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1.　はじめに

SPoD-ExPAN（super-resolution by polarization demodula-

tion/excitation polarization angle narrowing）は，特有の偏光

照明蛍光顕微鏡と正則化画像再構成計算を組み合わせた超解

像イメージング法である 1）．これは，試料中の蛍光色素の配

向角に依存した蛍光強度の変調を広視野顕微鏡で撮影し，再

構成計算を経て超解像画像を得るものである（図 1）．Hafi

らは，固定化細胞の SPoD-ExPAN 観察において 40 nm の空

間分解能を達成した 1）．しかし，彼らの方法では，励起状態

にある蛍光色素を枯渇させるのに誘導放出注 1）を利用したた

め，1.7 MW/cm2 という非常に強い照明光を照射している．

強い光の照射下では蛍光試料の褪色や細胞に対する光毒性が

顕著に起こるため，Hafi らの方法は生きた細胞や組織の超解

像観察には適さない．

そこで，我々は，弱い照明光でも高速で光スイッチング可

能な蛍光タンパク質である Kohinoor 2）を蛍光プローブとし

て利用することで，SPoD-ExPAN 法が抱える問題点を克服し

た．本稿では，SPoD-ExPAN 法の原理，顕微鏡の実装，そし

て我々が取り組んでいる生細胞の超解像イメージングの実施

例 3）について報告する．

2.　SPoD-ExPAN 法の原理と観察方法

2.1.　偏光の向きを回転させた励起光による蛍光変調の発生

蛍光色素や蛍光タンパク質は励起光を効率よく吸収する向

き（吸収遷移双極子モーメント）を持つ．吸収遷移双極子モー

メントと励起光の偏光方向とが平行に近いほどよく励起光が

吸収されて蛍光は明るく，直交に近いほど暗くなる．吸収遷

移双極子モーメントと直線偏光励起光の偏光方向とのなす角

を θとすれば，その蛍光強度は cos2θに比例する（図 2A）4）．

さらに，励起光の偏光方向を回転させながら蛍光色素に照
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図 1　SPoD-ExPAN 超解像イメージングの概要
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励起・ON スイッチング光と OFF スイッチング光の偏光

方向が直交した状態で偏光方向が周期的に回転する照明光

を，1 個の蛍光タンパク質に照射する状況を考察する（図 3）．
励起・ON スイッチング光の偏光方向が蛍光タンパク質の吸

収遷移双極子モーメントに対して平行に近づくにしたがって

（図 3A），ON スイッチングが促進し，さらに励起も促進する．

しかも，OFF スイッチング光の偏光方向は吸収遷移双極子

モーメントに対して直交に近づくため，OFF スイッチング

は起こらなくなる．したがって，強い蛍光が発生する．さら

に偏光の回転が進み，励起・ON スイッチング光の偏光方向

と吸収遷移双極子モーメントとが直交に近づくにしたがって

（図 3B），ON スイッチングや励起は起こらなくなる．しかも，

OFF スイッチング光の偏光方向は吸収遷移双極子モーメン

トに対して平行に近づくので，OFF スイッチングが促進す

る．このようにして，蛍光発生が強制的に低減される．

蛍光タンパク質の吸収遷移双極子モーメントの方位角を

0° とし，励起・ON スイッチング光の偏光の方位角を θ（OFF

スイッチング光の偏光方位角は θ – 90°）とすると，その蛍

光強度の θ依存性は，
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となる．ただし，式（1）では，ON，OFF スイッチング速

