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研究成果の概要（和文）：近年の細胞温度の計測技術の発展により、単一細胞の発熱に伴う１℃オーダーの温度
上昇が明らかにされつつある。しかしながら、この温度上昇は熱量測定の知見から計算される温度上昇より数桁
も高いことが、世界的な論争となっている。この問題を解決するべく、本研究では細胞内外の局所温度を顕微イ
メージング・光操作する手法を駆使することで、細胞の発熱と温度上昇をつなぐ物理学的研究基盤となる顕微シ
ステムを構築、細胞内の熱伝導や熱物性、温度勾配に関する知見を得た。

研究成果の概要（英文）：In recent years, advanced single-cell thermometry has detected temperature 
increase higher than 1 degree Celsius in living cells. However, the temperature increase is much 
larger than that calculated from heat production of single cells. To bridge the gap between the 
measurement and calculation, we developed microscopic systems combining optical thermometry and 
microheating, and obtained experimental data related to heat transfer, thermal properties, and 
temperature gradient in a single cell.

研究分野： 生物物理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は多種多様なタンパク質や構造物が高密度に存在する細胞内環境において、「熱はどのように伝わるの
か」、「どのくらいの温度勾配が形成されるのか」、を検証するための顕微解析システムを開発し、細胞内熱伝
導の非線形性や熱伝導率の不均一性、細胞発熱時の局所温度勾配を評価したものであり、単一細胞レベルで起こ
る発熱と温度上昇をつなぐ物理学的研究基盤を構築したことに学術的意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ヒトは食事によってエネルギー源を取り入れ、体温を維持するために熱へ変換している。こ
のエネルギー変換は単一細胞レベルでも同様であり、細胞内のさまざまな化学反応に伴う発熱
吸熱反応は細胞内部の局所的な温度を変化させる。一方、化学反応速度が温度によって変化す
るように、細胞内の酵素反応も温度に依存する。そのため、細胞内の化学反応による局所的な
温度変化が、その反応自身や他の反応を促進・制御している可能性が高い。研究代表者らは、
この“Thermo-Chemical Signaling”という新しい視点に基づき、「細胞が局所的な熱をいかに生み
出し、有効利用しているか」を顕微鏡実験から解明することを目指している。 

近年の細胞温度計測技術の向上により、単一細胞内では１℃オーダーの温度分布が形成され
ており、その温度は細胞の活動に伴って同程度上昇することが明らかとなってきた。しかしな
がら、単一細胞の発熱量を考えると、1℃オーダーの温度上昇は理論値より数桁高い「異常な
発熱」であることが、世界的な論争となっている[Baffou et al., Nat Methods 11(9):899–901, 

(2014)]。従来のカロリメーターで測定される単一細胞の発熱量は、大きい場合で数十 pW～数
nW 程度であるが、単一細胞と同体積の水が周囲より 1°C 温かい状態を維持するために必要な
熱量は、µW オーダーの熱量が必要であると計算される。この桁違いなギャップ問題（105ギャ
ップ問題）は、計測結果の信頼低下を招くものであり、早急な解決が求められる。 

 

２．研究の目的 

本研究は細胞の発熱と温度上昇をつなぐ物理学的研究基盤の構築を目指すものである。具体
的には、105 ギャップ問題の解決策として研究代表者らが提案[Suzuki et al., Nat Methods 

12(9):802–3 (2015)]してきた①細胞内熱伝導・熱物性の特異性と②温度上昇の局所性を実験検証
することを目的とした各研究テーマを遂行した。また、細胞の生理的な電気的興奮に伴う細胞
温度変化やイオン流入に伴う細胞膜局所の温度変化など、新しい発熱機構の発見も目指した。 

 

３．研究の方法 

本研究では、細胞スケールの局所温度を顕微イメージングする蛍光温度測定法を用いた。ま
た、赤外光レーザーによる局所光加熱法と組み合わせることによって、細胞内熱伝導・熱物性
解析を行った。それぞれの具体的な手法は以下の通りである。 

 

