersion lens (VIL) for deep 
fluorescence imaging A VIL is a high-NA concentric meniscus lens and was used in combination with an
 aberration-corrected high-NA reflecting objective (TORA-FUJI mirror). VIL microscope enables 
diffraction-limited 1.2-NA imaging in water (refractive index of 1.34) at a depth of 0.3 mm by 
minimizing aberrations due to refraction of a sample interface. Another aberration due to refractive
 index mismatching between a mounting medium and an object can be also corrected by the VIL system 
because various fluids with different refractive indexes can be used as mounting media for the VIL. 
As a result, we have demonstrated that a cell spheroid can be imaged at a true dimension.

研究分野：物理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまで細胞内の小器官を測定する場合、培養細胞ぐらいの厚さ（１０ミクロン）がせいぜいで組織レベルの
試料になると細胞ごとの分解能が限界であった。我々の提案する方法は生体組織の中の小器官を鮮明に取得でき
る方法であり、とても大きな意義があると考えている。この技術は医学、薬学にもすぐに応用できる方法であ
り、こちらの方向を伸ばすことで社会に貢献したい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

たった一つの生命現象を発現させるためにも、無数

の分子が働いている。しかも、これらの分子は単独で

はなく、ネットワークをつくり機能している。このよ

うな複雑系の実体を理解する第一歩は、その現場であ

る細胞内部や生体組織を分子レベルで画像化し、分子

同士の相互作用の様子を分子ごとに知ることである。

しかし、このような画像化は実現していない。我々は

凍結試料のための蛍光顕微鏡（クライオ蛍光顕微鏡）

に注目し、１５年間研究を続けてきた。実に２０台の

クライオ蛍光顕微鏡を開発した結果、ナノメートルの

精度で個々の色素の三次元位置を１分子観察するこ

とに成功した。 

我々が達成した精度と既存の方法を比較する。図 1

Ａは小さいタンパク質である GFP の立体構造であ

る。我々が達成した分子精度σに対応する半径２σの

球を図 1B にしめす。半径２σの球と GFP のサイズ

はほぼ同じであり、分子レベルの精度であることが分

かる。この精度は、生体観察におけるクライオ電子顕

微鏡（2017 年ノーベル賞、図 1C）や超解像蛍光顕

微鏡（2014 年ノーベル賞、図 1D）をしのぎ、真に

分子レベルである。ところが、この方法を厚みのある

試料（厚さ＞10 μm）に用いると、位置決定精度が

著しく低下することが分かってきた。そこで、当該研

究では、唯一残る実験的な壁を突破し、真に分子レベ

ルの細胞、生体組織の深部イメージングをするため、

「可変浸レンズ」を開発する。 

 

２．研究の目的 

生命現象は複数の生体分子が相互に作用しながら

発現する複雑系である。このような複雑系の実体を知

るためには、その現場である細胞や生体組織を分子レ

ベルで観察することが不可欠である。しかし、そのよ

うな観察は実現してしない。そこで、本研究の目的は、

この生体試料のための分子イメージング法を世界に

さきがけて実証することにある。これまで、我々はこ

の目標に向けて、クライオ蛍光顕微鏡を独自開発し、

薄膜試料中（厚さ数ミクロン）にある色素の三次元位

置を精度 1 nm で１分子観察することに成功してい

る。ところが、この方法を細胞や生体組織のような厚

い試料（厚さ 10 μm以上）に用いると、位置決定精

度が著しく低下することが分かってきた。この精度の

低下は、試料の界面屈折が原因である。そこで、当該

研究では、界面屈折の影響をゼロにする「可変浸レン

ズ(Variable Immersion Lens, VIL)」を開発し、前人

未踏の生体試料深部の分子イメージングを挑戦する。 

 

３．研究の方法 

 界面屈折による位置精度の低下   

蛍光顕微鏡で観察する試料の表面には、空気/水（ま

たは油/水などの）界面が存在する。試料表面は平らな

場合が多く、平らな界面で光が屈折すると収差が産まれ、顕微鏡の分解能と検出効率が大きく低下する[参

考文献 1]。例えば、高開口数(0.6 以上)の対物レンズでは、深さ十ミクロンくらいから光学性能が悪化し

図1. 分子精度とは. (A)リボン表示した

GFP. (B)分子精度 1 nm, (C)クライオ

電顕の三次元精度 3 nm. (D) 超解像蛍

光顕微鏡の三次元精度 50 nm 
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始める。このため、蛍光顕微鏡でも、細胞や組織のような厚みの

ある試料全体を正しく画像化することは難しい。 

図 2 に、精度低下の模式図をしめす。空気/水界面に、理想レ

ンズで光を集めた場合を考える。試料の界面がない場合にはすべ

ての光線は焦点Oに集光する（図 2 の点線の光路）。一方、界面

がある場合は屈折し、入射角度θが大きい光線ほど深い所に集光

する（図 1 の実線の光路）ため、特に蛍光スポットが z方向に延

びてしまう。１分子イメージングの位置決定精度は蛍光スポット

の大きさに比例するため、精度が低下する。そこで、当該研究で

は、界面屈折の影響をゼロにできるVILLを開発する。 

[参考文献 1] S. Hell et al.; J. Microsc. 169, 391-405 

(1993). 

