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研究成果の概要（和文）： 
独自に開発してきたライブクレム法をさらに発展させ、接着性細胞以外にも適応できる、汎

用性の高い分子特異的ナノイメージング法の開発を行った。本研究により、浮遊性細胞である

分裂酵母や出芽酵母、遊走性の高いテトラヒメナ細胞に適応できるライブクレム法を確立した。

また、蛍光画像と電顕画像との位置合わせの精度を格段に上げる方法を考案した。                          

 
研究成果の概要（英文）： 
This research aims to develop an imaging technology, so called “Live CLEM”, applicable 

to non-adherent cells including yeasts and ciliates. In this study, we have established 
the Live CLEM technology that can be applied to the study of floating cells such as S. 
cereviciae and S. pombe as well as of swimming cells such as Tetrahymena. 
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１．研究開始当初の背景 
蛍光顕微鏡法は、特定の分子を蛍光で染め

分けて観察するという点で分子特異性が高

いイメージング法であり、生きた細胞内の特

定の分子の動態を観察する方法として、生命

科学に欠かせない優れた解析法である。しか

し、この方法は、見ている目的分子しか見え

ないという欠点も持っている。さらに、膜構

造を直接観察することが苦手であり、そのた

め、膜構造と目的分子との位置関係が分かり

にくいという欠点もあった。この問題を解決

するために、当研究代表者は、生細胞蛍光イ

メージングと電子顕微鏡観察を組み合わせ

たライブクレム法（live CLEM: live cell 

imaging associated correlative 

light-electron microscopy）を開発してき

た。しかし、従来のライブクレム法は、接着

性の培養細胞に対して作られた方法であり、

酵母のような浮遊性の細胞や、テトラヒメナ

のような自発的に動き回る細胞（遊泳性細胞）

には応用できなかった。また、蛍光画像と電

子顕微鏡画像の位置合わせの精度が低い点

が問題であった。 
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２．研究の目的 
本研究課題の目的は、幅広い細胞サンプル

に対して適応できる、蛍光イメージングと電

子顕微鏡観察の両方の特長を活かした新し

い分子特異的ナノイメージング法の開発を

行うものである。具体的には、現在の方法で

は解析できない浮遊性の細胞（血液細胞、分

裂酵母など）や遊泳性の細胞（繊毛虫テトラ

ヒメナなど）に対しても、ライブクレム法を

適用できる方法を確立する。その上で、蛍光

像と電顕像の位置合わせの精度を向上させ

る。そのため、内部標準となる物質を細胞内

に導入し位置合わせを行う。さらに、蛍光を

利用した電子顕微鏡染色法の開発を行い、位

置合わせの精度を格段に上げる。これらの研

究によって、分子特異的ナノイメージング法

の確立を目指す。 
 

３．研究の方法 
浮遊細胞の例として、酵母の一種である出

芽酵母と分裂酵母を用いた。また、遊泳性の

細胞として原生動物である繊毛虫テトラヒ

メナを用いた。これらの細胞が蛍光観察と電

顕観察の途中に移動しないように、物理的に

固定する必要がある。出芽酵母と分裂酵母で

は、カバーガラスの表面をコンカナバリン A

やレクチンでコートして細胞を物理的に固

定する方法や、アガロースなどのポリマーに

包埋する方法などを検討した。遊泳性のテト

ラヒメナでは、接着剤でガラス面に接着させ

る方法やアガロースに包埋させる方法など

を検討した。この条件で蛍光顕微鏡を使って

ライブセル観察を行ったのち、様々な条件で

化学固定を行った。試料をエポキシ樹脂で包

埋し、蛍光観察した同一細胞を電子顕微鏡で

観察した。様々な条件で、この観察を繰り返

し、画質と位置精度が最も高い方法を選択し

た。位置精度を向上させるために、細胞内に

ビーズを入れて内部標準とする方法を検討

した。蛍光—電顕両用プローブとして、両用

に使える特殊な蛍光タンパク質や、両方のプ

ローブを結合させた特異的抗体を用いた方

法を検討した。 
 

４．研究成果 

（１）ライブクレム法の確立 

①分裂酵母のライブクレム法 

これまでライブクレム観察が不可能だっ

た浮遊性細胞の分裂酵母に対して、細胞が動

かないように固定（immobilize）する方法を

検討した。カバーガラスの表面をコンカナバ

リン Aでコートすることにより、蛍光生細胞

イメージングだけでなく、その後の処理でも

移動したりせず、電子顕微鏡観察が可能であ

ることが分かった。この方法を用いて、減数

分裂期の分裂酵母細胞の核膜を解析した。減

数第二分裂の後期では、核タンパク質

（GFP-NLS）が細胞質に流出する見かけの核

膜崩壊が、わずか 6 分間だけ起こることが蛍

光顕微鏡を用いたライブ観察から分かった。

この細胞を、電子顕微鏡観察したところ、核

膜の物理的な崩壊が起こっていないことが

分かった（図１）。このようなライブクレム

観察が決め手となり、分裂酵母では、これま

で発見されていない特殊な分裂様式として、

物理的な核膜崩壊を伴わないバーチャルな

核膜崩壊が起こることを証明することがで

きた（Asakawa et al, Curr. Biol., 2010）。

また、増殖期の分裂酵母にも応用し、核膜タ

ンパク質である Ima1と Lem2の欠失によって、

核膜内膜の構造が異常になることを報告し

た（Hiraoka et al, Genes Cells, 2011）。 

②出芽酵母のライブクレム法 

 分裂酵母と同様の方法を、出芽酵母に適応

できるか検討した。その結果、出芽酵母でも、

分裂酵母と同様、カバーガラスの表面をコン

カナバリン Aでコートすることにより、細胞

をガラス表面に固定することができ、ライブ

図 1 分裂酵母のライブクレムイメージング 

図 2 出芽酵母のライブクレムイメージング 



 

