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研究成果の概要（和文）：細胞内夾雑環境が生命機能に与える影響を調べるため、人工的な夾雑環境の構築、制
御のためのデバイス開発を実施した。まずは、細胞内夾雑環境の制御を目的にマイクロチャンバー内に大腸菌を
融合させたデバイスを作成し、その転写翻訳活性を細胞質の希釈の程度に対して調べたが、それらに相関は見ら
れなかった。続いて、人工的な夾雑環境をオスモライト分子により作成し、in vitro転写翻訳系の活性と相関を
調べたところ､複数のタンパク質においてその効果が認められた。また、マイクロチャンバーデバイスで連続的
に溶液交換可能なシステムを開発し、チャンバー内とチャンバー外の溶液を変えて浸透圧変化を起こす系の開発
にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In order to investigate the effect of intracellular multimolecular crowding 
environment on biological functions, we developed devices to construct and control artificial 
multimolecular crowding environment. First, we prepared a device in which E. coli was fused into a 
microchamber to control the intracellular multimolecular crowding environment, and examined its 
transcriptional and translational activities against the degree of cytoplasmic dilution, but no 
correlation was found between them. An artificial multimolecular crowding environment was 
subsequently prepared by osmolyte molecules and correlated with the activity of the in vitro 
transcription-translation system, and the effect was observed for several proteins. We also 
developed a system that enables continuous solution exchange in a microchamber device, and succeeded
 in developing a system that changes osmolarity by changing the solution in and out of the chamber.

研究分野：生物物理学

キーワード： マイクロチャンバー　オスモライト　micro-TAS
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで細胞内夾雑環境に関する研究はたくさんの細胞を対象としたバルクでの研究が多く、全体の平均として
の結果しかわからなかった。今回、1細胞を対象に研究を進めたところ、それぞれ異なる反応を示し、分布を形
成していることがわかった。また、細胞内に大量に存在する低分子オスモライトが、タンパク質の転写翻訳に影
響を与えていることもわかった。さらには、細胞内夾雑環境を積極的に制御するための手法として、浸透圧を利
用し、融合細胞のサイズを変える方法も開発している。これらの成果は細胞内夾雑環境と生命活動が密接に関わ
っていることを示唆しており、今後の研究につながる成果となっている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞内部は数千種に及ぶタンパク質や巨大な DNA 分子であるゲノム、様々な RNA 分子と言った
高分子が非常に高い濃度で存在している。タンパク質だけの濃度でも数百 mg/ml とほぼ固体と
言えるような密度と濃度である。このような異常とも言える環境において、細胞は様々な生化学
反応を精緻に行い、人類にとって有益な二次代謝産物の生産や発酵を行っている。これらを理解
し制御するには、細胞内夾雑環境における様々な反応を理解する必要がある。そのため、夾雑環
境を模倣した実験が行われ、通常の溶液系である希薄溶液での実験と異なり、生化学反応の効率
やタンパク質のフォールディング効率が大きく異なっていることが明らかにされている（Ellis, 
R. J ら, Nature 2003）。つまり、夾雑環境は細胞内の様々な代謝反応や生化学反応に大きく影
響を及ぼしていることが伺われる。しかしながら、実験における夾雑環境は PEG のような人工の
高分子で再現されており、数千種に及ぶタンパク質などで構成される非常にヘテロな細胞内環
境とは大きく異なる。一方、実際のヘテロな細胞内夾雑環境を模倣するため、細胞抽出液を濃縮
する試みも行われている（Kei Fujiwara ら, BIOPHYSICS 2014）。この実験では、細胞抽出液を
減圧下で濃縮を行い、高分子全体で 270mg/ml とほぼ細胞内と同じ濃度にまで到達させることに
成功している。この濃厚溶液を利用し、GFP の転写翻訳反応を行ったところ、抽出液濃度の増加
と共に、GFP の合成量が低下するという結果になった。この結果は、上記の酵素活性が上昇する
という結果と反するが、PEG等を用いた実験においても同様の結果が得られており（Ge, X.ら, 
PLoS One 2011）、夾雑環境が影響を与えていると考えられる。このように、複数分子が関わるよ
うな複雑な反応が実際の細胞内夾雑環境下でなぜ起きるかは未だ不明な部分が多く、その理解
には至っていない。 
 
