
はじめに：超解像顕微鏡とは

超解像顕微鏡とは，従来の光学顕微鏡に比べ

て高い空間分解能をもつ顕微鏡の総称である．
従来の光学顕微鏡の空間分解能は光の波長の半
分程度と言われており，可視光の波長が400～
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抄 録
近年，光学顕微鏡の解像力向上のための技術開発の進展が著しい．それらは超解像顕微鏡と呼ばれ，

特に，蛍光顕微鏡における開発が進んでいる．そのうちいくつかは普及が進んでおり，今後，生物学，
医学，および治療／診断への応用が期待されている．超解像顕微鏡には様々な種類があり，各顕微鏡に
おける原理，また特徴も大きく異なっている．そのため，それらを今後利用していくためには，使用方
法だけでなく原理の理解も重要になる．本稿では，代表的な超解像顕微鏡の原理について紹介し，それ
らの技術の病理診断への応用の試みについて最近の研究例を報告する．
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Abstract

Therecentdevelopmentforimprovingthespatialresolutioninopticalmicroscopyhasenabledus
toresolvesamplestructuresbeyondthelimitbythewavenatureoflight.Especially,thedevelopment
hasbeenachievedforfluorescencemicroscopy,andtheapplicationsinbiologyandmedicinehavebeen
emergingafterthecommercializationofthemicroscopes.Therearedifferenttypesofsuper-resolution
microscopy,andunderstandingtheprincipleisessentialtoapplythetechniquestoproperapplications.
Inthisarticle,Iwouldliketointroducetheprincipleofthetechniques,perspectivesandtherecent
reportsrelatedtomedical,especiallydiagnosis,applicationsofthesuper-resolutiontechniques.
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700nmであるので，1μmよりも少し小さな構
造までしか光学顕微鏡では観察できない．これ
は光の波動性によるもので，光の干渉，また回
折の効果が，この限界を超えて空間分解能を向
上することを妨げてきた．1870年頃にアッベ
が提案した結像理論により空間分解能の限界が
明らかになり，その後，多くの種類の光学顕微
鏡も同様の限界を持つことが示された．近年に
報告されたいくつかの超解像顕微鏡は，この光
の波動性により制限されることなく空間分解能
を向上することに成功し，その代表的な技術は
2014年のノーベル化学賞を受賞している．
光学顕微鏡は基礎医学から診断，治療を含む

医療にまで広く普及しており，その発展は，従
来技術では観察できなかった情報をもたらして
くれる．そのため，現在急速に発展している超
解像顕微鏡技術が医学・医療の現場に導入さ
れ，その発展に寄与することは想像に難くない．
従来手法を発展させるだけでなく，それらを破
壊する全く新しい技術，概念をもたらすことに
なるかもしれない．
本稿では，まず超解像顕微鏡技術がどのよう

なものかについて，原理と応用例を簡単に紹介
する．超解像技術の医療応用については，まだ
まだ例が少ないが，この数年に報告された研究
例を紹介するとともに，今後の展望について述
べる．

蛍光顕微鏡とその限界の突破

光学顕微鏡には多くの種類があり，その全て
において光の波動性の限界を超えることに成功
した訳ではない．現在最も進歩が著しいのは，
試料中の発光体の分布を観察する蛍光顕微鏡で
ある．ほとんどの場合，試料内の蛍光物質（多
くの場合は蛍光分子）を光（励起光）で照明し，
それを吸収したのちに生じる蛍光発光で画像を
つくる．この蛍光顕微鏡には，おおきくわけて
二つの画像構築の方法があり，ひとつが広視野
顕微鏡，もうひとつがレーザー走査顕微鏡と呼
ばれる．このどちらにおいても超解像の方法が
複数提案されており，蛍光物質を巧みに制御す
ることで，光の波動性と顕微鏡光学系で決定さ
れる空間分解能を超えた解像力をもたらす１）．
1．広視野顕微鏡
広視野顕微鏡で顕微鏡試料を観察すると，ど

