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概 要

水などの液状物質は室温で放置しても時間経過によって氷に変化することはない。一方
で、液状物質の中には、時間経過とともに粘弾性が増加し、固化（ゲル化・ガラス化）す
るものがある。典型例として液体のりが挙げられ、これは水分の蒸発によって固化する。
また、豆腐も豆乳ににがりを加えることで固化する。これらとは異なり、自身の組成を変
化させることなく室温で放置するだけで固化が起こるものとして、コロイド懸濁液が挙げ
られる。コロイド懸濁液は、液体溶媒中にマイクロスケールの粒子を分散させた系であり、
粒子同士が接触するほど高密に混み合っている [1]。同様にタンパク質が高密に混み合った
生細胞内の細胞質も、細胞外に取り出すと時間経過で固化する [2]。生細胞中の細胞質を外
界に取り出した細胞抽出液が、細胞骨格の重合反応により固化（ゲル化）する現象は以前
から観測されていた [2]。
しかし近年、細胞骨格の影響を取り除いても、細胞抽出液はコロイド懸濁液と同様に流

動性を失い、時間経過とともに固化（エイジング）することが分かった [3]。生細胞内では
細胞質が流動性を保っているが、これはATPのエネルギーを利用した攪拌（非平衡揺ら
ぎ）により、粘弾性の増加が抑制されているためだと考えられる [4]。この現象は、細胞内
において「非平衡揺らぎによる粘弾性増加の抑制」と「細胞質が本来もつエイジングに伴
う粘弾性増加」が拮抗している可能性を示唆する。一方で、細胞質が常にエイジングを起
こす物質なのか、どのような環境条件でエイジングが生じるのか、またその原因は何かと
いった点の解明は発展途上である。
本研究では、細胞質のエイジング現象の理解を深化させることを目的とする。細胞骨格

および非平衡揺らぎの影響を除外した上で環境条件を変化させ、レーザーインターフェロ
メトリー法を用いたPassive Microrheology (PMR)計測により、細胞抽出液がエイジング
する様子を複素粘弾性率で観測した。その結果、生細胞内濃度に近いタンパク質濃度では、
エイジング初期に生細胞内よりも低い粘弾性から始まり、生細胞内と同程度の粘弾性を経
て、最終的には生細胞内を上回る粘弾性へと増加した。さらに、イオン強度を低下させた
場合にも同様のエイジングが確認されたが、この場合、エイジング過程全体にわたり生細
胞内よりも粘弾性が高く現れた。これらの結果を踏まえ、各バッファーの組成とエイジン
グ挙動および粘弾性の強さを比較した。その結果、本研究では、Mg2+ などの二価イオン
によるタンパク質間の引力相互作用が、エイジングおよび粘弾性の強さに強く影響してい
る可能性を指摘した。以上より、細胞骨格および非平衡揺らぎの影響を排除したタンパク
質混み合い系である細胞抽出液は、条件に依存してエイジングを起こす物質であることが
示された。本研究は、細胞質のエイジング現象の原因解明に貢献する。
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第1章 研究における基本知識

[5]

1.1 細胞の構造

図 1.1は真核細胞の概略図である。真核細胞は、外界と細胞内部とをリン脂質二重膜を
主成分とする細胞膜によって隔てられている。細胞膜直下には、アクチンフィラメントお
よびミオシンから構成されるアクトミオシン系を含む細胞骨格が存在し、細胞分裂時や細
胞移動時における細胞形態変化に重要な役割を果たしている。細胞内部には、総タンパク
質濃度がおよそ 0.2～0.3 g/mL に達する高濃度のタンパク質溶液からなる細胞質が存在
し、その中に多様な細胞内小器官（オルガネラ）が分散している。細胞中央部には核が位
置し、核内には遺伝情報を担う DNA が保持されている。核内では、DNA を鋳型とした
転写反応が進行している。さらに、核近傍に存在する中心体から細胞膜近傍に向かって微
小管が放射状に伸長している。これらの微小管上をモータータンパク質（キネシンやダイ
ニンなど）が移動することにより、合成されたタンパク質や小胞などのさまざまな分子・
構造体の細胞内輸送が行われる。また、細胞質内では解糖系などの代謝経路が活発に機能
しており、糖などの栄養分子から ATP を産生する反応が進行している。これにより、細
胞活動に必要なエネルギー供給が維持されている。

図 1.1: 真核細胞 概略図
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図 1.2は原核細胞の概略図である。原核細胞においても、リン脂質二重膜からなる細胞
膜によって外界と細胞内部とが隔てられている。細胞膜直下には細胞骨格が存在し、細胞
質が内部を満たしている点は真核細胞と共通している。一方で、原核細胞には核膜によっ
て区画化された核が存在しない。そのため、DNAは細胞中央付近において膜構造に包まれ
ることなく凝集して存在している。このDNAが局在する領域はヌクレオイドと呼ばれる。
ヌクレオイド領域においてDNAからmRNAへの転写が行われる。転写されたmRNAは、
ポリソームと呼ばれる複数のリボソームからなる複合体を形成し、ATPを消費しながら
タンパク質合成を行うことが知られている [6]。さらに、原核細胞の細胞質においても、真
核細胞と同様に解糖系などの代謝経路を介して糖から ATP が産生されており、細胞活動
に必要なエネルギー供給が維持されている。

図 1.2: 　原核細胞　概略図

細胞質中では、真核細胞および原核細胞のいずれにおいても、生命活動の維持に不可欠
な各種代謝反応が活発に進行している。また、細胞質は粘性と弾性を併せ持つ粘弾性体と
して振る舞い、いわゆるソフトマターに分類される物質的性質を有している。このような
細胞質の粘弾性は、細胞内代謝活動と密接に関連していることが知られている。例えば、
酵母細胞の観察においては、休眠状態と呼ばれる代謝活性が著しく低下した条件下で、細
胞質が固化する様子が報告されている [7]。これらの現象が起きる理由を解明し、細胞の普
遍的理解を目指す上で、細胞質のレオロジー特性の解明は不可欠である。[1, 8, 9]。

1.2 ソフトマターについて

ソフトマターは、細胞質、大腸菌懸濁液、コロイドガラスなどに加え、高分子溶液、液
晶、ゾル、ゲル（寒天やスライムなど）などの物質である（図 1.3)。これらは、液体的性
質と固体的性質を併せ持つという特徴を有している。ソフトマターの多くは、高分子鎖や
コロイド粒子などの比較的大きな構成要素が溶媒中に分散した系として存在する。この
ように、ソフトマターには多様な物質が含まれるが、それらに共通する特徴は、構成単位
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（高分子やコロイド粒子など）が小分子や原子と比較して著しく大きなサイズを有する点
にある。

図 1.3: 　ソフトマター　例

この構成単位の大きさが、ソフトマターに二つの特徴を与える。

(1) 非線形性:通常の物質においては、加えた力に比例した変形の応答が現れるが、ソフ
トマターでは、力と応答の関係は多くの場合、非線形となる。つまり、加えた力に
対する応答の関係が比例関係にならないのである。むしろ破壊されずに大変形が可
能であり、その結果、広い変形領域にわたって安定した非線形応答が支配的となる。
このことがソフトマター特有の力学挙動を決定づけている。

