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研究成果の概要（和文）：我々は，細胞内やマウス体内で起こる生命現象を1分子・1粒子・1細胞を高時空間分
解能で観察し機能の解明を行った．マウス耳介に腫瘍化したがん細胞のイメージングや好中球の動く様子を，マ
ウスを傷つけることなく高時空間分解能でイメージングした．観察像の結果，腫瘍からがん細胞が突起している
ことや好中球内の小胞は非常に活発に運動していることが明らかとなった．また，がん細胞の損傷度を定量化す
るために，細胞の位相差像を取得し各画素の光強度揺らぎから細胞内の運動を計測した．この計測結果は，これ
までに行われた染色の結果とよく一致したことから，揺らぎ法を用いて細胞損傷を継時的に定量することが可能
となった．

研究成果の概要（英文）：We took in vivo and in vitro images of single molecules and particles in 
mice and culture cells to understand the function of molecules. In vivo imaging, we images 
neutrophil labeled with quantum dots and cancer cells expressing tubulin-GFP in mouse auricles by 
spinning confocal microscope. The individual cancer cells, neutrophils and vesicles transporting in 
the neutrophil in mice were clear observed even at high spatiotemporal resolution of ~10ms and ~
10nm. The speed of vesicle transport was much higher than that in purified cells. 
To understand the damage of cancer cells quantitatively for cancer therapy, we took the phase 
contrast images of cancer cells and analyzed the intensity fluctuation (standard deviation of 
intensity) of each pixels in images. The magnitude of the fluctuation decreased with progress of 
cell damages. Long term observation of the fluctuation is available to detect the cell damage.

研究分野： 生物物理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞内分子機能の理解は，過去 15 年間の

蛍光蛋白質観察と分子生物学の進展によっ
て劇的に深まった。しかしながら，分子生物
学や蛍光蛋白質は個々の分子を観察するの
ではないため，分子反応や機能を直接的に理
解することはできない。一方，組換蛍光蛋白
質の登場とほぼ時を同じくして分子機能を
直接的に観察する 1分子ナノ精度の計測が登
場した。この方法の登場によって，精製され
た実験系においてモーター蛋白質などの 1分
子運動，ATP 加水分解反応，分子内構造変化
などが明らかにされた。さらに近年蛍光性ナ
ノ粒子（CdSe やダイヤモンド）の登場によ
り，高輝度で長時間の蛍光観察が可能となり，
細胞内の分子位置を正確に測定できるよう
になった。この粒子を利用して，マウス内で
も１分子の位置を追跡できるようになった。
しかしながら，これらの技術，すなわち蛍光
蛋白質，分子生物学，1 分子計測，蛍光性ナ
ノ粒子を組み合わせて，細胞内の分子反応を
観察する研究はほとんどない。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は，背景で述べた近年の技術

革新を取り入れ，さらに新しい方法を開発し
て，培養細胞やマウス細胞内のナノメートル
領域の分子や小器官の反応を 1 分子・1 粒子
レベルの高精度で測定することである。併せ
て，細胞実験と関連する精製した分子を用い
た実験も行い，分子，細胞，マウスの異なる
階層間の理解をつなぐ。 
 
３．研究の方法 
(1)精製分子研究 
ミオシン数分子の力測定 
ウサギより精製したミオシンについてイオ
ン強度を下げてフィラメント化を行った。ア
クチン線維の一端にポリスチレンビーズを
結合し，ビーズのレーザートラップを行った。
アクチンフィラメントとミオシンフィラメ
ント内のミオシン分子とを相互作用させた。
変位や力は 4分割センサーを用いて測定を行
った。得られた変位に対して，ステップ上の
変位を見つけるために，ステップファインデ
イングプログラムに掛けて，ステップの大き
さや時間を求めた。 
 ミオシン１分子の動態を直接とらえるた
めにミオシン制御軽鎖を大腸菌で発現させ
たビオチンタグ入り制御軽鎖と入れ替え，そ
こにアビジンコーティングした金コロイド
粒子（Φ20-30nm）を結合させ，その散乱像
を高速度カメラで撮影した（10000 フレーム
/秒）。  
 
