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INVITED REVIEW

はじめに

近年， 顕微鏡技術の発展に伴い多くの生物学的知

見が得られてきた． 例えば， 全反射蛍光（TIRF）顕微

鏡を用いれば， エバネッセンス領域での1分子イメージ

ングが可能であり， 分子の局在や挙動を追跡すること

が可能である（Axelrod, 1981, Funatsu et al. 1995）． 一

方で， 植物細胞では試料がカバーガラスに密着してい

ないことが多く， また細胞壁が厚いため， 植物細胞の

TIRF顕微鏡によるエバネッセンス領域での観察は困難

であることが多い． しかし， 斜光照明を用いることで，

細胞表層の分子の挙動の観察が可能である（Konopuka 
and Bednarek, 2008）．
この観察方法を用いて， 細胞表層の特定の領域（局

所）における分子の挙動や構造変化をライブイメージング

で観察していると， 細胞の全体（大局）像が同時には観

察できない． その為， 局所での変化が， 実際に細胞の

どの現象と対応しているのか判定できない． 既存の顕微

鏡用いて局所と大局を並行して観察する場合，局所と大

局の観察を切り換える度に，対物レンズおよびそれに適

するイマージョンオイルを交換し，顕微鏡のステージの位

置やフォーカスをなるべく早く調整して記録する必要があ

る． しかし，それでは時間がかかりすぎて実用的でない．

そこで， 対物レンズの交換なしに， 細胞表層の局

所における分子の挙動の観察と並行して， 細胞全体

がどのような状態か観察できる“局所 ・ 大局ライブイ

メージング顕微鏡システム（Global-Local Live Imaging 
Microscope System, GLIM System）” を開発した．

GLIMシステムでは， 大局観察で局所観察の像をズー

ムアウトした像よりも広視野が捉えられるように工夫を行っ

ているのが特徴である．
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要旨 ：細胞分裂時に細胞の特定の場所（局所）における分子の挙動や構造変化をライブイメージングで観察していると， 
細胞の全体像が同時には観察できない． その為， この局所での変化が， 実際に細胞分裂のどの現象と対応してい

るのか判定できないことがある．そこで，私たちは細胞表層の局所における分子やオルガネラの挙動の観察と並行して， 
細胞全体がどのような状態か観察できる “局所 ・大局ライブイメージング顕微鏡システム（Global-Local Live Imaging 
Microscope System, GLIM System）”を開発した． 本総説ではGLIMシステムの概要と， 実際に数種の植物細胞に

ついてGLIMシステムを用いた応用例を紹介し， 今後のGLIMシステムの展望について考えたい．  
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GLIMシステムの概要　