(2) 非平衡性:物質に一定の外場を加えると、ある構造緩和時間を経た後に定常状態が実
現される。また、外場を切った後でも、物質が元の平衡状態に戻るためには、ある
構造緩和時間が必要である。通常の液体では、構造緩和時間は 10−9 s 程度と短い
が、ソフトマターでは、10−9 ∼ 106 s と構造緩和時間が液体と比べて長い。よって、
ソフトマターは非平衡状態にあることが多く、非平衡状態のダイナミクスが重要で
ある。

こういった、特徴を持つ、ソフトマターは概して、弾性的性質、粘性的性質を併せ持つこ
とが多い。citeBD[10]。
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1.3 ソフトマターとしての細胞質

細胞質は、細胞膜内にあるタンパク質溶液である (図 1.4)。ソフトマターに典型的に見
られるように、細胞骨格および細胞質は粘性と弾性を併せ持つ粘弾性体として振る舞う
ことが報告されている [1][11]。さらに研究の進展により、細胞骨格の影響を極力排除した
条件下において、細胞質自体がガラス形成能を示すことが明らかにされている [12]。この
ような知見を背景として、細胞質のガラス的レオロジーは、その力学応答の類似性に基づ
き、コロイドガラスをモデル系として記述可能であるという考えが活発に議論されている
[1][12–14]。細胞質の物性をコロイド懸濁液と比較・検討することにより、生命活動に内在
する普遍的な物理法則の理解へと接続できる可能性がある。

図 1.4: 細胞質 概略図

1.3.1 体積分率増加に伴う粘度発散の観点から見た、コロイド懸濁液と細胞抽出
液の類似性

細胞質のレオロジー特性を明らかにする計測について述べる。
生細胞中における細胞質のアクティブマイクロレオロジー (AMR)計測では、貯蔵弾性

率および損失弾性率がともに入力変位の周波数 ωの 0.5 乗に比例する挙動が確認されてい
る (図 1.5、1.6)[15]。この 0.5 乗のべき乗則は、0.1 ∼ 100 kHzに及ぶ広い周波数帯域にわ
たって観測されている。このような複素粘弾性率のべき乗則は、コロイド懸濁液において
も報告されており、細胞質のレオロジーはコロイド懸濁系と同様の枠組みで記述可能であ
る可能性が示唆されている [1, 16]。
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図 1.5: 　HeLa生細胞中のAMR測定 概略図 レーザーでプローブ粒子に力を加え、その
応答から粘弾性を測定する。　出典:[15]

図 1.6: 　HeLa生細胞中の複素粘弾性率　出典:[15]

細胞質を生細胞中でそのままレオロジー測定を行うと、塩濃度、温度、pH、タンパク質
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濃度などの条件を正確に設定することは難しいため、細胞質を細胞外に取り出した細胞抽
出液が細胞質のモデル系としてよく用いられる。細胞抽出液のレオロジーについて現時点
で明らかになっていることとして、先行研究では体積分率の増加に伴い、細胞質のモデル
系である細胞抽出液の粘度が増加し、発散することが知られている。(図 1.7)。これは様々
な種類の細胞抽出物で共通してみられる現象であった [12]。　この溶質の体積分率の増加
に伴う粘性の増加はコロイド溶液などのソフトマターでも普遍的にみられる [17]。

図 1.7: 　粘度のタンパク質濃度依存性。BSA溶液（赤丸）と細胞抽出液（緑三角：大腸
菌、青四角：アフリカツメガエル卵、黒ひし形：HeLa細胞）の η/ηw （ηw：水の粘度）。
出典:[12]
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1.4 引力・斥力相互作用と粘弾性

本節では、コロイド懸濁液について概説する。コロイド懸濁液とは、コロイド粒子が溶
媒中に分散した系である。コロイド懸濁液は、外部からのせん断力に対して粘弾性応答を
示すことが知られている。これは、コロイド粒子間に引力および斥力の相互作用が働くた
めである（図 1.8）。

図 1.8: 　コロイド懸濁液の模式図

コロイド懸濁液では、引力相互作用の増大と斥力相互作用の増大が、それぞれ異なる機
構を通じて粘弾性の増加をもたらすことが報告されている [18, 19]。
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粒子間の引力相互作用が強くなると、粒子間に一時的な結合や拘束が形成される。その
結果、粒子の相対運動が抑制され、外部せん断に対する応力緩和が遅延する。すなわち、
応力緩和時間の増大により粘弾性が増加する。したがって、粒子間引力が強まると、コロ
イド懸濁液の粘弾性は増加する（図 1.9）。

図 1.9: 　引力相互作用による粘弾性増加の模式図
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一方、粒子間の斥力相互作用が強くなった場合にも、粘弾性が増加することが知られて
いる。これは、斥力によって粒子同士が互いに接近できなくなり、周囲の粒子によって運
動が幾何学的に拘束されるためである（いわゆるケージ効果）。その結果、粒子の再配列
が困難となり、せん断力に対する応答が遅延することで、粘弾性が増加する（図 1.10）。

図 1.10: 　斥力相互作用による粘弾性増加の模式図

1.4.1 引力相互作用とエイジングの関係

コロイド懸濁液において、引力相互作用とエイジングが密接な関係にあることが報告さ
れている。「オクタデシル基」を表面に有するシリカナノ粒子をテトラデカンに分散させ
た実験では、温度変化によりオクタデシル基の秩序を変化させることで、引力相互作用の
働きを切り替えることができる。この実験では、高温（例：40℃）では引力相互作用が弱
くなることで試料が流体的になり、低温（例：29.4℃）へ急冷すると引力相互作用により
エイジングが始まり、弾性が上昇する様子が観測された。以上より、引力相互作用がコロ
イド粒子間で働くと、エイジングが引き起こされることがわかる [5]。
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1.5 イオン環境依存のタンパク質間の相互作用

タンパク質はアミノ酸残基が連なって折りたたまれた高分子であり、表面には多数の官
能基が露出している。カルボキシル基（Asp/Glu など）やアミノ基（Lys/Arg/His など）
を有する残基の寄与により、タンパク質は pH に依存して平均的な電荷を帯びる [20]。こ
のときタンパク質間には静電相互作用が働き、その符号や大きさは溶液条件（特に pH と
イオン強度）に依存する。低イオン強度条件では静電相互作用が長距離に及ぶため、条件
によってはタンパク質同士の会合や凝集が促進され、溶解性が低下する場合がある [21]。
そこで NaCl、KCl、CH3COOK・・・ などの電解質を添加すると、溶液のイオン強度が増
加して、タンパク質間の静電相互作用が弱まる（静電遮蔽）。この遮蔽により、低塩条件
で生じていた会合が抑制され、典型的には数十 mM から数百 mM 程度の塩濃度で溶解性
が増す（塩溶）ことが多い [22]。
一方で、陰イオン・陽イオンは同じ価数をもつ場合でも、静電遮蔽だけでは記述できな

