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1.　はじめに

蛍光タンパク質などの蛍光プローブを用いて細胞内外の分

子や構造を標識し，蛍光顕微鏡を用いて観察する蛍光細胞イ

メージングはいまや分子生物学研究に必要不可欠となってい

る 1）．さらに，光の理論限界を超えた解像度で蛍光観察を行

う超解像イメージングによって，従来の蛍光顕微鏡の解像度

では解明できなかった分子スケールの生命現象が次々と明ら

かにされつつある 2）．今後，蛍光細胞イメージングと同じく，

超解像イメージングも分子生物学研究に必須となると予想さ

れる．しかしながら，今のところ，あらゆる生命現象に対して

超解像イメージングが適用できるわけではない．観察したい

生命現象が組織の内部で起きる場合，超解像性能がうまく発

揮できないことが知られている．それは，細胞や組織を通過

する際の光の乱れに原因がある．細胞や組織には屈折率の異

なる構造や散乱物質などが大小複雑に混在している．そこを

イメージングに用いる光が通過することで，光は複雑に乱れ，

その結果得られる像が劣化してしまう．この光の乱れは通常

の（超解像でない）蛍光イメージングでも解像度劣化の原因

となっているが，精密な光の配置や計算によってナノスケー

ルの分解能を達成する超解像顕微鏡では，わずかな光の乱れ

によって超解像性能が発揮できなくなってしまう（図 1）3）．

この光の乱れを抑制するため，多様な透明化技術が確立さ

れている 4 ～ 6）．透明化とは，細胞を固定してできるだけ細胞

内の構造を維持しつつ，細胞内の媒質を入れ替えて屈折率を

均一化し，光の乱れを抑制する手法である．しかし，透明化

は観察する細胞や組織を殺してしまうため，生きた細胞や組

織における分子動態を観察するライブセルイメージングには

用いることができない．現在，生きた細胞や組織の深部観察

に用いられているのが二光子顕微鏡 7）であり，より長波長の

励起光を用いることで光の屈折や散乱の問題を緩和し，組織

深部のイメージングに成果を挙げている．しかし，長波長の

光でも屈折や散乱の影響が完全になくなるわけではない．二

光子顕微鏡では，二光子励起のために光のエネルギーを励起

点に集中させる必要があるが，光のわずかな乱れによって光

の集中が乱れて二光子励起が起きづらくなるため，組織深部

では像が著しく暗くなるという問題が存在する 8）．

2.　光の乱れを補正する補償光学

こうした生きた細胞や組織による光の乱れを直接補正し

て，像劣化の問題を解決すると期待されているのが，補償光

学である（図 2）．補償光学は天文学において発展してきた技
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術で，地上望遠鏡を用いて天体を観測する際，大気の揺らぎ

