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〈要 約〉

　回折限界をこえる分解能で撮像する超解像イメージング法は細胞の微小な構造を観察するのにきわめて有効である．しかし，生細胞において長時間にわたり超解像イメージング法を実施することは非常にむずかしい．なぜなら，撮像しているあいだに色素分子の光退色が起こるため光安定性の高い色素分子による高密度かつ特異的な標識の必要があるが，蛍光タンパク質やタグタンパク質を用いた標識法では十分な密度を達成できないからである．この研究においては，クリックケミストリー法を利用してオルガネラの膜構造に蛍光色素を高密度で局在させる手法を開発し，とくに小胞体，ミトコンドリア，細胞膜において長時間にわたる超解像イメージング法が可能であることを実証した．タグタンパク質を用いて標識した場合には十数秒ですべての蛍光色素が光退色してしまう撮像条件において，この手法では最長で25分間のイメージングが達成され，微小なスケールで起こるオルガネラのダイナミックな変化をとらえることに成功した．
はじめに

　光学顕微鏡により蛍光輝点を観察すると，光の回折現象によりぼやけて広がりをもつ点として観察される．そのため，ある距離よりも近づいた2つの点を区別することはできず，その距離を分解能とよぶ．Abbeの法則から分解能は観察光の波長の約半分であり，波長400～700 nmの可視光を想定すると分解能はよくても約200 nmと計算され，これは回折限界とよばれる．超解像イメージング法とは，この回折限界をこえる分解能で生体分子を撮像する顕微鏡技術のことである．細胞の大きさが10～20μmほど，オルガネラの大きさが数百nmのオーダーであることを考えると，細胞それ自体やオルガネラのおおまかな構造や位置関係を観察するには通常の光学顕微鏡で十分であるが，オルガネラの微小な構造やわずかな変化を観察するには超解像イメージング法の必要がある．現在までにさまざまな原理による超解像顕微鏡が開発されており，おもなものとして，誘導放出現象を利用したSTED（stimulated emission depletion），縞状のパターン照射によるSIM（structured illumination microscopy），1分子イメージング法にもとづくSTORM（stochastic optical reconstruction microscopy）が知られている1-3)．
　筆者らの研究グループは，空間分解能のすぐれるSTORMに着目し，生細胞におけるイメージング法を念頭に研究を進めてきた．STORMの原理の肝は，まさに1分子ごと観察することにあり，これにより回折限界以下の距離にある蛍光輝点のシグナルの重なりを回避する（図1 a,b）．得られた1分子ごとの蛍光シグナルの強度分布は蛍光輝点の位置を中心に山なりになっているはずである．この中心の位置をガウシアンフィッティングにより正確に計算し，平面空間にプロットする（図1b）．この作業を任意の蛍光輝点に対し何百回，何千回とくり返すことによりあたかも点描画を描くように解像度の高い画像を再構築することができる（図1c）．