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研究成果の概要（和文）：高温ストレスに曝された付着培養細胞に対して、デジタルホログラフィー顕微鏡を用
いた3次元的・タイムラプス撮影を行い、細胞の形態変化の挙動を調べ、その定性的・定量的・統計的特性、お
よび、温度（40.0~47.5℃）の影響を解明した。次いで、細胞の特徴的な形態変化を経て形態崩壊に至る一連の
過程に対して、高精度の速度論的モデル化を提案・展開した。さらに、細胞崩壊に対して、抗酸化作用を有する
添加剤の保護効果を見出した。また、低温ストレス（35.0~ 2.5℃）の場合にも、上記と同様の内容について明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Morphological changes as one of fundamental characteristics of adherent 
cultured cells were investigated by time-lapse 3D imaging using digital holographic microscopy to 
understand the dynamics of morphological changes under the higher-temperature stress (40.0-47.5°C) 
than 37.0°C. Next, a high-accuracy kinetic model was proposed and developed to describe 
mathematically the process through the characteristic morphological changes of cells to the 
morphological collapse. In addition, the protective effect of antioxidants on the collapse of cells 
(cell death) was found out. Also, the above similar characteristics: the dynamics of morphological 
changes, the mathematical model and the effect of antioxidants, under the lower-temperature stress 
(35.0-2.5°C) than 37.0°C were made clear.

研究分野： 工学　機械工学　熱工学

キーワード： 熱工学　バイオ熱工学　温度環境　細胞挙動　形態変化　ダイナミクス　数学モデル　逆問題解析

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞の基本的特性の一つである形態変化のダイナミクスについての詳細な理解は、熱生物学的特性という基礎的
観点から大変興味深いと共に、機序の解明、数学的モデル化、関連プロセスや機器の設計・最適化などの点から
重要で、医療応用（応用範囲・適用条件の拡大、高精度化と信頼性の向上）に資する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景  
 生体熱工学における高温（生理的温度より高温）の医療応用として、ガン温熱療法と熱凝固
療法があり、いずれの場合も細胞や組織は高温ストレスにより損傷・死滅する。この応用に関
連して、高温ストレスに対する細胞応答や死滅様式、死滅特性などを含めた現象のより詳細な
理解は、そのメカニズムの解明、数学的モデル化、関連プロセスや機器の設計・最適化などの
点から重要である。また、高温ストレスに対する細胞の応答は、生物の熱的特性という基礎的
観点からも興味深い。細胞は、ストレスにより形態変化として、細胞膜表面での小胞形成やブ
レブ形成（細胞内容物の突出）を経て、死に至ることが多くある。さらに、細胞死滅様式（ネ
クローシスとアポトーシス）に対応するようなブレブを形成するという結果も報告されている。
従って、ストレスによる細胞死に関して、細胞形態の時系列変化の詳細情報を把握することは
重要である。一方、細胞の形態変化の時系列変化の計測には、通常は光学顕微鏡を用いたタイ
ムラプス撮影が用いられるが、2 次元的形態（細胞の輪郭）情報に限定される。従って、ブレ
ブの形成を含め、細胞の形態変化の詳細情報を得るには、細胞の厚さや体積などを評価するこ
とが有益である。近年、水溶液中の細胞に対して、ホログラフィーの位相差情報から細胞の厚
さを計測できるデジタルホログラフィー顕微鏡（DHM）が開発され、利用され始めている。 
 
２．研究の目的  

この背景において、本研究では，温度ストレスに曝された場合の細胞の応答挙動のより良い
理解を目指し、DHM を用いたタイムラプス撮影により、細胞の変形、移動、分裂、崩壊など
の時系列 3 次元的形態変化に注目し、細胞の体積，投影面積、平均厚さや最大厚さ、細胞の移
動特性を定量的・統計的に評価し、細胞の動的挙動に対する温度の影響を解明した。さらに、
細胞の特徴的な形態変化を経て崩壊に至る一連の過程を数学的に記述する速度論的モデル化を
展開した。また、一部、低温条件の場合、および、抗酸化剤の添加による細胞の保護効果につ
いても検討した。 
 
