
サンプル作製にあたり、まず小腸スライスの免疫染色を行った。包埋には、台湾の国立清華大学のShiue-Cheng (Tony) Tang教授の研究室が開発したアクリルアミドベース
のA-haポリマー（屈折率R.I.=1.53）を使用した（Nat. Commun, 14:3395, 2023; https://www.nature.com/articles/s41467-023-39082-4）。
この調製により、組織サンプルのスライドは高い透明性、優れた屈折率の均一性、光退色に対する強い耐性を得ることができる。

PSFは、特注のRapiClear 1.53ゲル（R.I.=1.53、SunJin Lab Co.、台湾）に埋め込まれたTetraSpeck 蛍光ビーズ（直径：100 nm、Thermo Fisher 
Scientific）の画像を取得して各深さでの光学スライス画像のシグナル強度の平均から抽出した。この抽出されたPSFを小腸サンプルの撮像前または撮像後に非線形デコンボ
リューションのパラメータとして使用した。（”Appendix：PSF Extractor の使用法”参照）

マウスの腸管L細胞におけるペプチドホルモン小胞（GLP-1）を撮像し、デコンボリューション処理の比較を行った。GLP-1は、インスリン分泌促進と代謝調節に関与し、肥満と
糖尿病の研究において重要な因子である。 画像取得には、油浸とシリコン浸の両方の対物レンズを使用した。3Dデータセットは、共焦点モードとISMモードの両方を用いて、共
に0.1 μmのZステップで光学スライス像を取得し、線形デコンボリューションと非線形デコンボリューションで処理した小胞の半値全幅（Full Width at Half Maximum: 
FWHM）測定結果を比較した。

超解像共焦点レーザー顕微鏡システムAX/AX R with NSPARC

蛍光ビーズを参照データとした非線形デコンボリューションによる歪み補正技術

実験の概要

結果

イメージ走査型顕微鏡（Image Scanning Microscopy: ISM）は、蛍光シグナルの強度を損なうことなく空間分解能を向上させる技術である。この技術にデコンボリューショ
ン処理と組み合わせることで、ISMは従来の光学解像度の限界を超える超解像画像を取得することが可能になる。

一方で、三次元（3D）イメージングの課題として、対物レンズの浸液媒質（水、シリコン、オイルなど）と生体試料との屈折率の不一致により、光軸方向に歪みが生じることが
挙げられ、ISMによってXY平面内の分解能が向上しても依然として同じ課題が存在している。

上記課題の解決のため、様々な深さに埋め込まれた蛍光ビーズから抽出した点像分布関数（Point Spread Function: PSF）を用いて、非線形デコンボリューションによる処
理を試みた。その結果、理論的なPSFモデルに基づく標準的な線形デコンボリューションによって得られた光軸分解能と比較して、非線形デコンボリューションの優位性が示された。
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図1~4 A-haポリマー（R.I.=1.53）に包埋した小腸組織（～350 μm厚）
蛍光マーカー：核、DAPI（シアン）；L細胞内のGLP-1小胞、Alexa Fluor（AF）488（オレンジ）；
血管、AF546（赤、灌流標識）；神経、AF647（緑）。

図1：小腸の冠状スライスの全体像。10×/0.45対物レンズ、2×2ステッチ、ピクセルサイズ1.72 µm。
スケールバー = 1000 µm

図2：20×/0.8対物レンズで撮影したズーム領域（図1の矩形）、ピクセルサイズ0.86 µm。
スケールバー = 200 µm

図3-a： 60×/1.42対物レンズ、ピクセルサイズ0.28 µm、Zスタックステップ0.1 µm（ナイキストサンプリン
グ以上）で撮影した直交ビュー。スケールバー = 50 µm

図3-b： 図3-aと同じ設定で、異なる深度におけるPSF形状の平均値（～20サンプル）。

図4-a： 60×/1.30シリコン対物レンズ、ピクセルサイズ0.29 µm、Zスタック間隔0.1 µm（ナイキストサン
プリング以上）で撮影した直交ビュー。

図4-b： 図4-aと同じ設定で、異なる深度におけるPSF形状の平均値（～20サンプル）。
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図5：L細胞の最大強度投影図。図3-aの領域に対応するボリュームデータ。スケールバー = 50 µm
図6：共焦点モードで撮像したL細胞の非線形デコンボリューション画像の直交図。細胞01、細胞02、細胞03、細胞04のGLP-1小胞。十字線はFWHM測定を行った位置を示す。挿入した画像は、図3-bから抽出した各細胞と同等の深さにある
ビーズから得られたPSF。スケールバー = 5 µm
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* QR動画は、油浸レンズとシリコン浸レンズの明るさと解像度の違いを示す。
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https://www.nature.com/articles/s41467-023-39082-4


