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研究成果の概要（和文）：　光学顕微鏡における生細胞蛍光１分子超解像顕微鏡法を超解像法へと発展させ、生細胞分
子動態を定量し、分子機構を解明することを目的として、次の３項目を行った。１．超解像１分子顕微鏡システムの改
良。照明光の均質化、結像系の最適化、画像の位置ずれ抑制を中心に、高解像度化を行った。２．超解像多色同期１分
子イメージング解析法の改良。超解像分子動態・相互作用解析における多色同期画像を用いた高精度解析において、多
色間画像の位置ずれ補正を中心に改良した。３．生細胞シグナル伝達の超解像１分子イメージング・定量解析。上記技
術を用い、シグナル伝達や転写・細胞核構造に関わる分子の動態解析を推進した。

研究成果の概要（英文）：We have developed an integrated method for quantitative analysis of molecular 
dynamics and interactions, combining multiple methods of microscopy, multi-color single-molecule imaging, 
single molecule tracking and super-resolution microscopy. We have improved resolution in multi-color 
single-molecule microscopy by optimization of illumination and stabilization of optics. We also imporved 
accuracy in analysis method for superesolution single-molecule microscopy by optimizing alignment 
accuracy. The improved integrated microscopy provides a means to obtain new view of spatio-temporal and 
kinetic parameters of molecular dynamics and interactions in living cells. We carried out imaging 
analysis of molecules involved in signal transduction and translation.

研究分野：生物物理学

キーワード： １分子イメージング　バイオイメージング　細胞機能と構造　超解像顕微鏡　生体分子計測　生細胞分
子動態
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１．研究開始当初の背景 
 １分子研究は、日本が先駆けて開拓した分
野であり、生きた細胞の動態可視化という新
たな発展機を国内外ともに迎えている。その
重要な研究対象の一つが免疫系等に関わる
細胞シグナル伝達や、DNA 情報を読み取る
転写と細胞核内構造である。これら分子機構
を解明するうえで重要なのは、そのダイナミ
ックな特性であり、細胞内における定量的な
知見である。 
 この分野の大きな発展に、新たな世界的潮
流が起こっている。光学顕微鏡における超解
像技術である。複数の方法が開発されており、
PALM/STORM, STED, SIM 法が用いられ始めて
いる。STED 法は空間分解能が xy 方向に通常
60 nm 最高 30 nm、z 方向に通常 600 nm 最高
200 nm であるが、原理的に多色化が難しく、
レーザー走査共焦点顕微鏡を使用するため
にリアルタイム性に劣る。PALM/STORM 法は、
空間分解能が xy方向に 30 nm、z方向に約 140 
nm と優れるが、退色/蛍光活性化を 1 平面画
像あたり 1,000 回程度繰り返す方式のため、
蛍光色素に制約があり、多色化が難しく、時
間分解能に難点がある。SIM 法は、超解像顕
微鏡では最速の２次元画像 0.6 秒/枚の性能
を有し、多色化にも適しているが、空間分解
能が高くない。このように、超分解能イメー
ジングは大きな可能性を秘めているにもか
かわらず、それぞれの技術に長所短所がある。
また、いずれの方法も欧米で開発されたもの
であり、日本の技術貢献度が低い。 
 申請者は、当初から新規技術開発により１
分子研究の分野を開拓してきた。細胞表面で
は対物レンズ型全反射照明を用いた１分子
イメージング (Tokunaga et al., BBRC, 
1997; Kitamura, et al., Nature, 1999)、
細胞内部の観察には薄層斜光(HILO)照明法
を開発し、従来の落射照明法より S/N 比が 2
～8倍高い画質を実現した(Tokunaga et al., 
Nat. Mthods, 2008)。 
 また我々は、免疫システムに関し従来の定
説とは異なり、免疫細胞において約 50 分子
の受容体分子が集合してマイクロクラスタ
ーが形成されると、シグナル伝達が活性化さ
れることを見いだしている (Yokosuka, 
Sakata-Sogawa, et al., Nat. Immunology, 
2005, Immunity 2008, 2010, 2011)。 
 
２．研究の目的 
 申請者の開発した HILO 照明による１分子
顕微鏡法を活かし発展させることにより、xy
方向 60 nm の分解能にて、リアルタイムで４
色同時に生細胞をイメージングすることが
可能である。さらに、多色同期イメージング
または超解像法により 10 nm 分解能で生きた
細胞における分子間距離の定量が可能であ
る。以上の技術構築と改良を行い確立する。 
 開発した技術を用い、免疫系等に関わるシ
グナル伝達分子に関し、細胞表面での反応か
ら、細胞核内構造や DNA 情報を読み取る転