い効果――例えば局所的な脱水による接触状態の安定化、イオンサイズや分極性の差、水
和の強さ、短距離の非静電相互作用など――を通じて、タンパク質間相互作用や溶解性に
異なる影響を及ぼしうる。これらのイオン種依存性を系統的に捉える枠組みの一つがホフ
マイスター系列であり、塩析・塩溶などの挙動に対するイオンの効果を（条件依存性を伴
いつつ）序列として整理したものである。この序列はその後、溶解度や塩析能力に限らず、
タンパク質近傍への塩の集まりやすさ、タンパク質同士の有効な「引力／反発」への寄与
など、より広い文脈での水溶液系におけるイオン特異効果（Specific Ion Effects, SIE）の
代表例として解釈されてきた [23]。
その中でも二価陽イオンの効果は、静電遮蔽による静電相互作用の低下にとどまらず、

局所的な結合、さらには条件によっては架橋（ブリッジ）を介してタンパク質間に有効な
引力を導入しうる点に特徴がある [24]。特に二価陽イオンはカルボキシル基などと相互作
用し、タンパク質間の引力相互作用を促進する場合がある。Mg2+は代表的な二価陽イオ
ンであり、ホエイタンパク質（牛乳由来タンパク質）に Mg2+ を添加すると弾性が増大す
るという報告 [25]や、豆乳に Mg2+ を含むにがりを加えると固化する現象が知られてい
る [26]。ただし、これらの挙動は pH、温度、タンパク質濃度、共存成分など他の条件に
依存するため、Mg2+の効果を単純に一般化することは難しい。近年、Mg2+ は強い水和
をもつ二価陽イオンであり、カルボキシル基との相互作用として、脱水して直接配位する
場合に加え、水和殻（配位水）を保ったまま相互作用する場合もあり得ることが指摘され
ている [27]。今後さらなる研究により、塩が媒介するタンパク質間相互作用の詳細機構が
明らかになり、SIEの統一的理解が進むと期待される。

1.5.1 細胞質の粘弾性のエイジング

タンパク質溶液が時間経過とともに固化する現象が確認されている。この時間依存的な
固化過程はエイジングと呼ばれる。以降、本研究では、エイジングとは、時間経過に伴っ
て粘弾性が増加する性質を指す。粘弾性増加の機構としては、タンパク質間の架橋形成に
よるゲル化や、コロイド懸濁液に類似したガラス化などが考えられている [13]。単一種類
のタンパク質凝集体がエイジングを示すことは、種々の疾患との関連が指摘されており、
その機構解明に向けた研究が盛んに行われている [28]。しかし、多様なタンパク質を含む
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混合系としての細胞質様モデル系である細胞抽出液のエイジングについては、その物性の
複雑性ゆえに、実験的研究はなお発展途上にある。細胞抽出液のエイジングに関しては、
アフリカツメガエル卵抽出物、大腸菌抽出物（E.coli抽出物）、ヒト子宮頸癌細胞抽出物
（HeLa細胞抽出物）を用いた研究により、細胞骨格が細胞抽出液の固化（ゲル化）の一因
となることが報告されている。[2, 29, 30]。しかしながら、タンパク質凝集体研究の知見
から推察されるように、細胞抽出液は条件によっては細胞骨格を含まない場合であっても
エイジングを示す可能性がある。
先行研究では細胞抽出液に、NH-buffer(100mM NaCl, and 20 mM Hepes-KOH pH7.6)

による透析処理を行い、細胞抽出液の溶媒環境を人工的に制御して、エイジング現象を観
察している。この研究では透析処理により、細胞抽出液 (大腸菌抽出物、アフリカツメガ
エルの卵の抽出物、HeLa細胞抽出物)のエイジングによる固化が無視できる程度になる
ことを確認されている。（図 1.11)[12]。

図 1.11: 　E.coli細胞抽出液を透析した場合と、処理を施さなかった場合の粘性 ηの時間
経過の観察 出典:[12]

さらに先行研究 (熊丸修論）では、NH-bufferのような単純な塩環境ではなく、アミノ
酸、糖などを含んだ L15-bufferで透析した場合の細胞抽出液のレオロジーを計測をおこ
なった。その結果アクトミオシンなどの細胞骨格によるゲル化を阻害した状態でも細胞抽
出液はエイジングを起こし、時間経過とともに固化することが示されている (図 1.12)[3]。
先行研究（熊丸修論）[3]では、生細胞中の細胞質と細胞抽出液における変位のパワースペ
クトル密度（PSD）および複素粘弾性率のエイジング挙動が比較されている (図 1.12)。
ここでは、計測開始時点では、細胞抽出液が生細胞中と等しい粘弾性を示し、時間経過
とともに、生細胞以上の粘弾性を示し、周波数依存性についても生細胞中と同様であった。
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図 1.12: 　 L15で透析し、ATPを添加した抽出液 (タンパク質濃度 0.3 g/mL)の貯蔵粘
弾率と損失弾性率の時間変化。赤い丸が HeLa生細胞中。桃色の丸が ATPを枯渇させた
生細胞を表す。青い実線が、HeLa細胞抽出液を表しており、色が濃いほど試料作製から、
測定までの時間が経過していることを表す。 出典:[3]
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1.6 非平衡揺らぎと細胞質の粘弾性の関係

前節で述べたように、細胞質のモデル系である細胞抽出液はエイジング挙動を示す。一
方で、生細胞内において細胞質がエイジングを起こす場合、代謝活性が低下することも報
告されている。ここで重要となるのが、生細胞内に存在する非平衡揺らぎと呼ばれるメソ
スケールの活発な揺らぎである（図 1.13）。
細胞内計測においては、揺動散逸定理から予測される熱揺らぎを超える強度をもつ非平

衡揺らぎが観測されている（図 1.14）[4]。

図 1.13: 　非平衡揺らぎ　概略図

非平衡揺らぎは、揺動散逸定理（FDT）の破れとして観測される。すなわち、測定した
細胞質の粘性（あるいは応答関数）から揺動散逸定理に基づいて予測される熱平衡状態で
の熱揺らぎと、実際に観測される揺らぎとの間の差として評価される。この差分は、細胞
質内の代謝活性などに由来する、熱揺らぎを超えた非平衡起源の揺らぎを反映している。
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A

図 1.14: 　揺動散逸定理の破れ　 ⟨|û(ω)|2⟩all :観測される熱揺らぎ、非平衡揺らぎを含め
た、存在するすべての揺らぎ　 ⟨|û(ω)|2⟩non-equ :揺動散逸定理から求められる、熱揺らぎ
　概略図

別の実験ではE.coli内で発現させた粒状タンパク質に蛍光タンパク質（GFP）を付加し、
その平均二乗変位（MSD）を観測する研究が報告されている [31]。この研究では、ATP
産生を阻害した条件と非阻害条件とを比較している。ATP 産生を阻害した場合には、非
阻害条件と比較してMSDが小さくなることが示された。この結果は、代謝活動が細胞内
の揺らぎと関連があることを示唆している。
先行研究では、アジ化ナトリウムを用いて代謝を阻害し、生細胞内の ATP を枯渇させ

た場合と通常条件下におけるレオロジー特性の比較が行われている [32]。ATP を除去し
た条件では、通常時と比較して非平衡揺らぎが低下するとともに、低周波数領域において
弾性が増加し、弾性プラトーが観測された (図 1.15)。一方、ATP 産生を回復させる（レ
スキューする）と、非平衡揺らぎが増大し、低周波数領域における弾性の低下が確認され
た (図 1.16)。
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図 1.15: 　左:貯蔵弾性率 (通常時、ATP除去時、レスキュー時) 右:損失弾性率 (通常時、
ATP除去時、レスキュー時) 出典:[32]

