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研究成果の概要（和文）：細胞中では、ブラウン運動とは異なる異常拡散が生じる。本研究では、高濃度高分子
溶液を脂質膜で閉じ込めた細胞サイズの液滴により細胞の構造を再現し、蛍光相関分光法を用いた拡散挙動の解
析から、構造的な特徴が分子拡散へ及ぼす影響の解明を目指した。その結果、異常拡散性は、高分子がつくる混
雑環境にのみ依存して液滴半径には依存しなかった。一方、拡散係数は液滴半径が約20um以下で低下すること、
その低下度は液滴を覆う膜物性に依存する現象を見出した。この要因として、分子クラスター形成による分子サ
イズの上昇、あるいは高分子鎖の実効的な緩和時間の変化が考えられ、今後その検証を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：Intracellular molecular diffusion is often anomalous. To elucidate the 
mechanism of this anomalous diffusion from the structural features, we mimicked the cell structure 
using cell-sized droplets of a highly concentrated polymer solution confined by a lipid membrane and
 analyzed the diffusion behavior. The results show that the anomalous diffusion depends only on the 
crowded environment produced by the polymer and not on the droplet radius. On the other hand, the 
diffusion coefficient decreases when the droplet radius becomes about 20 um, and the degree of 
decrease depends on the physical properties of the membrane covering the droplet. In the future, we 
will verify that the origin of the decrease in diffusion coefficient is the increase in molecular 
size due to the formation of molecular clusters or the change in the effective relaxation time of 
polymer chains.

研究分野：ソフトマター物理

キーワード： 細胞モデル　高分子混雑　異常拡散　蛍光相関分光法　粘弾性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果より、分子スケールよりも大きな細胞サイズ空間が、高濃度高分子溶液における分子挙動を変化させ得る
ことが明らかとなった。これは、生細胞内の分子挙動を理解する際、バルク量の分子挙動を基準とすることには
問題があり、細胞サイズ空間の寄与を取り入れた理解が必要不可欠であることを示唆している。さらに、細胞サ
イズのミクロ高分子液滴は、医薬品や化粧品、食品の材料としても汎用されていることから、その物性の理解や
制御においても有用な知見と言える。

※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 
細胞内の分子拡散では、異常拡散やエルゴード性の破れなど、通常のブラウン運動とは異なる
複雑な拡散挙動を示すことが分かっている 1。この要因として、細胞中に多量に含まれる高分子
間の絡み合いによる粘弾性化や様々な非平衡環境が提示されてきた 2, 3。しかし、申請者らが生
細胞から抽出した高分子溶液の粘弾性をマイクロレオロジーにより解析したところ、異常拡散
やエルゴード性の破れは生じず、完全粘性流体として振る舞うことが示された 4。すなわち、細
胞から取り出した高分子溶液中での分子拡散は、生細胞とは異なるものとなっていることがわ
かる。この理由として、非平衡環境だけでなく、細胞膜で覆われたマイクロメートルサイズの空
間閉じ込めが、高分子の絡み合い状態と分子拡散挙動を変化させる可能性があると着想した。 
細胞内に匹敵する高濃度高分子溶液中での分子拡散は、球状高分子では分子間距離、線状高分
子では高分子網目サイズに該当する特徴長さ ξ と拡散分子の直径 d の比からおおよそ理解でき
る。ξ > dであれば、拡散分子は高分子の影響が小さく、ほぼ溶媒の粘性で拡散係数 Dが決まる
が、ξ < dでは高分子の生み出す粘弾性によって、遅い異常拡散となることが多い。こうした高
分子混雑環境に依存した分子拡散に対して、細胞サイズ閉じ込めがもたらす影響が明らかとな
れば、細胞内で見られる複雑な分子拡散挙動に対し、高分子環境がもたらす要素と非平衡環境が
もたらす要素に分離して議論できるようになる。また、膜により覆われたミクロ材料は、医薬品
や化粧品、食品の材料として汎用されてきており、閉じ込め効果が明らかとなれば、マクロ系で
の物性に加えてミクロ系の効果を取り入れた分子設計の指針が提案できるなど、ミクロ材料の
応用研究においても重要な知見をもたらすことが期待される。 
 
２．研究の目的 
高分子混雑した人工細胞中での分子拡散を測定し、高分子混雑環境と閉じ込め空間の協奏に
よる分子拡散挙動を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
高濃度の高分子溶液をリン脂質単分子
膜で覆った球状の油中液滴を人工細胞と
して用い、高分子とその間をすり抜ける
小分子の拡散挙動を、蛍光相関分光法
（FCS）により解析する（図 1）。高分子
混雑環境を生み出すための高分子は、球
状タンパク質であるウシ血清アルブミン
（BSA）、グルコースが連結した多糖であ
るデキストラン、線状高分子であるポリ
エチレングリコール（PEG）を用いた。拡
散挙動は、これらの蛍光ラベル高分子と、
小さな拡散分子として、緑色タンパク質
（GFP）、蛍光分子 TAMRA、蛍光分子
Rhodamine6Gを用いた。また、人工細胞
を覆う膜は、電気的に中性であるリン脂
質：フォスファチジルコリン（PC）と PEG
が脂質の親水部に結合した PEG 脂質を
用いた。拡散係数は、半径 Rの異なる球
状液滴に対し、その中央と液滴表面の膜
から距離 Lmにある位置にて測定した。さ
らに体積一定の条件下で、膜表面積体積
比を大きくさせるため、厚みが 10 μm程
度の 2枚のガラス間に人工細胞を挟むこ
とで、半径が rの円盤型へ変形させた。 
 