 VILのデザイン  図 3は VILの光学配置である。VILは、石英ガラス製のメニスカスレンズであり、

光の焦点を曲率中心とする凹凸面からなる（図中斜線部分）。試料基板はWIMLに貼り付けて使う。試料基

板とVILとの間の空間は、細胞や生体組織の屈折率nに合わせたエチレングリコール水溶液（n 〜 1.4）

で浸す。こうすると、すべての光線が界面に対して垂直入射になるため、界面屈折の影響を受けない。 

 図 4 はVILを我々が開発した低温用対物レンズ（クライオ対物鏡）と組み合わせた時の配置である。ク

ライオ対物鏡は、球面鏡と非球面鏡からなる反射型の対物レンズである。２枚の鏡は石英ガラス表面にア

ルミをコートして一体成形しているため、低温で動作する。クライオ対物鏡の特長は大きな開口数 NA(= 

0.99)であり、原理限界(1.04, 超流動ヘリウム中)に限りなく近い値になっている。このクライオ対物鏡は

焦点付近が大きく空いているので、VILと組み合わせることができる。この VILの唯一の欠点は光学研磨

の難しさであったが、協力工場と連携して、VILの実現に成功した。 

 

４．研究成果 

図５aは、NA = 1.4 の理想的な油浸対物レンズの分解能（点像分布関数の半値全幅）のカバーガラス表

面からの深さｚに対する依存性の光学シミュレーションである（波長 488 nm）。これを見ると、焦平面

（xy）方向の分解能は z に対して大きく変化しないが、z 分解能は急激に悪化していることが分かる。詳

しくみると、カバーガラスに近い位置(z = 0.7 μm)では z分解能は 0.47 μm であり、NA=1.2 の理想

的な水浸対物レンズの（z分解能 0.64μm）

よりも優れている。つまり、全反射顕微鏡の

ようにカバーガラス近傍を測る場合には、

油浸対物レンズが最も優れていることを表

している。これに対して、z = 12 μm にな

ると分解能が 1 μm に悪化する。つまり、

ほ乳類細胞ではカバーガラス近傍と細胞上

部では分解能が違うことになる。その後も

深さzに比例してz分解能が悪化していく。 

 この問題を解決する一つの解が「可変浸

レンズ」である。可変浸レンズは高開口数の

反射対物レンズ「虎藤鏡, sinθ = 0.9」と組

み合わせて、図４のように使用する。励起光

（平面波）は虎藤鏡によって理想的な球面

波に変換される。球面波のすべての光線は

可変浸レンズの２つの界面（空気/ガラスと

ガラス/封入剤）において垂直入射となるの

で球面収差が生じない。このため、図５bの

ように、可変浸レンズに対して虎藤鏡の位

置を動かすことで試料内部を見た場合、深

さ 0.3 mm まで xyzのどの分解能も回折限

界の性能に等しくなることが分かった。こ

れは、油浸対物レンズと比べて２桁以上、水

浸対物レンズやシリコン浸対物レンズ（NA 

図５. (a)油浸対物レンズと(b)可変浸レンズシステムの分
解能. (c) hTERT-RPE1 細胞核内のラミン(637 nm 励
起)とヒストン(488 nm励起)の蛍光画像. 



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
 

 

= 1.2）と比べても１桁優れている。 

図５cに、可変浸レンズと虎藤鏡を用いたラミン（Lamin A）とアセチル化ヒストン（H3K9ac）の蛍

光画像をしめす。細胞核にあるラミンとヒストンが画像化されている。実は、この画像、査読中にボツに

なったものであり、Opt. Lett.誌には厚さ 50 μm のヒト乳腺上皮細胞スフェロイドのヒストン H2B-

mCherry蛍光画像が載っている。 

 

 

 

 

 

 

 

 



５．主な発表論文等

〔雑誌論文〕　計5件（うち査読付論文　5件／うち国際共著　0件／うちオープンアクセス　0件）

2019年

2019年

2021年

2020年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

10.1021/acs.jpclett.0c00891

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Cryogenic Single-Molecule Spectroscopy of the Primary Electron Acceptor in the Photosynthetic
Reaction Center

