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研究成果の概要（和文）：生命科学で扱いが曖昧な物理量としての「温度(熱)」が、生命にとってどういうもの
であるかを理解することが本研究の目的である。細胞内にある生体物質の熱伝導率を知ることを通じて、生命が
どのように熱を活用あるいは対処しているかを考える。その目的を達成するため、本研究では赤外レーザーを用
いて細胞内局所の加熱による摂動を使って熱拡散をイメージング技術で捕捉した。温度計測には、協力者である
永井教授(大阪大学)との共同研究で新規温度計測用蛍光タンパク質プローブを開発した。またそれを発現する培
養細胞系統を使って加温実験を行い、熱伝導に関して解析により細胞質の熱伝導率を求め論文として公表した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to understand what "temperature (heat)" means 
to life as a physical quantity that is ambiguous in the life sciences. Through understanding the 
thermal conductivity of biomaterials in cells, we will consider how life utilizes or adapts to heat.
 To achieve this goal, we used an infrared laser to capture thermal diffusion through perturbations 
caused by intracellular local heating using a new imaging technique. For temperature measurement, a 
novel fluorescent protein probe was developed in collaboration with a collaborator, Prof. Nagai 
(Osaka University). We also performed heating experiments using a cultured cell line expressing the 
probe, and obtained the thermal conductivity of the cytoplasm by analyzing heat conduction and 
published the results in a paper (Lu et al. Nano Letters 2022).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで基礎生物学分野で手を付けられていなかった温度や熱を議論するための基盤的なデータを収集すること
のできる計測法がある程度確立できた。今後より詳細に生体物質の熱特性データを集めることで、生物がどのよ
うに熱を活用あるいは、温度に対して適応して来たのかを議論できるようになり、生物ならびにその進化をより
深く理解できるようになると思われる。

※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 
研究代表者（以降亀井）は、赤外レーザーによる局所加熱で熱ショック応答を誘導することで
外来遺伝子を生体内局所で発現誘導する顕微鏡技術（Infrared Laser Evoked Gene Operator：
IR-LEGO；Kamei et al. Nat. Methods 2009）を開発している。この論文では、赤外レーザー照
射領域の温度上昇を評価するために、緑色蛍光タンパク質（GFP）を用いたミクロの温度計測方
法を初めて開発した。その後、他の研究者も様々な蛍光物質の温度依存的な特性を利用した顕微
鏡下のミクロの温度計測技術を報告した。そして、これらミクロの温度計測法の細胞への応用か
ら、「細胞の核が細胞質よりも温度が数℃高い」という現象の報告が複数出てきた。一方で、従
来の熱力学理論からは温度差はありえないという反論論文（Baffou et al, Nat Methods 2013）
が公表された。亀井も、永井健治博士らと共同研究により、高感度で高速温度イメージングが可
能な蛍光タンパク質温度計測プローブ（gTEMP）を開発して細胞核の温度が高いことを自らも
確認した。そこで亀井は「核の温度が細胞質よりも高い」ことの生物学的理由、つまり、生命活
動に有利な点について考えた。そして、熱ショック応答タンパク質（HSF1）を比較生物学的に
生息温度と応答温度と、アミノ酸配列の相関を解析する研究を開始した。このテーマは挑戦的研
究（開拓）に採択され、研究を進めた（2017-2022年度）。この研究で、生命の基本システムと
して核酸は 4種類、タンパク質は 20種類を組み合わせているが、生息温度に適応する際に核酸
は強い制約を受ける（自由度が小さい）点に気付き、核酸（ゲノム）を扱う場である核は温度が
少しでも高いほうが有利なのではないかという仮説に至った。この仮説を裏付けるためにも、核
酸（DNA）を格納する「核」が高い温度を維持できる「機構」を解明するためにも、細胞内の熱
伝導率をイメージングで解析するアプローチが必要であると考え、高速な熱伝導をイメージン
グする方法として本課題に着手した。 
 