欠点としては，大量の画像から1枚の超解像画像を構築するため時間分解能が必ずしも高くない点，1分子ごとに蛍光シグナルを得るためしばしば細胞毒性のある条件が要求され生細胞への応用がむずかしい点があげられる．また，超解像イメージング法に共通する欠点として，一般に蛍光タンパク質やタグタンパク質を用いた標識法にたよるため標識の密度は必ずしも十分ではなく，イメージング法の標的となる分子として微小管やクラスリンなど存在量の豊富な多量体タンパク質が用いられる例が多い．ほかにも，強い励起光を使ってイメージングするため光退色により長時間にわたり撮像することがむずかしいという問題や，細胞における相対的な位置情報をあたえるオルガネラの構造を撮像するイメージング法の開発も必要であった．
　近年，自発的に明滅することで特殊な条件を必要とせず1分子イメージング法を実施できる機能をもつ近赤外蛍光色素HMSiR（hydroxymethyl Si-rhodamine）が報告され，生細胞へ容易に適用が可能であることが示された4)．HMSiRはプロトンに感受性の置換基をもち，蛍光を発する開環体と蛍光を発しない閉環体の酸塩基平衡状態にある．生理的な条件において平衡は閉環体にかたよっており，実測値として全体の約1％しか開環体の構造をとっていない．ミクロな視点で考えると，熱的な平衡状態にあるためどのHMSiRが開環体の構造をとるかは完全にランダムであり，連続的に観察すれば開環体をとるHMSiRはつねに入れ替わっていると考えられる．この状態は，さきに説明した1分子イメージング法による測定にそのまま必要な作業であり，実際に，顕微鏡下でカメラをまわしているだけでHMSiRの1分子イメージング法が実施され（図1d），そののち，データ処理により超解像画像が取得できる．
1．HIDEプローブのコンセプト
　この研究においては，とくにオルガネラを高密度に標識することにより明瞭な構造を描出すること，また，長時間の測定を可能とすることをめざした．この場合，HMSiRの約1％の開環率でも回折限界の距離にあるシグナルの重なりを回避できないことが予想された．この高密度な標識法と開環率の問題を一気に解決する方法として，脂質分子を用いた標識法を用いた．脂質分子は細胞膜を構成しており，タンパク質よりも100倍以上の密度で存在する．脂質分子をタグ分子として用いることにより，タンパク質をタグ分子として用いた方法よりも高密度で標識できるはずである．また，HMSiRは開環体において正の電荷をもつため，水溶液の高極性環境の平衡状態においては開環体が安定化されると考えられた．逆に，細胞膜の脂溶性環境においては閉環体に平衡がかたより開環率は低下すると推測した．実際に，有機溶媒における吸光スペクトルの測定から，HMSiRは低極性環境においては閉環体の割合が上昇することが確認された．さらに，これまでのタグタンパク質を用いた標識法および脂質をタグ分子として用いた標識法において光退色にどのような違いがあるかモンテカルロシミュレーションにより解析したところ，長時間にわたる測定が可能であることが示唆された．そこで，このコンセプトをもつプローブをHIDE（high-density environment-sensitive）プローブと名づけた．この名称は，低極性環境においてHMSiRが蛍光を発しない状態に“hide”されているという意味もかけている．
2．in vitroにおける検討

