
講座　光の回折限界を超える蛍光顕微鏡法 PALM による細胞内微小構造の観察 205

1.　はじめに

蛍光顕微鏡は光学顕微鏡の一種であり，その解像度 dはエ

アリーディスクで回折限界を規定したレーリーの判断基準に

従う（図 1）（式 1）．
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  （1）

ここで lは光の波長，NA は光学系の開口数で，蛍光顕微

鏡の場合，波長域は概ね 400～800 nm，対物レンズの開口数

は 1.4 程度以下が一般的である．従って達成される解像度は

200 ～ 350 nm 程度であり，必ずしも生物系試料細部の観察

要件を満たしていない．この回折限界を超えるべく開発され

たのが超高解像度顕微鏡法であり，次の 4 種類に分類できる．

1）stimulated emission depletion（STED）顕微鏡 1）に代表され

る，励起光とともに励起光より長波長のドーナツ状の光を照

射，誘導放出等で辺縁部を消光させた後に中央部のみの蛍光

を読み出す顕微鏡，2）縞状励起光の照射によって発生した

モアレ縞より試料の構造の高周波成分を解析する structured 

illumination microscopy（SIM）2），3）光スイッチング蛍光分

子の一分子蛍光観察とその分子座標計算に基づく photoacti-

vated localization microscopy（PALM）/stochastic optical recon-

struction microscopy（STORM）3～6），4）各画素での蛍光明滅

の統計解析に基づく superresolution optical fluctuation imaging

（SOFI）顕微鏡 7）．超高解像度顕微鏡法の解像度は十～数十

nm のレベルであり，電子顕微鏡には及ばない．しかしこの

解像度の範囲では，試料調製の簡便さや高密度染色，多色染

色，生細胞観察など，電子顕微鏡が苦手とする部分を補う新

たな技術となる．中でも PALM/STORM は一分子観察に基づ

く分子レベルでの解析が特徴である．なお PALM と STORM

は光学系及びデータ解析法は同じであり，PALM は光スイッ

チング蛍光タンパク質，STORM は合成色素の三重項項間交

差に伴う励起状態ラジカルアニオン生成によるスイッチング

を利用する点が異なる 8）．

2.　光スイッチング蛍光タンパク質

クラゲ由来緑色蛍光タンパク質（GFP）は 1960 年代に発

見され 9），1994 年に遺伝子 10）の異所性発現による蛍光発光

が示された 11）．遺伝子改変によって様々な色の変異体が作ら

れ 12），またサンゴやイソギンチャクからも GFP 類似タンパ
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ク質がクローニングされ 13），バリエーションが広がった 14）．