 (2)細胞研究 
①がん細胞の損傷度の定量化の新しい方法
の開発 
細胞の損傷度を非侵襲で計測する新しい方
法を開発し，細胞の損傷を定量的に評価した。

がん細胞等をガラスボトムディシュに接着
し，顕微鏡ステージに取り付けた保温器にい
れ，細胞を位相差顕微鏡にて観察した。ベシ
クルなどの細胞内小器官の運動と細胞の元
気さが関係していることが我々の研究で明
らかになったので，細胞の損傷度については
その運動に関連する物理量を観察した。ベシ
クルが動けば光強度が変化することから，各
ピクセルの強度揺らぎ（強度の二乗平均の
根）の解析を行った。この光ゆらぎ解析法に
おいてどのような時間領域や撮影時間が最
適であるかを調べ，最適な条件で揺らぎを測
定した。  
 
②心筋細胞の振動の高速撮影  
従来の心筋細胞の筋節撮影の画像取得レ

ートは 33frames/sec であり心筋の振動周波
数 8 Hz に近かったために，波形の詳細が明
らかではなかった。そこで，我々は，画像取
得レートを 500 frames/sec に大幅に上げ，か
つ筋節長の位置精度も非常に高く 5nm (25 
frame/sec なら 1nm)となるように装置を改
良した。 
ラット心筋細胞を単離し，GFP-α アクチン

をトランスフェクションする。これをガラス
ボトムディシュに接着し，顕微鏡ステージに
取り付けられた保温器に取り付け，温度を一
定に保った。心筋の温度を上げるため，
1550nm の水の吸収があるレーザーを用いて，
温度ジャンプを行った。この心筋細胞に
488nm のレーザー光を照射して，蛍光画像を
得る。高速画像を得るために，レーザーを直
径 20μm 程度に絞りこみ，さらに，高速
EMCCD を用いて画像の取得を行う。 

 
③PAR1 発現細胞の PAR1 を 3 次元的観察 
乳がん細胞 KPL4 細胞に PAR-1-GFP を発

現させた KPL4-PAR1-GFP 細胞株を作成し
た。その細胞に対するモノクローナル抗体に
量子ドットを結合した。この細胞をガラスボ
トムチャンバーの表面に接着し，顕微鏡ステ
ージ上の保温器の 532nm レーザーにて量子
ドットを励起した。3 次元的に蛍光像を観察
するために，2 つの異なる焦点面における画
像を取得した。この 2 枚の画像の光強度をも
とに深さ方向の位置を計算で求めた。 
 
(3)マウス研究 
①非侵襲イメージング 
これまでの in vivo イメージングでは，腫

瘍部を切開して，癌腫瘍表面近くを観察でき
た。しかしながら，切開をすると，出血や免
疫細胞の活性化などが起こり，生きたままの
姿を観察する事は困難である。そこで，非侵
襲で観察できる装置システムの改良と観察
法の工夫をおこなった。明るくするため，倍
率を下げ，レーザーの集光度および強度を上
げた。血量が見えるように，青い光の透過像
を得られるようにした。観察法として，約
200μm の厚さしかない耳をえらび，蛍光を発



する毛の脱毛をした。がん細胞をラベルする
ためにターゲットとする細胞に対する抗体-
量子ドット複合体を尾静脈注射した。 
マウス腫瘍内がん細胞の非侵襲 in vivo イ

メージングを行うために，厚さが 150～
200μm と薄いマウスの耳介に腫瘍の作成を
行った。がん細胞を入れた細い注射針の扱い
を改良することで，耳介内に所定の量の培養
がん細胞を入れることができるようになり，
腫瘍が効率よくできるようになった。 
腫瘍として KPL4-EB1-GFP, U87MG, 

MDA-MB-231(WT),MDA-MB-231-GFP-tub，
MDA-MB-231-EB1-GFP の計 5 株における
接種細胞数の検討を行った。その結果，ある
一定以上の接種細胞数があれば高確率
（100％）でゼノグラフトモデルが作製でき
るとの結果が得られた。このマウス耳介内悪
性腫瘍の非侵襲イメージングを行う。 
 
４．研究成果 
(1)精製分子研究 
ミオシン少数分子の力発生と分子運動の直
接計測 
ミオシンフィラメントにアクチン線維を

相互作用させて，ミオシン分子集合体の発す
る力を解析すると，30pN 前後の大きな力を
発生していることがわかった。さらにステッ
プ状に変化する力波形が観測され，特に高負
荷におけるステップ状の力発生は，ミオシン
１分子では不可能であり，複数の分子が同期
して力発生する協同的な特性を示唆する結
果であった。そこでシミュレーションモデル
を構築し，ミオシン分子間の力発生が同期す
るメカニズムについて検討した。実験データ
を再現するようにパラメータを推定した結
果，低負荷から高負荷にかけて同期して力発
生するミオシン分子数が増加する特性がみ
えてきた。力発生の同期現象を起こす因子と
して，負荷依存的に力発生状態の遷移率が変
化する特性が重要であることがわかった。ま
たパワーストロークとよばれる構造変化に
よる力発生が２段階あると，１段階の場合に
比べ同期する確率が上がることも判明した。 
このシミュレーションモデルをもとに，サ