　in vitroにおいてHMSiRを用いた1分子イメージング法を実施した．STORMによるイメージング法においては大量の画像から1枚の超解像画像を再構築するため時間分解能が低い場合が多い．時間分解能が低い条件において生細胞の超解像イメージング法を実施すると，被写体がぶれて空間分解能の低下につながったり速い変化がとらえられなかったりする．そこで，顕微鏡の検出器として汎用されているEMCCDカメラではなくscientific CMOSカメラを用いた．このカメラの特徴はEDCCDカメラよりも高速に撮像できることであり，ピクセル数をそろえた場合には約7倍も速い．ピクセルごとにノイズが発生することが欠点であるが，すでに筆者らの研究グループは，このノイズをキャンセルするアルゴリズムを開発しこの問題を解決していた5)．in vitroにおける条件の検討においては1フレームあたり2.5ミリ秒（1秒間に400枚）で撮像し，2秒間800枚の画像から1枚の超解像画像を再構築した．
　用いた顕微鏡システムにおいてHMSiRを評価するため，また，HIDEプローブのコンセプトを確認するため，タンパク質を介してHMSiRをガラスディッシュに固定した試料，および，HMSiRを組み込んだリポソームを固定した試料を用意し，1分子イメージング法を実施し励起光のレーザーにより光退色するまでの時間を比較した．この2つの条件は，それぞれ，タグタンパク質を用いた標識法と脂質をタグ分子として用いた標識法とを比較することにつながる．その結果，タンパク質を介して固定した場合に比べ，リポソームにおいては6倍以上も光退色の時間が長くなった．また，開環率の低下も確認された．このように，HIDEプローブが光退色に有効であることが実証された．
3．HIDEプローブを用いた小胞体の長時間にわたる超解像イメージング法
　in vitroにおける検討により撮像時間を長くできることが示唆されたので，生細胞においてオルガネラに対し超解像イメージング法を実施した．すでに筆者らの研究グループは，セラミド骨格をタグ分子として用いたゴルジ体の標識法を開発していた6)．このタグ分子はクリックケミストリー法 7) の反応部位をもち，ゴルジ体を高密度で蛍光標識することができる．このタグ分子を小胞体に集積させ，クリックケミストリー法により生細胞においてHMSiRを小胞体膜に局在させた（図2）．超解像イメージング法を実施した結果，きわめて長時間にわたりHMSiRのシグナルが観測され，25分間の超解像イメージングに成功した．筆者らの知るかぎり，時間分解能2秒，空間分解能50 nm以下という高い時空間分解能の超解像イメージング法において，この25分間はもっとも長いものであった．
　小胞体タンパク質であるSec61βにHaloタグタンパク質を融合させてHMSiRにより標識したところ，10秒ほどでほとんど光退色した．HIDEプローブを用いて得られた超解像イメージング像をよりくわしく観察すると，シート状の構造の小胞体がいちどチューブ状に変化し，またシート状にもどるという現象がみられた．シート状の構造およびチューブ状の構造の半値幅はそれぞれ約150 nmおよび約50 nmであり，回折限界以下のスケールの変化であった．またほかにも，チューブ状の小胞体から直径140 nmほどのリング状の小胞体が形成されるようすや，小胞体が融合と分裂をくり返すようすが観察された．このような現象は高い時空間分解能をもって生細胞を長時間にわたり撮像しなければ観察はむずかしい．定量的な解析をしたところ，HIDEプローブはタグタンパク質を用いて標識した場合に比べ，標識の密度が30倍以上も高く，開環率が50倍ほど低いことがわかった．このように，HMSiRが小胞体膜の低極性環境に高密度で局在し長時間にわたる超解像イメージング法が実施されたことが実証された．
4．ほかのオルガネラへのHIDEプローブの拡張

