
兵庫県立大学・物質理学研究科・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４５０６

若手研究(B)

2017～2016

ホログラフィックX線回折イメージング法による単細胞藻類細胞分裂機構の研究

Development of holographic X-ray diffraction imaging method and application to 
structural study of cell division in an unicellular algae

４０７１０１３２研究者番号：

高山　裕貴（Takayama, Yuki）

研究期間：

１６Ｋ２１６２１

平成 年 月 日現在３０   ５   ６

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：細胞分裂の構造基盤を、特にオルガネラ相互作用に焦点を当てて明らかにすることを
目指し、X線レーザーを利用したホログラフィック回折イメージング法の開発と単細胞紅藻の構造研究を行っ
た。間期と分裂期の紅藻細胞を有効分解能110～200 nmでイメージングし、複数個体について共通のオルガネラ
構造を認めることができた。また、オルガネラ分裂の様子や核内電子密度分布の変化を非侵襲・無染色で可視化
することができた。

研究成果の概要（英文）：I developed a holographic diffraction imaging method with an X-ray laser and
 applied it to structural analysis of primitive red algae cells for understanding of structural 
basis of cell division, especially focusing on organelle interplay. Imaging red algae cells in 
interphase and M phase at spatial resolutions of 110 - 200 nm revealed common structural features of
 organelles and also visualized changes in the electron density distribution in a nucleus 
associating with cell division without sectioning and/or staining.

研究分野： X線イメージング
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内で織りなされる生命現象の構造基
盤を分子構造レベルで解明するためには、μ
m サイズの厚い細胞の内部を水和状態のまま、
オルガネラ超構造や超分子複合体概形を観
察可能な数十～数 nm 分解能で可視化する必
要がある。しかし、このサイズ領域は、既存
の顕微鏡技術の性能限界近傍に位置するた
め、依然として観察が難しい状況である。ま
た、オルガネラ同士は相互作用しながら機能
発現しており、その構造基盤を理解するため
には、オルガネラの形態や配置が細胞内でど
の程度厳密に制御されているかを、多数の個
体を比較解析することで明らかにする必要
がある。 

近年利用可能となった X 線自由電子レー
ザー(XFEL)を光源とした低温コヒーレント
回折イメージング法(低温 XFEL-CDI)は、上記
課題を解決する手法として期待される。パル
ス幅 10 fs 以下、繰り返し周期 30 Hz の強強
度 XFEL パルスの利用により、XFEL シングル
ショットで照射野は破壊されるものの、放射
線損傷が生じる直前の試料から、50 nm を超
える空間分解能の回折パターンを迅速に収
集できるようになった[文献 1,2]。また、機
能状態の細胞を湿潤環境下で凍結固定する
ことで、細胞機能の中間状態の構造を可視化
できる。 

一方で、XFEL-CDI 法による真核細胞「丸
ごと」の観察は依然として困難であり、応用
は世界的に1 μm以下のオルガネラやバクテ
リアに限られていた[文献 3]。その要因の一
つは、CDI 法では、試料像再生に重要な試料
形状情報を有する極小回折角範囲のデータ
を、原理的に観測できないことにあった(図
1)。このデータ欠損は試料のサイズが大きい
程深刻になる。研究代表者は、CDI 法と同じ
実験配置で試料形状を直接観測できるフー
リエ変換ホログラフィー(FTH)法に着目し、
FTH 法と CDI 法を組み合わせたホログラフィ
ック回折イメージング法へと発展させ、原理
実証実験により大きさ 1.5～2 μm の単細胞
真核藻類のイメージングに世界に先駆けて
成功した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、真核細胞分裂機構の構造基盤
を、特にオルガネラの形態や配向、相互作用
に焦点を当てて明らかにすることを目指し、
ホログラフィック回折イメージング法の高
度化研究と原始単細胞紅藻の構造解析への
応用を行った。 
 
３．研究の方法 
 試料には原始単細胞紅藻 Cyanidioschyzon 
merolaeを用いた。C. merolaeは主要なオル
ガネラを１つずつしか持たず、オルガネラ分
裂と細胞分裂が完全に同期しており、明暗周
期によって細胞周期の同調が可能という特
徴があり、構造解析に有利である。XFELを光

