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研究成果の概要（和文）： 細胞内の化学反応において、分子やオルガネラなど細胞内粒子の運動と衝突は最も基本と
なる現象である。細胞構造・細胞環境の複雑性のため、細胞内粒子の運動は単純なブラウン運動（熱拡散）からは、相
当に逸脱していると予想される。本研究では、生細胞に直径50 nmの蛍光粒子を導入し、単一粒子運動計測を行った。
その結果は、細胞質の粘性は水の粘性の1/10程度に過ぎないが、50 nm粒子の約４割の運動は100 nm程度の範囲に制限
され、細胞内の空間が細かく区画されていることを示唆するものであった。

研究成果の概要（英文）： Movements and collision of the particles in the cytoplasm regulate chemical 
reactions inside cells. Because of complicated structure and environments in the cytoplasm, the movements 
of cytoplasmic particles must be largely deviated from simple thermal diffusion. Here, we analyzed 
movements of 50-nm single fluorescent particles introduced in living cell cytoplasm. The results 
indicated that the viscous drag in the cytoplasm is only ten times larger than that in water, however, 
40% trajectories of the particles were confined within ~100 nm regions, suggesting fine 
compartmentalization of the cytoplasm.

研究分野：総合理工

キーワード： １粒子追跡　ナノプローブ　細胞内環境
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１．研究開始当初の背景 

細胞内の反応ネットワークは、分子やオル

ガネラなど細胞内粒子の運動と衝突に基盤

をおいており、粒子の運動は細胞機能発現の

最も基本となる現象である。 

細胞質内は蛋白質やオルガネラ粒子で非

常に混雑した状況にあるため、粒子運動は自

由なブラウン運動からはほど遠く、極度に制

限されているという主張がある。たとえば

Yum らが直径 20 nm の Q-dotを利用して計

測した細胞質の粘性は水の200倍にも登って

おり(NanoLett. 9: 2193, 2009)、Huiらが直

径 150nm のダイアモンド粒子を使って FCS

計測した結果も同程度である (OptExpress 

18:5896, 2010)。 

 しかし、我々が単量体 GFPや直径 50 nm

の SiO2コロイド粒子を使って FCS計測した

結果は全く異なっていた。両者とも１成分の

自由拡散運動で記述でき、拡散係数と粒子の

直径から計算した細胞質の粘性は、水の３～

４倍に過ぎない。我々の計測でも Q- dotの拡

散係数は遅く、また、GFPを種々の機能性蛋

白質に融合させると、ほとんどの場合、拡散

係数は球状を仮定した予測の数倍から数十

倍小さくなる。ただし、これらの場合でも計

測結果は 1～2 成分の単純拡散運動で記述で

きる(Pack, Sako et al. JContRel, 163: 315, 

2012)。この結果は、細胞質内成分との特異

的あるいは非特異的、かつ遷移的な相互作用

が粒子の運動を制御していることを示唆す

るが、従来の計測結果との整合性を含め、詳

細は明らかでなかった。 

 

２．研究の目的 

細胞構造・細胞環境の複雑性のため、細胞

内粒子の運動は単純なブラウン運動（熱拡

散）からは、相当に逸脱していると予想され

る。そのような逸脱は、粒子間の反応キネテ

ィクスに様々な影響を与え、細胞機能に影響

する可能性がある。 

たとえば、分子混雑やマイクロメートルサ

イズの微小空間への閉じ込めのため、再結合

反応が加速されることによって、希薄溶液あ

るいはバルクでは非線形性を持つ２段階酵

素反応が線型に近くなるといったことが、理

論的にも予想され (Takahashi et al. PNAS 

107;2473, 2010)、それを示唆する実験データ

もある(Aoki et al. PNAS 108; 121675, 2011)。 

微小空間への閉じ込めは、分子の少数性を

通じて、たとえば酵素量をデジタル的に変動

させ、反応非線形性をもたらす可能性が示唆

されている(Togashi, personal communication)。 

植物細胞やアメーバ細胞などでは大規模

かつ高速な原形質流動が知られている。本研

究で対象とする哺乳類培養細胞でも、局所的

にはモーター蛋白質やそれに駆動されたオ

ルガネラ輸送などに引きずられた細胞質の

流れが存在すれば、反応キネティクスに影響

を与える。 

ある種の細胞では、代謝活性化に伴って細

胞全体で 0.5 度もの温度上昇が観察され、最

近では細胞内に局所的な温度変動があるこ

とも報告されている(Okabe et al. 第 50回日本

生物物理学会, 2012)。我々が細胞内で FCS 計

測した粒子の拡散運動には大きな分布の広

がりがある。分布の原因には、微小構造の違

いの他に、局所的な濃度ゆらぎや化学反応に

伴う熱の発生があるかもしれない。 

細胞内のナノメートルサイズの粒子運動

の複雑さを実証的に明らかにすることが本

研究の目的であった。 

 

