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Confocal microscopyStructured illumination microscopy

The super-resolution microscopy technique structured illumination microscopy (SIM) imaging of dendritic spines along
the dendrite has not been previously performed in fixed tissues, mainly due to deterioration of the stripe pattern of the
excitation laser induced by light scattering and optical aberrations. To address this issue and solve these optical
problems, we applied a novel clearing reagent, LUCID, to fixed brains. In SIM imaging, the penetration to depth of
60um with high spatial resolution is improved in LUCID-treated slices. Furthermore, the structured illumination
microscopy shows a better method than confocal microscopy for revealing spine morphologies in single dendrites
shown as below. Thus, super-resolution SIM imaging represents a promising high resolution imaging method for
neuroscience.
Reference: European Journal of Neuroscience, Vol. 47, pp. 1033–1042, 2018
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これまで構造化照明顕微鏡（SIM）は神経細胞における樹状突起スパイン

の観察に用いることは多くありませんでした。これは組織内での散乱及び、

インデックスミスマッチに依存した光学収差による要因で、画像の質が下が

るといった課題が存在したためです。この課題を解決するため、大脳皮質

サンプルに対してクリアリング試薬LUCIDによる処理を施し、SIMによるイ

メージングでより深い位置で空間的な解像度を改善することができました。

従来は20µm程度までの深さのイメージングでしたが、本手段を用いるこ

とにより60µm程度の深さまで解像度よくイメージングできることを確認

できました。さらに、下図に示すように、SIMの画像A）はコンフォーカル顕

微鏡画像B）よりも、樹状突起スパインの形状をより正しく認識することが

できたと考えています。今後はこのような「高解像な画質」という構造化

照明顕微鏡SIMのメリットを活かしたイメージングが多用され、神経分野研

究でより多く、活用されることが期待されます。

論文情報：
European Journal of Neuroscience, Vol. 47, pp. 1033–1042, 2018

サンプル：透明化した固定マウス大脳皮質中のEYFPが発現した神経細胞。
A) 構造化照明超解像顕微鏡N-SIMの３D-SIMモードにてZ-Stack取得し、再構築した画像。対物レンズ CFI Apo 

TIRF 100XC Oil/ NA 1.49を使用。
B)コンフォーカル顕微鏡A1R でZ-Stack取得した画像。対物レンズCFI Apo TIRF 60XC Oil /NA 1.49を使用。

A) 構造化照明顕微鏡の画像

B) コンフォーカル顕微鏡の画像

神経研究分野での事例
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ニコンの超解像顕微鏡N-SIMは近年多くの研究分野で使用されており、我々も以下の点で優れた特徴を

有した顕鏡法と考えています。

1) 細菌の細胞膜を構成する脂質の分布や細胞分裂タンパク質の観察に適している。

2)  共焦点顕微鏡ではぼやけて観察された細胞膜辺縁や、細胞分裂タンパク質が超解像顕微鏡N-SIMを

使用することで明瞭に観察される。

3) 細菌細胞膜における脂質分子の不均一な分布が明確に観察できる。

微生物の観察において、このように高分解能な特徴を生かし、これまでよりも研究の現場で構造化照明顕

微鏡が多く使用されることが期待されます。

Structured Illumination Microscopy (SIM) Imaging Comparison With Confocal

Confocal Microscopy

Sample: Bacteria. 
The lipid molecule is labeled with Alexa 488 and the cell division protein is labeled with Alexa 555. The encapsulant is 
ProLong Gold. Use SR Apo TIRF x 100.

Structured Illumination Microscopy

The SIM method is an accepted technology in the field of bioscience imaging.  
We think that it has good point to capture the biological sample image as below.

1)  N-SIM is suitable for observing the distribution of bacterial membrane phospholipids  
and cell division proteins.

2)  N-SIM image clearly show the fine structure of a cell division protein which is usually 
observed as blurred structure in confocal microscopy image. 

3)  N-SIM can also show lateral heterogeneity of bacterial membrane lipid molecules.

Thus we believe the high quality and resolution imaging with SIM will be frequently used, 
and well utilized in bacteriological science research field from now on.
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構造化照明顕微鏡の画像 コンフォーカル顕微鏡の画像

サンプル種類：細菌
脂質分子は Alexa488、細胞分裂タンパク質は Alexa555で標識。
封入剤は ProLong Gold。対物レンズCFI SR Apo TIRF 100Xを使用。
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ニコンの超解像顕微鏡N-SIMは近年多くの研究分野で使用されており、我々も以下の点で優れた特徴を有した顕鏡法と考えています。