３．研究の方法  
(1)実験材料 
 実験材料（モデル細胞）は、ヒト前立腺癌由来細胞株 PC-3（理研細胞バンク）（剥離状態で
直径約 20μm 程度）を用いた。細胞は 60mm ディッシュに播種され、10v/v%の牛胎児血清（FBS）
を添加した Dulbecco's modified Eagle medium を培地とし、37.0℃, 5%CO2下で 3 日毎に継代され
た。実験試料は、35mm ディッシュ内の培養中の付着細胞（初期細胞数密度をコンフルエント
状態に対して 10%程度）で、実験開始の約 6hr 前に新しい培地（2.0ml）と交換した。 
 
(2)実験装置・方法 
①デジタルホログラフィー顕微鏡（DHM） 

DHM（HoloMonitorTM M3, Phase Holographic Imaging 社製）を用い、水溶液中の細胞に対し
て、細胞内・外の水溶液の屈折率の差と細胞の厚さ分布による光路長差に基づく、ホログラフ
ィーの位相差情報から細胞の厚さ情報が得られる。従って、顕微鏡の視野中の全細胞に対して、
位置情報と2次元形態情報に加え，厚さ分布を含めた3次元的形態情報を時系列で取得できる。
対物レンズ 20 倍に対して、1 画像（ホログラフィー画像）は、438μm×350μm（960 画素×768
画素）で、1 画像/5min で 72hr 間に渡ってタイムラプス撮影した。なお、本研究では、培地お
よび細胞内水溶液の屈折率（各々1.34 および 1.38）を既知として与えた。 
②顕微鏡用細胞培養装置 

DHM に装着された顕微鏡ステージ用の細胞培養装置（UNO Incubator, okolab 社製）に、細胞
が付着したディッシュをセットし、所定の一定温度条件下で 5%CO2と飽和水蒸気を含む空気を
供給した。 
③温度条件 

通常の培養条件の 37℃（基準状態）、および、温度ストレスとして、高温条件（40.0, 41.0, 42.0, 
43.0, 44.0, 45.0, 47.5℃の 7 通り）と低温条件（2.5, 4.0, 8.0, 20.0, 30.0, 35.0,℃の 6 通り）とした。
37.0℃の初期状態から、ステップ的に所定の一定温度に変化させ 72 時間保持した． 
④DHM データの解析 

DHM から得られた 3 次元的形態情報は、細胞毎に定量化され、細胞の厚さ分布、最大厚さ・
平均厚さ、体積、投影面積、移動速さなどを算出した。細胞の移動速さは、5min 毎の細胞頂点
（最大厚さ位置）の移動距離（絶対値）に対して定義された。 
 
４．研究成果 
(1)高温ストレス下の細胞の応答挙動と形態変化の定義・分類と定性的特性 
 結果のまとめを表１に示す。表中、横棒の太さは、定性的に、項目 1), 2)に関しては、活発さ
の程度を、項目 3)~11)に関しては、細胞数や頻度の多さの程度を表す。また、温度は±0.5℃の
幅を持って示す。 
①細胞の特徴的な挙動と形態変化を定義し、3 つカテゴリー(a),(b),(c)に大別分類した。すなわ
ち、(a)正常な挙動：1)伸長・収縮、扁平化、球状化を繰り返す変形、2) 1)を伴う能動的移動、
3)細胞分裂、(b)損傷・死滅：4)不可逆的球状化と能動的移動の停止（ブラウン運動による揺ら



ぎ）、5)ブレブの形成、6)細胞の形態崩壊に対して、死滅様式として 7）ネクローシス、8)アポ
トーシス、(c)特異的挙動：9)細胞自身の能動的伸張による細胞質の自己分断、10)分裂した細胞、
または、不完全分裂の細胞の再融合、11)細胞の合体・融合後の崩壊で、その温度依存性を解明
した。 
②基準状態の 37.0℃では、(a)の正常な挙動が盛んであった。細胞は、伸長や収縮、扁平な状態
から球状化、また、その逆の変化を繰り返しながら間欠的に活発に動き回ると共に、細胞分裂
も盛んであった。細胞の能動的な移動は、伸縮により引き起こされた。細胞分裂では、母細胞
は扁平な付着状態から一旦球状化した後、体積を保存しつつ 2 個の娘細胞に分裂し、再び、両
細胞は変形を伴いながら活発に動き回った。 
③これに対して、高温ストレス状態（40.0~47.5℃）では、基本的傾向として、温度上昇と共に、
(a)の正常性（変形、移動、分裂）が減少・消滅するのに対して、逆に、(b)の損傷・死滅に関わ
る特性（不可逆的球状化、次いでブレブ形成を経て、形態崩壊に至る）が出現・増加した。 (a)
から(b)へと変化する境界温度は 42℃で、43℃までの間で大きく推移し 44℃以上ではそれらが
支配的になった。また、形態崩壊が出現する 42℃では、明瞭な細胞質の小体形成を伴うアポト
ーシスが起こり、ネクローシスと共存した。 
④細胞分裂の方（高度な細胞機能と関連する）が、移動性より温度感受性が高いと考えられる。 
 