度は，角度 θの変化速度より十分速いと仮定している．もし

も OFF スイッチング光がなければ kOFF = 0 であり，応答関

数 f(θ) は励起光のみの場合（図 2A）と同じである．一方，

kOFF/kON 比が大きくなるにしたがって，f(θ) のピークが鋭く

なり（図 3C），吸収遷移双極子モーメントの向きが互いに異

なる近接した蛍光タンパク質同士の区別が可能になる．図

3D に，式（1）で計算された 2 個の蛍光タンパク質からの蛍

光応答例を示す．励起光のみの場合，2 個の蛍光タンパク質

の蛍光変調の重なりは，1 個の蛍光変調と区別がつかない（図

3D，下段）注 2）．しかし，ON/OFF スイッチングが起これば，

2 個の蛍光タンパク質の蛍光変調の重なりの中からピークが

別々に現れ，分離検出が可能になる（図 3D，上段）．

2.4.　超解像画像の再構成計算

超解像再構成計算は，取得画像データに基づいて試料面上

の蛍光色素の空間分布を推定するものであり，この空間分布

が超解像画像である．特に，SPoD-ExPAN 法では，「観察に

用いた顕微鏡光学系の点像分布関数と超解像画像との畳み込

み画像と実測画像とができるだけ似るような，超解像画像を

推定する」という逆問題を解く計算を行っている．このアル

ゴリズムには正則化最尤推定が用いられていて，適切解への

収束を誘導するための正則項と尤度関数項との和を評価関数

とした最適化計算を行うことで，適切解への収束を得るよう

になっている．評価関数は，以下の項の和としている：

（1） 点像分布関数と超解像画像との畳み込み画像と，実測の

射することにする（図 2B）．励起光の偏光方向と蛍光色素の

吸収遷移双極子モーメントとのなす角は周期的に変化し，そ

の蛍光は明滅する．すなわち，励起光の偏光方向の回転の角

速度をωとすると，その蛍光強度はcos2(ωt – θ)にしたがって

時間変化する蛍光変調が発生する．ここで，位相に含まれて

いる θは，蛍光色素の配向角に起因するものである（図 2B）．
2.2.　光スイッチング蛍光タンパク質

光スイッチング蛍光タンパク質は，ある波長の光照射によ

り蛍光発光する状態（ON 状態）へ遷移し（ON スイッチング），

別の波長の光で蛍光発光しない状態（OFF 状態）へ遷移す

る（OFF スイッチング）．SPoD-ExPAN 法では，励起光の照

射によって ON スイッチングが起こるポジティブスイッチン

グ型蛍光タンパク質が用いられる．後述の実施例で用いた

Kohinoor もこのタイプに含まれる．

2.3.　互いに直交する直線偏光からなる励起光とスイッチ

ング光の同時照射による蛍光変調の増強

光スイッチング蛍光タンパク質のスイッチング速度には偏

光依存性がある．スイッチング光の偏光方向とその吸収遷移

双極子モーメントとのなす角を ϕとすると，スイッチング速

度は cos2ϕに比例する．この依存性は励起光の偏光に対する

蛍光強度の依存性と同様である．Kohinoor については，ON

状態における励起光および OFF スイッチング光の吸収遷移

双極子モーメントは互いにほぼ平行である 5）．それらと，

OFF 状態における ON スイッチング光の吸収遷移双極子モー

メントとの間には，蛍光発色団の異性化やコンフォメーショ

ン変化によって，多少の角度差があるかもしれない．しかし，

ここでは近似として，励起光，OFF スイッチング光，そし

て ON スイッチング光の吸収遷移双極子モーメントの向きは

同じだと仮定する．

図 2　励起光の偏光方向と色素の配向の立体配置．（A）励起

光と色素の吸収遷移双極子モーメントとのなす角の定義．（B）
励起光の偏光方向の回転と，それに伴う蛍光変調発生の模式図．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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これは，観察で得られたタイムラプス画像と，点像分布関数