写の制御まで、これらに係わる分子動態と相
互作用の定量解析を行い、分子機構をシステ
ムとして解明する。免疫細胞システムの面白
さは、『大きくゆらぐ超多様な入力に対し、
高い選択特異性と確実性で応答する』という
点にある。しかしながら、この特性を実現し
ている分子機構は未解明である。まず、超解
像１分子イメージング定量解析により、空
間・時間・多種分子の５次元定量情報を求め、
これらを用いて細胞を分子システムとして
シミュレーションできるようにする。何故 50
分子集合で免疫シグナルが開始されるの
か？『大きくゆらぐ超多様な入力に、高い選
択特異性と確実性で応答』できるのは何故
か？など、免疫細胞の特性に焦点を定め、分
子機構を解明する。 
 この課題を解決するために、本技術開発に
よる超解像多色イメージング・定量ナノ解析
や、他の顕微鏡法とを統合的に用いることに
より、免疫システムや転写制御における未解
明のなぞに迫る。 
 
３．研究の方法 
 薄層斜光（HILO）照明を用いた１分子顕微
鏡画像に、新たなアルゴリズムを開発し用い
ることにより、xy 方向 60 nm の分解能にてリ
アルタイムで４色同時に生細胞をイメージ
ングする方法を開発する。さらに、S/N の高
い１分子画像を得る技術を有する特長を活
かし、多色同期イメージング画像を用いて 10 
nm 分解能で、生きた細胞における分子間距離
の定量法を確立する。 
 開発した当技術を応用し、免疫系や Ca シ
グナルに関わるシグナル伝達分子動態と相
互作用の解析を行い、免疫細胞シグナル伝達
の分子機構を定量的に解明する。特に、シグ
ナル起点としての細胞表面のマイクロクラ
スター形成と機能、およびシグナル終点とし
ての核内転写制御および核内構造に注力し
て行う。 
 複数の顕微鏡法と解析法を統合的に用い、
シグナル伝達系や転写・核構造に関わる分子
系を細胞システムとして解析し、“生物らし
い”分子機構を解明する。 
 
４．研究成果 
 本研究では、生細胞蛍光１分子顕微鏡法に
よる分子動態イメージングと超解像法によ
る高分解能イメージングとを統合的に用い
る顕微鏡法と、生細胞分子動態と構造を定量
的に解析する手法とを構築改良した。また、
開発した顕微鏡法を用い、分子機構を解明す
ることを目的として、分子イメージングを推
進した。主に次の３点の成果を得た。 
（１）超解像１分子イメージング顕微鏡シス
テムの改良。対物レンズ型全反射照明と薄層
斜光照明法を使った１分子イメージング顕
微鏡に関し、顕微鏡ステージの安定性向上、
照明光の均質化、結像系の最適化による、超
解像分解能の高解像度化のための改良を行



った。多色同時観察のための、光学系の高画
質化・高精度化と多色画像間のずれ補正機構
改良を進めた。 
（２）超解像多色同期１分子イメージング画
像解析法の構築改良。超解像分子動態・相互
作用解析において、上記１の改良された顕微
鏡システムを用い、多色同期画像を用いた高
分解能解析のために、細胞内分子間距離の定
量法を改良した。光学顕微鏡の分解能限界と
される２点識別分解能 0.61×開口数／波長
の制約を受けることがないという、多色同期
画像の利点を生かし、10 nm 超分解能解析を
可能にするためには、多色間画像の位置ずれ
補正が重要であり、この点を中心に開発改良
した。また、時間による画像の位置ずれ補正
も重要であり、(1)の顕微鏡改良と(2)の解析
法改良との間でフィードバックしながら、高
精度化を行った。 
（３）生細胞シグナル伝達の超解像１分子イ
メージング・定量解析。１および２のイメー
ジングシステムに加え、生細胞分子動態の高
解像度解析のために、細胞表面分子の本来の
動態を維持したまま、細胞を基板上に保持す
る新しい方法を開発した。ガラス表面上に脂
質二重膜を簡便に構築する方法であり、均一
な膜を再現性高く作製できる。生細胞や in 
vitro での１分子解析や表面分子の分析など、
広汎な利用を可能とするものである。これら
手法を用い、連携研究者との共同研究により、
シグナル伝達活性化による生細胞の分子動
態・分子間相互作用を観察した。多色対応の、
リセプター・リン酸化酵素等のシグナル分子、
actin 等の細胞骨格、Caシグナルおよび関係
分子、転写に関わる核内分子と GFP 融合タン
パク質を、適宜組合せ、細胞に複数種同時発
現させ、観察解析し、分子動態に関する新し
い描像を得た。 
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