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研究成果の概要（和文）：生命科学において曖昧な物理量として「温度(熱)」があり、生命にとっての温度を理
解することを目的としている。核は細胞質よりも温度が高いという現象から、（１）どのようにして熱拡散を抑
えてこの温度差を生むのか？、（２）何のために温度差を作り出しているのか？この2つの問題を提起した。
（１）に関しては、細胞内での熱の振舞いを新規温度計測用蛍光タンパク質プローブを開発して細胞質の熱伝導
率計測を行った。（２）に関しては、タンパク質と核酸の温度に対する自由度の違いを、熱ショック応答因子
（HSF）に着目し、メダカKOを作製した。その後ヒラメを含む多種のHSF1をクローニングし、熱ショック応答の
解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：Temperature (heat) is an ambiguous physical quantity in life science, and 
the purpose of this project is to understand temperature in life. The nucleus has a higher 
temperature than the cytoplasm, which leads to the following questions: (1) How is this temperature 
difference created by suppressing thermal diffusion? (2) What is the purpose of creating this 
temperature difference? For (1), we developed a novel fluorescent protein probe for temperature 
measurement and measured the thermal conductivity of the cytoplasm to understand the behavior of 
heat in the cell. For (2), we focused on the heat shock factor (HSF) and generated medaka KO to 
investigate the difference in degrees of latitude between proteins and nucleic acids with respect to
 temperature. Subsequently, we cloned HSF1s from various species, including flatfish, and are now 
analyzing heat properties.

研究分野： 基礎生物学

キーワード： 温度　熱　イメージング　温度計測　局所加熱　熱ショック応答　タンパク質　核酸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生命にとっての温度・熱は、これまであまり扱われておらず、一方で、細胞内での熱は化学反応や、生体物質の
安定性、分子認識（結合）に大きく影響する物理量である。細胞のような秩序あるミクロの世界における熱の振
る舞いを理解することは、生物学のみならず物理・科学の分野における温度の再考や、応用に繋がる可能性を秘
めている。社会的には、生物の現象をミミックすることで熱の効率的な利用方法への新たな可能性が生れるかも
しれない。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
生命科学で扱いが曖昧な物理量として「温度(熱)」がある。温度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課題の目的である。背景として、代表者は、熱ショック応答を利用
して、生体の局所に赤外レーザーを集光させて加熱し、標的遺伝子発現を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。最初の論文では、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。永井健治博士らとの共同研究によ
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（Nakano et al. PLoS One 2017）。そこで、
「核の温度が細胞質よりも高い」ことが事実であるならば、それを達成している機構（How）と、
温度差を作る生物学的理由（Why）の２つの問いを立てて、その問いに対する仮説の検討を始め
た。 
「How：どのような機構で核と細胞質の温度差を生んでいるのか？」に対する仮説として、細

胞の秩序あるミクロの構造に着目し、脂質二重膜の二重膜構造（核・ミトコンドリア・葉緑体）
が温度を維持するための保温壁として作用している可能性がある。この仮説を検証するために
は、実際にミクロの世界で温度イメージング、それも熱の伝導の速度で行う必要がある。しかし、
顕微鏡下のミクロの世界の温度を高速でイメージングする方法が無かった。従って、これを開発
し、細胞中の熱の伝わりを実測することが必要となってきた。 
「Why：なぜ核の温度を高く維持するのか？」という問いに対しては、核だけでなく、上記の

How で示したように、脂質二重膜の二重膜構造を持つオルガネラに着目し、これらは全てゲノ
ム DNA を扱う場であることから、核酸に何かヒントがあるかもしれないと考えた。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）。核酸（ゲノム）を扱う場である核やミト
コンドリア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。 
 