２．研究の目的 
細胞内夾雑環境をマイクロデバイスによって再
現し制御することで、細胞内で起こっている夾雑
環境が必要な反応を再構成し理解することを目
的とする（図 1）。細胞内夾雑環境は1000から 2000
種類の細胞質タンパク質を数百mg/mlと高濃度に
含んでいることが知られている。このようなヘテ
ロな細胞内夾雑環境は人工的に実現できない。そ
こで、体積が一定のマイクロチャンバーと細胞を
融合し融合細胞を作成することで、細胞内夾雑環境を制御できる細胞融合デバイスの開発を目
指す。本デバイスは一定の体積をもったマイクロチャンバーと、その開口部を脂質二重膜で覆っ
た構造を持つ。この脂質二重膜に対して細胞を融合することでチャンバー内に細胞質成分の全
てを取り込ませることが出来る。このとき細胞の大きさが分かっていれば、どの程度細胞質が希
釈されたかが分かる。これまで不可能であった細胞内夾雑環境をチャンバー内に再現しその影
響を定量的に評価出来るようになる。すでに我々は細胞融合デバイスと細胞の融合には成功し
ており、その中に DNA やタンパク質などを取り込ませることにも成功している。今後はデバイス
内の夾雑環境を定量的評価するためのタンパク質濃度計測法を開発する予定である。これらの
技術によって、A01班や A02班と共同で様々な細胞内夾雑環境を再現し、タンパク質合成反応の
ような複数分子が変わる細胞内反応を指標に評価を行う。夾雑環境を制御し、理解するための方
法を提供することで、夾雑環境を積極的に利用した化学反応リアクターなどの開発につなげる。 
 
３．研究の方法 
① マイクロチャンバーデバイスを用いた細

胞内夾雑環境の再構成と評価 
これまでの研究において、私たちが開発した融
合細胞は、図 1 に示すように、マイクロチャン
バーアレイを用いて作成する。このチャンバー
アレイに脂質二重膜を張り、プロトプラスト化
したバクテリアを融合させる(図 2)。これによ
って、バクテリアの細胞質はすべてチャンバー
内に放出される。チャンバーの体積は、バクテ
リアの体積と近いため、細胞質の濃度は数倍し
か希釈されることはない。つまり、細胞内夾雑
環境を維持した状態で計測が可能となる。申請
者らは、すでにバクテリアを融合させることに
成功しており、チャンバー内に導入したプラス
ミドからタンパク質発現が起きることも確認

 
図 1 分子夾雑環境実現のための細胞融合デバイス 
 

 
図 2 チャンバーと大腸菌プロトプラストの融合 
 
 
 



 

 

している（図 3）。このように、融合細胞にお
けるタンパク質発現を計測する系は開発でき
ているため、この実験系を用いて、細胞内夾雑
環境を変化させたときのタンパク質転写翻訳
活性の評価を実施した。具体的には、融合する
大腸菌プロトプラストの大きさを見積もり、
チャンバー体積から細胞質がどの程度希釈さ
れたかを見積もり、タンパク質合成活性との
相関を調べた。また、積極的に細胞内夾雑環境
を変化させるため、融合細胞に対して外液を
変化させることで浸透圧変化を生じさせ、脂
質二重膜の変形による体積変化を引き起こす
ための実験系開発にも取り組んだ。 
② 人工的な夾雑環境下における in vitro転

写翻訳反応 
シンプルな系において夾雑環境が細胞内シス
テムにどのような影響を与えるかを調べるため、in vitroタンパク質合成系である PURE system
を用い、夾雑環境がタンパク質合成に及ぼす影響を調べた。また、夾雑環境を実現する物質とし
て、今回はオスモライトと呼ばれる低分子化合物に着目した。この物質は、細胞内の代謝中間産
物で細胞の浸透圧調整に関わっていると言われている物質で細胞内に高濃度で存在することが
知られている。今回は 4種類のタンパク質合成に対して 2種類のオスモライトの影響を調べた。 
 