ルコメア構造内でのアクチンの変位を予測
した。その結果，等尺性収縮（サルコメア長
一定）においてでも，その内部にあるアクチ
ンは揺らいでいることが予測された。 
ミオシン少数分子個々の運動を観察する

ために，ミオシン分子に金ナノ粒子を標識し，
その散乱像を高速度カメラで計測する方法
を開発し，ミオシン分子の動態を直接計測し
た。まず，無負荷で自由に動くアクチンと相
互作用中のミオシン１分子の動態を計測し
たところ，平均 15 nm 程度ミオシンがアクチ
ンと相互作用しながら移動する様子を１分
子レベルで初めて捉えることに成功した。こ
の結果から，ミオシンは構造変化による力発
生後直ちにアクチンから解離するのではな
く，しばらく結合していることが見えてきた。

これは既存の筋収縮メカニズムでは予想さ
れないものであり，新しい収縮メカニズム提
唱につながる興味深い結果であった。 
 
(2)細胞研究 
①がん細胞の損傷度の定量化 
我々は，脳の悪性腫瘍からライン化された細
胞（Brain tumorstem cells，BTSCs) の紫外
線や IR700 に対する耐性を調べた。がん幹細
胞と幹細胞ではない腫瘍細胞 U87 に紫外線
（280nm）を 10 分照射した後に，幹細胞に
結合した量子ドット‐EGFR の細胞膜上の
運動を追跡した。その結果，がん幹細胞の
EGFR の膜上の運動は，照射前とほとんど変
化しなかった。それに対して，幹細胞ではな
い U87 では，膜上の運動は大きく阻害され
た（遅くなった）。これらのことから，がん
幹細胞が，紫外線に対する耐性があることが
明らかとなった。さらに，がん幹細胞耐性に
ついて調べるもう一つの方法として，赤色
（700nm）の蛍光を発するとともに，活性酸
素を発生する蛍光色素 IR700 を利用した。
この IR700 にがん幹細胞特有の細胞膜タン
パク質（CD133）に対する抗体を結合した。
この IR700 と抗体との複合体をがん幹細胞
と反応させた後，赤色（645nm）で照射を行
った結果，5 分程度の照射によって，がん幹
細胞がネクロ―シスを起こすことが明らかと
なった。この方法を用いれば，選択的にター
ゲットとする細胞を死滅させることができ
ると期待される。この IR700 の照射によって
小胞運動が遅くなることを指標として，細胞
の活性化を定量的に評価できる新しい方法，
すなわち，細胞の位相差像を撮影し，約
500nmｘ500nm の面積内の強度ゆらぎの時
系列を独自のプログラムにより解析を行っ
た。その結果，接着がん細胞においては，揺
らぎが時間とともに減少したのに対して，が
ん幹細胞においては，むしろ揺らぎが大きく
なった。この揺らぎ減少は，モータータンパ
ク質の不活性化と関係することが確認でき
た。一方，揺らぎが大きくなったのは，細胞
がブレビングを起こしたことで，細胞内の自
由空間が変化したためであると考えた。これ
らの結果より，細胞の損傷の程度を光揺らぎ
値から定量的に測定できることが明らかと
なった。 
 
②心筋細胞の振動観察とモデル解析 
心筋の振動運動の分子メカニズムの解明

を目指しているが，筋節内部には分子が密集
しているため，個々の分子の挙動を観察する
のは困難であり，その成功例の報告も無い。
そこで，我々は，ネズミ（Rat）心筋細胞内
の収縮系単位である筋節の長さ変化を測定
するために，筋節の仕切りに GFP を発現さ
せ，蛍光顕微鏡観察を行った。心筋細胞の温
度を 37℃から~40 ℃に上昇させたところ，
驚いたことに，筋節が高速に振動することを
発見した。 



得られた画像の振動波形の詳細を調べた
ところ，振動の振幅を大きく変化（約 6 倍）
させたにもかかわらず，振動数は，8Hz と一
定に保たれた。振動の最小振幅は約 30nm（最
大振幅~200nm）しかなく，モーター分子の
サイズに近いことから分子の挙動を反映し
ていると考察できる。このように，振動数一
定，振幅の顕著な変化，最小振幅 30nm がど
のような分子動態によって生み出されてい
るのか明らかにするために，モーター分子の
化学力学反応シミュレーションを行った。振
動の起源は，モーター分子（ミオシン）の可
逆的構造変化との関係が示唆された。分子数
の時間変化と振幅の幅が打ち消しあうため
に，振動数が一定となることも明らかとなっ
た。 