によって生じる光の乱れを実時間で計測し，補正することで，

天体観測の高解像度化を実現してきた．補償光学は，すばる

望遠鏡をはじめ各国の大型望遠鏡に設置され，高解像観測を

主軸とする観測天文学に必要不可欠の技術となっている 9）．

補償光学の主な要素は，波面センサー，制御コンピュー

ター，空間光変調器からなり，さらに参照光源を必要とする．

補償光学の動作を説明すると，まず波面センサーを用いて参

照光源となる比較的明るいガイド星からの光を計測し，その

光の乱れを測定する．その情報をもとに，制御コンピューター

が補正量を計算し，空間光変調器をフィードバック制御する．

空間光変調器によって補正された光の乱れの残差はさらに波

面センサーによって計測され，制御コンピューターによって

補正量が計算され，空間光変調器によって光の乱れが補正さ

れる．この制御を，光の乱れが変化する速度よりも早く繰り

図 1　植物細胞深部における超解像イメージングの模式図．

A．一層の植物細胞（ヒメツリガネゴケ葉細胞）の対物レンズ

側に貼りついた 390 nm の蛍光ビーズ像（左図）と，対物レン

ズから見て奥側に貼りついた蛍光ビーズ像（中央図，右図）．

中央図は右図と同じ図だが，明るさを左図にあわせたもの．一

層の植物細胞を通過するだけで光は著しく乱れ，点像分布が

劣化する．B–D．A の結果から予想される，一層の植物細胞を

SIM（B），STED 顕微鏡（C），一分子局在化顕微鏡（D）で観

察した場合の模式図．左図は植物細胞の対物レンズ側，右図は

植物細胞の奥側を観察した場合を示す．B は焦点面における構

造化証明のパターン，C は STED レーザーの集光（橙）と得ら

れる蛍光（緑）の分布，D は焦点面の 3 分子から得られる蛍光

像をそれぞれ示す．D 左図の赤十字は蛍光から推定された分子

の位置を，右図の点線は光の乱れがない場合に蛍光が得られる

領域を示す．

図 2　天体観測のための補償光学の模式図．補償光学のフィー

ドバック制御を下部の矢印で示す．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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4.　走査累積波面計測補償光学系