のような小さな発光体（たとえば1分子）で
あっても，ある程度の大きさをもったぼやけた
像として観察される．この理由は，光が波とし
ての性質をもつため，どのようにきつく絞り込
んだとしても波長の半分よりも小さく集光でき
ないことに寄因する．生物試料の場合，蛍光物
質として蛍光色素や蛍光性タンパク質をあらか
じめ観察対象に導入しておき，それを観察する
が，それぞれの蛍光分子が実際より大きく結像
されるため，それらの細かな分布を確認するこ
とができない（図1a）．
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図1 広視野蛍光顕微鏡における結像と1分子検出による超解像法．



では，各蛍光分子を別々に観察すればどうだ
ろうか．同時に観察するとお互いが重なってし
まうが，時間で分けて別々に観察すれば，それ
らを見分けることができる．さらに，図1bのよ
うに，分子がひとつだけ観察されていることが
確実であれば，その中心座標を決定すれば，極
めて高い精度で分子の位置を計測できる．広視
野顕微鏡の超解像法では，このように分子をひ
とつずつ別のフレームに分けて観察し，その分
子の位置の決定を繰り返す方法で画像を構築す
る．これを実現するには，なんらかの方法で蛍
光分子が発光できる状態（on）と発光できない
状態（off）とを繰り返すことが必要になる．こ
の方法は，光スイッチングという方法や，蛍光
のブリンキングのような自発的な明滅現象を利
用して実現される．このような手法はPALM，
FPLAM，もしくはSTORMと呼ばれ，2006年に
独立した複数のグループから報告された２‐４）．特
に蛍光性タンパク質を用いる方法がPALMと呼
ばれ，蛍光色素を用いる方法がSTORMと呼ば
れ区別されているが，観察原理は同じである．
PALM/STORMの空間分解能はいかに精度良

く個々の分子の位置を計測できるかによって決
定される．信号対雑音比が高い，すなわち分子

ひとつから検出される蛍光光子の数が多いほ
ど，位置決め精度が高くなり，その空間分解能
はλ/√N（λ：波長，N：光子数）程度となる．
通常，数千ほどの光子が観察されるため，波長
の数十分の1（数十nm）の空間分解能を達成で
きる．
広視野顕微鏡には他に，構造化照明法と呼ば

れる超解像技術がよく知られている５）．この技
術は従来の広視野顕微鏡に比べて約2倍程度の
空間分解能の向上と，奥行き方向への空間分解
能をもたらす．構造化照明法では，モアレとい
う効果を利用する．モアレは細かな縞を重ねる
と，その縞より大きな縞のパターンが現れる効
果である．微細な縞状のパターンをもつ光で試
料を照明すると，試料の細かな構造が大きな構
造に変換（モアレ効果のため）されて観察され
る（図2b）．この状態では，観察像はもとの試料
構造とは一致しないが，細かな構造の情報は観
察像に含まれているので，画像処理によってこ
の細かな情報を抽出する（9～15枚程度画像を
取得して，構造情報をフーリエ空間で抽出し，
連結させる．一様照明ではこの情報が含まれな
い（図2a））．上記のPALM/STORMと比べると
空間分解能は高くないが，照明法の工夫のみで
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図2 一様照明と構造化照明とにおける結像の違い．構造化照明ではモアレの効果により構造情報が画像に記録され
るが，一様照明ではその情報は失われてしまう（顕微鏡の空間分解能の制限による）．



空間分解能を向上でき，また従来から使用され
て蛍光色素のほとんどを利用できるため，様々
なタイプの生物試料の観察に利用されている．
2．レーザー走査顕微鏡
共焦点顕微鏡や2光子励起顕微鏡は，レー

ザー走査顕微鏡の代表例である．上記の広視野
顕微鏡と違い，レンズによる結像の効果を利用
せず，対物レンズでレーザー光を試料に絞り込
んで照明し，その集光スポット内で発生する蛍
光の強度を観察する．これだけでは画像をつく
ることができないので，レーザー集光スポット
を試料内で移動（走査）しながら，蛍光の強度
を測定していき，試料内の蛍光強度の分布，す
なわち蛍光像をコンピューター上で再構築する

