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研究成果の概要（和文）：従来の光学顕微鏡では実現しなかった高い空間分解能の観察を実現する技術である超
解像蛍光イメージングでは，生体試料や生体分子試料に対する光ダメージを最小限に抑えながら速いフレームレ
ートで長時間のタイムラプス観察を行うことは困難であった．本研究では，SPoD顕微鏡法を改良することで，光
ダメージのより少なくより忠実な超解像画像を得られる超解像顕微鏡技術を開発した．これにより，細胞内のア
クチンフィラメントなどの細胞骨格のダイナミクスの高空間分解能観察を行った．

研究成果の概要（英文）：Super-resolution fluorescence imaging is a technique to achieve observation 
at a higher spatial resolution than conventional optical microscopy. However, long-term time-lapse 
super-resolution observation at a fast frame rate still remains challenging. In this study we have 
developed a super-resolution imaging technique by which realistic super-resolved images are obtained
 with very low photodamage in live cells and intact biomolecules. By the present technique, we 
successfully achieve long-term super-resolution observation of cytoskeletons such as actin filaments
 in live cells.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 超解像イメージング　蛍光偏光　タンパク質複合体　正則化最尤法　モータータンパク質　細胞骨格

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内には，タンパク質や脂質等で構成される微小なナノ構造複合体が複雑に配置されていて，それらが相互に
作用することで機能している．本研究では，従来の超解像顕微鏡では困難であった，生体試料に対する光ダメー
ジを最小にしながら，長時間の観察が可能な超解像イメージング技術を開発した．本研究により，タンパク質複
合体が細胞中で機能する現場を高分解能で観察することが可能となり，タンパク質複合体が細胞生理機能におい
てどのように作用するかを解明することに今後貢献するものと思われる．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
アクチンフィラメントは，筋肉中ではミオシンと伴にアクトミオシン複合体を構成して筋収

縮を起こし，また真核細胞中では細胞骨格としての役割を果たしている．アクトミオシンは，
ATP を加水分解して得られる自由エネルギーを用いて，並進運動を発生するモータータンパク
質である．従来，アクトミオシンのモーター機能におけるアクチンフィラメントの役割は，ミオ
シンが移動するためのトラックやレールといった受動的なものだと考えられてきた．しかし，近
年，アクチンの動的構造多型性，アクチンへのミオシンの相互作用の協同性，ミオシンとの相互
作用に伴うアクチン周囲の水和層の変化，そしてミオシンとの相互作用に伴うアクチンフィラ
メントの柔らかさの変化などが明らかになってきた．これらは，アクチンフィラメントや微小管
は，モータータンパク質の移動のための受動的なトラックではなく，むしろモータータンパク質
と共に協同的に作用する可能性があると示唆している． 
光学顕微鏡による水溶液中で活性のある個々のアクチンフィラメントの蛍光顕微鏡観察は，

柳田らによって 1984 年に実現した．しかし，アクチンフィラメントに含まれる単量体アクチン
(G-アクチン)数は約 400 個／μm であるので， 従来の蛍光顕微鏡で測定されたデータは，光の
回折限界（約 0.2μm）の範囲に含まれる 80 個以上もの G-アクチンの平均値である．したがっ
て，アクチンで起こるイベントをより詳細に調べるには，従来よりも可能な限り狭い領域から情
報を得られる超解像蛍光イメージング技術による計測・解析技術の確立が有用となると期待さ
れる． 
近年開発が進められた超解像蛍光顕微鏡法により，光の回折限界以下の分解能で蛍光試料を

観察することが可能になっている．特に，我々は，リアルタイムで生物試料の超解像蛍光顕微鏡
観察が可能な方法として SPoD(Superresolution by Polarization Demodulation)を開発した．
SPoD は，偏光励起照明を使って発生させた蛍光変調と画像解析を巧妙に組み合わせた新しい超
解像蛍光顕微鏡法である．我々は，この方法の拡張を行い，光スイッチングタンパク質を使った
超解像イメージングに成功している．特に，SPoD は比較的速いフレームレートでの観察が可能
であるので，試験管中や細胞中のタンパク質複合体やフィラメント状タンパク質の動態を捉え
るのに有用であろうと期待される． 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は，アクトミオシンが動作するときにアクチンフィラメントにおいて起こるイベント
を超解像イメージングの分解能で解析する手法の開発である．具体的な研究目的は以下の通り
である： 
 水溶液中で活性のあるアクチンフィラメント観察のための SPoD 超解像蛍光顕微鏡を構築  
 SPoD 超解像顕微鏡観察で得られたデータから，効率的に超解像の再構成計算する手法，お