図 1.16: 　左:HeLa細胞中の非平衡揺らぎ (通常時、ATP除去時、レスキュー時) 右:HeLa
細胞中の低周波弾性プラトー (通常時、ATP除去時、レスキュー時) 出典:[32]

以上の結果より、非平衡揺らぎは ATP 濃度に依存して変化することが示唆される。こ
のことから、ATP を利用した代謝活動が非平衡揺らぎを生成していると考えられる。さ
らに、これらの非平衡揺らぎは細胞内部を攪乱することで、粘弾性の増加、すなわち固化
傾向を抑制している可能性がある。
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1.6.1 非平衡揺らぎ起源

非平衡揺らぎの起源としては、モータータンパク質・ポリソームなどの力学的駆動力、
細胞骨格の筋収縮、代謝に依存した解糖系タンパク質の触媒活性によって生じる、タンパ
ク質の立体構造の微視的な揺らぎが、フォース・ダイポールのような力学的効果を生み出
す可能性も指摘されている。(図 1.17)[4][33]。しかし、非平衡揺らぎの起源について、全
容は明らかになっていない。

図 1.17: 　非平衡揺らぎの起源　概略図
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1.7 無細胞タンパク質合成（CFPS）とは
無細胞タンパク質合成（CFPS）は、細胞膜の外、すなわち試験管内で転写および翻訳

反応を進行させ、タンパク質を合成する技術である。細胞そのものを用いる代わりに、リ
ボソーム、翻訳因子、tRNA、アミノ酸、エネルギー再生系など、タンパク質合成に必要な
構成要素を反応液中にあらかじめ揃え、DNAあるいはmRNAを鋳型として目的タンパク
質を産生する。この翻訳過程では、1本のmRNA上に複数のリボソームが同時に結合して
翻訳を行うポリソームが形成され、高効率なタンパク質合成が実現される（図 1.18)[34]。
さらに近年では、CFPSと解糖系を同一反応系内で同時に作動させ、解糖系で生成され
たATPを CFPSのエネルギー源として利用する試みも報告されている [35]。

図 1.18: 　ポリソームによるタンパク質合成の模式図
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1.8 研究目的：細胞質のエイジングと非平衡揺らぎの関係性

細胞骨格の影響下にない生細胞中における細胞質は、ATPを枯渇させ、非平衡揺らぎを
抑制すると、弾性率が上昇する [4]。また、様々な種類のタンパク質溶液は外環境で、時間
経過で固化 (エイジング)することが確認されている [13]。このことから、生細胞内では、
非平衡揺らぎのかき混ぜによる、粘弾性の増加の抑制と、タンパク質溶液自体が持つエイ
ジングによる粘弾性の増加が拮抗している可能性がある (図 1.19)。
将来的には、細胞外環境において細胞抽出液中の解糖系あるいはポリソームを駆動させ

ることで、非平衡揺らぎを再現することを計画している。本研究はその前段階として、解
糖系およびポリソームが駆動する環境に近い条件を模擬することを目的とする。具体的に
は、無細胞タンパク質合成系で広く用いられている S30 -buffer 条件下で試料を透析し、そ
の後レオロジー計測を行った。これにより、系におけるエイジング現象の有無およびイオ
ン濃度とレオロジー特性との関係を明らかにすることを目的とした。さらに、得られた結
果については、塩濃度に依存して変化するタンパク質間の引力相互作用および斥力相互作
用の観点から考察する。

図 1.19: 　非平衡揺らぎとエイジングの拮抗　概略図
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第2章 測定装置と測定方法について

2.1 せん断粘弾性

今回測定しているのは、主にずり場に対する粘弾性 (せん断粘弾性)である。わかりやす
くするために、初めに、弾性と粘性を分けて考える。

2.1.1 弾性率

ずり弾性率 G は、物質にせん断力を加えた際の変形応答を記述する物理量であり、せ
ん断変形を生じさせるために必要な応力の比例係数を表す。体積弾性率とは異なり、体積
変化を伴わない形状変化のみに対応する弾性応答を扱う。理想的な非粘性流体は、静的な
せん断変形に対して応力を保持することができない。一方、弾性体は形状を変化させる際
に復元力を生じ、その大きさは変形量に依存する。
理想的な線形弾性体にずりひずみ γを付与する場合を考える (図 2.1)。ここで、ずりひ

ずみは変形の程度を表す無次元量である。このとき、必要とされるずり応力（試料表面に
作用する単位面積当たりのせん断力）を σとすると、フックの弾性法則より

図 2.1: 　応力とずり弾性率の関係
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σ = Gγ (2.1)

が成り立つ。

2.1.2 粘性率

粘性とは、ずり応力をかけたときに、速度をできるだけ均一にしようとする性質のこと
である。粘性成分のみを持つ理想粘性流体について、ニュートンの粘性法則より、ずり応
力 σとずり歪 γの関係は次のようにかける (図 2.2)。

図 2.2: 　応力とずり粘性率の関係

σ = ηγ̇ (2.2)

ηは粘度である。

2.1.3 複素粘弾性 (線形粘弾性)

細胞質は、粘性と弾性の両方の性質を持つソフトマターである。平衡系に小さな応力を
加えたときには、重ね合わせの法則が成り立ち、応力と応答の関係は、応答関数で書き表
される。時刻 t = 0で試料にステップ歪み γ(t) = γ0Θ(t) (Θ(t)はステップ関数）を加えた
ときのずり応力の応答を次のように表す。

σ(t) = γ0G(t) (2.3)
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G(t)を緩和弾性率と呼ぶ。ソフトマターの典型的な緩和弾性率に考えている試料が従うと
すると、

G(t) = Ge + Ge−t/τ (2.4)

Geは平衡ずり弾性率と呼ばれる。G(t)の tを無限大にしたときに残る成分で定義される。
Geが正の粘弾性体を粘弾性固体と呼び、Geが 0の粘弾性体を粘弾性流体と呼ぶ。時間に
依存する任意の歪み γ(t)は、時刻 tに到達するまでの時間 t′として、t′と t′ + dt′の時間
の間に加えた大きさ γ̇(t′)dt′のステップの歪みの重ね合わせと考えることができる。計測
時刻 tまでの影響をすべて重ね合わせると考えると、

σ(t) =
∫ t

−∞
dt′G(t − t′)γ̇(t′) (2.5)

と書ける。G(t − t′)は時刻 t′に与えた γ̇の歪み速度の影響が、t − t′時間経過した時刻 t

ではどの程度残っているかを表す。
今回の研究では、試料に対して微小な振動的歪みを加えることにより、線形粘弾性を測
定している。線形応答を仮定するとき、非線形的な効果の現れる、大きなずり場で実験を
行ってはならない。ここで、微小な振動的歪み γ(t)は、

γ(t) = γ0 cos ωt (2.6)

と書ける。ここに 2.5を用いると、このずり場に対する応答は以下のようにかける。

σ(t) = γ0[G′(ω) cos ωt − G′′(ω) sin ωt] (2.7)

ここでは、

G′ = ω

∫ ∞

0
dt sin ωtG(t) (2.8)

G′′ = ω

∫ ∞

0
dt cos ωtG(t) (2.9)