（図3a）．このため，レーザー走査顕微鏡の場合
は，いかにレーザー集光スポットを小さくでき
るかが空間分解能を決定し，その限界はやはり
光の波動性により制限されている．
レーザー走査顕微鏡における超解像観察で

は，検出する蛍光発光の範囲を狭めるにより空
間分解能を向上する．レーザー集光スポットの
サイズが小さくできないのならば，発光の範囲
を小さくすればよい．これを実現する方法とし
て知られているのが誘導放出を利用した方法

（STED）である６）．誘導放出とは光を吸収した
分子に，さらに光を照射し，分子を強制的に発
光させる現象である．このときの発光は後から
照射する光と同じ波長となるため，自然に発光

する蛍光（自然放出）と誘導放出による光とは
発光波長で区別できる．STED法では照明ス
ポットの周りにドーナツ状にSTED用の光を照
射し，自然放出で発光する蛍光の領域を狭め
る．この状態で試料を走査することで高い空間
分解能の像を得る（図3b）．STED用の光の強度
を上げると，自然放出での発光領域は狭まるた
め，空間分解能の理論的な限界は無い．しかし，
実際には試料の損傷により照射可能な光強度に
限界があるため，実用的な空間分解能は40nm
程度までである．STED顕微鏡はレーザー走査
型のため，レーザー走査を速度を大きく出来れ
ば時間分解能を向上できる．実際の速度は蛍光
の信号量に依存するが，十分に明るい試料であ
ればビデオレートでの観察も可能である．

上記のように多くの超解像法が提案されてお
り，それらのほとんどは蛍光顕微鏡である．基
礎医学，生物学研究においては様々な応用が容
易に想像できるが，医療，診断となると現時点
では応用は限られる．しかし，病理診断におい
ては免疫組織化学により染色し，細胞質や核，
また最近ではマーカー分子／タンパクの分布を
観察する機会が多く，また術中の組織診断，ま
た分子標的の検出等，蛍光法の活躍の場が増え
てきた．以下，あまり多くはないものの，現時

超解像顕微鏡の医療／
診断応用にむけて
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図3 レーザー走査蛍光顕微鏡による観察像の形成とSTEDによる超解像法．



点で，より医療の現場に近いところで超解像顕
微鏡の応用の試みについて紹介する．
超解像顕微鏡は高い空間分解能をもつことが

特徴であるため，これまで電子顕微鏡で行われて
きた診断への利用がまず考えられる．その例と
して多く報告されているが腎疾患組織の観察で
ある．2013年頃から，上記のSTORM,STED顕
微鏡，構造化照明顕微鏡が用いられ，糸球体濾
過障壁付近の微細構造やタンパク質分布（agrin,
integrin,laminin,collagen,podocin,nephrin等）
の観察例が，報告されている７‐１０）．例として，図4
に，従来の顕微鏡（広視野蛍光顕微鏡，WF）お
よび超解像顕微鏡により得た微小変化群（MCD），
および正常な組織（Control）の観察像を示す１０）．
超解像顕微鏡では，糸球体基底膜の微細構造が
はっきりと観察されている．これらの報告で
は，ネフローゼ症候群で見られるポドサイトの
足突起消失の超解像顕微鏡の観察が有用な例と

して紹介されている９）１０）．また，podocin，nephrin
を染色した切片をSTED顕微鏡より観察するこ
とで，Heymann腎炎でみられるスリットダイ
アフラグムの形状変化（動物モデル）の観察に
成功している８）．これらの腎疾患組織の顕微観
察には電子顕微鏡が用いられてきたが，光学顕
微鏡でこれが可能となれば，試料作製や観察時
間の短縮や設備コストの削減が期待できる．
タンパク質や遺伝子マーカーの利用は近年癌