よび色素の蛍光偏光情報を抽出するための手法の開発 
 超解像蛍光顕微鏡による，アクトミオシンの動作に伴うアクチンフィラメントのブラウン

運動による動的形状変化のイメージング解析．また蛍光標識アクチンフィラメントにおけ
る，フィラメントに沿った蛍光異方性分布の解析  

 フィラメントタンパク質の超解像蛍光顕微鏡による解析  
 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では，新規の超解像顕微鏡の開発を行い，そしてこれを用いた試験管中や細胞中で
のタンパク質複合体の解析を行う．超解像顕微鏡として，高空間分解能で観察するための
SPoD(Superresolution by Polarization Demodulation)超解像蛍光顕微鏡を開発する．SPoD 法
は，通常の落射蛍光顕微鏡において，励起光を直線偏光とし，かつその偏光面を回転させながら
照明することで発生する蛍光変調を含む蛍光像を観察するものである．高空間分解能を実現す
るために，照明光の偏光比を高く保ちながら偏光面を回転させる照明光学系を製作し，蛍光顕微
鏡と組み合わせる． 
この超解像顕微鏡によって得られた画像データから画像再構成計算を経て，超解像画像を得

る．この手順では，最尤法と位相検波を用いて線形逆問題を解くことによって超解再構成像を得
る．SPoD 法による画像データからの再構成計算法としては，Fast Iterative Shrinkage-
Thresholding Algorithm（FISTA）が従来用いられてきたが，FISTA の計算原理では LASSO 正則
化が使われてきた．しかし，LASSO 正則化による画像再構成計算では，計算結果に過剰補正によ
るアーティファクトがしばしば現れる．そこで，本研究では LASSO 正則化以外の手法の検討も行
う． 
 
４．研究成果 
超解像蛍光観察のため，SPoD (superresolution by polarization demodulation)法をベース

とした超解像顕微鏡の製作を行った．SPoD では，直線偏光かつその偏光面を機械的に回転させ
た励起光を用いて蛍光試料からの蛍光に変調を掛けながらタイムラプス観察を行う．ここで，蛍
光変調の変調度の最大化のため，照明光の偏光を維持させるための光学系の検討を行った．蛍光
顕微鏡の光学系で用いる反射ミラーでは，s偏光および p偏光の入射光に対しては偏光比の維持



は比較的良好であるが，s偏光と p偏光の間の偏光角を持つ入射光の反射に対しては，偏光比の
低下は著しい．この偏光比の低下については，2 枚の同仕様のミラーのペアを利用することで，
補償することに成功した．ただし，このように偏光比を補償しても，対物レンズを通ることで照
明光の偏光が撹乱される．対物レンズによる偏光比低下の改善は今後の課題である．また，蛍光
変調振幅と空間分解能との関係を調べるために，人工的なパターンを用いて画像再構成のシミ
ュレーションを行ったところ，蛍光変調の振幅の深さが空間分解能に影響し，蛍光変調振幅が深
い方が高い空間分解能が得られることが分かった．このことからも，照明光の偏光比の空間分解
能に対する重要性が明らかになった． 
SPoD 超解像顕微鏡によって取得した画像データからは，画像再構成計算によって超解像画像

を得る．画像再構成計算については，2つのアプローチを行った．SPoD 超解像顕微鏡における画
像再構成では，FISTA 法による計算に時間が掛かることが問題点の一つであった．この問題を解
決するために，従来の Python によるコードを FORTRAN に移植するとともに，計算時間が掛かっ
ていた画像畳み込み計算のルーチンについては並列化コードに書き換えた．これにより，従来の
シングルスレッドの FISTA 計算に比較して計算時間は 1/5 程度まで改善することに成功した．
一方，LASSO 正則化による過剰補正のアーティファクトについては，最尤計算において LASSO 正
則化から Lp 正則化に変更することで解決を試みた．様々なテストパターンや，実際の観察画像
でテストを行い，Lp正則化のアーティファクト低減に対する有効性を実証した． 
これまでは，SPoD 超解像観察には蛍光タンパク質である Kohinoor を用いてきた．ところが，

本研究の実施中に，より明るい蛍光特性を示す蛍光タンパク質である改良型緑色蛍光タンパク
質（pRSGFP）が開発された．そこで，SPoD 超解像観察に pRSGF を応用するために，特性確認を
行ったところ，Kohinoor に比較して pRSGFP は蛍光強度が高いことを試験管中および細胞中で確
認した．さらに，これを SPoD 超解像観察に用い、ほ乳類細胞内のアクチンフィラメントのダイ
ナミクスの超解像観察を試みた。pRSGFP の高い蛍光強度を利点として超解像観察条件を最適化
することによって、長時間のタイムラプス観察も可能になった。これにより、ほ乳類細胞におい
て細胞分裂中のアクチンフィラメントの超解像レベルでのダイナミクスを捉えることに成功し
た。 
さらに，本研究から派生した展開研究として，pRSGFP の酸塩基平衡論解析，そして新規蛍光

タンパク質を用いた超解像イメージングを行った．pRSGFP の高い蛍光強度特性について，平衡
論に基づく pH 依存性のモデル化を行い，数式処理ソフトウェアを用いて正則化最尤法で最適化
を行った結果，Kohinoor との比較において脱プロトン化発色団の安定性の違いが示唆された．
また，本研究で開発した SPoD 超解像蛍光顕微鏡を改変し，TIRFM タイプの PALM 観察を可能にし
た．これを用いて新規蛍光タンパク質 rsGamillus の超解像観察を行った． 
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