（1）蛍光温度測定法：温度が高くなると蛍光色素の明るさが暗
くなる（蛍光強度が下がる）性質を持つ蛍光色素を用い、蛍光
顕微鏡観察から細胞内外局所の温度変化をイメージングする手
法。本研究では蛍光デキストラン [Oyama et al., Biophys J 

109(2):355–64 (2015)] や 蛍 光 温 度 計 シ ー ト [Itoh et al., 

BIOPHYSICS 10:109–19 (2014)]を用いた温度計測法を、本研究テ
ーマに合わせ改良した。 

 

（2）局所熱パルス法：赤外光レーザーを金属微粒
子[Suzuki et al., J Neurosci Methods 139(1):69–77 

(2004)]や水・細胞に集光[Oyama et al., Lab Chip 

12(24):5155–9 (2012)]することで、細胞内外に局所
的な温度勾配を形成する手法。レーザー光照射は
メカニカルシャッターで制御することで、パルス
状の温度上昇を細胞に与えることができる。 

 

４．研究成果 

（1）細胞内熱伝導解析 

105ギャップ問題を議論する上で、細胞内熱伝導は線形方程式で記述されてきた。しかしなが
ら、多種多様なタンパク質・構造物が高密度に存在する細胞内環境は、希薄な溶液とは異なる
熱伝導を示す可能性が高い。多孔質溶媒における拡散方程式（Porous medium 方程式）に基づ
く非線形な熱伝導過程は、線形過程にくらべ局所的に大きな温度上昇を引き起こしうるため、
単一細胞内熱伝導の非線形性を実測することは、細胞内温度変化を正確に予測するのに必須で
あり、異常発熱の原因解明に直結すると考えた。 

そこで本研究では、局所熱パルス法と蛍光温度測定法を組み合わせた細胞内熱伝導イメージ
ング顕微システムを用いて、細胞内熱伝導の非線形性を評価した。細胞を局所加熱するために、
ガラス管先端に凝集させた金属微粉末を電動マニピュレータで顕微操作し細胞近傍に設置、赤
外光レーザー(波長 1064 nm)を集光する手法を用いた。温度感受性蛍光色素を細胞内に導入し、
その蛍光強度の時間変化を高感度高速カメラを用いて毎秒 2000 フレームの撮像速度で撮影、加
熱後の温度減衰過程から、細胞内熱伝導の非線形性を求めた。本計測結果から推定される細胞
内熱伝導の非線形性は、水の熱伝導率の温度依存性に起因する非線形性と同程度であり、細胞
内温度上昇に与える寄与は無視できる程度であることを明らかにした(Biothermology Workshop 

2016 にて発表)。 

 



（2）細胞内熱伝導率マッピング 

細胞内温度計測法の発展により、細胞内温度の２次元マッピングが可能になり、核が細胞質
より温かいというような、細胞内の定常的な温度勾配が明らかになってきた[Okabe et al., Nat 

Commun 3:705 (2012)]。これら温度勾配を形成する要因の一つに、細胞内熱伝導率の不均一性が
考えられるものの、実験的検証は未だされていない。 

そこで本研究では、これまで独自開発してきた細胞内熱伝導率マッピング法（細胞内に赤外
光レーザーを集光して局所光加熱した際の細胞内温度分布から熱伝導率の不均一性を可視化す
る手法）の改良を進め、生きた細胞の核内に赤外光レーザーを集光したときには、核は熱源（集
光点）から同じ距離にある細胞質にくらべて顕著に温まり、両者間に大きな温度ギャップが形
成されたことを示す温度変化マップ（実際には核内温度計色素の蛍光強度が細胞質内色素にく
らべて顕著に減少するマップ）を得た。各地点における温度勾配から熱伝導率を相対画像化し
た熱伝導率マップからは、核と細胞質の境界付近の熱伝導率が低い（断熱効果の高い物質が存
在する）ことを示唆するデータが得られた。また、温度非感受性の蛍光色素（温度変化に対し
て蛍光強度が変化しない色素）を用いることで、局所加熱時における細胞変形の影響を評価し
た。生きた細胞とパラホルム固定した細胞では、加熱時の温度分布・熱伝導率マップの様子が
異なるという興味深い結果も得られているものの、研究期間内で得られたデータからはこれら
が熱物性の違いを反映していると断定するには至らなかった。 