G′(ω)、G′′(ω)は、それぞれ、貯蔵弾性率、損失弾性率と呼ばれる。ソフトマターの分野で
はしばしばこれらを、弾性、粘性と呼ぶことがあるが、厳密な定義とは異なるので注意し
たい。これら二つを用いて、G∗(ω) = G′(ω) + iG′′(ω)を複素弾性率と呼ぶ。これを用い
て、粘弾性の式を書き直すなら、

σ∗ = γ∗G∗ (2.10)

と書ける。σ∗は、周期的に変動する応力である。γ∗は、振動歪みを表す。式 2.10の変数
はすべて複素数である。

2.2 マイクロレオロジー

本研究では、細胞抽出液の力学特性を評価する手法としてマイクロレオロジー法を用い
た。マイクロレオロジー法とは、試料中に分散させた数ナノメートルから数マイクロメー
トル程度の微小な観測用粒子（プローブ粒子）の運動を、光干渉法（レーザーインターフェ
ロメトリー法）を用いて計測することにより、系の粘弾性特性を定量的に求める手法であ
る。[36][37]。本研究では、マイクロレオロジー法のうち、受動的手法であるパッシブマイ
クロレオロジー（Passive Microrheology: PMR）を用いた。
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2.3 レーザーインターフェロメトリー法

レーザーを観測粒子に照射すると、粒子の運動に伴ってレーザーの結像点が変化する。
この結像点の変位を四分割フォトダイオードによって計測することで、粒子の変位量を定
量的に測定する。（図 2.3）[38][39]。

QPD（Quadrant Photodiode)は、光ダイオードを四枚、まとめた構造をとっている。
図 2.3に示すように、四つのダイオードをそれぞれ、A、B、C、Dとする。それぞれの
ダイオードはレーザーの当たる位置により、発生させる電流の強弱が変化する。それぞれ
が発生させる電流の大きさを IA、IB、IC、ID とする。x軸方向についてのレーザーの移
動について考える。I+ ≡ IA + IB、I− ≡ IC + ID とすると、x方向の変位を表す Ix は、
Ix = (I+ − I−)/(I+ + I−)と書ける。この変位に比例した大きさを持つ電流は、途中で電流
信号から電圧信号に変換される。そして、この電圧信号と実際の変位の比例係数C（キャ
リブレーション値）をかけることで、実際の変位に変換する。これは、y軸についても同
様である。注意したいのが、変異と電圧信号の線形関係が成り立つ範囲があり (図 2.4)、そ
の領域は今回使用した光学系では、粒子の変位がおおよそ 0.4 µmの領域である。

図 2.3: 　レーザーインターフェロメトリー法

図 2.4: 　実際に使用した光学系における粒子変位検出の線形範囲 出典:[40]
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2.4 パッシブマイクロレオロジー (PMR)
PMRは、プローブ粒子の熱揺らぎから、周囲の媒質の粘弾性を求める計測方法である。

図 2.5のように、プローブ粒子を観測用レーザー (波長 830 nm)でトラップし、ブラウン運
動する観測粒子の動きをQPDで検出する (レーザーインターフェロメトリー法)。ここで
は、レーザーインターフェロメトリー法で計測した粒子変位 u(t)から、複素粘弾性G∗(ω)
を求める手順を示す。

図 2.5: 　レーザーの集光点に対する粒子の変位 u(t)の概念図

2.4.1 応答関数

G∗(ω)を求めるためには、次の式で表される応答関数 α∗(ω)を求める必要がある。

ũ(ω) = α∗(ω)ζ̃(ω) (2.11)

ここで、ζ̃(ω)は、熱揺動力のフーリエ変換であり、応答関数 α∗(ω)は、外力 (ここでは、
熱的揺動力)に対する粒子変位の応答の大きさを表す。
熱的揺動力を受けている微粒子の運動に関するランジュバン方程式は、摩擦係数 γ(t)を
用いて、以下のよう書ける。

m
d2u

dt2 = −
∫ t

−∞
γ(t − t′)u̇(t′)dt′ + ζ(t) (2.12)
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粒子が十分に小さいとすれば、慣性項は無視できる。また、ここで考える変位は周期的に
揺れているので過去履歴を必要とし、摩擦項が時間積分で表される。従って、両辺をフー
リエ変換、積分の項をフーリエラプラス変換して、式 2.11に倣い、式変形を行えば、応答
関数を導出できる。

　ζ̃(ω) = −iωγ̂(ω)ũ (2.13)

式 2.11と比較して、

α∗(ω) = − 1
iωγ̂(ω)

(2.14)

ただし、実際に計測した、粒子変位は、レーザーによるトラップ力の影響を受けているた
め、補正が必要である。

2.4.2 トラップ力の補正

次にトラップ力の影響を受けているときの、応答関数A∗(ω)を求め、レーザーによるト
ラップ力の補正式について、説明する。レーザーのトラップ力を ktとするランジュバン方
程式は以下のように書ける。

m
d2u

dt2 = −
∫ t

−∞
γ(t − t′)u̇(t′)dt′ − ktu(t) + ζ(t) (2.15)

微粒子が十分に小さいとして、慣性項を無視し、この式の両辺をフーリエ変換、積分の項
をフーリエラプラス変換すると次のようになる。

(kt − iωγ̂(ω))ũ(ω) = ζ̃(ω) (2.16)

ũ(ω) = ζ̃(ω)
kt − iωγ̂(ω)

(2.17)

よって、トラップ力を受けているときの応答関数は、

A∗(ω) = 1
kt − iωγ̂

(2.18)

となる。ここで、式2.14で示したように、トラップ力のないときの応答関数はα∗(ω)= − 1
iωγ̂

であるから、以下の式で、トラップ力を補正できる。

α∗(ω) = A∗(ω)
1 − ktA∗(ω)

(2.19)

2.4.3 トラップ力の影響を受けているときの応答関数

PMR計測において、まず、レーザーのトラップ力の影響を受けている応答関数A∗(ω) =
A′(ω) + iA′′(ω)を求める。ウィーナー・ヒンチンの定理より [41]、観測した粒子変位の自
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己相関関数 ⟨u(t)u(0)⟩をフーリエ変換することで、次式のようにパワースペクトル密度
(PSD)が求まる。

⟨|ũ(ω)|2⟩trap =
∫ ∞

−∞
⟨u(t)u(0)⟩eiωtdt (2.20)

次に、第一種揺動散逸定理を用いて、パワースペクトル密度 (PSD) ⟨|û(ω)|2⟩から、レー
ザートラップ力の影響があるときの、応答関数 A∗(ω)の虚部 A′′(ω)を求める。揺動散逸
定理は、平衡状態における応答の関係を示す定理である。[42]

⟨|û(ω)|2⟩trap = 2kBT

ω
A′′(ω) (2.21)

式 2.21の揺動散逸定理を用いて、A′′が求まると、Kramers-Kronigの関係式を用いて、以
下のように実部も求まる [42]。

A′(ω) = 2
π

P

∫ ∞

0

ζA′′(ζ)
ζ2 − ω2 dζ (2.22)

Pは、主値積分であることを示している。

2.4.4 複素弾性率

最終的に、試料本来の応答関数 α∗(ω)から、一般化ストークスの関係式を用いて、複素
ずり弾性率G∗(ω)を求めることができる。[43]。aは粒子半径である。

G∗(ω) = 1
6πaα∗(ω)

