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　SPIEフォトニクス・ウェスト2018の
期間中、3つある生体医学光学シンポ
ジウム（BiOS）の総会のひとつにおい
て、独マックス・プランク研究所（Max 
Planck Institute）のシュテファン・ヘル
氏（Stefan Hell）は、遠視野の光学超分
解能顕微鏡法（別称、蛍光ナノスコープ
法）の新たな可能性となるコンセプトに
ついて議論した。ヘル氏は言うまでも
なく、2014年ノーベル化学賞の受賞者
の一人である。新たなコンセプトであ
る MINFIELD（1）、MINFLUX（2）、
DyMIN（3）は、超分解能技術が分子分
解能に到達するまでの障壁を克服する
よう設計されたものだ。
　ヘル氏の功績で知られる誘導放出抑
制（STED）蛍光顕微鏡法は、分子放
射をサブ回折サイズの領域に限定する
ドーナツ状の光ビームを用いて分子の
蛍光を連続的にオフ（またはオン）にす
ることで、隣接する分子を識別できる。
この手法の発見は興奮すべきものだっ
たが、標本の光褪色を早めてしまうた
めに制約があった。
　STEDでは、光活性のあるプローブ
を連続的にスイッチングさせる他の超
分解能法と同様、光強度がしきい値に
届くか超えるときに分子は蛍光を発し

（または発せず）、光強度が低いところ
では反対の状態になる。蛍光から非蛍
光状態に分子がスイッチするとき（また
はその逆）には、しきい値を超える強度
パターンの最大値を必要とする。その
最大値は分解能と相関し、サブ回折ス
ケールでは必要とする光強度が大きく
なる。最高分解能に到達することは、
高い光強度を意味する。イメージ作成

では、分子が蛍光能を失うまで、最大
強度で標本中の各分子を露光させる。
低い光強度で分子が識別できるほど離
れているところでは、高い光強度は必
要ない。
　そこで、新たなコンセプトが生まれ
つつある。

より狭く走査する
　ドーナツの頂点部分にあたる高い光強
度は蛍光スイッチングに必要はないとい
う事実を利用するのがMINFIELDだ。
その名の通り、MINFIELDは、サブ回
折サイズ領域の走査を制限することで、
蛍光能の損失を軽減させる（図）。スイッ
チングに必要な低強度のみに分子を露光
させることで、MINFIELDは強度の高
い有害な状態への遷移を大きく避ける。

　ヘル氏らのチームは、光褪色を100倍
軽減したことを示した。そして、従来の
走査では十分なシグナルを得ることがで
きなかった条件で、細部の分解能を
25nm以下にできた。シグナルが強いほ
ど記録時間も速くなるため、MINFIELD-
STEDが生命科学アプリケーションの新
ラインになりえると予測されている。

最小の光子束
　連続的なスイッチングによって隣接す
る分式を識別できるものの、空間的な配
置はわからない。これは超分解能イメー
ジングで必要なもう1つの要素である。
　超分解能イメージング技術は、空間
的配置をどのように同定するかという意
味で2つの立場に分かれる。STEDのよ
うな座標目標アプローチと可逆的飽和・

光子を巧みに用いて
ナノスコープを向上させる

超分解能の蛍光顕微鏡法
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ドーナツ状のSTEDの焦点ビームは、
中心で焦点領域から強い光を排除させ
ることで、エリア内のみの分子が蛍光
を発する。しかし、最大光度が強いた
めに標本は光褪色を起こし、STEDビ
ームの波長の半分以上に光が分散す
る。MINFIELDは、回折限界以下の
エリア（ドーナツの中心あたり）に視野
像を制限する。ここでは、ビーム強度
はより抑えられている。そのため、よ
り高い分解能で蛍光シグナルを取得で
き、光褪色も大きく抑えられる。（提供：
マックス・プランク研究所）
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切替性光学蛍光遷移（RE-SOLFT）で
は、光パターンの最小強度の位置を制
御する機器によって放射位置を特定で
きる。もう1つの方法として、光活性
化局在性顕微鏡法（PALM）と確率的
光学再構築顕微鏡法（STORM）のよう
なアプローチでは、蛍光回折パターン
の重心を検出するカメラを用いて放射
位置を推定する。重心ベースの方法で
は約5nmの正確性が示唆されるが、
さまざまな因子がこの目標を困難なも
のにしている。
　MINFLUXは、分子と（最小の）放射
束を組み合わせるというコンセプトだ。
　MINFLUX は PALM と STORM と
同様、蛍光分子の確率的なスイッチン
グに依存するが、STEDのようにドー
ナツ状の励起ビームを使用して放射体
を位置付ける。局所的な最小強度の励
起光を用いて放射体を探査する。最小
放射点を見つけることで、ナノスコー
プ法に必要な光子数を減少させる。
1nmオーダーの精度達して6nmの分
解能を得るために必要な蛍光光子の数
を22分の1以下にできると研究者は報
告している。
　1分子トラッキングのために、MIN-
FLUXは空間分解能と1トレースあた
りの局在化の数を100倍向上させた。
理論上の限界には到達していないた
め、このモダリティが「生きた細胞や
それ以外におけるミクロ分子のダイナ
ミクス、分布、構造を観察する新境地
を切り開くだろう」と研究者は期待し
ている。

適応照明
　MINFIELD が STED や RESOFLT
などの座標目標アプローチをサポート
するために設計されたように、標本の
完全な状態をさらに維持するようなコ
ンセプトを一般化して拡張するものが

動的強度最小（DyMIN）だ。これは、
希望する分解能で特定の構造的特徴を
イメージするために適切な光になるよ
う、動的に適応する。
　回折限界以上に隣接する2つの蛍光
分子を識別したいとしよう。DyMIN
は蛍光分子からのある距離において、
共焦点の分解能で走査を始める。ガウ
ス励起スポットの側面が蛍光分子に到
達するにつれ、検出されるシグナルは
増大する。DyMINは、蛍光分子が「オ
フ」となり、分解能を高めるのに十分
な光となるよう強める。蛍光分子が別
の走査位置で再度放射すると、照明が
再び増大する。STEDビームが目標の
分解能に一致し、2つの蛍光分子が分
かれて存在するように見えるまで再度
実行する。DyMINはその後、蛍光分
子が密集していないエリアに移動する
につれて強度を弱める。
　各ピクセルまたはボクセルをイメー
ジするごとに光強度を調整すること
で、DyMINは蛍光分子が見つかった
ときに準分解能で「隣接している」と
して蛍光を記録する。そして、隣接サ
イズと、イメージングした構造をマッ
チングさせる。研究者は、DyMINは
一般的なバイオイメージングの条件に
おける走査領域で光量を約20分の1、
2Dと3Dサンプルで100分の1以下に
低下できると示している。光褪色のリ
スクが低くなるだけでなく、シグナル、
コントラスト、分解能が向上するとい
う利点も含まれている。より明るいイ
メージを30nm以下の分解能で得るこ
とができる。　  （Barbara Gefvert）