(2)高温ストレス下の細胞の特徴的な形態変化の定量的特性 
①正常な挙動では、分裂前後で体積の総和は保存され、分裂前後の体積は温度上昇 (37.0~ 
41.0℃) に対して増加傾向を示した。 
②損傷・死滅に伴う挙動に関して、アポトーシス過程の細胞体積は、小体形成からブレブ形成、

表１ 細胞の形態変化の分類とその温度依存性 

 

     
図１ 細胞の種々の形態変化に対する細胞数割合の時系列変化 

 

     
図２ 細胞の各形態変化に対する細胞数割合の時系列変化の温度依存性 



崩壊へと急激に減少した。ネクローシス過程の細胞体積は、ブレブ形成・成長後、崩壊へと急
激に減少した。また、体積の減少過程は、ネクローシスはアポトーシスに比べ短い。また、温
度が高い程、本カテゴリーの現象の生起が早期化した。 
③特異的挙動に関して、各現象の前後で、体積の総和は保存された。 
 
(3)高温ストレス下の細胞の特徴的な形態変化の統計的特性 

温度上昇に対して、時間 t の経過と共に、細胞は、正常挙動（付着、移動、変形、可逆的球
状化、分裂）から逸脱し、損傷・死滅へと向かう一連の不可逆的形態変化（正常(Normal)→不
可逆的球状化(Rounding)→ブレブ化(Blebbing)→崩壊(Collapse)）を起こす。細胞の形態変化は速
度論的に進行するため、各細胞を時系列で追跡し、当該一連の形態変化を起こす時刻を調べ、
細胞数割合とし、まとめた結果の例を図１, ２（実験点）に示す。ここで、正常挙動の細胞数

 

図３ 細胞の形態変化の数学的モデル化に対する反応式 

 

表２ 基礎方程式と初期条件 

 

 

表３ 解析解 

 

 

表４ 細胞数割合の定義 

 



割合（正常割合）ηN , 不可逆的球状化を経験した累積細胞数の割合（球状化率）ηR , ブレブ形
成を経験した累積細胞数の割合（ブレブ化率）ηB , 崩壊した細胞数の割合（崩壊率）ηCである。 
①図１では、ηR , ηB , ηC の順で、また、図２では、温度が高い程、急峻な時系列変化を示す。 
すなわち、図１中、ηNは、時間経過に対して、1.0→0 へと漸近的に単調減少するのに対応して、
ηRは、逆に、0→1.0 へと漸近的に単調増加した。次に、ηBが、最後に、ηCが、順次、0→1.0 へ
と漸近的に単調増加した。 
②温度が高い程、全ての形態変化が促進され、細胞数の増加や減少が早期化した。例えば、図
１中、T = 43.0℃ では、いずれの形態変化も、t = 72hr で、全ての細胞に対しては完了せず、ηR 

= 1.0−ηN ≈ 0.8、ηB ≈ 0.5、ηC ≈ 0.3 であるが、T = 45.0℃では、t = 48hr 以内で、ほぼ ηR 、ηB 、
ηC ≈ 1.0 に達した。さらに、T = 47.5℃では、t = 24hr 以内に、いずれもほぼ 1.0 に達した。 
 