(2.23)

G∗ = G′(ω) + iG′′(ω) (2.24)

G′は貯蔵弾性率、G′′は損失弾性率と呼ばれる。
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第3章 測定試料の準備 細胞抽出液

3.1 細胞抽出液の解凍

IPRACELL社で購入した HeLa 細胞の細胞抽出液（IPRACELL社 HeLa Cytoplasm
Extracts CC-01-40-50）は、−80℃で凍結保存されている。これを測定に使用する量であ
る 0.7 mLずつチューブに分注する際には、凍結保存されている HeLa 細胞抽出液は、エッ
ペンドルフチューブのまま水浴にかけ、 4.0℃ の冷蔵庫内で約 10分程度かけて完全に解
凍する。4.0℃で解凍する理由は、解凍過程において HeLa extract 内で生じる化学反応を
抑制するためである。

3.2 細胞抽出液の透析と濃厚化

細胞抽出液はそのままでは、細胞内では局在していた酵素・基質、ER内の Ca2+が混
ざり、タンパク質や RNAの分解や変性が進む。酸化ストレスも進んで有害物質も溜まっ
ていると思われるため。そのため、時間の経過とともに粘性率が急激に増加し、測定が困
難となる [44]。これは、本研究で観測対象とする高分子込み合い系としての細胞質の物性
とは趣旨の異なる効果である。
そこで、本研究の実験では、3 kDa の透析膜を使用して細胞抽出液のバッファーを交換
し、低分子成分を除去するとともに、塩濃度条件を調整した。具体的には、粘弾性の急激
な増加を抑制する目的で、L15 培地（Thermo Fisher scientific Leibovitz’s L-15 Medium,
no phenol red）または S30 培地（トリス酢酸 5 mM、酢酸マグネシウム 14 mM、酢酸カ
リウム 60 mM、DTT[ジチオスレイトール] 1 mM）を用いて透析を行った。
また、HeLa 細胞抽出液には細胞骨格を形成するアクチン分子が含まれており、これが
重合すると粘弾性が著しく増加し、ゲル化が生じる。これを防ぐため、アクチン重合阻害
剤であるサイトカラシン B（Sigma-Aldrich Drechslera dematioidea 由来）を細胞抽出液
および L15 または S30 に添加し、その条件下で透析を実施した。

3.2.1 先行研究の小分子除去方法

前節では、HeLa 細胞抽出液中の小分子成分を除去し、本研究で任意に設定した環境へ
調整する必要があることを記述した。先行研究では、抽出液に L15 培地を混合し、その
混合液を 3.5 kDa のフィルター付き遠心チューブに入れ、4.0℃の環境下で遠心を行い、
フィルターで濾過する操作を複数回繰り返す「遠心フィルタリング」と呼ばれる方法によ
り、小分子濃度を 1000 倍に希釈することでこの目的を達成していた。
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しかしながら、この方法は複数回の操作を要するため、その過程で抽出液を室温に何度
も曝露することになる。また、1000 倍希釈を達成するまでに相当の時間を要するという
問題がある。そこで本研究では、別の透析方法を用いて小分子の除去を達成した。

3.2.2 透析方法 改良後

解凍した HeLa 細胞抽出液を 3.5 kDa のマイクロダイアライザー（Scienova 社 Xpress
Micro Dialyzer）に封入し、細胞抽出液の 50 倍体積の L15 培地 or S30 培地を入れたビー
カー中に浸す。これを 4℃、200 rpmの振盪機で揺動させながら 1時間攪拌し、バッファー
を交換する。この操作を 2 回繰り返すことで、実質的に 100 × 100 倍、すなわち 10000
倍以上の透析を行う。
この際、細胞抽出液と L15 培地 or S30 培地の合計量（L15 培地 or S30 培地 50 mL、

HeLa 細胞抽出液 0.5 mL、合計約 50 mL）に対して、サイトカラシンBの最終濃度が 21
µM となるように添加する。サイトカラシンB（エタノール溶液 10 mg/mL）は、L15 培
地 or S30 培地と細胞抽出液に分けて添加し、それぞれ L15 培地 or S30 培地に 40 µL、
HeLa 細胞抽出液に 10 µL 加える。
サイトカラシン Bの拡散時間を考慮し、細胞抽出液には L15 or S30 よりも多めに添加

する。ただし、細胞抽出液と L15 or S30 を合わせた全体のサイトカラシン B濃度は 21
µM に保たれている。

図 3.1: 　透析　概略図

3.2.3 濃厚化

透析後、遠心操作により細胞抽出液の濃縮を行った (図 3.2)。透析済みの細胞抽出液 0.5
mL を 3 kDa の遠心フィルター（Millipore 社 Amicon Ultra）に添加し、14,000 rpm で
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1 時間遠心することで濃縮した。
この条件で濃縮を行うと、タンパク質濃度はおおよそ 0.3 g/mL に達し、生細胞内の細

胞質における通常のタンパク質濃度に近い値まで調整することが可能である。

図 3.2: 　濃厚化　概略図

3.3 添加するサイトカラシンBの濃度の計算
HeLa 細胞の細胞抽出液は、そのままではアクチンが重合し、アクチンフィラメントを

形成し始める。これを阻害するために、サイトカラシンBを細胞抽出液に添加する。ここ
では、添加するサイトカラシン Bの適切な濃度について計算を行う。

[A]: アクチンの濃度 [C]: サイトカラシン Bの濃度 [AC]: アクチンとサイトカラシ
ンBの複合体の濃度 [D]: アクチンとサイトカラシンBの平衡定数 k: サイトカラシン
Bとアクチンが結合する反応の反応速度定数 kD: アクチンとサイトカラシンBの複合体
の解離反応の反応速度定数
とすると、以下の式が成り立つ。

k[A][C] = kD[AC] (3.1)
[A][C]
[AC]

= kD

k
= D (3.2)

透析バッファーには大量のサイトカラシン Bが存在するので、[C]は一定と考えられる。
[A] = x の濃度があるとし、初期濃度を x0 として、

[AC] = x0 − x (3.3)
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よって、式 (3.2)より、

D(x0 − x) = x[C] (3.4)
x([C] + [D]) = Dx0 (3.5)

x = Dx0
C + D

(3.6)

式 (3.6)より、[C] と [D] が等しいとき、初期に存在していたアクチンの半分がサイト
カラシンBと結合することになる。したがって、[D] よりも十分に大きい濃度でサイトカ
ラシン Bを細胞抽出液および透析バッファーに添加する必要がある。

[D] ≃ 2 ∼ 20 µM であることから、この計算に基づき、21 µM の濃度となるようサイ
トカラシン Bを添加した。

3.4 タンパク質濃度の測定方法

3.4.1 Bradford Assay

Coomassie Brilliant Blue G-250 は、酸性条件下でタンパク質と結合すると、最大吸光
波長が 465 nm から 595 nm へシフトし、溶液の色も茶色から青色へ変化する。この性質
を利用し、タンパク質と Coomassie Brilliant Blue G-250 を混合した試料の 595 nm にお
ける吸光度を測定することで、タンパク質濃度を定量的に決定する。この手法を Bradford
Assay という（3.3）。
しかしながら、この方法で直接得られるのは 595 nm における吸光度である。したがっ