 
③PAR-1 のエンドサイトーシス過程の 3D イ
メージング 
がん化を誘発する膜タンパク質 PAR-1

（Protease activated receptor 1）を過剰発
現した培養細胞内がどのようにして，膜タン
パク質を細胞内に取り込むのか，その過程の
追跡をおこなった。PAR-1 は，スロンビンや
MMP1 といった分解酵素によって，アミノ酸
の一部が切断されることで活性化した。細胞
膜上の PAR-1 のエンドサイトーシス速度と
スロンビンによるカスケードの活性化とに
関連があるかをしらべるために，3 次元的位
置検出を行った。PAR-1 に対するモノクロー
ナル抗体に量子ドットを結合して，PAR-1 の
位置を検出した。量子ドット‐抗体複合体を
細胞と反応させてから，約 2 時間後には，細
胞上の量子ドットの半数が細胞内に取り込
まれることが判明した。さらに詳しく調べる
ために，3 次元的な位置を数 nm 精度で検出
できる装置を用いて，PAR-1 がどのようにエ
ンドサイトーシスするのかを明らかにした。 
約 150 秒の位置追跡によって，エンドサイト
ーシスする PAR1，膜表面上を動くだけの
PAR1 そして，膜の中から外に向かうエンド
サイトーシスとは逆方向の運動が見られた。
膜の中から外に向かう PAR-1 は，一度エンド
サイトーシスした小胞が舞い戻ってきたの
か，あるいは，リサイクリングの途中を見て
いるのかのいずれかであろうと考えた。 
 
(3)マウス研究 
非侵襲 in vivo がん細胞・白血球（好中球）
のイメージング 
白血球の中でも運動能が高い好中球の運

動を観察するために，好中球の膜タンパク質
に多粒子化量子ドットを結合することで，血
管中の好中球をより鮮明に観察できる実験
系を構築した。また，耳に刺激剤を塗りクロ
ファージを誘発したところ，貪食した量子ド
ットの詰まった小胞の運動を観察する事が
でき，小胞の位置を 15nm 精度で追跡するこ
とができた。 
細胞運動の詳細も観察でき，仮足が急速に

伸びたのち，細胞体が仮足の方法に動き出し
た。好中球が生体内を動くメカニズムが解っ
た。小胞の動きを詳細に調べた結果，小胞は
しばらく動いて止まるといった「stop and 
go」様式で動いていることが明らかとなった。 
がん組織・細胞の非侵襲 in vivo イメージ

ングにおいて，従来の研究では，1 枚の画像
を取得するために数秒を要していたが，この
速度では，速い反応を追うことが困難である。
我々は，ニポウ板式の共焦点顕微鏡を利用す
ることで，GFP を発現した乳がん細胞であ
る MDA-MB-231 細胞を高時間分解能で観
察するために装置の改良を行った。レーザー
が長時間がん組織に照射しないようにシャ
ッターをとりつけ，また，励起強度を素早く
上げる工夫を行った。また，励起光で照射す
る面積をこれまでの半分程度に減らし，励起
強度を上げた。これらの工夫によって，皮膚
の表面から 100 マイクロメーターの深さに
ある単一細胞を 0.1 秒の露光時間で動画撮
影することが可能となった。 
非侵襲 in vivo イメージングの時間分解能

を従来よりも上げることに成功した。実験で
は，細胞質内のチューブリンに GFP，核に蛍
光 強 度 が 高 い RFP （ Red Fluorescent 
Protein: HcRed1）が発現するよう２重に蛍
光ラベルしたヒト乳がん細胞を作出し，免疫
不全マウスの耳介内に接種後，非侵襲におい
て in vivo イメージングを行い，単一細胞の
GFP 蛍光および RFP 蛍光を 11 ミリ秒の露
光時間で撮影できた。その際，がん細胞の接
種箇所を極力，皮膚の直下とし，血流が遮断
されない程度の圧力でマウス耳介を顕微鏡
ステージに水平に圧着するなど，皮膚表面か
らの深さを浅くするよう工夫を施した。これ
らのことにより，従来よりも露光時間が短く，
かつ鮮明な像を撮影することができた。 
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