 

（3）蛍光温度計シートを用いた細胞温度計測 

細胞内に蛍光温度計が位置する場合、温度以外の環境変化も常に受けている。これら蛍光温
度計に影響を与えうるパラメータ（pH, イオン、粘性、タンパク質接着など）はできる範囲の
コントロール実験で除かれているものの、細胞内で受けうる全ての影響を考慮・除外すること
は難しく、細胞と溶液の定常的な温度差を計測することは、未だ困難である。信頼性の高い細
胞温度の時空間情報を得るためには、細胞外部から細胞と溶液の温度を同時計測する手法が求
められる。 

そこで本研究では、これまで開発してきた蛍光温度計シートを用いて、細胞表面と周囲の溶
液の温度分布を外部から非侵襲・同時に２次元マッピングする手法を構築した。具体的には、
温度感受性蛍光色素をスピンコートした蛍光シート上に細胞を培養し、細胞直下および周囲の
シートの蛍光強度比から細胞膜近傍と溶液の温度差を計測した。生きた細胞やパラホルム固定
した細胞と溶液の温度差を計測したところ、どちらも溶液温度と１℃オーダーの有意な違いは
見られなかった。次に、本手法と細胞内温度計測を組み合わせることで、単一細胞の発熱時に
生じる局所的な温度勾配の検出を行った。細胞に Ca2+イオノフォアを作用させることで細胞内
Ca2+上昇を誘発したところ、発熱源と考えられている細胞内小器官近傍では１℃オーダーの温
度上昇が見られたのに対し、細胞膜近傍の温度上昇は検出されなかった（0.2℃以下）。同様の
手法を用いて、ラット海馬神経細胞とラット心筋細胞の生理的な一過的な興奮に伴う温度変化
を捉えることを目指した。両者とも電気刺激による細胞興奮を繰り返し起こすことができる性
質を活かし、それぞれの刺激ごとの温度変化を積算することで、興奮性細胞の生理的な活動（筋
収縮・神経興奮）に伴う温度変化を神経細胞は
約 0.03℃、心筋細胞は約 0.01℃の温度分解能で
計測したが、顕著な温度上昇は見られなかった。
単一細胞における代謝熱や生理的な熱産生は、
その発熱源近傍の温度を局所的に温めるもので
あり、細胞全体の平均温度を１℃オーダーで変
調させるには不十分であることを示す結果とな
った(Biothermology Workshop 2018 にて発表)。 

 

（4）リポソームを用いた脂質２重膜局所の温度計測 

細胞外溶液と細胞質、細胞質と細胞内Ca2+ストアで約104倍ものCa２＋濃度勾配が生じている。
細胞膜や細胞内 Ca2+ストアの膜上にある Ca2+チャネルなどの開閉により Ca2+は脂質膜間を流れ、
細胞質の局所的な Ca2+濃度上昇や細胞全体にわたる大きな Ca2+濃度上昇を引き起こし、筋収縮
を誘発するなど細胞機能を制御している。 

本研究では、Ca2+流入時における脂質膜近傍で生じる局
所的な温度変化の検出を目指し、細胞サイズのリポソーム
膜局所の温度計測を行った。具体的には、Ca2+イオノフォ
アによるリポソーム内 Ca2+濃度と温度の同時計測系を構築
した。リポソームは界面通過法  [Chiba et al., Biophys J 

107(2):346–54 (2014)]で作成した。リポソーム内外に Ca２＋

濃度勾配を形成し、Ca2+イオノフォアによって Ca2+流入を
誘発、蛍光 Ca2+指示薬によってリポソーム内 Ca2+濃度変化
を観察した。また、脂質膜は温度感受性蛍光色素で染色し、
その蛍光強度の相対変化から温度変化を計測した。本計測
では Ca2+流入に伴う 1℃オーダーの顕著な温度変化は観測
されなかった (AIBBC にて発表)。 
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