従来の補償光学の狭い視野の問題を解決するために，現在

主に 2 つの手法がとられている．1 つ目は，ある程度広い領

域に共通する光の乱れのみを補正する方法である．この手法

では，補正範囲と補正精度がトレードオフの関係にあり，補

正範囲を広くすればするほどそこを通過する光の乱れが平均

化されるため，補正精度が低下する．現在研究が行われてい

るライブセルイメージング用，超解像イメージング用の補償

光学の大半がこの手法を用いている．

その中でも特筆すべきは，米国 Janelia Research Campus の

Kai Wang 博士（現 Chinese Academy of Sciences），一分子局在

化法の開発者の一人でもあるEric Betzig博士らによって構築

された走査累積波面計測補償光学系（筆者らの意訳，鍵とな

る “descan” を「走査累積」と訳した 3））である（図 3）18）．こ

の手法は，観察領域を任意の小さなブロックに分割し，その

ブロック内を 3 次元的に走査しながら光の乱れの計測を行う

ものである．その際，ガルバノミラーの後ろに波面センサー

を配置することで，広い領域から得られた蛍光を累積しなが

ら光の乱れを計測することが可能となる．この手法は，多様

な生物試料に応じて補正範囲を任意に設定できるだけでな

く，光障害と光の乱れの計測の安定性についても優れている．

具体的には，レーザーが 3 次元空間を走査しながら光の乱れ

計測を行うため，1 点からの蛍光を用いて光の乱れ計測を行

う従来手法と比較して，蛍光タンパク質の退色や細胞へのダ

メージが軽減される．また，特定の領域内で参照光源として

使える明るい蛍光体を得ることは容易ではないが，3 次元空

間を走査し，光の乱れの情報を累積しながら計測することで，

返すクローズドループによって，光の乱れは補正され，ガイ

ド星の周辺について鮮明な像を得ることができる．現在では，

上空約90 kmに存在するナトリウム層をレーザー励起して得

られる人工ガイド星を参照光源として用いることが可能とな

り，補償光学が適用可能な天域は大幅に拡大されている 10,11）．

この補償光学を顕微鏡に適用することで，生きた細胞や組

織によって生じる光の乱れを補正し，生きた組織深部でも超

解像イメージングが実現できると期待される 12,13）．補償光学

をライブセルイメージングや超解像イメージングに適用しよ

うとする研究は，まだ限られた研究室からしか報告されてい

ないものの，研究自体は世界各地で行われており，超解像イ

メージングの必要性拡大に伴って，研究がさらに発展すると

考えられる．

3.　補償光学を超解像イメージングに適用する際の課題

天体観測に使用されている補償光学をそのままライブセル

イメージングや超解像イメージングに使用しても，十分な補

正能が得られないことが分かってきている．その理由の一つ

が，補正範囲の狭さである．現在の天体観測用補償光学の補

正範囲は，参照光源であるガイド星を中心に約 10 秒角（約

1/360 度）である．地球上から見た月の直径が約 30 分角（約

0.5 度）であることから，補正範囲がどれだけ狭いかがわかる．

天体観測の場合は，人工ガイド星を観測対象の天体のごく近

傍（数秒角以内）に設定すれば，観測対象の天体一つを観察

する分には問題ない．しかし，ライブセルイメージングの場

合はほぼ常に広視野観測が求められるため，天体観測の補償

光学では視野が決定的に不足する．

この問題は，例えば広視野を照明しなくてはならない構造

化照明顕微鏡法（SIM）14）では致命的な問題であるが，入射

光で試料内を走査する誘導放出（STED）顕微鏡法 15）では，

補正範囲が狭くても走査の過程で補正量を随時変更すれば広

視野観察が可能であるように思われるかもしれない．しかし，

補正範囲が狭い場合，走査のスピード（一般に μ 秒オーダー）

に補正のスピード（一般に m 秒オーダー）が追い付かない

ため，現実的ではない．また，生体内には必ずしも適切な頻

度で参照光源を得られないため，部位ごとの補正量を決定す

ることは容易ではない．

次の問題が，光が通過する媒質の性質の違いである．望遠

鏡に設置された補償光学の補正対象である大気揺らぎの変化

速度は数十～数百 Hz と速いが，低次，つまり比較的複雑で

ない成分が多い．それに対して，生きた細胞や組織は一般に

稠密である 16,17）．生きた細胞や組織を目で見た時，半透明な

いしは混濁していることからもわかるように，それらを通過

した光の乱れは非常に複雑である．そのため，比較的複雑で

ない成分を高速で補正する現在の天体観測用補償光学を生き

た細胞や組織に使用しようとしてもなかなか補正性能を上げ

ることができない．

図 3　走査累積波面計測補償光学顕微鏡の模式図 18）．観察領域

を任意のサイズのブロックに区切って，それぞれのブロックを

励起光で走査しつつ，得られた蛍光を累積して波面センサーに

て計測することで，特定の参照光源がなくても安定して光の乱

れを測定することができる．図では試料を 3 × 3 × 3 の 27 ブ

ロックに区切っている．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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る．大気揺らぎの変化速度は速いため，高速（少なくとも 1