 

クレム観察できることが分かった。この方法

を使い、プリオンタンパク質 Sup35 の GFP 融

合タンパク質が細胞内で凝集体をつくる様

子を、蛍光顕微鏡と電子顕微鏡で観察し、細

胞内のプリオン凝集体の超構造を明らかに

した（Kawai-Noma et al, J. Cell Biol., 2010）
（図２）。 

③テトラヒメナのライブクレム法 

 遊泳性の細胞として繊毛虫のテトラヒメ

ナ細胞を用いて、ライブクレム法が行える条

件を検討した。様々な細胞の固定化法を検討

した結果、生殖のために接合した細胞では、

アガロースゲルに包埋することによって、蛍

光顕微鏡による比較的長時間のライブ観察

が可能であることが分かった。さらに、この

細胞は、アガロース包埋した状態でも、化学

固定や、オスミウム染色やエポン包埋が可能

で、電子顕微鏡観察することも可能であった。

これらの方法を使って、テトラヒメナ細胞の

ように遊泳性細胞にも適応できるライブク

レム法を確立した（論文準備中）。 

（２）位置合わせ精度の改善 

 蛍光画像と電子顕微鏡画像の位置合わせ

の精度を向上させるために、位置合わせの指

標となる人工的なプラスティックビーズ（直

径１マイクロメートル程度）を細胞に導入し、

その方法の是非を検討した。この方法は、蛍

光像と電顕像の位置合わせが容易になる利

点はあるが、入れたビーズによって細胞機能

が変化するという難点もあることが分かっ

た。この問題を回避するために、蛍光—電顕

両用プローブを用いる方法を検討した。蛍光

色素（Alexa594）と金粒子の両者が結合して

いる抗体を用いた方法や、両用プローブとな

るタンパク質を用いた方法を検討した結果、

位置合わせの精度を上げるのに、両者共、有

効であることが分かった。一方、両用タンパ

ク質を用いたライブ観察は非常に困難であ

ることが分かった。 

（３）ライブクレムの応用 

 本研究課題で確立したライブクレム法を、

ヒト細胞に応用し、遺伝子デリバリー試薬の

効果を検討した結果を論文で報告した

（ Hirose et al, Mol. Ther., 2012; 

Kobayashi et al, J. Gene Med., 2012）。 
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種類：特許権 
番号：特開 2011-11987（公開番号） 
取得年月日：平成 23年 1月 20日（公開日） 
国内外の別：国内 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www2.nict.go.jp/advanced_ict/bio
/w131103/CellMagic/ 
 
（報道発表:6件） 

① 読売新聞（平成 22 年 12 月 27 日）単細胞
生物にサバイバルの知恵 栄養不足なら
省エネ分裂 

② 電波タイムズ（平成 22 年 10 月 27 日）新
たな細胞核の分裂様式を発見 NICT 情
報伝達を行う「分子通信」への応用に期待 

③ 日経産業新聞（平成 22 年 10 月 22 日）細
胞核分裂 酵母、核膜破れず 情通機構 
東大 生物進化 過程解明へ 

④ 日刊工業新聞（平成 22 年 10 月 22 日）酵
母菌の細胞核分裂 新プロセス発見 情
通機構 「分子通信」実現へ 

⑤ 日刊工業新聞 （平成２１年１１月３０日
付） オートファジー誘導 情通機構が新
手法 HeLa細胞にビーズ挿入 

⑥ 日経産業新聞 （平成２１年５月１３日付） 
テトラヒメナ 2 種類の核 細胞が判別、原
理解明 情通機構 IT 技術に応用 

 
（若手研究者育成のための蛍光顕微鏡実機講
習会の主催：6件） 

① 第18回細胞生物学ワークショップ、北海道
大学、2011年11月20日～25日 

② 第17回細胞生物学ワークショップ、(独)情
報通信研究機構 未来ICT研究センター、
2011年8月8日～13日 

③ 第16回細胞生物学ワークショップ、北海道
大学、2010年11月21日～26日 

④ 第15回細胞生物学ワークショップ、(独)情
報通信研究機構 未来ICT研究センター、
2010年8月16日～21日 

⑤ 第14回細胞生物学ワークショップ、北海道
大学、2009年11月22∼27日 

⑥ 第13回細胞生物学ワークショップ、(独)情
報通信研究機構 未来ICT研究センター、
2009年8月17～22日 
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