
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年 ６月 ３日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：電子線トモグラフィーのための傾斜像取得時、傾斜角センサを使用し

た傾斜角の実測をすれば、最も広く使われているマーカー法によって得られる角度と同等の精

度で傾斜角が得られることを示した。これにより、アモルファス氷層試料のように十分な数の

マーカーが使用できない場合も電子線トモグラフィーの再構成計算を行う上で有効な手段が増

えた。 

 
研究成果の概要（英文）：We attempted to gage the tilt angle using a capacitive 
liquid-based inclinometer when the projection images for tomographic reconstruction 
were acquired. As a result, the tile angle measured has the same accuracy as those 
obtained by the marker-based alignment, which is most popular alignment method in 
tomography. When the enough fiducial markers are not available in the projection 
images, measuring the tilt angle will be the useful method to obtain the better 
tomogram. 
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１．研究開始当初の背景 
サブナノスケールからサブミリスケールま
でにわたる生物試料の観察には、(1)光学顕
微鏡技術の発達によるサブミクロンでの細
胞観察、(2)電子顕微鏡によるオルガネラ等
の微形態の観察、さらには(3)X線結晶構造解
析による原子構造の観察の 3つが主に使われ
てきた。これら異なるスケールの情報間には
大きなギャップがある。それをつなぐものと

して期待されてきたのが、透過型電子顕微鏡
であった。特にそこには、点としての分解能
ではなく、分子形状を明らかにできる分解能
をもっているという特徴が関係している。ア
モルファス氷層に試料を固定すれば、水和し
たままの天然に近い状態の構造を，染色剤で
なく、生物試料そのものの位相コントラスト
としてとらえることができるためより一層
の高分解能観察が期待できる。一方で電子顕
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微鏡の欠点であるラベル技術については、光
学顕微鏡の分野が抜きんでており、ここから
得られた画像との相関をとることで、補うこ
とができる。細胞・組織における高次構造観
察が新しい構造生物学として捉えられてお
り、このような技術の進展が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
当研究の第一目的は、我々が日本で初めて報
告を行ったクライオ電子線トモグラフィー、
アモルファス氷層切片作製技術を使用して、
「in situ 分子分解能電子顕微鏡イメージン
グ」を実現し、“見えるものを見る”から“見
たいものを見る”ことへの転換をはかること
である。電子顕微鏡での生体試料の観察は、
組織・切片ならば、オルガネラ等の微形態の
可視化を指し、精製蛋白質ならば、ナノメー
タ—のオーダーの三次元再構成を指すのが一
般的である。しかし、我々が目指しているの
は生物材料、すなわち実際の細胞・組織にお
ける分子の形の可視化である。さらには、第
二目標としてクライオ技術を使用しての電
子線—蛍光イメージングによる相関顕微鏡法
の確立をあげる。これも現在報告準備中の成
果を踏まえ、分子分解能での観察を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）傾斜角厳密測定への取り組み 
液体の静電容量の変化を読み取ることによ
って角度を読み込む装置を購入し、本学共同
利用施設の電子顕微鏡に取り付ける。どのメ
ーカーも電子顕微鏡本体に付属の傾斜表示
もしくは、目盛りを用意しているが、これら
は、ギアのバックラッシュを考慮したもので
はなく、そのうえ精度が悪く解析には全く使
えない。シリアル通信により傾斜角を読み取
り、実測を行う。同時に撮影した傾斜像シリ
ーズの画像解析から得られる角度と比較す
る。この際に使用する解析ソフトウェアは、
コロラド大学の「IMOD」と日本電子システム
テクノロジーズの「Temography」である。当
研究室だけでなく、当部局には電子顕微鏡が
ないため、共同利用施設のものを使用する。
そのため、改造は限られているが、それでも
使用可能な測定装置を京都工繊大の陣内博
士より教授して頂いている。ゴニオメーター
の評価測定には、この傾斜角測定装置に付属
のソフトを始めは使用する。ホルダーを回転
傾斜可能なものに変えて、同様な測定を行う。
このホルダーは、既に本学共同利用施設にあ
り経験済みである。付属のソフトウェアでは、
解析プログラムへの即時取り込み等が困難
であるので、直接 RS232Cから信号を読み取
り、適切なフォーマットで書き出すプログラ
ムを書く。 
（２）フォーカス量による倍率誤差の評価と
レンズ電流値取り込みによる解析プログラ