秒間に数百回程度）で大気揺らぎの構造を推定する必要があ

り，そのための高速アルゴリズムの開発は容易ではない．一

方，生物試料では光の乱れを生じさせる構造体の動きが大気

揺らぎほど速くないものが一般的であるため，生物試料にお

ける揺らぎの 3 次元構造をよりじっくりと推定することがで

きる．光の乱れを生じさせる構造体の動きが遅い場合は，複

数の波面センサーを用いる必要もなく，一つの波面センサー

で順次異なる参照光源を用いて光の乱れを計測し，その後に

3 次元構造を推定してもよい．大型地上望遠鏡と比べて，顕

微鏡は機器や光学系が小型ではるかに安価であることもあ

り，広視野補償光学の基礎的な研究は顕微鏡を用いた方が進

めやすいのではないかと考えている．

6.　それぞれの生物試料に適した補償光学系の設計

次に，大気揺らぎと生物試料の違いの問題に移ろう．補償

光学を有効に機能させるためには，光の乱れを引き起こす構

造体について，大きさや移動速度，また光に対する影響など

といった特性を十分に調査した上で，その構造体による光の

乱れを十分に補正できる補償光学系を設計する必要がある．

地上望遠鏡に補償光学が実装される際には，光の乱れの原因

となる大気揺らぎの性質が十分に調べられ，大気揺らぎによ

る光の乱れの補正に必要な補償光学のパラメーターが決定さ

れた．例えば，すばる望遠鏡では，光の乱れ補正の精度を決

める空間光変調器の素子数は 188，ストローク（光の位相に

対する補正量）は数 μm，クローズドループの速度は 1 kHz

であり，すばやく動く大気揺らぎに追従しつつ，大気揺らぎ

による光の乱れの大部分を補正できる構成となっている 11）．

その一方，生物試料について，光を乱す原因となる構造体

やその構造体と光との相互作用についてはほとんど明らかに

なっていない．筆者らは，植物細胞（ヒメツリガネゴケ葉細

胞）の光学特性を位相差顕微鏡や蛍光ビーズを用いた点像分

布解析により明らかにし，葉緑体が植物細胞における揺らぎ

の主要な原因であることを解明した 17,21）．また，楕円体である

葉緑体の短軸を光が通過する際に，約半波長分，光の位相を

遅らせていることを明らかにした．用いた植物細胞における

葉緑体の大きさ（典型値で直径 5 μm）や動く速度（数 μm/ 分）

は光学顕微鏡で観察可能である．これらのパラメーターから，

葉緑体による光の乱れを補正するためには，最低でも 144 素

子の空間光変調器，数 μm のストローク，数 Hz のクローズ

ドループが必要であることを解明し，実際にこの仕様を備え

た補償光学系を構築し，植物細胞深部の高解像イメージング

を実証した 21,22）．このように，生物試料は細胞や組織ごとに

光学特性が異なるため，補償光学の性能を十分に引き出すた

めには，観察したい対象ごとに光学特性を調べておき，それ

に応じた補償光学系を設計する必要がある．

7.　まとめ：生組織深部の超解像イメージングへ

超解像イメージングに補償光学を適用する研究は，ライ

生物試料に一般的な弱くまばらな蛍光であっても安定して光

の乱れを計測することができる．

5.　広視野補償光学系

走査累積波面計測補償光学系であっても，補正範囲と補

正精度がトレードオフであることには変わりはない．補正

精度を確保しながら，ある程度広い補正視野を得る方法は

ないのだろうか．天文学では，そうした方法として広視野

補償光学が提案され，そのための研究開発が始められている

（図 4）19,20）．広視野補償光学は，複数の参照光源と波面セン

サーを用いて，光の乱れを引き起こす大気揺らぎの構造をト

モグラフィーによって 3 次元的に推定し，それをもとに複数

の空間光変調器により補正を行うものである．これによって，

一枚の空間光変調器を用いる従来の補償光学より広視野かつ

精度良く補正を行うことが可能となる．

広視野補償光学を天体観測に用いる際の一番の難点がトモ

グラフィーによる大気揺らぎの構造の 3 次元的な推定であ

図 4　広視野補償光学の模式図．複数の参照光源と複数の波面

センサーを用いてそれぞれ光の乱れを計測し，トモグラフィー

によって大気揺らぎの構造を 3 次元的に推定する．その情報を

もとに，複数の空間光変調器を用いて光の乱れを広視野・高精

度に補正する．補正に用いる複数の空間光変調器や撮像素子，

制御コンピューターなどは省略している．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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ブセルイメージング用補償光学研究のパイオニアでもある

英国 Oxford 大学の Martin Booth 博士により主に進められて

いる 13,23,24）．それに加えて，STED 顕微鏡など走査型の超解

像顕微鏡には走査累積波面計測補償光学系を用いることが可

能であり，また広視野補償光学系が確立されれば走査型以外

の顕微鏡にも適用可能である．このようなライブセルイメー

ジング用補償光学の研究が進展することによって，カバーガ

ラスの近傍だけでなく，生きた組織深部での超解像イメージ

ングが実現する日もそう遠くないと考えられる．

最後に，ライブセルイメージング用補償光学の研究が，天

体観測など他の研究分野の補償光学研究に役立つことはない

のだろうか？上述した天体観測用の補償光学は，大気揺らぎ

の穏やかな数千 m 級の山の頂上に設置され，さらに天気の

よいの夜の大気揺らぎにあわせて設計されている．例えば，

すばる望遠鏡はハワイのマウナケア山（4,205 m）の頂上に

設置され，さらに補償光学が精度よく動作するのは雲がない

天気のよい夜に限定される．そうした揺らぎの小さい大気に

対して，生きた生物試料は稠密であり，大気で例えれば，大

気の揺らぎが強く，しばしば雲がかかった状態に近い．今後，

小型で取り回しやすく，安価な顕微鏡の光学系を用いてライ

ブセルイメージング用補償光学の研究が進むことで，小型の

望遠鏡，また，大気の揺らぎがより強く，さらには，霞みが

かかっているなどの厳しい条件でも動作が可能な補償光学系

の開発につながることを期待している．
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