としての微小蛍光物体の撮影画像を入力データとして再構成

計算を行う．

3.　光スイッチング蛍光タンパク質 Kohinoor を使った実

施例

3.1.　SPoD-ExPAN 顕微鏡の実装

本実施例の顕微鏡は，落射蛍光顕微鏡に，励起・ON スイッ

チング光と OFF スイッチング光の偏光方向を回転させるた

めの機構を加えて構築した（図 4）．この装置は 2 台の LED

光源を用いており注 3），中心波長 405 nm の LED は OFF スイッ

チング用，中心波長 470 nm のものは励起および ON スイッ

チング用である．各光源からの光をレンズでコリメートし，

偏光子に通して互いに直交する直線偏光成分を抽出した．こ

れらの二本のビームを広帯域偏光ビームスプリッタに入射

し，重ね合わせて 1 本のビームにした．このビームを第 1 の

1/4 波長板に入射することで円偏光に変換し，次いで中空軸

モーターのシャフト内に埋め込んだ第 2 の 1/4 波長板に通し

て，直線偏光に戻した．中空軸モーターによって第 2 の 1/4

波長板を回転させることで，互いに直交する 405 nm と

470 nm の光の偏光方向を同時に回転させた注 4）．このビーム

を落射蛍光顕微鏡の照明光学系へ導入し，試料に照射した．

カメラの露光は中空軸モーターの回転と同期させ，照明光の

偏光の回転が一定角度進むごとに像を撮影した注 5）．

3.2.　生細胞の SPoD-ExPAN 超解像イメージング

中間径フィラメントの構成タンパク質である vimentin と

Kohinoor との融合タンパク質（Kohinoor-vimentin）を発現

するベクター注 5）をヒト由来の HeLa 細胞に導入した．細胞

中で発現した Kohinoor-vimentin は，中間径フィラメントの

重合の際にその中に取り込まれる．このようにして，中間径

フィラメントを Kohinoor で蛍光標識した．

蛍光変調を含む撮影画像データとの類似性を評価する尤

度関数項

（2） 超解像画像上の蛍光強度の総和が小さくなる方向に解を

誘導する正則項

（3） 実測画像データに含まれているバックグラウンド強度の

空間分布が滑らかになる方向に解を誘導する正則項

Hafi らの論文 1）の Supporting Material において，Python で

書かれた超解像再構成計算用プログラムが提供されている．

図 3　励起・ON スイッチング（ON-SW）光，OFF スイッチン

グ（OFF-SW）光による効果．（A，B）励起・ON スイッチング

光の偏光方向が蛍光タンパク質の吸収遷移双極子モーメントと

（A）平行な状態と（B）直交した状態．（C）照明光を配向角 0°
の蛍光タンパク質に照射したときの蛍光の偏光方位角応答．式

（1）により計算した．（D）照明光の偏光角を回転させながら 2
個の蛍光タンパク質に照射したときの，蛍光応答の例．蛍光強

度の異なる近接した 2 個の蛍光タンパク質（蛍光強度比，2:1）
において，式（1）を用いて，蛍光応答を 0.89f(θ) + 0.45f(θ + 90°)
と表して，kOFF/kON = 10（上段）およびスイッチング光なし（下

段）の計算結果をプロットした．

図 4　Kohinoor の SPoD-ExPAN 超解像イメージングのための

顕微鏡装置のブロック図．この顕微鏡装置に特徴的な光学素子

のみ示し，落射蛍光顕微鏡で一般的に用いられている光学素子

類は省略している．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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照明光で超解像イメージングを実現したことは特筆すべき点

である．これとは対照的に，以前の SPoD-ExPAN 観察では

1.7 MW/cm2という膨大なパワー密度の光が用いられた 1）．ま

た，従来の超解像イメージング法であるRESOLFTやSMLM

（single molecule localization microscopy）でも，一般的に強い

パワー密度の照明光が必要である（0.1 kW/cm2–1 GW/cm2）7）．

強い光の照射は生きた細胞に対して光毒性を発生させること

が知られており 8），超解像イメージングにおける光毒性の発

生は深刻な問題となっている．以上より，Kohinoor を使った

SPoD-ExPAN イメージングは，細胞や組織を生きたまま経時

的に超解像観察する技術として今後のバイオイメージングで

の活用が期待される．

4.　今後の展望

これまでの超解像顕微鏡技術の開発によって，細胞内の精

細な構造を可視化できるようになった．今後，超解像顕微鏡

技術が生物学上の諸問題を解明するためのツールとして活躍

していくには，生体試料に対するダメージが少ないことに加

えて，細胞内の構造だけではなく酵素反応や情報伝達，そして

熱といった質的な空間分布とダイナミクスの可視化が必要に

なってくるだろう．そのために，顕微鏡のハードウェア開発

およびプローブ開発の両方のより一層の進展を期待したい．
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注