著者等は紫（外）光の照射によって蛍光が緑から赤に不可逆

に変化する光変換型蛍光タンパク質 Kaede を発見した

（図 2A）15）．Kaede はホモ 4 量体を形成するため，分子標識

としての応用が制限されたが，その後単量体の光変換型蛍光

タンパク質も開発された 16～21）．著者等は可逆的に光スイッ

チングする光異性化型蛍光タンパク質 Dronpa も開発した

（図 2B）22）．Dronpa は緑色蛍光をもつが，青緑色の照射で蛍

光を失い，紫（外）光の照射によって回復する．光スイッチ

ング蛍光タンパク質にはもう一種類，PA-GFP 23）に代表され

る光活性化型蛍光タンパク質が知られている（図 2C）．PA-

GFP は紫外線照射により吸収域が 400 nm 付近から 490 nm

付近へシフトし，488 nm 励起に着目すると見かけ上無蛍光

性から蛍光性に変化する．光スイッチング蛍光タンパク質の

詳細は文献 24）を参照いただきたい．

3.　PALM の原理

ここでは固定した培養細胞のアクチンファイバー観察を例

に PALM の原理を説明する（図 3，4）．図 4 は光変換型蛍

光タンパク質 KikGR 25）で標識したアクチンを発現した HeLa

細胞である．光変換前の KikGR は 488 nm 励起によって

517 nm を極大とする緑色蛍光を発するので，PALM に先立

ち回折限界観察が可能である．KikGR は 405 nm 光で光変換

され，561 nm 励起によって 593 nm を極大とする赤色蛍光を

発するようになる．PALM 観察の際は，弱い 405 nm 光によっ

てごく一部の（画像上で別の分子からの信号と重ならない程

度）KikGR 分子を光変換，強い 561 nm 励起によって一分子

からの信号を観察すると同時に褪色により分子を消去する．

この画像取得を繰り返し，10,000 ～ 20,000 枚程度の画像を

取得する．各分子の信号は点像分布関数に従った分布を示し，

図 1　点像分布関数とレーリーの判断基準．円形の光は回折に

より同心円状の顕微鏡像を結ぶ（A，B）．レーリーの判断基準

での解像度 dは中心から第一暗環の距離に相当する．二つの光

点の距離が d以上のとき（C，D）には容易に区別できるが，d
より近くなる（E）と区別できない．

図 2　光スイッチング蛍光タンパク質の分子機構．A　光変換

型蛍光タンパク質Kaedeへの紫外光照射は b脱離反応を引き起

こし，発色団の π共役が広がり長波長シフトする 45）．B　光異

性化型のDronpaは，蛍光状態の発色団は固定された構造のため

主な緩和が輻射遷移であるが，無蛍光状態では発色団及びその

周辺が柔軟な構造をとり振動緩和の割合が増大する 46）．C　光

活性化型の PAGFP は，光照射による発色団近傍グルタミン酸

残基からの脱炭酸と発色団の立体配座の変化により吸収域シフ

トが起こる 47）．

図 3　PALM の原理（シミュレーション）．上段は回折限界，

下段は再構成画像．各フレームで確率的に on になった分子が

観察，その座標が曲線回帰にて計算される．総フレームからの

分子座標情報より PALM 画像を作成する．

図 4　KikGR-actin を発現した HeLa 細胞の PALM 画像．回折

限界画像（下）と PALM 画像（上）を比較．右の画像は白枠

で示した部分の拡大．スケールバーは 500 nm．
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その中央にエアリーディスクが現れる．このエアリーディス

クを二次元ガウシアン関数（式 2）に曲線回帰することによっ

て分子の座標を規定でき，その際の平均二乗誤差は式 3 で示

される 26）．
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ここで s は回折限界解像度，q はピクセルサイズ，N は分