３．研究の方法 

細胞質内粒子運動の詳細を明らかにする

には、単一粒子運動の直接観察が必要である。

本研究では、細胞内取り込ませた直径 50 nm

の蛍光シリカ粒子の運動をヒト肺癌由来の

培養細胞 MCF-7 に電気穿孔法により導入し

高速・高感度カメラで直接計測し、運動解析

を行った。 

細胞質内粒子運動は、これまで光褪色回復

法(FPR, FRAP)や、蛍光相関分光法(FCS)と

いった、多数分子の平均計測法で研究されて

きた。これらの方法では、平均化によるボケ

や空間分解能の低さ、計測時空域の小ささの

ため、単純拡散運動からのズレや、局所的な

輸送、遷移的な結合・解離などの検出能が低

い。単一粒子運動の直接観察ができれば、こ

れらの問題を解決できる。 

 

４．研究成果 

細胞質内の１粒子運動を 1 ms のフレーム



レートで観測した。FCS による可動粒子の平

均運動計測では、この粒子は 1 m
2
/s の側方

拡散係数を持って、~0.1 m
3の計測空間近傍

を単純拡散運動していることが分かってい

る。(Pack, Sako et al. 2012) 

１粒子可視化計測では、何らかの細胞質内

構造に固く吸着したと考えられる約３割の

静止成分（計測ノイズ成分を除けば 1 nm 程

度の運動範囲しか示さないもの）を除外して、

６個の細胞の細胞質内で 994個の可動粒子の

運動を 10 ~ 1,000 ms の間（平均 60 ms）観測

できた。 

運動軌跡から、それぞれの粒子運動が４つ

の運動モード、すなわち、単純拡散、輸送速

度を持つ拡散、限られた運動領域内での単純

拡散、弾性成分に結合した拡散、のいずれか

に属すると仮定し、平均２乗変位の時間発展

を表す運動モデル式に対する fit の良さ（赤池

情報量基準に基づく）に従って、各粒子の運

動モードとパラメータ値を推定した。比較的

短時間かつ微小領域内の運動計測であるの

で、運動モードの遷移については考慮してい

ない。 

その結果は、単純拡散成分が 56%で拡散係

数が 0.86 m
2
/s。運動追跡ができた時間は平

均 50 ms であり、この間に差し渡し 410 nmの

範囲を運動する。これらの粒子は、３次元的

な運動などにより観察時間が限られること

で、見かけ上単純拡散に分類されている可能

性もあるが、以下に示すように、単純拡散モ

ードの観測時間が特に短い訳ではない。 

他の 25%は 100 nm の範囲に閉じ込められ

た単純拡散運動に分類され、平均観測可能時

間は 97 ms であった。拡散係数の値として 17 

m
2
/s が得られたが、この値から推定される

溶液粘性は水の粘性の半分程度しかなく、拡

散係数が計測ノイズに引きずられて、大きく

見積もられ過ぎている可能性が高い。より正

確な値を知るには、将来的な位置精度の向上

が必要である。 

残りの 20%の粒子は半値全幅 80 nmのポテ

ンシャル中で 0.3 pN/nmのバネに繋がれてい

ると見なし得る拡散運動を行っていると推

定された。この運動モードの平均観察可能時

間は 47 ms であった。バネ定数の値は、細胞

骨格径の曲げ弾性として従来報告されてい

る値に近い。 

輸送速度を持つ拡散運動に分類される粒

子は存在しなかった。 

単純拡散およびバネ拡散運動から細胞質

の粘度は 0.011および 0.0074 Ps*sと求められ、

水の 7~10 倍の値であった。この値は、我々

が同じ蛍光粒子の細胞内 FCS 計測から求め

た水の 3~倍に近く、水の数百倍という報告例

とは大きく異なっている。少なくとも 100 nm

程度の空間で見る限り細胞質の粘性はそれ

ほど高くない。 

一方で FCS 計測が全体として単純拡散を

予想したのに対し、単粒子計測では４割の粒

子が制限された運動を示していた。単粒子で

計測された運動範囲、約 100 nmは FCS の計

測範囲に近く、局所運動を見ている FCS では

運動制限が検出できていなかった可能性が

ある。25%の粒子が示した 100 nmの運動範囲

制限は、細胞質の少なくとも一部分がサブミ

クロンの微小領域に区画されている可能性

を示唆している。弾性成分への結合は、実験

に使用したシリカ粒子の示す人工的な性質

であり、本来の細胞内粒子の振る舞いとは異

なっているであろうが、細胞内粒子の中にも

弾性成分への結合を示すものは存在すると

思われる。 

以上の結果は、細胞質内の構造・環境の多

様性を示している。今後様々なプローブを使

って、同様の計測を行うことにより、細胞質

内微小環境が明らかになっていくと期待さ

れる。 
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