図1で示すように，GLIMシステムは1台の顕微鏡に，

細胞全体を記録（大局観察）するためのガルバノ式の

共焦点レーザー光学系（光学系 I）と， 細胞表層の特定

部位の記録（局所観察）のためのEM-CCD光学系（光

学系 II）の二つの光学系を装備したシステムである（図

1）． 光学系 IIには拡大レンズを挿入することが可能で

あり， 光路を切り換えることで， 対物レンズの交換無し

に， 局所観察と大局観察を並行して行うことができる．

光路やフィルタの切り換え， 光源のON/OFFをスムーズ

に行うため， 制御用ソフトウェアを開発し， それをイン

ストールしたコンピュータでGLIMシステムを制御した．

局所観察用のEM-CCD光学系にはEM-CCDカメラを

使用して観察できる光学系である全反射蛍光（TIRF）
システム（図1A, D）またはニポウディスク式共焦点レー

ザースキャニングシステム（図1B, C）を採用し， 1分子

レベルでの解析も可能な局所画像を取得することを可

能にした． 大局観察では， 広領域をレーザー走査する

ことで， EM-CCD光学系において透過光観察を行った

場合に得られる像の17倍の広視野の画像を取得するこ

とが可能である（図2A, B, E, F）． 蛍光観察の場合は実

用性から考えると， カメラの前に装着する拡大レンズは

x4が限界で， 大局観察で局所観察の6.8倍（図2C, D）

図1　GLIMシステムの概要． GLIMシステムは2つの光学系を装備しており， 顕微鏡内部の切り換えスイッチにより切り換えること

ができる． 光学系 Iでは大局（細胞全体）像を， 光学系 IIでは局所（細胞の特定領域）像を記録することができる． 光学系 IIには

x2.5～x10の拡大レンズやズームレンズを挿入することができる． AはGLIMシステムの基本型であり， 光学系 Iはガルバノ式の

共焦点レーザー光学系，光学系 IIはTIRF光学系となっている． B-Dは汎用型であり，スペクトルイメージングシステムやニポウディ

スク式共焦点レーザーシステムを組み合わせた構成である． 私たちはCとＤの構成を現在使用している．

図2　GLIMシステムによるミクロメータ（A, C, E）とケイ藻（B, D, 
F）を使用した局所像と大局像の視野の比較像． 図は各条件

での最大視野を示している．  （A, B）光学系 Iで撮影した大局

像． （C-F）光学系 IIで撮影した局所像． ミクロメータはx20，
ケイ藻はx100の対物レンズを用いて撮影した．拡大レンズはC, 
Dではx4.0, E, Fではx10を使用している． x4.0の拡大レンズ

を用いた場合では大局像に比べ6.8倍， x10を用いた場合は

17倍の局所像が得られた． Bar = 5 μm.
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の視野が最大であった． また， ステージのZ軸をコント