(4)細胞の損傷・死滅に向かう形態変化に対する反応速度論的モデル化 
①モデル化と仮定 

一連の形態変化の機序に立ち入ることなく、各形態状態にある細胞数の時間変化を記述する
現象論的な数学モデルを提案・展開する。以下の仮定を設ける。 
1)一連の形態変化は、正常細胞が、不可逆的球状化、次いでブレブ形成を経て、崩壊に至る過
程である。2)その過程は、連続する反応速度論的な変化であり、一種の総括反応式により表さ
れる。3)各状態の細胞数の時間変化速度は１次反応系により表され、その反応速度定数は一定
である。4)高温ストレス付与開始後の最初の形態変化（不可逆的球状化）の発生に対して、誘
導期間を考慮する。 
②定式化（基礎方程式、初期条件）と解析解 

図３の反応式（細胞分裂が無い場合で、有る場合は別途扱った。）（N1:正常細胞数、N2:球状
細胞数、N3:ブレブを有する細胞数、N4:崩壊細胞数、k j : 状態 j から状態 j+1 への細胞数変化の
速度定数(j = 1, 2, 3)）に対して、表２中の式(1) ~(4)は、各状態の細胞数 N j (j = 1, 2, 3, 4)の保存
式と初期条件である（N0：初期細胞数、τ :不可逆的球状化発生の誘導期間）。式(5) ~(7)は、各状
態を経験した細胞の累積数の保存式と初期条件である（N2, i :球状化を経験した細胞の累積数、 
N3, i :ブレブ化を経験した細胞の累積数、N4, i :崩壊細胞の累積数）。これらの連立常微分方程式
から得られる解析解を表３に、初期細胞数に対する各状態の細胞数割合を表４に定義する。 
③細胞数割合の時系列変化の実験結果に基づく逆問題解析 

実験結果に基づく逆問題解析により、モデルパラメータ（細胞数変化の速度定数と誘導期間）
（最適値）を決定すると共に、実験値に対する最適曲線（回帰曲線）を図１と２中に描いた。 
④細胞数割合の実験値と計算値（最適曲線）の比較 

図１，２中に示す各状態の細胞数割合の最適曲線は、分布形状の特徴を含め、全体的に実験
値と概ね良く一致し、本モデル化の妥当性を示す。 
 
(5)低温ストレス下の細胞の挙動と形態変化特性 
 高温ストレスの場合同様、低温ストレス下（30.0 と 35.0℃）の付着培養細胞に対して、移動・
形態特性を DHM により時系列で調べ、以下の点を明らかにした。 
①細胞の特徴的な挙動と形態変化は、a)正常な挙動と b)損傷・死滅に関わる挙動に分類された。
37.0℃では a)正常な挙動であるが、温度低下と共に、a)正常な挙動が減少するのに対して、逆
に、b)損傷・死滅の挙動が出現・増加した。 
②b)損傷・死滅の各形態変化（丸形化、ブレブ化、崩壊）は、温度低下に対して早期化する。 
③死滅様式として、小体を形成後、崩壊するアポトーシス、および、小体を伴わずブレブ形成
を経て崩壊するネクローシスが起こった。 
④細胞分裂（高度な細胞機能と関連する挙動）は、移動性より温度感受性が高いと考えられる。 
⑤細胞の形態崩壊は、基本的に、低温より高温条件で盛んであった。これは、低温では、単な
る損傷・死滅に対する寄与に加え、保存効果もあることが一因と考えられる。 
⑥低温条件では、損傷・死滅とは関係なく、可逆的な移動停止を示した。 
 
(6)温度ストレスに曝された細胞の形態崩壊に対する抗酸化剤の効果 

ケルセチン 3 グルコシド(Q3Glc)を濃度 0.01 w/v%で培地に添加し、一定温度下で培養実験を
行い、細胞崩壊の時系列変化を調べた。本研究の実験条件の範囲内では、Q3Glc は、高温・低
温ストレスを問わず、細胞崩壊の抑制（細胞の保護）に対して大きな効果を示した。すなわち、
低温条件で Q3Glc 無添加の場合、細胞の崩壊率は、大体 0.1~0.2 であった。これに対して、Q3Glc
添加の効果に関して、4.0℃で水蒸気、CO2 と空気の供給が有る場合、崩壊率は 7%（無添加）
→3%（添加）に変化した。また、4.0℃で水蒸気、CO2 と空気の供給が無い場合、崩壊率はで
96%（無添加）→7%（添加）に変化した。さらに、高温条件 47.5℃で水蒸気、CO2 と空気の供
給が有る場合、100%（無添加）→0%（添加）に変化した。 
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