A-haポリマー包埋技術を用いて、均一な屈折率と高い透明度を持つ超解像最適化
サンプルをご提供いただいた台湾の国立清華大学のShiue-Cheng (Tony) Tang
教授に感謝いたします。

表1 表 2

図7

図7：ISMモードで撮像したL細胞の非線形デコンボリューション画像の直交ビュー
セル01、02：ピクセルサイズ0.041 μm、セル03、04：ピクセルサイズ0.032 μm、Zステップ0.1 μm。挿入画像は、各Lセル深度に対応するPSF形状を抽出したもの。スケールバー = 5 µm

*QRコードはGLP-1粒子のZスタックを示す動画にリンクしている（左が線形、右が非線形デコンボリューション処理)
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図3および図4に示すように、試料と浸漬媒体の屈折率が異なると、イメージング性能が大きく低下する。オイル浸漬（R.I.=1.52）は試料の屈折率（R.I.=1.53）に近いた
め、深さ150 µmまで明るさと解像度を維持したが、シリコン浸漬（R.I.=1.41）では、比較的浅い深度でメージング品質が著しく低下した。

このように、透明化技術は深部組織のイメージングを向上させるが、高分解能の結果を得るためには、試料と対物レンズ浸漬媒体の屈折率の一致を最適化することが依然とし
て重要である。表1と表2に示すように、特に屈折率不一致の条件下で、深度整合PSFを使用した非線形デコンボリューションが線形デコンボリューションよりも優れた性能を発揮
することが明らかとなった。

しかし、ISMの高い解像力を引き出すには、表2に記したように、アーチファクトを避けるために振動とサンプルのドリフトを注意深く管理する必要がある。

ISMが従来の共焦点顕微鏡に代わる新たな標準となりつつある中、非線形デコンボリューションによる軸方向の解像度の向上は、3D生物学的イメージングのさらなる
進歩に貢献する。

PSF Extractorは、デコンボリューション処理において、対物レンズの浸液とサンプル内の屈折率が異なる場合に発生する球面収差を補正するための機能です。ビーズサンプルを実
測し、各深さのPSFを抽出することで、より正確な補正が可能となります。本機能を効果的にご利用いただくため、以下のガイドをご参照ください。

Step 1:ガラスの界面から実際のサンプルの深さを決定する。
Step 2:サンプルと同じピクセルサイズとZステップを使用して、対応する深さの蛍光ビーズのZスタック画像を取得する。 (注：対物レンズの倍率に適したビーズ径を選択する事。)
Step 3: 「PSF Extractor」（トップメニュー > Deconvolution > 「Extract PSF」）を開き、ビーズ径とレイヤー数を選択する。
Step 4:直交ビューでPSF形状を確認し、PSFファイルを保存する。
Step 5:デコンボリューションのために、サンプル画像から該当するチャンネルを抽出する。
Step 6: “3D Deconvolution "で “General"パラメータを設定し、“Advanced"タブで保存したPSFファイルをインポートする。

Appendix：PSF Extractor の使用法

製品情報はこちら

超解像共焦点レーザー顕微鏡システム
AX/AX R with NSPARC
超解像ディテクターNSPARCは、25個のアレイディテク
ターにより、従来の共焦点レーザー顕微鏡システムAX
の機能を損なうことなく、さらなる高解像度を高S/N比
で実現します。

株式会社ニコン 中村竜、名川信吾
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線形デコンボリューション 非線形デコンボリューション
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図8：ISMモードで撮像したL細胞の線形・非線形デコンボリューション画像の比較 (セル01の直交ビュー; 非線形
デコンボリューションは図7と同一の図を示した）。スケールバー = 5 µm
図9：図7の各YZビューにて四角形で示した領域の拡大図。青矢印で示すように、非線形デコンボリューション処理
後は光軸方向への赤い輝点の伸びが抑制されている。
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表1. 共焦点イメージングモードで測定したGLP-1小胞のFWHM値
図6に示した各L細胞について、GLP-1小胞のサイズを光軸に沿って共焦点イメージングモードで測定（n=5）
し、線形（std）と非線形（psf）デコンボリューション（共にLucy-Richardsonアルゴリズム、繰り返し10
回処理）処理を実施。画像は油浸対物レンズとシリコン浸対物レンズを用いた共焦点モードで取得した。

表2. ISMモードで測定した表1と同じ細胞の同じGLP-1小胞のFWHM値
ISMモードで測定し、線形と非線形デコンボリューションのアプローチを比較した。すべての処理はLucy-
Richardsonアルゴリズム（10反復）で行った。赤でハイライトした値は、ISMイメージング中のサンプルドリフ
トや外部振動による偏差の可能性を示す。
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https://www.microscope.healthcare.nikon.com/ja_JP/products/confocal-microscopes/axrmp

	スライド番号 1
	スライド番号 2


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