て、濃度を正確に決定するためには、タンパク質濃度と吸光度との対応関係（吸光の絶対
量）をあらかじめ求めておく必要があり、これが不明な場合には定量的な濃度評価はでき
ない。
さらに、試料が異なれば、含まれるタンパク質と Coomassie Brilliant Blue G-250 との

結合特性が異なるため、タンパク質濃度と吸光度の比例関係も変化する。そのため、タン
パク質溶液の環境が異なる場合には、その都度、濃度と吸光度の対応関係を求める必要が
ある。この比例関係は、次に示す質量乾燥測定によって求めた [45]。

3.4.2 質量乾燥測定

質量乾燥測定 (図 3.3)は、正確に濃度を測定できるが、試料の量が最低でも 100 µL以
上必要であり、コストパフォーマンスが悪い。よって、これをBradford Assayと組み合わ
せることにより、濃度を測定することで、濃度測定に必要な試料を少なくすることができ
る。質量乾燥測定では、細胞抽出液のストックから、一部 100 µL以上の試料をチューブに
入れ、それをデシケーター (シリカゲルは入れていない)に入れて、ポンプ（GCD-051X、
ULVAC社　）で真空引き (6h以上)をすることで、試料の溶質以外を乾燥させ、残った試
料の質量を真空引きする前の試料の体積で割ることで、濃度を算出する。のちに、この質
量乾燥測定で濃度がわかっている残りの細胞抽出液で Bradford Assayを行うことで、タ
ンパク質濃度と吸光度の比を求め、以降、同じ試料タンパク質濃度を測定するときは、同
じ比を用いて、Bradford Assayでタンパク質濃度を求める。
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図 3.3: 　 Bradford法・質量乾燥測定　概略図

3.5 試料封入チャンバーの作製

前任者の熊丸は [3]、厚さ 145 µmのポリイミドテープに直径 6 mmの穴を開けてスライ
ドガラスに貼り付け、その穴の部分にプローブ粒子（PEGでコーティングした直径 1 µm
のメラミン粒子）を分散させた試料を封入していた (図 3.4)。しかし、今回の執筆者が実
験を繰り返す中で、ポリイミドテープが厚すぎる場合、長時間の計測において粒子がタン
パク質の凝集物に覆われ、位置の特定が困難になることが明らかとなった。そこで、長時
間のPMR測定を行う際には、試料の状態に応じて厚さ 45 µmのポリイミドテープを使用
した。
また、穴の直径が大きすぎると、チャンバー外へ試料が染み出すことによって生じるマ
クロスケールの流れ場（ドリフト）が発生しやすいことが分かった。そのため、穴の直径
を 2 mmに変更した。このとき、封入する試料量は、厚さ 145 µmのチャンバーでは 1.2
µL、厚さ 45 µmのチャンバーでは 0.4 µLとすることで、最もドリフトを抑制できた。

図 3.4: 　試料封入　閉鎖系チャンバー　概略図
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3.6 ATP濃度測定 ルシフェラーゼアッセイ
20℃の条件下で ATPの濃度の時間変化を追跡し、細胞抽出液の代謝活性を調査した。

ATP濃度の測定は、ホタルルシフェラーゼ (菌士郎ATP発光キットVer.2 LL100-1-2,東
洋ビーネット株式会社)により行った。

3.6.1 ルシフェラーゼアッセイの原理

D-Luciferinが ATPと結合するときに発光することを利用して、ATPの濃度を測定す
る。ホタルルシフェラーゼ発光は、ルシフェラーゼにより、D-LuciferinがATPを通じて
酸化するときに、光を生じる反応である (図 3.5)。D-Luciferinは、ルシフェラーゼ、マグネ
シウムイオン (Mg2+) の存在下においてATPと反応した後、酸素 (O2) と反応して、励起
状態のオキシルシフェリンを生成し、基底状態に戻るときに光を発する。発光量 Y (RLU)
と、濃度 C (M) の間には次のような関係がある。

log Y = A log C + B (3.7)
（A, B は定数）

あらかじめ ATP濃度のわかっている溶液で、A、Bを決定しておいて、その A、Bを
用いて、発光量から、ATP濃度を特定する。ホタルルシフェラーゼ発光は、時間経過で、
発光量が減衰する。よって、前任者である熊丸と実験条件を同じにするために、試料とル
シフェリンを混ぜて 10秒間混和して、測定する条件にそろえた。

図 3.5: 　ホタルルシフェラーゼ発光　概略図　出典:[3]
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第4章 実験結果

4.1 細胞抽出液とコロイド懸濁液

4.2 L15透析時のHeLa細胞抽出液
先行研究（熊丸修論)[3]とおなじ L15 Bufferで、小分子除去を遠心フィルタリングでは
なく、透析で行った場合の結果を載せる。ATPは加えていない。計測は、試料を封入して
から、8.5 ∼ 58 分後の間に 5 分刻み、2 時間後計測を一回行っている。試料封入は、遠心
機で、濃厚化してから、2 ∼ 3分で完了する。薄い色から濃い色への色の濃さの変化で時
間経過を示した。
今回の実験で使ったHeLa細胞抽出液は、L15培地透析環境、ATPなし、タンパク質濃
度 0.28 g/mLである。先行研究（熊丸修論）のデータ（HeLa細胞抽出液、遠心フィルタ
リング、タンパク質濃度 0.24 g/mL、ATPなし)である。計測開始から 30分後に観測電
圧と変位のキャリブレーションを一回行い、各時間ラップごとの観測電圧と変位のキャリ
ブレーションは実施していない。長時間計測においては、試料の屈折率が時間経過で変化
する可能性があるため、計測ごとのキャリブレーションの実施が推奨される。
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4.2.1 PSD時間経過と先行研究のデータとの比較

まずは、今回の実験で観測されたデータ (L15培地透析環境、タンパク質濃度 0.28 g/mL）
の PSDを示す。時間経過で PSDが低下し、エイジングをする様子が観測された。周波数
依存性は時間経過で一定であった（図 4.1)。

図 4.1: 　 L15透析時におけるタンパク質濃度 0.28 g/mL の HeLa細胞抽出液について、
PSD解析によるエイジング過程
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次の図は、図 4.1のデータの最初の計測開始から 8.5 ∼ 33 min経過後と 6 h経過後の
データ (紫系統）を先行研究（熊丸修論）のデータ（黒点線)と比較したものである (図
4.2)。先行研究を行った熊丸のデータよりも、高い PSDが広い周波数域で見えている。

図 4.2: 　 L15透析時における HeLa細胞抽出液の PSDから観測されるエイジング過程
の、先行研究データとの比較
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4.2.2 複素粘弾性の時間経過と先行研究のデータとの比較

同様に、今回測定した HeLa 細胞抽出液のレオロジー特性（L15 培地透析環境、ATPな
し、タンパク質濃度 0.28 g/mL）について、先行研究（熊丸修論）による測定結果（HeLa
細胞抽出液、遠心フィルタリング、ATPなし、タンパク質濃度 0.24 g/mL）と複素粘弾性
率の比較を行った。
図 4.1から計算した、G′(貯蔵弾性率)を図示する。全体的にG′が大きくなっていく様

