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研究成果の概要（和文）：大気圧走査電子顕微鏡(ASEM)により、蛍光顕微鏡と電子顕微鏡を駆使して相関観察す
ることで、細胞の蛋白質の局在を自然な水環境中で可視化し、細胞や微生物の微細構造解析に向けた基盤構築を
目指す。特に、電子線励起の蛍光顕微鏡による相関観察と、抗体ラベル系の開発に注力した。酸化亜鉛・タンパ
ク質蛍光3種・qDot4種類に電子線照射し、CCD撮影した。EGFPとGFP等の蛍光タンパクでは蛍光観察できなかった
が、ZnO粒子では数micro meter径の粒子が観察できた。qDotは4種共に凝集を形成し易く、電子線励起蛍光が弱
かった。抗体ラベル系は、神経初代培養系とバイオフィルムなどを用いて開発した。

研究成果の概要（英文）：Proteins associate with other proteins and form protein complexes, 
localizing in a specific positions in cells and tissues for their functions. The correlative 
light-electron microscopy (CLEM) of a sample in liquid is highly required to determine their 
localization at high resolution. To realize electron microscopy in solution, environmental-capsule 
electron microscopy (EC-EM) has been developed. However, the limited space around the sample holder 
of standard TEM, preclude the simultaneous observation using OM with high resolution objective lens 
of large NA. We have developed atmospheric scanning electron microscopy (ASEM) with inverted SEM to 
allow the use of an open sample container sandwiched by OM and SEM. In this research, we have tested
 many fluorescent substances, including GFP, qDot and ZnO. Further the markers tested here should be
 exploited for the application to various biological fields including basic biology, medical 
research, agriculture, drug discovery and diagnosis.

研究分野：タンパク質のクライオ電子顕微鏡法開発と電顕・光顕相関同時観察法開発による細胞・組織のタンパク局
在研究
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)電子顕微鏡は、電子線の波長のサブÅと
いう短さから高い解像度を誇り精細な構造
の観察を可能にする。しかし、サンプルは
通常真空に置かれるため、観察可能なもの
は通常の温度では脱水サンプルに限られる。
このサンプル処理は、場合によっては細胞
を歪ませる恐れがある。そのため、気体中・
水中での観察を可能にする電子顕微鏡の開
発が模索された。我々が開発した大気圧走
査電子顕微鏡(ASEM)は 3.5cm ディッシュが
サンプルホルダーである。底には極めて薄
い電子線透過膜が張ってあり、その上のサ
ンプルの容易な電顕観察を実現した。一方、
ノーベル賞を受賞した超解像度蛍光顕微鏡
は、蛍光観察の解像度を改善したが背景蛍
光が小さくなければならないなどの制約も
あり、一般に解像度も光の波長から大きく
は離れられない。 
 
(2)我々は ASEM による解析及び同一サンプ
ルの共焦点顕微鏡や超解像蛍光顕微鏡によ
る解析との比較から、神経シナプスの微細
な構造解析、乳酸菌やマイコプラズマの水
中での鮮明な形態観察、組織中のがん細胞
の転移の検出と画像解析等を進めて来た。
しかし、電顕である ASEM は複数標的の染め
分けはできなかった。 
 一方、ASEM の電子線は蛍光も励起可能で
ある。上部の光顕にて集光して出力を画像
化すれば、通常の電顕並の解像度の蛍光像
が期待され、標的の染め分けも実現できる。
すなわち上記装置群それぞれの弱点が解消
された顕微鏡と成り得、ASEM を用いた細胞
内の微細構造解析が飛躍的に進むと見込ま
れる。これまで、従来の電子線染色法をア
レンジしてサンプルを染め、撮影した ASEM
画像を解析して来た経緯において、ASEM の
さらなる可能性を実感している。ASEM によ
る電子線蛍光観察に必要なEM-CCDカメラを
購入し、蛍光の検知を可能にしているが、
実際の細胞観察までには更なる研究を要す
るため、本課題の提案に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、大気圧走査電子顕微鏡(ASEM)に
て様々な蛍光の観察とラベル系の開発を行
い、水中で細胞の生理機構・がん細胞や病原
微生物の高分解能での微細構造解析を容易
にすることを目指す。 
 我々が新規に開発した大気圧走査電子顕
微鏡(ASEM)は、3.5cm ディッシュ底面の SiN
薄膜上のサンプルの水中での観察が可能で
ある。ラベル系を開発して、電子線に励起さ
れた蛍光の観察実現によって細胞内の微細
構造やタンパク相互作用の解析が容易にな
ると見込まれる。さらに、本手法を微生物や
がん細胞へ適用することで疾病研究への幅
広い応用を可能にする。 
 本研究を基に、次期の研究によって、観察

可能な蛍光種の増加や、臨床の病理解析への
応用などの発展を見込む。 
 
３．研究の方法 
(1)「a) 蛍光物質ごとの電子ビームに対する
特性の解析」及び「ｂ) 細胞などの抗体ラベ
ル条件を検討しラベル系を開発することに
よる微細局在解析」を、並行して進める。 
 