ムの作製 
レンズ電流に依存した画像の回転、倍率変動
を評価し、それらに基づいた画像補整プログ
ラムを開発する。 
（３）トモグラム評価基準の考案 
本方法の遂行は課題進行中に出てきたテー
マである。（１）や（２）の方法により、ト
モグラムの品質を改善しても、現在トモグラ
ムの評価基準が存在しないために、定量的な
評価ができない。そこで、生物試料の電子線
トモグラフィー撮影では、必ず使用するマー
カーを使用してトモグラムの精度を評価す
るプログラムを開発する。 
（４）（１）−（３）を使用した光-電子相関
顕微鏡観察 
（１）および（２）を使用してアモルファス
氷層に固定した試料から精度の高いトモグ
ラムを作製し、蛍光顕微鏡観察により相関を
とる。 
 
４．研究成果 
（１）傾斜角厳密測定への取り組み 
試料傾斜は、電子顕微鏡用カメラを制御する
ソフトを通して、通信によって電子顕微鏡本
体のシステムを制御して行った。この際に入
力する傾斜角をインプット角と名付けて理
想値とし、その値からのずれを評価した。一
つは、実測値からのずれである。ゴニオメー
タに工作して取り付けた高精度の測定器か
らの読み取り値とインップト角のずれを計
算した。また、試料上に付着させた金コロイ
ド粒子を使用して、撮影画像自身から計算し
た傾斜角との比較も行った。これは、現在電
子線トモグラフィーを生物試料で行う上で
最も広く一般的に使われている方法である。
この傾斜角算出方法で最も精度が悪い場合
として、金コロイド粒子を３つだけ使用して
角度を算出し、精度が高い場合として、１０
０個を使用して角度を求めた。最後に金コロ
イド粒子のようなマーカーが利用できない
場合に使用されているマーカーフリーアラ
イメント方法によって角度を算出した。これ
ら実測値を含む 4種類の傾斜角とインプット
角との差をインプット角に対してプロット
し、その評価を行った。理想値からのずれは、
どの場合も全体として約 40 度の周期をもっ
た振動を示した。試料ホルダーを変えても同
様な傾向が見られた。統計学的解析によりこ
れらの値には有意な差が存在しないことが
わかった。よって、アモルファス氷層試料の
ように、十分なマーカーを取得画像中に得る
のが困難な場合においても、実測により、撮
影画像に影響されず解析ができることが示
唆された。 
 
（２）フォーカス量による倍率誤差の評価と
レンズ電流値取り込みによる解析プログラ



ムの作製 
 フォーカスの変化量に応じた倍率変動の
評価測定では、表示倍率 8万倍（取得画像で
は、0.22nm/pixに相当）にて－６０度から＋
６０度まで試料を傾斜させながらフォーカ
スを調整したところ、２０マイクロメートル
のフォーカス変化量が傾斜像シリーズ取得
中にあり、これにより約４％程度の倍率変動
が起きたことが判明していたが、倍率の見積
が撮影画像に依存しているため、つまり、試
料そのものに依存しているため、正確な見積
方法や、測定時の条件の統一等、再現性に問
題があり、信頼ある結果を得るための実験の
実現に難航した。よって、電流値に応じた再
現性のある倍率変動のテーブルを作製し、そ
れによって、画像のピクセルサイズを調整す
るという当初計画していたプログラムの作
製まで至らなかった。 
 
（３）トモグラム評価基準の考案 
金コロイド粒子のトモグラム中のスライス
像が、傾斜像のアライメント精度に応じて変
形することを利用して評価基準のプログラ
ム作成に取り組んだ。 
 
（４）（１）−（３）を使用した光-電子相関
顕微鏡観察 
アモルファス氷層試料の観察への取り組み
として、まずは COS 細胞を用いて実験を開始
した。細胞の培養状態を保持したままの相関
観察は、光学顕微鏡による観察と電子顕微鏡
による観察の間にラグタイムがあり、非常に
難しいことが、当初予想していた以上である
ことがわかった。相関実験の当初からアモル
ファス氷層を用いた観察を行うよりも、弱蛍
光だが、蛍光を保持する新しい樹脂包埋方法
を使用する方がその操作方法からも、効率的
であるという考えに至った。結果的に（３）
の評価基準作製への取り組みに時間がかか
り、十分な相関観察までは完了できなかった。 
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