２．研究の目的 
生物にとっての温度・熱の本質を知ることが私の目標である。本課題においては、上記のように
核と細胞質の温度差についての How と Why の問いに対する解答を導くことが目的となる。こ
れは、化学反応や、物質の（構造）安定性、分子認識（分子間相互作用）に非常に大きく影響す
るパラメータでありながら、生命科学においてこれまであまり注目されていなかった「温度・熱」
という物理量を生命科学の中にしっかりと内包させることで、より深い生命の理解に繋がる。特
に、細胞内の温度不均一性はミクロの熱科学であり、その機構の解明を通じて、生命が温度や熱
を効率的に利用する方法を知ることができ、これまでの均質で理想的な分子の平均運動量を想
定していた熱科学とは異なる世界が見えてくると考える。秩序的な構造を作る細胞内の膜構造
や、複雑なタンパク質の立体構造と、タンパク質-タンパク質あるいはタンパク質-核酸における
分子認識を含む分子間の相互作用を通じた精密な制御機構と温度の関係が見られるであろう。
これは、バイオミメティクス的にも示唆に富んでいる、つまり、熱効率を最大限に活用する分子
の秩序構造と熱伝導機構が隠れていると考えている。 
 
３．研究の方法 
「How：どのような機構で核と細胞質の温度差を生んでいるのか？」を解くために、細胞レベル
での温度計測方法を確立する必要がある。そこで、（1）生体内局所加熱法を確立し、（2）温度計
測用プローブ（顕微鏡下の温度計）を開発、そして、（3）温度計測顕微鏡ならびに局所加熱顕微
鏡を合体させた顕微鏡光学系を確立する。 
（1）は亀井が開発し、様々なモデル生物種で応用してきた IR-LEGO 技術の赤外局所加熱法を
転用する。（2）は新規の蛍光タンパク質温度プローブを大阪大学の永井博士らとの共同研究によ
る開発を進めた。（3）温度計測顕微鏡の開発の部分に関しては、基盤（B）により開発する顕微
鏡を利用する。 
「Why：なぜ核を高く維持するのか？」を解くことはかなりの挑戦である。背景に記載したよう
に、核酸は温度環境適応が難しい、つまり、温度に強い制約を受ける（自由度が小さい）という
仮説を検証するために、タンパク質の温度依存的な安定性変化を指標とすることから始めた。生
物が生息温度によって同じ機能を有するタンパク質（ホモログ）の温度特性を変化させている。
これはもちろん進化の過程での環境適応のための選択・淘汰の結果である。一方で、タンパク質
機能の温度依存性を明確に評価する必要があるため、熱ショック因子（HSF）を例として選び、
生息温度との比較生物学的な解析を行う。つまり、生息温度の異なる生物種から HSF をクロー