ロールすることができるので， 焦点面の異なる領域を交

互に観察することも可能である． 大局観察と局所観察

の並行観察は， それぞれ1コマの撮影であれば最速で

1サイクル30秒で繰り返すことが可能であり， 大局観察

ではZ-stackでの撮影， 局所観察ではリアルタイムレー

トでの連続撮影も可能となっている．

GLIMシステムを用いた植物細胞の観察

1． オオムラサキツユクサ（Tradescantina virginiana）の

雄しべの毛の細胞の観察

GLIMシステムは大局および局所撮影において微分

干渉による透過像の観察， 蛍光観察を自由に組み合

わせることができる． オオムラサキツユクサの雄しべの

毛の細胞の観察においては， 対物レンズはx60の水浸

レンズを用い， 光学系 I， 光学系 II共に微分干渉光学

系とし， 光学系 Iでは細胞の全体像を， 光学系 IIでは

細胞表層領域の観察を行った． 光学系 Iでは6つの異

なる焦点面において撮影を行い， 光学系 IIでは10秒
間リアルタイム撮影を1分間隔で2時間以上並行して行っ

た（図3）． 観察の結果， オオムラサキツユクサのおし

べの毛の細胞の分裂の様子と， そのときの細胞表層で

の小さい顆粒の動きを捉えることができた． 得られた局

所観察のデータから細胞表層における4-5個の顆粒の

動きを200 msおきに各時点でトレースした． トレースし

たXY座標上の位置の変化から平均二乗変異を求めグ

ラフを作成し， その平均二乗変異のグラフから拡散係

数を10分間隔で求めた． その結果， 分裂前期では拡

散係数は大きい値を示したが， 分裂中期にさしかかる

と拡散係数の値は小さくなり， 中期以降はやや増加し

たものの前期のときほどには回復しなかった． この結果

は細胞表層における顆粒の運動が分裂中期になると低

下したことを示している． GLIMシステムを用いることで，

顆粒の運動変化がどの時期に生じたか， 約1分の分解

能で同定することが可能となった．

2． タバコ（Nicotiana tabacum）BY2培養細胞の観察

次に私たちはGLIMシステムを用いて， GFP-クラス

リン軽鎖（CLC）を発現するタバコBY2培養細胞の細胞

分裂過程の細胞全体の様子と， 分裂面挿入予定領域

の細胞表層でのGFP-CLCシグナルの動態変化につい

て， 並行タイムラプス観察を行った． 植物の細胞分裂

における分裂面挿入位置へのメモリー蓄積にはクラスリ

ン依存のエンドサイトーシスが関与することが， 電子線

トモグラフィーを使った研究からわかっている（Karahara 
et al. 2009）． ライブイメージングで植物細胞の分裂過

程におけるクラスリン動態を詳細に解析できれば， 分裂

面決定機構解明の一助となると考えられる． BY2細胞

の観察には， 対物レンズはx100の油浸レンズを用い，

光学系 Iは微分干渉光学系とし細胞の全体像を， 光学

系 IIではニポウディスク式共焦点レーザースキャニング

システムにより細胞表層領域のGFP-CLCシグナルにつ

いて1分間隔で2時間以上並行して撮影を行った（図

1C， 図4）． 私たちはGLIMシステム制御ソフトウェアの

他に， 得られたデータを解析するソフトウェアも開発し

た． この解析ソフトを用いてGLIM観察から得られた局

所／大局タイムラプス像からキモグラフ（Mineyuki and 
Gunning 1988）を作成し，比較すると同時に解析を行っ

た． その結果， 分裂前中期に核膜が崩壊すると同時

に細胞表層のGFP-CLCシグナルは減少し， その後，

細胞板が細胞の中央部分に出現した直後から， 細胞

表層の分裂面挿入予定位置にGFP-CLCシグナルは密

図3　GLIMシステムによるオオムラサキツユクサの雄しべの毛

の細胞の観察像． GLIMシステムで2時間以上1分間隔で記

録したもののうち， 1サイクルで得られるイメージを示している．

（A-C）光学系 Iで撮影した大局像． 6つの異なる焦点面で撮

影した像のうち3つの像を示している． （D）光学系 IIで撮影し

た局所像． 対物レンズはx60，拡大レンズはx4.0を使用した．

矢尻 ： 細胞表層に存在する顆粒． （E）A-Dの撮影のタイムス

ケール． Bar = 10 μm. 
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集した． その一方で， 分裂面挿入予定位置の周辺部

ではGFP-CLCシグナルの密度は減少した．この結果は，

分裂前中期の核膜が破れる段階でエンドサイトーシス

の活性が低下し， その後， 細胞板の形成が細胞中央

部で始まるころに細胞表層の分裂面挿入予定位置にお

いてエンドサイトーシスの活性が急激に高まる可能性が

示唆している． GLIMシステムを用いた観察により， タ

バコBY2細胞において細胞分裂の間の細胞表層にお

けるクラスリン動態の変化について， 細胞分裂の各段

階と正確に照らし合わせて解析することが可能となった．

GLIMシステムの応用

GLIMシステムは低倍率の対物レンズを用いることで，

1個の細胞の事象と多細胞からなる組織（あるいは個体）

全体の発達過程を追跡することができる． 私たちは実

際に緑藻コレオケーテの藻体の全体像と藻体を構成す

るひとつの周辺細胞の様子を並行して記録することが

できた． x40の対物レンズを用い， 光学系 Iは微分干

渉光学系とし藻体の全体像を， 光学系 IIも微分干渉光

学系とし， ひとつの周縁細胞を1分間隔で3時間以上

並行して撮影を行った． その結果， 大局観察では藻

体全体の成長の様子を， 局所観察ではひとつの周辺

細胞内の葉緑体の移動や膜の運動を捉えることができ

た（図5A, B）． また， GLIMシステムはニコン社製のス

ペクトルイメージングシステムと組み合わせて撮影するこ

とができた（図1D， 図5C-F）． FM4-64で細胞膜を染色

したコレオケーテの藻体について， x60の対物レンズを

図4　GLIMシステムによるGFP-CLCを発現するタバコ細胞の

観察像． GLIMシステムを用いて2時間以上1分間隔で記録

したもののうち，1サイクルで得られたイメージを示している．（A）

光学系 Iで撮影した細胞の全体像． （B）光学系 IIで撮影した

Aの破線で囲まれた部分の細胞表層におけるGFP-CLCシグ

ナル． ニポウディスク式共焦点レーザーシステムで撮影した．

対物レンズはx100， 拡大レンズはx2.5を使用した． （C）A, B
の撮影のタイムスケール． Bar = 5 μm.