２．研究の目的 
細胞の核の温度を細胞質よりも高く維持するための機構を解明するために、細胞内生体物質
の熱伝導率を算出することが最終的な目標である。そこで、まず、高速で伝播する熱を観測する
ための温度イメージング法を確立することが本課題の目的である。熱は 3次元に拡散するため、
（1）自由に局所を温める、つまり熱源を作るために赤外レーザー光の局所照射系、（2）温度計
測のための高速応答するレシオメトリック温度プローブの開発、（3）高速 3 次元レシオメトリ
ック温度イメージング顕微鏡法を確立する、以上 3点の技術融合を通じて（4）細胞の熱伝導率
と将来的には他の細胞構成要素やオルガネラ
の熱伝導率の導出が目的となる。 
 
３．研究の方法 
（1）生体内局所加熱法の転用 
従来は生体内遺伝子発現法としてノウハウ
を蓄積してきた IR-LEGO顕微鏡を転用するこ
とで局所加熱が可能である。このシステムを構
築する顕微鏡に導入する。 
（2）高速応答レシオメトリック温度プローブ
の開発 
 2009 年に温度計測に利用したものは緑色蛍
光タンパク質（EGFP）であった（図 1上段）、
これを大腸菌に発現させて微小温度計として
が、精度が高くないため、より精度の高い温度
プローブとして 2017 に論文発表した gTEMP
（図 1下段）は、レシオメトリック型のため精
度は良く、また、高速応答することが分かった
が、蛍光励起が紫外線域であったため、励起光
強度が要求される高速撮影では細胞への光毒
性が問題となると予想された。そこで、より長
波長での励起が可能な温度プローブの開発を
行った。既存の蛍光タンパク質の温度と蛍光強
度の相関からベストな組み合わせを検討した。 
（3）開発した温度計測プローブに最適な高速
イメージング顕微鏡の構築 
 高速撮像可能なカメラを導入し、さらに、2波
長同時イメージングのためにイメージスプリ
ット光学系を導入する。3次元高速タイムラプ
スのためにはライトシート光学系も検討する。 

図１ 温度計測蛍光タンパク質プローブ 
上段：通常の EGFPの蛍光強度の温度依存性を利用し
て温度計とした（Kamei et al. Nat. Methods 2009改
変）。下段：レシオメトリックタイプの温度計測蛍光タ
ンパク質プローブ（gTEMP）により赤外レーザー加熱
に高速で応答計測可能。一方で、励起は紫外を用いる
（Nakano et al. PLoS One改変）。 



 
（4）細胞の温度動態実測 
 （2）の温度プローブを培養細胞やメダカ胚に発現させ、（1）および（3）を融合した顕微鏡シ
ステムにて温度動態イメージングを行い、細胞中（細胞質）の熱伝導率を算出する。 
 
４．研究成果 
永井博士らとの共同研究により、新規の
青色光（UV よりも長波長の Blue）励起タ
イプのレシオメトリック温度計測蛍光タン
パク質プローブを開発した（B-gTEMPと命
名：図 2）。この温度プローブの諸性質の検
証と、同時に培養細胞に導入した安定発現
株を樹立した。培養細胞の局所を加熱（今回
はカーボンナノチューブを培養細胞に振り
かけて、赤色レーザーにより加熱する方法
に変更）し、その熱が細胞内を伝わり、細胞
質温度が変化する様子を空間的・時間的に
捉えることに成功した。一方で、通常の細胞
培養用イメージングに使用するグラスボト
ムディッシュでは、ガラスの熱伝導率が高
く、また、培養液も同様に熱伝導率が高い可
能性があったため、熱伝導率の低いプラス
ティックを利用したフィルムボトムディッ
シュの利用や、培養液を熱伝導率の低いオ
イルに置換して観測を行うなど、熱が 2 次
元的に拡散する方法を選択することで、基
板あるいは培養液の熱伝導を防ぐことがで
き、より正確な細胞内の熱伝導動態解析を
行い、細胞質の熱伝導率が、純水（Baffou らが用いた）と比較して 1/3 であることを示した。
（Lu et al. Nano Letters 2022）。 
 

図 2 新規温度計測蛍光タンパク質プローブ B-gTEMP
と、局所加熱に伴う細胞内熱動態解析 
上段：mNeonGree と tdTomato を融合させ、FRET も
含めて高感度・高速温度プローブを開発した。下段：B-
gTEMP 発現培養細胞の局所加熱による細胞内温度変化
の動態解析（Lu et al. Nano Letters 2022より改変）。 
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