ニングして応答温度の比較を通じて温度適応の自由度を考える。 
 
４．研究成果 
How に対しては、まず、（2）に該当する新規
の温度計開発を行った。この温度プローブに
は、高速温度計測が必須となるので、温度の時
間応答性が優れ、かつ、細胞内など生体での応
用が可能な蛍光タンパク質（FP）を利用した。
温度による蛍光特性が異なる２つの FP；
mNeonGreen（温度感受性が小、緑蛍光）、td-
Tomato（温度感受性が大、赤蛍光）の組み合わ
せで、どちらも青色光励起し、各色で蛍光を検
出してレシオを取ることで温度計測が可能で
ある（図 1 上）。まず、この新しい温度プロー
ブ（B-gTEMP）を発現する培養細胞株を樹立
した。並行して、研究期間の途中で基盤（B）
に採択された課題で構築した顕微鏡を利用し
て、B-gTEMP レシオメトリック温度計測系用
の光学系に、さらに、局所加熱光学系を導入し
た融合顕微鏡システム（（2）・（3））を構築した。
このシステム使って、B-gTEMP 発現細胞外の
局所を加熱して、熱が細胞内を伝わる様子（温
度動態）を観察（図 1 下）し、細胞質の熱伝導
度を算出した。解析の結果、細胞質は純水の約 1/3 であることが分かった（Lu et al. Nano Letters 
2022）。 
一方で、「Why：なぜ核の温度を高く維持するのか？」については、HSF を指標にした。各生物
種において HSF が複数遺伝子存在する。メダカでは 4 つのサブタイプ（HSF1～4）があるが、
熱ショック応答に関わるサブタイプを確定する実験として、ゲノム編集によって機能欠失メダ
カ（KO）を作出した。熱ショックプロモータとして一般的な HSF1 から始め、HSF1-KO（ノ
ックアウト）メダカにおける熱ショック応答を検討したところ、応答しないことが示された
（Furukawa et al. Sci. Rep. 2017）。従って、HSF1 のホモログに注目することにした。次に、
メダカとは生育温度域が異なる（低い）ヒラメ（Japanese flounder）に関して 4 つの HSF の
存在を確認して、ゲノム配列情報の比較からヒラメにおいても HSF1 が相同なサブタイプとし
てクローニングを行った。ヒラメ個体における実験が施設的に海水飼育・温度管理・大きさの問
題で難しいので、メダカにヒラメ HSF1（以後 jfHSF1）を導入することで熱ショック温度の検
定を行うことにした。クローニングした jfHSF1 には、2 つのスプライシングフォームがあり、
長いものを jfHSF1-L、短いものを jfHSF1-S として両者の比較を含めて実施することにした。
L および S タイプの mRNA をメダカ胚（熱ショックで FP を発現する系統）にインジェクショ
ンしてその応答温度検定を行ったが、結果が安定しなかった。後日、HSF のタンパク質の総量
と、熱ショック応答温度の関係があることが別のプロジェクトから分かったため、現在は内在の
発現量と揃えるために、メダカ HSF1 プロモーター下流に jfHSF1 を KI（knock-in）する方向
でコンストラクトならびにトランスジェニック系統作
製のためのインジェクションを行っている。 
How の問題に対して上記のように直接的に顕微鏡下で
高速温度イメージングを進めてきたが、背景で記した
論文では、蛍光を使った温度計測法にはアーティファ
クトが含まれる可能性が指摘されている。つまり、測定
している温度が正しくないかもしれない。そこで、温度
変化によって誘起される蛍光強度変化以外の現象を指
標とする必要もあると考え、追加で研究を進めた。従来
の温度計で測定できるマクロでの実験と、蛍光温度計
測しか適用できないミクロでの実験を、個体全体を温
めて起こる熱ショックと、生体内部の局所加熱による
熱ショックという同じ動作原理に基づく実験系により
比較することで蛍光による温度計測の妥当性を示すこ
とができる。さらに、ミクロの世界における温度の拡散
を評価することも可能である。ミクロの実験系として、
IR-LEGO 法を用いた。生体内部の細胞レベルでの局所加
熱による単一細胞遺伝子発現誘導を行うと、周辺の細
胞にも熱ショック応答を起こす場合がある。これは狙
った細胞から熱が周辺に伝わって温度上昇させるか
らであると推定できる。つまり加熱のために単一細胞
に集中投入した赤外光エネルギーが、細胞の水分子に

図 1 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：mNeonGreen と td-Tomato 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 改変）。 

図 2 IR-LEGO の様々な条件での応答解析
（Tomoi et al. Front. Plant Sci. 2023 より）。 



吸収され、温度上昇し、周辺の細胞へ拡散したという事である。ここでは熱容量・熱伝導率など
の細胞および生体物質の熱特性を内包している。これを詳細に解析するために、シロイヌナズナ
ならびにヒメツリガネゴケをモデルにして、熱ショック応答と、照射エネルギー（照射時間と照
射パワー）、細胞の大きさとの関係の解析を、様々な組織の細胞で実施し、熱ショック応答との
関連を詳細に解析するための基礎データ取得を行った（Tomoi, Tameshige et al. Front. Plant 
Sci. 2023、Tomoi et al. in prep）。この結果から、細胞サイズとトータルエネルギ―量には明確
な相関が見られることを示唆するデータが得られた（図 2）。今後は、赤外照射に伴う細胞の温
度を、今回開発した B-gTEMP により実測し、マクロとミクロの比較により、蛍光温度計測法の
妥当性を示す。また、この実験系を使って、熱容量、生体物質の熱伝導率解析と合わせて生体物
質が持つ秩序とオルガネラ、細胞の温度制御に関して考察が行えるように準備したい。 
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