1) 細胞骨格を構成する蛋白質の分布変化の観察に適している。

2)  共焦点顕微鏡ではぼやけて観察された細胞辺縁の構造や細い細胞骨格が、構造化照明顕微鏡では明瞭に観察される。そのため、ぼやけた部分の強調となり

やすい三次元に構築した画像でも、より明瞭に構造を観察することができる。

3)  細胞内小胞による細胞骨格の分布の変化や細胞の突起の観察にも威力を発揮することが期待できる。

細胞観察においてこのように高分解能な特徴を生かし、これまでよりも研究の現場で構造化照明顕微鏡がより多く使用されることが期待されます。

構造化照明顕微鏡の画像 コンフォーカル顕微鏡の画像

サンプル：ヒト表皮角化細胞
（一次抗体）rabbit anti-keratin 17 polyclonal antibody
（二次抗体）anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 568
核はDAPIで染色。封入剤はベクタシールド。対物レンズCFI SR Apo TIRF 100Xで厚み5-6umのZスタック撮影。

The SIM method is an accepted technology in the field of 
bioscience imaging. We think that it has good point to capture 
the biological sample image as below.

1)  N-SIM is suitable for observing the distribution change of 
proteins constituting the cytoskeleton.

2)  N-SIM image clearly show the structure of cell margin 
and fine cytoskeleton which is usually observed as blurred 
structure in confocal microscopy image. An image in three 
dimensions is also clear, which tends to emphasize blurred 
portions in confocal image.

3)  N-SIM can also be expected to exert its ability in images of 
vesicles and protrusions of cells.

Thus we believe the high quality and resolution imaging with  
SIM will be frequently used, and well utilized in cell biology 
research field from now on.

Confocal MicroscopyStructured Illumination Microscopy

Primary antibody: rabbit anti-keratin 17 polyclonal antibody, Secondary antibody: anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 568. Nuclear stained with DAPI.  
The encapsulant is a vector shield. Getting Z stack of 5-6 um thick sample with SR Apo TIRF100x.

Sample: Human epidermal keratinocytes  Dr. Norio Kitagawa
Department of Morphological Biology, Fukuoka Dental College

Laboratory URL: http://www.fdcnet.ac.jp/col/info/teacher/
kouza/kouzou.html
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Structured Illumination Microscopy (SIM) Imaging Comparison With Confocal



細胞生物学分野での事例
ニコンの超解像顕微鏡N-SIMは近年多くの研究分野で使用されており、我々

も以下の点で優れた特徴を有した顕鏡法と考えています。

1)  大きさが１ミクロンの数分の１しかない中心体などの細胞内微細構造も、

N-SIMを使うとその内部まではっきりと観察することができる。

2)  共焦点顕微鏡観察では微小管の集合中心はぼやけた画像しか得られなかっ

たが、N-SIMでは鮮明に観察できる。とくに三次元構築した画像は個々の微

小管や束構造まではっきり観察することができる。

3)  N-SIMではミトコンドリア内部にあるクリステ構造まで鮮明に観察できるの

で、その生理的、病的条件下での構造変化をも捉えることができる。

これらの特徴を生かし、これまでよりも研究の現場で構造化照明顕微鏡がより

多く使用されることが期待されます。
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研究室 URL： https://sites.google.com/site/

ibmrcdrosophila/home
The SIM method is an accepted technology in the field of 
bioscience imaging. We think that it has good point to capture 
the biological sample image as below.

1)  N-SIM allows us to observe intracellular fine structures such 
as centrioles which are less than 1 um in length clearly.

2)  N-SIM can acquire clearer images of microtubule organization 
centers, compared to blurred images obtained by a confocal 
microscope. Even in three-dimensional stock images, we can 
recognize each of microtubules or their bundles using N-SIM.   

3)  N-SIM can also be expected to examine dynamic alterations 
of cristae structure in mitochondrial inner membrane in both 
physiological and pathological conditions.
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Laboratory URL: https://www.kit.ac.jp/en/research/
department-of-insect-biomedical-research/

Structured Illumination Microscopy (SIM) Imaging Comparison With Confocal

Z-stack imaging of cell division of drosophila primary spermatocyte
The sample is labeled with DAPI, tubulin-GFP and centrosome-Asterless antibody. The mounting medium is Prolong Diamond*1.  
The objective lens is Nikon SR Apo TIRF 100x.
*1: Thermo Fisher Scientific Inc. Copy Right Reserved.

Confocal Microscopy

1μm

Structured Illumination Microscopy

1μm

Confocal Microscopy
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コンフォーカル顕微鏡の画像

コンフォーカル顕微鏡の画像（拡大）

構造化照明顕微鏡の画像

構造化照明顕微鏡の画像（拡大）

サンプル：減数第一分裂中のショウジョウバエ精母細胞。Scale bar: 5µm (拡大図内: 1µm)
核はDAPI染色、微小管はTubulin-GFP蛍光観察、中心小体は抗Asterless抗体による免疫染色。封入剤はProlong Diamond*1。 
対物レンズCFI SR Apo TIRF 100Xを用いて厚み9µmのZスタック撮影。
*1: Prolong DiamondはThermo Fisher Scientific Inc. の登録商標です。