The Journal of Physical Chemistry Letters 3980～3986

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Kondo Toru、Mutoh Risa、Tabe Hiroaki、Kurisu Genji、Oh-Oka Hirozo、Fujiyoshi Satoru、Matsushita
Michio

11
 １．著者名

10.1364/ol.416006

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Variable immersion microscopy with a high numerical aperture

Optics Letters 856～856

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Ishida Keita、Naruse Kanta、Mizouchi Yuta、Ogawa Yoshihiro、Matsushita Michio、Shimi Takeshi、
Kimura Hiroshi、Fujiyoshi Satoru

46
 １．著者名

10.1021/acs.jpclett.9b02184

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Nanometer Accuracy in Cryogenic Far-Field Localization Microscopy of Individual Molecules

The Journal of Physical Chemistry Letters 5841～5846

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Furubayashi Taku、Ishida Keita、Kashida Hiromu、Nakata Eiji、Morii Takashi、Matsushita Michio、
Fujiyoshi Satoru

10
 １．著者名

Aberration-corrected cryogenic objective mirror with a 0.93 numerical aperture

Applied Physics Letters 033701～033701

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.1063/1.5110546

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 ４．巻
Fujiwara Masanori、Ishii Takaki、Ishida Keita、Toratani Yasuharu、Furubayashi Taku、Matsushita
Michio、Fujiyoshi Satoru

115
 １．著者名

 ２．論文標題  ５．発行年



2020年

〔学会発表〕　計12件（うち招待講演　3件／うち国際学会　0件）

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

藤芳　暁

石井啓暉, 虎谷泰靖, 藤原正規, 石田啓太, 藤芳暁, 松下道雄

石田啓太, 藤芳暁, 松下道雄

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

三次元カメラ共焦点クライオ(C3)蛍光顕微鏡

開口数0.93の収差補正クライオ対物鏡の開発

高開口数蛍光顕微鏡の界面屈折に由来する収差の研究：メニスカスレンズによる収差補正

放射線影響学会（招待講演）

日本物理学会秋季大会

日本物理学会秋季大会

10.1021/acs.jpcb.0c04721

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Cryogenic Far-Field Fluorescence Nanoscopy: Evaluation with DNA Origami

The Journal of Physical Chemistry B 7525～7536

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Furubayashi Taku、Ishida Keita、Nakata Eiji、Morii Takashi、Naruse Kanta、Matsushita Michio、
Fujiyoshi Satoru

124
 １．著者名



2019年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

日本物理学会秋季大会

分子科学討論会

分子科学討論会

分子科学討論会
 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

滝島研人, 古林琢, 松下道雄, 藤芳暁

古林　琢、中田栄司、森井孝、藤芳暁、松下道雄

松田剛、古林　琢、松下道雄、藤芳暁

溝内雄太、石井啓暉、中田栄司、森井孝、藤芳暁、松下道雄

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

クライオ蛍光顕微鏡による分子確度イメージングの実現

三次元カメラ共焦点顕微鏡によるクライオ1分子イメージング

DNAオリガミを用いたクライオ超解像蛍光イメージング用色素の探索

温度安定化循環水によるクライオ蛍光顕微鏡のナノレベル安定化



2020年

2020年

2020年

2020年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

量子生命科学会第二回大会（招待講演）

日本顕微鏡学会（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

分子科学会　オンライン討論

分子科学会　オンライン討論

 ２．発表標題

 ２．発表標題

藤芳　暁

成瀬寛太、石田啓太、溝内雄太、松下道雄、志見剛、木村宏、藤芳暁

溝内雄太、成瀬寛太、松下道雄、工藤史貴、佐藤優子、木村宏、藤芳暁
 １．発表者名

藤芳　暁

 ４．発表年

 ４．発表年

反応性FRETペアによる細胞内標識

 ４．発表年

超流動ヘリウム1分子分光で見たタンパク質の中の水素結合

Single-molecule nanoscopy by using cryogenic fluorescence microscopy

可変浸レンズ：実験とシミュレーション

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名



2021年

〔図書〕　計0件

〔出願〕　計1件

 国内・外国の別
2020年 国内

〔取得〕　計0件

〔その他〕

－

６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関

 産業財産権の種類、番号
特許、2020-041367

 出願年

藤芳暁、石田啓太

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

 ２．発表標題

 発明者 産業財産権の名称  権利者
同左顕微鏡

日本物理学会年次大会
 ３．学会等名

成瀬寛太、石田啓太、溝内雄太、松下道雄、志見剛、木村宏、藤芳暁
 １．発表者名

 ４．発表年

液中の深いところの顕微観察を可能にする可変浸レンズ