源としたホログラフィック回折イメージン
グ法により間期及び分裂期の C. merolae の
構造解析を行い、3 次元構造解析の可能性を
探った。またホログラフィック回折イメージ
ング法の測定歩留まりと空間分解能向上に
向けて、半導体プロセス技術を利用した、参
照光源をパターニングした試料基板の開発
と、良質なホログラムの選定から位相回復計
算までの半自動化ソフトウェアの開発を進
めた。 
 
４．研究成果 
(1) C. merolae間期及び分裂期の構造解析 

明暗同調によって得た細胞周期間期及び
分裂期の C. merolae について、参照光源粒
子と細胞を同時に散布して凍結固定した試
料を作製し、X線自由電子レーザー施設SACLA
にて、低温ホログラフィック X線回折イメー
ジング実験を行った。光子エネルギー5.5 keV
の XFEL パルスを強度半値全幅 1.5 μm 程度
に集光してシングルショットホログラムを
取得した。 

良質なホログラムの選定と位相回復計算
による試料像の再生には、以下の処理を自動
化したソフトウェアを開発して用いた。(a) 
ホログラムの高速フーリエ変換で得られる
パターソン図(ホログラフィー像)に独自開
発の画像処理[学会発表③]を施して試料領
域(サポート)を抽出。(b) サポートサイズ・
関心領域内の回折強度の総和・最高空間周波
数に基づき、解析に足るホログラムを選定。
(c) 上記サポートと文献[2]のプロトコルに
より位相回復計算を行い、投影電子密度像を
再生した。 

典型的な間期及び分裂期の C. merolae 投
影像を図 2 に示す。有効分解能 110～200 nm
程度で再生した。複数の間期個体の構造比較
から、細胞形状はやや異なるが、細胞核の異
方的な形状や不均一な密度分布、葉緑体チラ

図 1 ホログラフィック X 線回折イメージ
ング法の概念図。非結晶試料と参照光源を
空間干渉性の高い X線に完浴し、回折パタ
ーン(ホログラム)を 2 次元検出器で十分
細かくサンプリングして観測する。ただ
し、試料透過 X線の近傍は検出器保護のた
め、ビームストッパーで遮蔽される。再生
像の分解能は、散乱ベクトルの絶対値 Sの
逆数に相当する。 



コイド膜の溝構造が共通して認められた。今
後、単粒子解析法[文献 4]を応用したローカ
ルトモグラフィーへと展開したい。また、間
期および分裂期の個体の投影像から、オルガ
ネラ分裂の様子や核内電子密度分布の変化
を非侵襲・無染色で可視化できることが確認
できた。 
 

 
(2) ホログラフィックX線回折イメージング
用試料基板の開発 

現状の測定系では、集光ビームサイズと試
料サイズが同程度であるため、バックグラウ
ンド散乱が少ない一方で、ビーム中に参照光
源粒子と試料細胞が同時に浴する確率(測定
歩留まり)は低くなる。ホログラムの収集歩
留まりをモンテカルロ計算により見積もる
と、参照光源粒子・細胞の散布数密度を最適
化しても数%程度と予想された。そこで、参
照光源を事前に配置した試料基板を作製し、
歩留まりの向上と試料作製の簡便化を図っ
た。 

試作した試料基板を図 3に示す。京都大学
ナノテクノロジーハブ拠点にて、高速電子線
リソグラフィーと電子線蒸着を併用したリ
フトオフ法により作製した。参照光源は照射
野に複数入るよう配置し、試料由来の回折波
と参照光源群由来の回折波の干渉による回
折シグナルの増強とそれによる空間分解能
の向上も図った[文献 2,5]。 

開発した試料基板でホログラフィックX線
回折イメージング実験を行った結果、測定歩
留まりは 30%以上まで向上し、最高 26 nm を
超える空間分解能までホログラムを観測で
きた(図 4a)。また、位相回復計算においてマ
イクロ集光 XFEL パルスの波面形状を考慮す
ることで、従来は像を再生できなかったホロ
グラムからも参照光源像を再生することに
成功した(図 4b)。 

 
(3) 今後の展望 
 シミュレーション研究により、ホログラフ
ィック X 線回折イメージング法は従来の CDI
法に比べて極小回折角のデータ欠損にもロ
バストであることが明らかになっており[学
会発表③]、マイクロ集光XFEL を用いた真核
細胞の構造研究には不可欠である。開発した
試料基板を用いて取得した細胞のホログラ
ムの解析を進めており、継続的な研究により、
オルガネラ相互作用における膜超構造動態
の解明を目指していく。 
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