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To realize molecule imaging,detectors have to be combined with a suitable microscope and an
 

illumination system.Once the configuration is setup,the detectors must visualize single photon
 

events without any noise and with a reasonable time frame.We have developed several new
 

detection systems to explore a new direction of high speed, efficient and low noise molecule
 

imaging which investigates molecular dynamics in living cells.
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生体内における機能分子が生体をどう動かしているのか

を解明するため ，あるいは，基板表面上に配置した新た

な機能分子を用いた情報処理への応用 においても，1つ

1つの分子を見ながらその挙動を観測し，機能の変化を計

測していかなければならない．分子イメージングには，以

下にまとめる蛍光色素染色による顕微鏡ベースでの観測

と，走査トンネル電子顕微鏡，原子間力顕微鏡，近接場光

学顕微鏡などの探針型顕微鏡による直接観測と，ポジトロ

ン放出トモグラフィー（PET）などのようなマーカー技

術を介して検出する技術などが含まれている．本稿では，

分子の構造を超高解像で観測するためのプローブ顕微鏡技

術の最近の状況を眺めながら，二次元画像解析による分子

イメージングの新たな展開に関して報告を行う．

1. 分子をみる

走査トンネル電子顕微鏡 (STM)と光ファイバー型探針

を用いることで，超高解像度のSTM 分子イメージング

と単一分子からのトンネル電子励起による発光 を検出す

ることが可能であるが，この超高解像STM 技術は，生体

に直接応用することが困難である．

そこで，高解像度の顕微鏡を用いて，生体中で蛍光マー

カーを付加した分子の位置と挙動を観測する．蛍光を用い

た分子イメージングには，いくつかの要素技術の発展が不

可欠である．高い開口数（NA）を有する顕微鏡，エバネ

セント照明法，そして得られた分子からの信号を検出する

検出器，さらには得られたデータから必要な生体情報を取

り出す画像解析技術 である．船津ら は，エバネセン

ト照明を生体の観測に応用し，1つのブレークスルーを与

えた．さらに，目標の分子を見つけるための蛍光マーカー

技術の発展も重要である．自己発光できる緑色蛍光タンパ

ク（GFP）とカドミウム・セレンなどの微小粒子を用いた

「量子ドット」発光体による蛍光マーカーの発見と量産に

より，見たいタンパク分子にこの蛍光マーカーを取り付け

ることで，単一分子の位置の特定を容易にした．図1に

は，マウスの細胞をアクリジン・オレンジで染色し，一般

の落射照明による顕微鏡観測の場合と，エバネセント照明

による観測における画像の差を示した．ここでは，後述の

電子打ち込み型のCCDカメラを用いている．図の中央に

それぞれの照明の方法を示している．NAが 1.2～1.4程度

の液浸型高倍率の顕微鏡において，レンズの中央を通して

試料を照明した落射照明では試料全体からの蛍光が映され

る．これに対し，対物レンズのエッジを通して照明をする

ことで，プレパラートのガラス面で照明光が全反射をおこ

し，試料側にエバネセント場が染み出し，この近距離の照

明によってプレパラートの近傍の分子のみが観測されてい

る．このエバネセント照明は，分子のさまざまな挙動を明

らかにするのに多大な影響を与えた．

2. 高感度画像計測装置

分子イメージングでは，光検出器に求められる性能は，
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高い量子効率（光を電子に光電変換する効率）と，画面全

体にわたる低雑音性能，さらには高速の読み出し速度であ

る．筆者らは，このような検出技術への要求に対し，古く

からある光電子増倍管の技術と固体素子の技術の融合を図

り，新たな検出器の展開を目指している．

2.1 EBと EM 型 CCDカメラ

図2には，電子打ち込み型（electron bombardment:

EB）と電子増倍型（electron multiply:EM）CCDカメラ

の動作原理を示している（浜松ホトニクス株式会社ホーム

ページ参照：http://jp.hamamatsu.com/）．まず，左の図

が，光電面とCCDカメラ・チップを真空容器に封入した

EB-CCDである．光電面に入射する微弱な光を光電子に

変換し真空中に放出させ，これを光電面とCCDチップの

間に印加した高電圧で加速する．3 kV程度の電圧で加速

された電子は，背面照射（BT）型のCCDチップに入射

し，短距離で3 keVのエネルギーを放出し，1個の光電子

に対して最大平均450個の二次電子を生成する．この増倍

された電子は拡散によってCCDの画素に入り，画像情報

として逐次読み出しされることになる．その際，光電面の

波長感度を選択することによって，さまざまな蛍光波長に

対応は可能である．ここでは，ガリウム・ヒ素・リンから

なる半導体光電面を用いた場合の波長感度分布も示してい

る．500 nmの緑の領域が最も量子効率が高い光電面であ

り，入射した2個の光子のうち1個は電子に変換できる

50%の量子効率を達成している．

一方，EM-CCDカメラは，図2の右に示したように，

CCDの電気信号出力部位に電子を増倍する構造を追加し

ている．およそ400段の電子増倍構造部を有しており，1

段では，電子の増倍は1～2%程度しかないものの，400段

の増倍部を設けることで，最大2000倍の増倍率に達する．

この固体電子増倍過程においては，通常のトランジスター

による増幅と異なり，増幅雑音が非常に低いことが特徴で

ある．このEM-CCDカメラでは，固体素子であることの

メリットとして，入射光量に対する広い計測ダイナミック

レンジを達成し，焼き付きもおこらないという特徴があ

る．さらには，感度の空間均一性も高く，1000×1000の

高解像度素子なども準備されている．

さて，図2に示した素子はいずれもCCDカメラであ

り，その動作原理から，電気信号の転送速度には制限があ

り，1秒間に30フレーム画像以下の転送速度となってい

る．分子イメージングにおいて，分子の挙動が高速である

場合には，このCCDカメラの観測速度が律則になる．

2.2 インテリジェント・ビジョン・システム

浜松ホトニクスでは，光コンピューターあるいはロボッ

トの目として機能するインテリジェント・ビジョン（I.V.）

システムの開発を，東京大学と共同で進めている．I.V.-シ

ステムは，個々の画素から並列に信号を取り出し，カメラ

内の演算機能によりリアルタイムに演算を行うという並列

読み出し・並列演算処理機能内蔵型の素子であり，画像を

一度にコンピューターに取り込み，膨大な情報量をもつ高

速画像をカメラ内演算機能で処理して，結果のみを出力す

ることができる素子である．この I.V.-システムでは，1

画素を3分割して，そのうちの2つの信号出力を画像の縦

方向と横方向の積算輝度プロファイル解析用に用いてい

る ．その結果，どの部分が輝度として高いのかを毎秒

1600フレームの速度で解析でき，その輝度分布に合わせ

て画像の部分読み出し（全体像から局所を切り出して，そ

の部分のみの画像計測を行う方法）を行い，より高速な画

像のトラッキングを可能としている．例えば，512×512画

素の全画素読み出しモードでは250 fpsのフレーム転送速

度であるが，128×128画素の部分読み出しモードでは

2400 fpsの速度が実現されており，読み出し位置を1フレ

ームごとに制御できる．その高速性から，すでにロボット

の目としての応用に成功し，ロボットのもつ高速な機械的
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図 1 マウスβ細胞株MIN6細胞の分泌顆粒を蛍光色素アク

リジン・オレンジで染色し，これを筆者らのEB-CCDカメ

ラで観測した．左図は，下図における
EB

ネセント照明にお

ける観測．右図は，落射照明における観測．

図2 電子打ち込み（

（E

）型とその光電面感度および電子

増倍 メラM）型CCDカ 作原の動 ．図理
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なアクチュエーターの速度に合わせた画像処理を可能とし

ている （「ビジョンチップ応用の新展開」）．時速160 km

の野球のボールをバットで打ち返すことも可能なほどの，

ボールの認識とその軌跡解析性能を誇っている．

当社は，この I.V.-システムを画像増倍管（I.I.）と組み

合わせることで，微弱な発光対象の高速トラッキングを達

成しようと考えている ．

図3には，I.I.と I.V.-システムをレンズ結合した微弱光

の画像化装置の構成を示している．この系を用いて，I.I.

における電子増倍部であるマイクロ・チャネル・プレート

への印加電圧を調整して電子増倍率（ゲイン）を変えたと

きの，グレースケール像の様子を図の右に示した．ゲイン

が高い領域では，光子の統計ゆらぎである量子雑音が支配

的になってくるのがわかる．このような高感度な I.I.の特

徴と，I.V.-システムの特徴である高速性を併用すること

で，例えば，図3の下に示した高速で移動する車のおもち

ゃのナンバープレートのトラッキングなどを容易に観測で

きることをデモしている．分子の高速な移動のトラッキン

グや高速フォトンカウンティング応用が可能になるものと

思われる．

以上のように，分子イメージングは，多くの新たな技術

と素晴らしいひらめきによる手法の開拓によって，生体機

能や情報処理のための分子観測とそのダイナミクスの解明

に力を発揮しつつある．生体分子のダイナミクスのひとつ

であるエネルギー移動の機構も，蛍光共鳴エネルギー移動

(FRET）法と最近開発を進めた冷却型3管式のCCDと

を組み合わせることで，明らかになりつつある．生体は何

億もの細胞が共同作業することで一定の生命活動を保って

いるが，その細胞内の分子も生命活動を実際に担う重要な

パーツであり，その動きを詳細に，かつ高速に認識するこ

とで，生命活動そのものの可視化ができるはずである．筆

者らの光検出技術は，微力ではあるが，その解明に役立て

れば幸いである．検出器の高感度化，高速化，高解像度化

の努力は，これからもさらに続けていくつもりである．
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図3 画像増倍管とインテリジェント・ビジョン・システム

を用いた高速画像化装置．
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