(2)前者 a)は Alexa, Q-dot 等の蛍光ビーズに
ついて、EM-CCD を搭載した ASEM にて電子線
による励起蛍光を観察し、電子線密度やビー
ムごとの蛍光強度と退色を測定することで、
物質ごとの最適条件を検討する。蛍光フィル
ターレベルで、蛍光の”色”も確認する。蛍
光ビーズであれば、EM-CCD でもこの程度の調
査は可能と期待している。 
 
(3)後者 b)は培養神経細胞、微生物について、
検疫ラベル法を開発し、現行の ASEM による
微細解析を進める。それぞれについて、免疫
染色による ASEM 電顕像及び従来の蛍光顕微
鏡像の比較・相関解析を進め、電子線励起に
よる効果的な観察対象や方法についても模
索する。転移がん細胞を用いて、ASEM 観察に
最適な細胞の前処理方法を検討し、マーカー
となる微細構造候補を検討し、その電子線に
よる可視化方法を探る。 
 
４．研究成果 
(1)大気圧走査電子顕微鏡(ASEM)は、下から
電子線を走査し、同時に蛍光ラベルを上から
光学照射と光学検出により観察できる。さら
に、照射を電子線だけにすれば、励起された
蛍光を観察できる。そのため、高効率で励起
される蛍光物質を発見すれば、励起蛍光の観
察も期待できる。酸化亜鉛・タンパク質蛍光
3種・qDot4 種類を CCD により撮影した。EGFP
と GFP等の蛍光タンパクでは蛍光観察できな
かったが、ZnO 粒子では数 micro meter の粒
子が観察できた。qDot は 4種共にアグリゲー
ションを形成する傾向が出て、電子線励起蛍
光が弱かった。 
 
(2)次に、抗体ラベルする系を開発した。軸
索区画化は脊髄等で観察され、脳の初期発生
に重要と考えられている。神経初代培養細胞
で糖鎖と微小管に対する免疫ラベリング条
件を試行錯誤で決定して、軸索区画化を観察
したところ、区画化には細胞骨格の特殊な構
造と、異なる細胞骨格間での細胞輸送を媒介
するタンパク質群の機能が重要であること
を西原研究室との共同研究により見つけた。
さらに、区画化が起こった時の抗原の蓄積は
多角形状に起こることを発見し高分解能で
観察した。結果は、scientific Reports に発
表した。 
 
(3)また、炎症性疾患を引き起こすアクネ菌
で、アクネ菌バイオフィルムの細胞外構造を



支える微細構造を観察し、そこには DNA 繊維
が含まれることを免疫ラベルで示した。バイ
オフィルムは細菌集団を包み込み守るゼリ
ーの様な構造であり、内側の細菌にはも抗体
も抗生剤も効き難い。肺炎やリュウマチなど
慢性疾患の原因でもある。心臓ペースメーカ
ーから単離されたアクネ菌のバイオフィル
ムを産総研が開発した大気圧走査電顕 ASEM
で水中観察したところ、この観察が難しいバ
イオフィルムが可視化された。抗 DNA 抗体を
用いて免疫ラベルして観察することで、DNA
繊維が含まれることを示した。これらDNAは、
バイオフィルム中で細胞死を起こした菌体
に由来すると考えられ、アポトーシスの様な
機構が想像される。結果は、Frontier in 
Microbiology 誌に発表された。本研究は、今
後、バイオフィルムが関係する感染症の治療
法開発などに、貢献すると思われる。 
 
(4)細菌の線毛が抗生物質耐性遺伝子を種を
超えて伝搬する機構が知られている。この現
象に関与する線毛を ASEM を用い観察した。
突然の多剤耐性菌の世界的な拡散は、ドイツ
と近隣国での 2011 年の病原性大腸菌の集団
感染の例にも見られる様に深刻な問題であ
る。接合線毛(性線毛)による抗生剤耐性遺伝
子の乗ったプラスミドの受け渡しが、伝搬に
おける鍵の一つであるが観察が難しかった。
ASEM により、この線毛は観察され、さらに複
数種の性線毛の可視化に成功した。これらの
結果は、Frontier in Microbiology 誌に出版
した。将来、感染症対策に貢献すると思われ
る。 
 
(5)単原子光源のHeイオン顕微鏡によるバイ
オサンプル観察・免疫電顕法を確立し、2nm
分解能を得た。ヘリウムイオン顕微鏡は、一
原子光源から出る極めて細いヘリウムイオ
ンビームによるスキャンと、短い波長という
高分解能に有利な面を合わせ持つ。しかし、
これまでは、物性材料中心に応用が進められ
ており、生物試料への適応は稀であった。金
粒子標識抗体で細胞をラベルすることで、金
ラベル間で測定して2nm分解能が得られるこ
とが示された。さらに、イオンビーム励起蛍
光の観察にも成功した。本成果は、IJMM 誌に
発表された。本顕微鏡法は、生物試料だけで
なく、半導体など物性分野への広い応用が期
待される。 
今後、本検討で好成績だった蛍光粒子を基
にさらなる探索を進め、タンパク質や様々の
生体物質を本研究で開発した条件で高効率
でラベルすることで組織・細胞・細菌の観察
とそれらの生理機構の解明と疾病研究への
応用を進めて行きたい。 
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