診断の分野で進んでおり，超解像顕微鏡の高い
解像力が今後活用されると期待できる．これま
でには，ミトコンドリアタンパク質を染色して
STED顕微鏡で観察した例，また良く知られてい
るHER2遺伝子の増加もSTED顕微鏡，STORM
を用いて従来の蛍光顕微鏡により観察されてい
る１１）１２）．図5は，従来の蛍光顕微鏡およびSTORM
により観察したFISH法により染色した乳癌細
胞におけるHER2遺伝子（赤）とCEP17（緑，セ
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図4 従来の顕微鏡（広視野蛍光顕微鏡，WF）および超解像顕微鏡により得た微小変
化群（MCD），および正常な組織（control）の観察像．nephrinを蛍光染色．スケー
ルバーは10μmを示す．文献10より抜粋．



ントロメアの部位）の分布を示している．診断に
はそれぞれの蛍光スポットの数の比（HER2/
CEP17）が利用されるが，超解像観察ではこれ
をより正確に行うことができると期待される１２）．
多くの病理診断では，低倍率での顕微鏡観察

が行われることが多く，上で紹介した超解像顕
微鏡の高い解像力が不要である場合がほとんど
である．しかしながら，新しい顕微鏡観察技術
は，従来の手法では見つけられなかった試料の
違いをより明確にできるため，応用研究として
は今後も進めて行くべきであろう．超解像顕微
鏡に関しては，一分子の計測や非常に正確な光
の制御技術が必要となり，現場での利用に適し
た装置の開発が求められる．内視鏡への超解像
顕微鏡の組み込みに向けた基礎技術の開発も試
みられており１３），これらの研究が実を結べばさ
らに多くの場面での活躍が期待できるであろ
う．

おわりに：光技術を超えて

超解像顕微鏡は一見すると「顕微鏡」技術に
思えるが，実は空間分解能の向上の鍵となった
のは蛍光分子の応答である．すなわち，超解像
観察顕微鏡の実現には，光技術だけではなく，
分子レベルでの計測や制御が重要であった．こ
の点に着もするとなぜ超解像顕微鏡の開発に
ノーベル「化学」賞が贈られたのも理解できる．
それでは，生物，すなわち観察対象の方からの

観察技術向上に向けたアプローチは可能であろ
うか．
観察対象の方からは，顕微観察を助けるよう

な試料作製の工夫がなされている．その中で，
最近に注目されている技術のひとつに生体組織
の透明化がある１４）．これは生体組織内部での光
散乱を抑え，組織内の屈折率を一定とする技術
である．組織内部の観察を可能する技術として
開発されたものであるが，試料を透明化すると
超解像顕微鏡での観察も容易になる１１）．超解像
には限らないが，多くの組織切片を透明化し
て，それらを3次元観察した例が報告されてい
る１５）．他には，生体組織を膨張させ，それを従
来の共焦点顕微鏡で観察することも提案されて
いる．病理診断に向けた試みが報告されてお
り１６），このような超解像技術および3次元観察
技術が病理診断，また医学の発展にどのように
貢献していくか技術開発の観点からも興味深
い．
蛍光法も利用が増えたとは言え，日常的には
HEや酵素抗体法により染色された切片を用い
た診断がほとんどである．これらの標本は色素
への光吸収を利用して観察される．しかしなが
ら，超解像法のほとんどは蛍光試料の観察のた
めに開発されている．光吸収観察における超解
像法が登場すれば，従来の診断に新しい付加価
値をもたらすことができるかもしれない．また，
ラマン散乱等を用いた無標識での観察技術も急
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図5 従来の顕微鏡（広視野顕微鏡）およびSTORMで観察されたFISH染色の乳癌細
胞．赤，および緑は，それぞれHER2，およびCEP17の分布を示す（超解像観察
はHER2のみ）．STORM観察ではHER2遺伝子の増幅が明確に確認できる．ス
ケールバーは3μmを示す．シスメックス株式会社岡田昌也氏，岩永茂樹氏からの
提供．



速に発展しており１7），診断，医療応用に向けた
新しい光学観察技術の開発が今後も進むものと
期待する．本稿作成にあたり超解像顕微鏡の医
療／診断応用について議論させていただいた京

都府立医科大学の原田義規博士に深く感謝す
る．

開示すべき潜在的利益相反状態はない．
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