子から得られた総光子数，b は曲線回帰に用いたウィンドウ

の背景光子数である．このように分子位置の正確さは分子か

らの光子の数と s/n 比に依存するが，概ね 10 ～ 30 nm 程度で，

PALM の解像度と解釈される．取得した一連の画像に現れる

すべての分子の座標を一枚の画像にプロットすることによっ

て PALM 画像を得る．図 4 では，回折限界画像では不明瞭

な部分が，PALM ではアクチンバンドルとして観察できる．

本法は光スイッチング蛍光タンパク質で標識可能な分子に広

く応用できる．

4.　PALM 光学系と画像処理

PALM は一分子観察に基づいており，背景光の効率的な除

去が必須である．多くの場合，全反射条件で発生する近接場

光を励起に用い，近接場外の分子を励起しない手法をとる．

高開口数対物レンズ（>1.40）の辺縁部の瞳位置に励起用レー

ザー光を合焦，臨界角を越えた角度の励起光を対物レンズか

ら出射させることにより試料のガラス―水界面で全反射照明

を行う 27）（図 5A–C）．厳密な全反射条件を満たした場合はガ

ラス表面から～ 300 nm 程度に位置する分子のみが励起され，

細胞底部の観察に適している．実際にはもう少し上部の観察

が求められることも多く，この場合は臨界角をわずかに下回

る角度で試料の一部を照明する薄層斜光照明法を利用する 28）．

カールツァイス社の ELYRA P.1 が市販されている唯一の

PALM であり，画像取得からデータ解析まで容易に行える．

PALM に必要な画像の取得だけならば，市販の他の全反射顕

微鏡を最適化することによって可能である．また市販の倒立

顕微鏡をベースに自作することも可能である（図 5D）．励起

光学系は，励起用のレーザーと光スイッチング用のレーザー

を混合後にビーム径を調整，集光レンズを通して顕微鏡に導

入，対物レンズ辺縁部の瞳位置に合焦させる．蛍光は顕微鏡

内のチューブレンズで一旦結像するが，投影レンズで倍率を

整えることによってピクセルサイズを 100 nm 程度に合わせ，

カメラに導入する．このピクセルサイズは，ナイキスト周波

数に基づき，回折限界 200 ～ 350 nm の点像分布関数回帰に

最適化されている．一分子からの微弱な信号を観察するため

electron multiplying charge coupled device（EM-CCD）カメラ

が主に用いられてきた．近年開発された scientific comple-

mentary metal-semiconductor（sCMOS）カメラは，画像ノイ

ズがポアソン分布に単純には従わないために補正が必要であ

るが 29），PALM に使用できることが示されている．EM-CCD

カメラの画像取得速度は 20 ～ 30 frame/s 程度であり，PALM

画像の取得には 6 ～ 10 分程度の時間を要するが，sCMOS カ

メラでは 100 frame/s で取得でき，3 ～ 5 倍程度の時間分解

能の改善が期待される．

画像処理は，以下の通りである．1）バックグラウンド除去，

フィルタリングによるノイズの低減，2）分子位置の検出，3）

生データに戻り曲線回帰により分子座標を計算，4）ドリフ

トの補正や信頼度の低い座標情報の除去，5）分子座標をプ

ロットし PALM 画像を得る．我々は自作のプログラムにて

これらの処理を行っている 24）．また QuickPALM（http://code. 

google.com/p/quickpalm/），rapidSTORM（http://www.super-

resolution.biozentrum.uni-wuerzburg.de/home/rapidstorm/），

Localizer（https://bitbucket.org/pdedecker/localizer）等のオー

プンソースの解析ソフトウエアもあり，ダウンロードして使

用できる．

5.　形質膜の脂質ラフトの観察

前述したアクチンの例のように，PALM の観察には光ス

イッチング蛍光タンパク質標識した標的タンパク質の発現が

多く用いられる．ここでは別の手法として，我々の開発した

プローブでの膜ラフト観察を紹介する．形質（細胞）膜の脂

図5　PALM顕微鏡の概略．A–C　励起光の導入位置と照射モー

ド．励起光を対物レンズの瞳位置（点線）に合焦すると，対物

レンズから平行光束として出射する．レンズに対して垂直な方

向からレンズの中心（破線）に入射した光は垂直に出射する

（A）．入射位置が辺縁部にずれると出射が傾く（B）．出射角が

ガラス―水界面の臨界角に達すると全反射照明となる（C）．D
　光路図．励起用レーザーと光スイッチング用レーザーをダイ

クロイックミラー（DM）で混合，ビームエクスパンダー（B-Ex）
でビーム径を調整した後，集光レンズで対物レンズ辺縁部の瞳

位置に合焦させる．蛍光は顕微鏡内の結像レンズで一旦結像す

るが，ピクセルサイズが 100 nm 程度になるよう投影レンズで

倍率を合わせ，蛍光フィルター（EM）を通した後にカメラに

導入する．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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質分布は一様ではなく，コレステロールやスフィンゴ脂質に