４．研究成果 
（ⅰ）細胞サイズ閉じ込め効果 
半径 Rの球状液滴をガラス上に付着させたうえで、液滴中央での拡散挙動を FCSにより解析
した。高分子混雑環境における特徴長さ ξと小さな拡散分子の直径 dがほぼ等しくなる（ξ ~ d）
において、液滴半径 R < 20 μm の条件下でバルク系よりも拡散係数 Dが低下する様子が見られ
た（図 2a）。これは、高分子混雑環境でのみ見られ、例えばデキストランを構成するグルコース
を高濃度添加した系では見られなかった。さらに、異常拡散性パラメーターa は BSA溶液にお
いてのみ僅かに 1より小さくなり、遅い異常拡散が見られたものの、Rには非依存であった。こ
の R依存的な D低下に対し、短距離の膜界面効果である可能性を検証するため、膜からの距離

 
図 1. 人工細胞中での FCS測定を示す模式図. 

 

 
図 2. BSA液滴中での GFP拡散．(a) 液滴中央での
拡散係数 Dと液滴半径 Rの関係。(b) R = 10 μmの
液滴における Dと膜界面からの距離 Lm依存性。 



Lmに応じた測定を行ったところ、Lm

によらず液滴全体で遅い拡散が生じ
ていることが分かった（図 2b）。次に、
長距離の膜界面効果を検証するた
め、液滴を厚みが 10~20 μm程度のガ
ラス板間に挟み、円盤に変形させる
ことで、膜表面積体積比が大きな液
滴中での拡散測定を行った（図 3a）。
その結果、球形液滴では遅い拡散が
見られなかった体積条件でも、円盤
型液滴では D 低下が生じ、遅い拡散
が生じる体積条件が広がることを見
出した（図 3b, c）。これより、R依存
的な D 低下をもたらす細胞サイズ閉
じ込め効果は、表面積体積比に強く
依存した長距離の膜界面効果が主な
要因であることが強く示唆された 5。 
 
（ⅱ）膜界面効果 

R < 20 μmの小さな液滴でバルクよ
りも遅い分子拡散が見られた液滴に
対して、その要因と考えられる「長距
離の膜界面効果」の検証行うため、界
面物性を変えることを試みた。液滴
を覆う脂質膜に PEG脂質を添加し、
遅い拡散の度合がどのように変化す
るのかを調べた。その結果、高濃度領
域では、PEG 膜が PC 液滴に比べて
遅い拡散の程度を小さくする結果が
見られた 6。 

 
（iii）閉じ込めが招く遅い拡散の要因   
表面を覆う膜が液滴中での遅い拡
散をもたらす理由として、主に２つ
考えられる。１つは、膜表面での核形
成による分子クラスターであり、も
う１つは高分子のもつ持続長の変化
である。前者は、高濃度高分子溶液中
で生じると不安定化分子クラスターとは異なり、より長時間維持できる（準）安定なクラスター
である可能性がある。今後、重心拡散に加えて、回転拡散も測定することで、この仮説を検証し
たい。後者は、液滴表面と高分子との相互作用により、高分子の持続長が長くなったことで、実
効的な粘度が上昇して拡散が遅くなったとする説である。液滴に閉じ込められた高分子の持続
長を厳密に測定することは困難であるが、マイクロレオロジーによる液滴中での粘性測定とシ
ミュレーションを組み合わせることで、検証したいと考えている。 
 
以上、高濃度高分子溶液を細胞サイズ液滴へ閉じ込めると、半径が約 20 μm 以下ではバルク
よりも拡散が遅くなる現象を見出した。この時、異常拡散性は大きく変化しないことから、流体
力学的な寄与は、遅い異常拡散の要因ではないと結論付けた。さらに、液滴変形による膜表面積
比の増大や膜物性に応じて、遅い拡散の条件や度合が変化したことから、遅い拡散をもたらす主
な要因が長距離の膜界面効果であると結論付けた。今後は、この遅い拡散が生じる分子的描像の
解明を目指す。 
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図 3. (a) 2 枚のガラス間に挟み込んだディスク型液滴
の断面模式図と顕微鏡画像．(b, c) 半径 Rの球状液滴
と断面での半径が r の液滴中での分子拡散 D. (b) 160 
mg/mL球状タンパク質 BSA溶液と(c) 200 mg/mL PEG
溶液中である。 
 

 
図 4. (左) 脂質膜と(右) PEG 結合脂質膜で覆われた R 
< 20 μm液滴中での拡散係数．高分子混雑を生み出す
高分子は、(a) 160 mg/mL BSA溶液，(b) 23wt% or 29 
wt% デキストラン 150k Da，(c) 17 wt% 線状高分子
PEG20kである. 
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