　HIDEプローブのコンセプトをほかのオルガネラに拡張した．そのためには，おのおののオルガネラに局在するタグ分子を開発する必要があった．そこで，オルガネラに局在する色素分子に着目し，ミトコンドリアに局在する色素分子としてローダミンB，細胞膜に局在する色素分子としてDiIを利用した．それぞれの色素分子にクリックケミストリー法の反応部位を結合させタグ分子とした．その結果，HMSiRをそれぞれのオルガネラに局在させることに成功した．超解像イメージング法を実施したところ，タグタンパク質を用いた結果と比べ，非常に長い時間にわたりイメージング法が実施された．このように，HIDEプローブはさまざまなオルガネラに適用が可能であることが示された．
5．マルチカラーイメージング法および3次元イメージング法への応用

　HIDEプローブを用いたマルチカラー超解像イメージング法について検討した．現在まで，HMSiRと同じ性質をもつ異なる波長特性の色素は開発されていない．そこで，長時間の撮像はできないが1分子イメージング法による超解像イメージングの可能な蛍光タンパク質mEOS3.2 8) とHMSiRを用いたマルチカラーによる超解像イメージング法を実施した．mEOS3.2は紫外線の照射により緑色から赤色に蛍光波長の変化する蛍光タンパク質で，照射強度を調節することにより1分子ずつ赤色の蛍光タンパク質のシグナルを検出できる．mEOS3.2の観測に必要な励起波長および蛍光波長はHMSiRとは異なるため，適切なフィルターを用いることによりmEOS3.2とHMSiRをクロストークなく同時に観測することが可能である．実際に，mEOS3.2とHMSiRを用いて，細胞において複数の標的分子のイメージング法に成功した．
　自作の3次元超解像顕微鏡を用いて，細胞において立体的な構造をイメージングできるかどうか検討した．これまで，観察された蛍光輝点はすべて平面に投影して超解像画像を再構成していたため，z軸の方向の情報はなかった．3次元の超解像イメージング法の場合にはおのおののz平面層に対し十分な密度でシグナルを得なければ明瞭な立体構造を描出することができず，高密度で標識することがとくに重要になる．これまでの検討により，HIDEプローブはタグタンパク質を用いた場合より最大で30倍以上もの高密度での標識化が可能なことが示されており，この条件をクリアしていると考えられた．セラミド分子を用いて小胞体の3次元イメージング法を実施したところ，小胞体の立体的なネットワークを明瞭にイメージングすることに成功した．超解像画像を再構築する際により多くの蛍光輝点の位置情報が必要となるため，時間分解能は10秒と2次元のときより低くなったが，15分間という長時間にわたる3次元超解像イメージングが達成された．得られた超解像イメージング像をくわしくみると，2次元の場合にはみのがしてしまうような異なるz平面層の小胞体のネットワークが明瞭に観察され，また，3次元的に伸長する小胞体の変化をとらえることにも成功した．
おわりに

　超解像イメージング法は固定した試料に対し実施されることが多かったが，生細胞においてイメージングできるようになれば解像度が悪くて観察のむずかしかった微小なスケールの挙動や変化をとらえることができ，生命科学に対しこれまで以上に大きく貢献することが考えられる．この研究においては，近赤外蛍光色素HMSiRをその明滅の特性を制御しつつ高密度で標識することにより，高い時空間分解能をもって非常に長い時間にわたり超解像イメージング法を実施できることが示された．そして，実際に回折限界以下のスケールで起こる細胞における現象をとらえることにも成功した．しかし，まだ解決しなければならない課題もある．HMSiRは酸塩基平衡にあるため，その平衡状態に影響をおよぼす酸性オルガネラには不適である．また，同じ機能をもつ異なる波長特性の色素はなく，HIDEプローブによる複数の生体分子に対するマルチカラーイメージング法は実施できない．今回の方法は原理的に細胞膜のような低極性環境にかぎられ，特定のタンパク質を長時間にわたりイメージングする手法はまだ存在しない．このように，HMSiRやHIDEプローブは万能ではなく，さらなる研究が必要である．現在，この分野は化学プローブがボトルネックになっている部分がある．これからは，ハード面だけではなく，この研究のようにプローブの化学的な性質にもとづくアプローチにより達成される課題も多いと考えられる．今後，化学者がますます参入することによりすぐれた研究が展開され，複雑でおもしろい生命現象を観察できる高度な超解像イメージング法が開発されることを期待したい．
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〈図説明〉

図1　超解像イメージング法STORMおよび近赤外蛍光色素HMSiRを用いた１分子イメージング法の原理
（a）蛍光分子が非常に小さいスケールで配置されていると，通常の蛍光顕微鏡ではいちどにすべての蛍光分子が観察されるため，文字は認識できない．

（b）1分子イメージング法により，近傍の蛍光分子からのシグナルの重なりは回避される．この蛍光強度の分布にガウシアンフィッティングを適用し，中心位置を正確に計算して平面にプロットする．

（c）大量の1分子イメージングのデータから1枚の画像を再構成することにより，回折限界をこえた分解能の画像を取得することができる．

（d）HMSiRは熱的な平衡状態にあるため，蛍光を発するHMSiRはランダムに入れ替わっている．そのため，顕微鏡下でカメラをまわしているだけで1分子イメージング法が実施でき，超解像画像を取得することができる．

図2　オルガネラの標識化の方法

セラミド分子にもとづくタグ分子を小胞体に集積させ，そののち，色素分子を導入する．それぞれの分子はクリックケミストリー法の反応部位をもち，細胞において結合させることができる．