４．研究成果 
① マイクロチャンバーデバイスを用いた細胞内夾雑環境の再構成と評価 
今回の研究において、融合細胞を使用し、細胞
内夾雑環境と細胞機能の関係に関して報告を
行った。具体的には、融合細胞の状態でタンパ
ク質発現が確認できることから、タンパク質合
成活性と細胞質の希釈状態の関係を調べて評
価を行った。図 4 に示すようにマイクロチャン
バー内に蛍光色素を入れて融合細胞の作成前
後を観察することで融合による体積の変化を
知ることができる。図 5は体積の増加による蛍
光強度の減少を調べることで融合した細胞の
細胞質がどの程度希釈されたかをヒストグラ
ムとしてプロットしている。これにより、融合
細胞の 20％がタンパク質合成活性を示した
が、細胞質の希釈倍率とタンパク質合成活性の
相関は見られなかった。この原因として、そも
そもタンパク質合成活性を示す融合細胞の割
合が低いことがあげられる。これは、マイクロ
チャンバー内の表面吸着などで、タンパク質の
活性が失われてしまったことに起因すると考
えられ、表面吸着の低減が問題としてあげられ
る。これらは Sci rep (2018)において報告し
ている。一方、大腸菌プロトプラストを巨大化
し、そのサイズ依存的なタンパク質合成活性や
分裂能も調べた。大腸菌プロトプラストを細胞
壁合成阻害剤存在下で培養するとその体積が
増加し、培養開始後 8 時間で体積は 1000倍程
度まで増加する。このことは、体積が 1000 倍
大きくなっても内部の代謝が続いていること
を示している。一方で細胞分裂は体積が 460倍
程度増加すると起きなくなった（図 6）。これら
は、FtsZ のような細胞分裂装置が機能する上
限を示していると示唆される。また、細胞内に
おける代謝システムはそれよりロバストであ
ることがわかったが、その夾雑なシステムも
1000 倍以上の体積増加で破綻することがわかった。これらの成果も Life (2019)に報告してい
る。つづいて、融合細胞の体積変化を積極的に行うことで細胞内夾雑環境を変化させる実験系の
開発に取り組んだ。具体的には hybrid cell 内外の浸透圧を変化させることで、その体積を変化
させ内部の密度を変える方法を思い立った（図 7）。しかしながら、浸透圧を変化させるために

 
図 3 融合細胞中で発現したβ-gal 数の定量 
各融合細胞で計測されたβ-gal 活性のヒストグラム。平均で 25 分子

(モノマー換算 100 分子)が合成された。 
 
 

 
図 4 バクテリア融合によるチャンバー体積の変化 
左:融合前。右:融合後。マージ画像においてチャンバーの形状が膨ら

むように変形している。 
 

 
図 5 融合細胞作成による細胞質希釈とタンパク質合成活性 
赤のヒストグラムは作成された融合細胞における希釈倍率をプロッ

トしたもの。青のヒストグラムは赤のうちタンパク合成活性を示し

たもの。緑の点は赤と青の割合を示す。 
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Supplementary Figure 3. Dilution rate versus gene expression activity. 

(a) Histogram of the numbers of total hybrid cells (red) and active hybrid cells for gene expression 

(blue) with different the dilution rate. Dilution rate of each hybrid cells was calculated from the intensity 

decrease of Alexa405 encapsulated in the ALBiC reactors before fusion (see also Methods).  

(b) Enlarged histogram of (a). Green data points represent the ratio of the number of active hybrid cells 

to total cells. 

 

  



 

 

は hybrid cell外部の溶液を変化させる必要が
ある。また、実験的には、繰り返し溶液を変化さ
せて再現性などを確認する必要もある。そのた
め、今回私たちは、マイクロチャンバーデバイ
スを用いて繰り返し溶液交換出来る実験系の開
発を実施した。マイクロチャンバーデバイスで
の溶液交換を検証したところ、30回以上の溶液
交換が可能であり、ほぼ完全に交換出来ること
がわかった。このシステムを用いて溶液交換を
効果的に示す実験として 1 分子酵素やウイルス
粒子の酵素活性を外部溶液を変えながら連続的
にモニターする実験を実施した。溶液中に含ま
れる基質濃度を連続的に変化させることで注目
する 1 分子酵素のミカエリスメンテンプロット
の作成や、注目するウイルス 1 粒子に対する抗
ウイルス薬（Oseltamivir）の阻害濃度(IC50)を
決定することに成功した（図 8）。これらの成果
は Anal. Chem.(2021)に掲載された。一方、この
システムを用いて､マイクロチャンバー開口部
に作成した脂質二重膜を、その浸透圧変化によ
って変形させたところ、変形はみられるが、そ
れに伴う体積変化は 1.3 倍程度しか見られなか
ったため、より大きな体積変化を引き起こすた
めの方法の検討が必要であることがわかった。 
 
