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１．研究実施の概要 

細胞の動的な構造を高い分解能で解析するという生物学的に重要な問題を解明する

ことを目指して、光学顕微鏡と電子顕微鏡の両技術を開発・改良することを目的とし

ている。現在、Rudolf Oldenbourg 博士が開発した２次元ポルスコープを基に、３次元

ポルスコープを開発しつつあり、星状体等の３次元配向の画像化に成功した。速い画

像記録が出来ないというポルスコープの弱点を克服するために、新しい Real-Time 

PolScope とソフトウェアを開発した。また、独自に開発してきた極低温電子顕微鏡を

さらに発展させて、外部制御可能な傾斜機構付き極低温電子顕微鏡の開発を行ったが、

その性能試験を行い、改良を行う予定である。この装置を基にして、電子線トモグラ

フィーを用いた立体構造解析システムを開発・改良する予定である。単粒子解析法を

用いて神経細胞由来の複雑な膜蛋白質の立体構造解析を行う予定である。 

 

２．研究実施内容 

膜を介した情報伝達の分子機構解明を目指して研究してきたが、脳や神経の機能は

個々の膜蛋白質の構造解析だけでは理解できない。それゆえ、シナプス後肥厚の足場

蛋白質の研究や、錐体細胞の光学顕微鏡観察を行っている。成長円錐のアクチン束を

も直接可視化できる４次元ポルスコープを完成させたい。また、膜蛋白質の構造解析

のために開発した極低温電子顕微鏡を、トモグラフィーに適した極低温電子顕微鏡シ

ステムに改変して、神経組織や細胞の立体構造を再構築することを目指したい。 

両システムを活用すると共に、個々の膜蛋白質や足場蛋白質の構造解析技術、遺伝

子改変マウスや錐体細胞初代培養技術、組換え遺伝子技術、免疫電顕法や解剖学等を

駆使することによって、神経細胞の可塑性と膜蛋白質や足場蛋白質との関係の解明を

目指す。＜なお、トモグラフィー用極低温電子顕微鏡の開発は、申請した予算とは大

きく異なる予算になったために、他のプロジェクトの計画と合わせて進めることにな

った。しかし、これを用いた生物学的研究は、本予算を使用して行いたい。＞ ポルス

コープの開発研究はこの研究プロジェクトの中心課題として進めている。これまでに、



 

ShinyaScope に、Rudolf Oldenbourg 博士が開

発した LC-PolScope を搭載したシステム

（PolShinyaScope）を設置した。 

これを用いて、神経細胞の成長円錐も図１

の様に、蛍光染色などの処理をすることなく

高いコントラストで観察することが出来る

ようになった。 

さらに１μm 程度の領域に照射して、ケイ

ジド化合物を活性化するシステムを開発設

置したので、PolShinyaScope とこのシステム

を利用して、局所的な cAMP 濃度を変えたと

きのフィロポディアの変化を

動的に観察できるようにした。 

3 次元空間に方位づけられた

複屈折物体の記述には、主複

屈折位相差および傾斜角度の

2 つのパラメーターを新たに

導入する必要がある。その際、

試料が一軸性の屈折率楕円体

であると考え、主軸方位もそ

れらと共に、試料の複屈折性

を完全に特徴付けるとする。

これらの仮定によって、試料

を移動させずに 3 つの複屈折パラメーターを測定する面外複屈折を調べるために新し

く液晶マスクとして動作する空間光変調器を追加した。図２に絞りを走査する機構を

もつ偏光顕微鏡を示す。今回の手法では、フルオープンマスクを 1 つの照明セットで

使い、1/4 開くマスクを 4 つの照明セットで使用している。試料の焦点面での見かけの

複屈折位相差および遅相軸方位を測定するためには、試料を円偏光で照明した画像 1

枚と楕円偏光で照明した 4 枚の画像を撮る必要がある。これらの画像を解析すること

で、見かけ上の複屈折位相差と遅相軸方位の写真が得られる。主複屈折位相差、傾向

角度および遅相軸方位のデータは組み合わされて 2 枚のカラー写真となるが、その写

真は、色が傾向角度および遅相軸方位を表し、明るさは主複屈折位相差を表す。１つ

の例を図３に示す。 

図２ 走査絞りポルスコープ（Scanned Aperture 
Pol-Scope）の模式図 

図１ PolShinyaScopeで観察された成
長円錐。アクチンバンドルや脂質膜、
ベシクル等が高いコントラストで観
察される 



 

 

実験的検証については、星状体を用いたが、

これは並列の微小管アレーで、中心体と呼ば

れる共通組織の中心から広がる微小管からな

る。試料は球対称で、複屈折配向の 3 次元分

布を予想することができる。図４は、星状体

の微小管の測定結果で、ＡはＢの平面像の焦

点位置と傾斜角の定義を示す模式図、Ｃは２

０度ごとの傾斜角によるリターダンスを示す。

Ｄは焦点面における偏光軸の表示。この実験

結果は、新たに開発した偏光顕微鏡が複屈折

物体の 3 次元配向を画像化し、とらえること

に成功したことを示唆している。 

なお、PolScope は速い動的な観察には適し

てないが、このような速い動的な観察を実現

するために、Real-Time PolScope の開発も進

展している。 

また、電子線トモグラフィーによって、神経細胞などの立体構造を解析するために、

傾斜機構付き極低温電子顕微鏡の開発にも成功した。実際に、トモグラフィーによる

解析を進めると共に、このタイプの極低温電子顕微鏡のさらなる改良を進める予定で

ある。 

 

図３ PolScope で観察された成長円錐の３次元データ 
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図４ 走査絞りポルスコープ 
 （Scanned Aperture Pol-Scope）
 による星状体の観察 



 

３．研究実施体制 

「藤吉好則」グループ 

①研究分担グループ長：藤吉 好則（京都大学大学院理学研究科、教授） 

②研究項目： 

・ 単粒子解析やトモグラフィーに適した極低温電子顕微鏡の開発 

・ 海馬錐体細胞などの観察 

 

「Rudolf Oldenbourg」グループ 

①研究分担グループ長：Rudolf Oldenbourg（Marine Biological Laboratory、研究員） 

②研究項目：４次元ポルスコープの開発 
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