図5　GLIMシステムによるコレオケーテの葉状藻体の観察像．

（A）光学系1で撮影した藻体全体像． （B）光学系2で撮影し

たAの破線で囲まれた部分の底面部分の局所像． （C）FM4-
64で細胞膜を染色した藻体を通常のディテクタを用いて共焦

点レーザー顕微鏡で撮影した像． FM4-64の蛍光と葉緑体の

自家蛍光の区別がつかない． （D）光学系2で撮影したCの

破線で囲まれた部分の微分干渉像． （E）スペクトルディテクタ

を用いてCの藻体を撮影後， 分離したFM4-64で染色した細

胞膜の蛍光像． （F）Eと同様に分離された葉緑体の自家蛍光

像． A, Bはx40， C-Fはx60の対物レンズを用いて撮影した．

拡大レンズは共にx4.0を使用している． （G）C-Dの撮影のタ

イムスケール． Bar = （A）50 μm， （B-F）10 μm.
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用い，光学系 Iは藻体の全体像についてスペクトルイメー

ジングシステムにより取得し， 光学系 IIは微分干渉光

学系とし， ひとつの周縁細胞を5分間隔で並行して撮

影を行った． FM4-64は葉緑体の葉緑素と近い波長の

蛍光を発するため肉眼や通常のディテクタでは見分け

ることはできないが（図5C）， スペクトルディテクタを用

いることで， FM4-64と葉緑素の蛍光を分離して表示す

ることができる（図5E, F）．GLIMシステムにスペクトルディ

テクタを組み合わせることで， 大局撮影では藻体を構

成する細胞の輪郭と各細胞内の葉緑体の運動を追跡し

ながら， 局所観察で細胞表面の膜や細胞内構造の運

動を記録することができた．

おわりに

私たちは細胞の特定領域と細胞全体を平行観察で

きる顕微鏡システムを開発してきたが， 実際に植物細

胞を観察し， 新たな知見を得ることができたことから，

GLIMシステムが実用に足るということが本研究で示さ

れた． 植物細胞では， 細胞表層が形態形成の場とし

て重要な働きを行っている． 例えば， 間期の細胞で

は， 細胞膜直下を走る微小管がセルロース繊維の沈

着方向を制御し（Baskin 2005）， 分裂前期には分裂準

備帯が形成され， 分裂面の挿入位置制御を行ってい

る（Mineyuki 1999）． この細胞表層での分子レベルで

の形態形成の観察は， GLIMシステムの光学系 IIのよ

うな光学系を用いて広く行われている． しかし， その時

の細胞全体の様子を捉えることができないため， 局所

の事象と細胞全体を比べることが難しかった． GLIMシ

ステムで光学系 Iと IIを素早く切り換えることで， 局所の

分子レベルでの動態変化と， 細胞全体の様子とほぼ同

時に捉えられるようになったことは， 今後植物の細胞レ

ベルでの研究に大いに役立つことが期待できる．

またコレオケーテの観察でも示されたように， GLIM
システムは低倍率の対物レンズを用いることで細胞だけ

でなく多細胞から成る組織や個体と， それを構成する

特定の細胞の挙動についても並行して観察することが

可能であり， 発生生物学の研究においても有用である

と考えられる． 本研究では植物細胞についてGLIMシ

ステムを用いた観察を行ってきたが， 動物細胞でも十

分に利用可能である． むしろ動物の培養細胞であれ

ば， カバーガラスとより密着して観察を行えるので， 植

物細胞に加えデータ取得がしやすい可能性も考えられ

る． またステージ上での培養装置とXY軸方向にコント

ロールできる電動ステージを組み合わせれば， たくさん

の細胞集団全体とそこに含まれるいくつかの細胞の挙

動を並行して記録することも可能となり， 細胞のスクリー

ニング等にも応用が可能で， 創薬や医学の分野でも利

用できると考えられる．
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