② 人工的な夾雑環境下における in vitro転写

翻訳反応 
よりシンプルなシステムに対する夾雑環境の影
響を調べるため、in vitroタンパク質転写翻訳
系である pure systemに対して osmolyteと言わ
れる低分子化合物を加えて､細胞内のような夾
雑環境を実現しその影響を調べた。 今回の研究
では、TMAO とベタインという 2種類の化合物の
添加に対して、4 種類のタンパク質合成活性へ
の影響を調べた。その結果、すべてのタンパク
質合成に対して 2 種の化合物は活性を向上させ
る効果があることがわかった。また、電気泳動
などの解析からタンパク合成量そのものが向上
していることがわかった（図 9）。Pure system の
ような in vitro 合成システムは合成生物学分
野において、その需要が近年高まっている。本
結果は、安価な低分子を加えるだけでその活性
を向上させることを見いだした初めての結果で
あり、合成生物学分野への貢献は大きい。これ
らの研究は、A02班との領域内共同研究として実
施され、合成生物学分野における専門誌 ACS 
Synth Biol.(2019)に掲載された。 
 
 

 
図 6 巨大化大腸菌から大腸菌への再生 
左:培養時間に対する大腸菌プロトプラストサイズ。右:巨大化大

腸菌の体積ヒストグラム。赤は巨大化大腸菌のヒストグラムを表

し、青はそのうち分裂した巨大化大腸菌のサイズを示す。 
 

 
図 7 浸透圧による膜変形と体積変化 
 

 
図 8 連続的な溶液交換による 1 分子酵素パラメータの測定 
a アルカリフォスファターゼ 1 分子のミカエリス-メンテンプロ

ット。1 つのラインが同一の 1 分子の酵素に相当する。b インフ

ルエンザウイルス 1 粒子に対する oseltamivir の IC50決定。上段

は同一視野の顕微鏡画像。グラフのラインがそれぞれ同一のウイ

ルス 1 粒子に相当する。インセットは得られた粒子ごとの IC50の

ヒストグラム。 
 

 
図 5 オスモライト添加によるタンパク合成活性の向上 
電気泳動は、各タンパク質におけるオスモライト濃度依存的タン

パク質合成を示す。グラフはそれぞれのタンパク質におけるバン

ド強度を定量してプロットしている。 
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of betaine on globin gene expression in the rabbit reticulocyte
lysate system was investigated in the context of hypertonicity,58

the present work reports a more comprehensive investigation.
Experiments were conducted using several types of proteins at
different concentrations and different temperatures.
In most conditions, TMAO was effective in activating gene

expression. The highest enhancement of gene expression at 37
°C was observed at 0.4 M for all tested proteins, Venus,
tdTomato, β-gal, and DHFR. An enhancing effect was also
observed for betaine. However, the effect of betaine was
modest and was observed only for the fluorescent proteins.
The maximum enhancement factor was only 1.6 (for

tdTomato expression at 37 °C). This was close to the reported
effect of betaine in the rabbit reticulocyte lysate system, which
was a 1.3−1.6-fold enhancement.58

Interestingly, at 26 °C, TMAO was effective at lower
concentrations. The highest expression enhancement was
observed using 0.2 M TMAO (Venus protein, Supplementary
Figure S1). For β-gal expression, the drastic effect was
observed at 0.2 M TMAO (Figure 3c). Although the
enhancement was very modest, betaine also showed the
highest effect at lower concentrations at 26 °C (Supplementary
Figure S1). It is not clear whether the observed temperature
dependency is due to the intrinsic properties of the osmolytes

Figure 6. SDS-PAGE analysis of protein expressions with trimethylamine-N-oxide (TMAO). (a−c) Gel images of the SDS-PAGE of Venus (a), β-
galactosidase (β-gal) (b), and dihydrofolate reductase (DHFR) (c) after trimming. The original gel images are provided as Supplementary Figures
S5, S6, and S7. Each sample was applied at the indicated reaction time. “f” indicates the reaction of the PURE system without dilution of the PURE
assay mixture. Red arrows indicate the position of the target proteins, and black arrows indicate the reference bands used for the quantification of
the expression yield (Supplementary Figure S8). (d) Time courses of the expression of Venus, β-gal, and DHFR. Inset of β-gal shows the intensity
at 30 min. All experiments were conducted with 2 nM of template DNA at 37 °C. Each experiment was repeated three times. Other gel images are
provided in Supplementary Figures S5−S7. Error bars indicate SD (n = 3).
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