注 1） 励起状態の蛍光色素にある波長の光を照射すると，この色素

が同じ波長・同じ位相の光を放出して基底状態に戻ることを誘導放

出という．STED 顕微鏡や STED を用いる SPoD-ExPAN は，誘導放

出光照射下の蛍光色素を基底状態へ飽和させることで，励起状態の

色素を枯渇させるプロセスを利用している．

注 2） 初等数学で学ぶとおり，同じ角速度 ωで振動する複数の三角

関数項の和は，同じ角速度 ωを持つ 1 つの三角関数項で表せる．し

たがって，スイッチング光なしで，偏光方向が回転する励起光のみ

の照明では，近接した色素の分離・検出の感度は低い．

注 3） 本稿では，LED 光源を用いた実施例を示しているが，レーザー

を光源として使っても実装可能である．

注 4） 直線偏光の偏光面を，波長板を 1–10 回転 /s 程度の速度で回

転させる．すなわち，ここで使っている偏光は，円偏光ではない．

注 5） 中空軸モーターとしては，ステッピングモーターよりも，振

動の少ないサーボモーターの方が適当である．我々は，照明光の偏

光面の回転とカメラ撮影を同期させるため，ロータリーエンコー

ダー付きのサーボモーターを使っている．ロータリーエンコーダー

からの電気信号（A 相または B 相）をパルス分周変換し，カメラ撮

影の露光トリガーとして用いた．

注 6） 我々は，Kohinoor と様々な細胞内タンパク質との融合タンパ

ク質を発現するためのベクターを構築しており 2），その一部は DNA 

図 5A には，通常の落射蛍光顕微鏡モードで撮影した中間

径フィラメントの蛍光像を示す．この場合，光の回折限界を

含む顕微鏡結像光学系の点像分布関数の幅が反映し，画像に

映っているフィラメント像の幅は 250 nm 以上となった（図

5C，上段）．なお，電子顕微鏡による測定から，HeLa 細胞

中の中間径フィラメントの実際の直径は 10 nm 程度と報告

されている 6）．

図 5A と同じ細胞を SPoD-ExPAN 法で観察し，再構成計算

で得られた超解像画像が図 5B である．ここでは，励起・

ON スイッチング光，OFF スイッチング光とも，1.3 W/cm2

のパワー密度で観察を行った．中間径フィラメント像の幅は

典型的には半値幅で 80 nm であったことより（図 5C，下段），

Rayleigh 基準に相当する分解能値は 70 nm と見積もられた．

我々の実施例で 1.3 W/cm2 という極めて弱いパワー密度の

図 5　Kohinoor と SPoD-ExPAN による，生きた HeLa 細胞中

の中間径フィラメントの超解像イメージング．（A）落射蛍光

顕微鏡による，Kohinoor標識中間径フィラメントの蛍光像．（B）
（A）と同じ視野位置における，SPoD-ExPAN 超解像画像．1 枚

の超解像画像を再構成するのに用いる画像データとして，照明

光の偏光方向を 4 s かけて 360° 回転させる間に，18 枚の蛍光

像を撮影した．各撮影の露光時間は 0.1 sとした．（C）パネル（B）
中の矢印で示した部分の，落射蛍光顕微鏡像と SPoD-ExPAN
超解像画像のラインプロファイル．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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Repository の Addgene（http://www.addgene.org）を介して提供して

いる．これらの発現ベクターを使うことにより，細胞骨格，細胞接

着斑，ミトコンドリア，ゴルジ体，細胞核等の観察が可能である．
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