富む 10 ～ 200 nm 程度の微小領域があることが知られてい

る 30）．また微小領域が情報伝達のプラットホームとなる可能

性が指摘されており，その構造と動態について興味が持たれ

るが，従来の光学顕微鏡の解像度では不十分である．一方

PALM での観察には光スイッチング蛍光タンパク質で脂質ラ

フトを標識する必要がある．我々は脂質に親和性を持つタン

パク質性の毒素を利用し，脂質ラフトの可視化を試みた

（図 6）．ウェルシュ菌由来の q-毒素は 4 つのドメインからな

るタンパク質性毒素で，第四ドメイン（qD4）のコレステロー

ルへの親和性によって形質膜上に集積し，ホモ多量体化に

よってポアを形成，細胞溶解を引き起こす 31）．第四ドメイン

のみでもコレステロールへの親和性は保持するが，多量体を

形成せず，従って細胞溶解もおこらないことが知られてい

た 32）．我々は光スイッチング蛍光タンパク質で標識した第四

ドメインを大腸菌で発現，精製することによって形質膜上の

コレステロールに富む脂質ラフトを PALM で観察するため

のプローブとした 33）．また，シマミミズの体腔液から単離さ

れたポア形成毒素ライセニンのスフィンゴミエリン親和性を

利用し 34），スフィンゴ脂質に富む脂質ラフトのプローブを作

製した．ライセニンの場合は，N 末端 160 アミノ酸残基を取

り除くことによりポア形成能が失われるので（NT-Lys）35），

光スイッチング蛍光タンパク質標識NT-Lysを大腸菌で発現，

精製し，プローブとした．これらのプローブで細胞を染色す

ることにより，PALM での脂質ラフトの観察が可能となった．

一般に，脂質の観察において問題になるのは試料の固定であ

る．ホルムアルデヒドやグルタルアルデヒドによる固定はア

ミノ基の架橋反応に基づいており，原理的にほとんどの脂質

は固定されず，観察中の分子運動が問題となる 36）．今回我々

が作成したプローブはタンパク質性であり，固定化の過程で

プローブ自身が架橋されることによって脂質ラフト構造が観

察できる．脂質ラフトの詳細な観察に関しては，文献 33）

を参照頂きたい．

6.　PALM を用いた分子トラッキング

PALM による超高解像度画像取得は，分子運動の影響を

避けるため，固定した細胞で観察するのが普通である．裏

を返すと，生細胞で観察を行うことによって分子動態の解析

が可能である（single particle tracking PALM; sptPALM）37）．

図 7 は sptPALM によって mEOS2 17）標識上皮成長因子受容

体（EGFR）の動態を解析したものである．分子動態解析は

従来の分子トラッキングと同様の手法である．従来法では細

胞あたりごく少量の分子を，褪色しない（金コロイドなど）

または褪色しにくい（量子ドットなど）よう工夫された標識

を用いて長時間観察するのに対し，sptPALM では各分子の

観察は比較的短時間であるが，スイッチングを利用すること

によって多くの分子を観察する点が異なる．大きな母集団か

らの統計解析が長所となる反面，各分子のトレースが短いた

めに非線形拡散の解析は難しくなる．

7.　おわりに

本稿では PALM の原理と基本的な観察法について概説し

たが，現在も顕微鏡の更なる開発が続けられている．例えば，

非点収差法 38），複観察面法 39），干渉法 40），螺旋状点像分布関

数法 41,42）による三次元PALMが考案されている．同一細胞で

の複数分子種の観察も重要であり，多色化に適した蛍光タン

パク質の開発が進められている 43）．さらに，生細胞の観察で

は，分子の動態と細胞の状態（例えば刺激に対する反応）と

を結びつけるため，機能イメージングとの組み合わせに興味

が持たれる．我々は分子トラッキング中の細胞質 Ca2+ イメー

図 6　コレステロール（A–F）及びスフィンゴミエリン（G–L） 
に富む脂質ラフト．回折限界画像（A，C，D，G，I，J）と PALM
画像を表示（B，E，F，H，K，L）．スケールバーは 500 nm．

図 7　PALM による EGFR の形質膜上拡散の解析．mEOS2 標

識 EGFR を HeLa 細胞に発現し 200 ms ごとに観察．A　一分

子観察のスナップ写真．B　パネル A 上に白枠で示した分子の

経時移動の様子．C　同分子の平均二乗変位．直線で示された

ポイントより拡散係数は 0.114 mm2/s と求められた．D　単一

の細胞から計 4341 分子の軌跡を解析，拡散係数をヒストグラ

ムで表示．
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ジング法を考案したが 44），更なる発展と応用が期待される．

一分子観察はよく空の星に喩えられる．昼間は背景が明る

いため見えない星が，背景が暗い夜間には見えるように，一

分子観察も全反射照明などの工夫で背景光を無くすことに

よって分子が見えるようになる．PALM は一分子観察に基づ

いており，理想的な PALM は背景の全くない夜空の星のみ

を観察するようなものである．特異的な分子観察という意味

では長所と言えるが，このような観察では，分子が細胞の中

のどこに局在するのか議論できない．今後，他の蛍光顕微鏡

観察や電子顕微鏡観察を PALM と組み合わせることにより，

PALM による分子情報に背景の情報を重ねる技術の開発が期

待される．

超解像度顕微鏡技術はここ数年でめざましく発展した．本

稿では PALM に焦点を絞ったが，それぞれの超高解像度顕

微鏡法に長所・短所があり，お互いが相補的な役割を果たす．

また前述の通り電子顕微鏡との融合も重要な課題である．今

後，顕微鏡技術の開発とともに，これらの技術が生命科学分

野の発展に活かされることが望まれる．
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