子 (エイジング)が観測された。また、広い範囲で周波数依存性を傾きとして確認できる
(図 4.3)。

図 4.3: 　 L15透析時におけるタンパク質濃度 0.28 g/mL の HeLa細胞抽出液について、
G′ で評価したエイジング過程
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次に、図 4.3のデータを先行研究 (熊丸修論)のデータと比較した結果を図示する (図
4.4)。先行研究（熊丸修論）と比べて柔らかく出てきている。

図 4.4: 　 L15透析時における HeLa細胞抽出液のG′から観測されるエイジング過程の、
先行研究データとの比較
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図 4.1から計算した、G′′(損失弾性率)を図示する。全体的に時間経過でG′′が大きくなっ
ていく様子 (エイジング)が観測された。広い範囲で周波数依存性の傾きを観測できている
（図 4.5)。　

図 4.5: 　 L15透析時におけるタンパク質濃度 0.28 g/mL の HeLa細胞抽出液について、
G′′ で評価したエイジング過程
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次に、図 4.5のデータを先行研究（熊丸修論）のデータと比較したものを図示する。先
行研究（熊丸修論）と比べて、より柔らかい状態を示している（図 4.6)。

図 4.6: 　 L15透析時におけるHeLa細胞抽出液のG′′から観測されるエイジング過程の、
先行研究データとの比較

本研究ではノイズの影響を低減することで測定精度が向上し、複素粘弾性率の周波数依
存性をより詳細に観測することが可能となった。具体的には、チャンバーを載せるピエゾ
ステージの微小振動が測定に影響していたため、計測時には電源を遮断した。また、チャ
ンバーの開口部を可能な限り小さくすることで、ドリフトの抑制を行った。
今回の測定では、貯蔵弾性率および損失弾性率はいずれも、PSDの場合と同様に、先行

研究（熊丸修論）よりも柔らかく見積もられた。タンパク質濃度が高くなるほど粘弾性が
増加することが報告されている [12]。この点を踏まえると、先行研究（熊丸修論）におけ
るタンパク質濃度は 0.24 g/mL、今回のタンパク質濃度は 0.28 g/mLであるため、本来は
今回のほうが粘弾性が大きく（硬く）なることが予想される。しかし実際には、今回の結
果は先行研究と比べて柔らかく得られており、両者は傾向として一致しない。貯蔵弾性率
については、先行研究（熊丸修論）の主張と一致して、時間経過とともに大きく上昇し、
同時に周波数依存性の傾きが緩やかとなる弾性プラトーが確認された。損失弾性率につい
ては、周波数依存性の傾きは先行研究のデータと概ね一致していることが確認された。
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4.2.3 L15透析時のHeLa細胞抽出液のPSDおよび複素粘弾性について、生細
胞中との時間経過の比較

前節と同じデータ (HeLa細胞抽出液、L15培地透析環境、ATPなし、タンパク質濃度
0.28 g/ml)を生細胞中の測定データと比較した。
次に、図 4.1のデータを生細胞中と比較した図を添付する。PSDについて、エイジング

初期には生細胞中よりも大きな値を示していたが、時間の経過とともに生細胞中と同程度
の値を通過し、さらに小さくなる様子が観察された（図 4.7)。

図 4.7: 　 L15透析時における HeLa細胞抽出液の PSDから観測されるエイジング過程
の、生細胞中との比較
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次に、図 4.3のデータを生細胞中と比較した図を添付する。貯蔵弾性率 G′ は、初期には
生細胞中よりも小さく、より柔らかい状態を示していたが、時間の経過とともに生細胞中
と同程度の値を経て、さらに大きくなり硬化していく様子が観察された。また、その傾き
についても、途中で生細胞中と同様の傾きを示す段階を経ることが確認された（図 4.8)。

図 4.8: 　 L15透析時における HeLa細胞抽出液のG′から観測されるエイジング過程の、
生細胞中との比較
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次に、図 4.5のデータを生細胞中と比較した図を添付する。損失弾性率 G′′ は、初期に
は生細胞中よりも小さく、より流動的な状態を示していたが、時間の経過とともに生細胞
中と同程度の値を経て、さらに大きくなり粘稠になる様子が観察された。また、傾きにつ
いても、途中で生細胞中と同様の傾きを示す段階を経るが、低周波は傾きが一致するが、
高周波については生細胞よりも傾きが大きかった（図 4.9)。

図 4.9: 　 L15透析時におけるHeLa細胞抽出液のG′′から観測されるエイジング過程の、
生細胞中との比較

PSDの計測結果より、初めは生細胞より柔らかったのが、時間経過とともに生細胞中よ
りも固くなっていく様子が見られた（図 4.7)。
貯蔵弾性率は、生細胞中よりも柔らかかったものが、時間経過で生細胞中と等しい値を
通過して、固くなっていく様子が見られた。周波数依存性については、途中で生細胞中と
同様の傾きを通過していく様子が見られた。
損失弾性率についても、生細胞中よりも柔らかかったものが、時間経過で生細胞中と等
しい値を通過して、粘稠になっていく様子が見られた。傾きについて、102 Hz以下で生細
胞と等しい傾きになっていたが、それ以上の高周波域ではより粘稠な値が出てきた。
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4.3 今回の実験結果　Hela細胞抽出液　S30透析時

4.3.1 S30透析時のHeLa細胞抽出液におけるPSDおよび複素粘弾性のエイジ
ングの様子

透析に用いるバッファーの変更によってエイジングの有無や進行挙動が変化するかを検
討するため、バッファーを S30に変更して PMRレオロジー計測を行った。

次に、S30を透析した場合のエイジングの様子をPSDで示す。(HeLa細胞抽出液　タン
パク質濃度 0.28 g/mL ATPなし) L15で透析した場合と同じく、時間経過でエイジング
する様子が見られた。今回取得したデータでは、ドリフトの影響で 101 Hz以下で、PSD
が若干跳ね上がっている（図 4.10)。

図 4.10: 　 S30透析時におけるタンパク質濃度 0.28 g/mL のHeLa細胞抽出液について、
PSD解析によるエイジング過程
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次に、S30を透析した場合のエイジングの様子をG′で示す。貯蔵弾性率 G′ は、エイジ
ングの進行に伴って時間とともに増加し、硬化していく様子が観察された。100 Hz以上の
周波数域では、周波数依存性が見られる（図 4.11)。

図 4.11: 　 S30透析時におけるタンパク質濃度 0.28 g/mL のHeLa細胞抽出液の G′ で評
価したエイジング過程
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次に、S30を透析した場合のエイジングの様子をG′′で示す。損失弾性率 G′′ は、エイ
ジングの進行に伴って時間とともに増加し、粘稠になる様子が観察された。貯蔵弾性率と
同様に、周波数依存性が見られる（図 4.12)。

図 4.12: 　 S30透析時におけるタンパク質濃度 0.28 g/mL のHeLa細胞抽出液について、
G′′ で評価したエイジング過程

今回の研究により、S30条件においてもエイジングが生じることが確認された。一方で、
タンパク質濃度が同一であるにもかかわらず、L15と比較して、貯蔵弾性率および損失弾
性率はいずれもエイジング初期から計測終了時まで一貫して大きな値を示した。すなわち、
S30条件では、より硬く、かつ粘稠な力学特性を示すことが明らかとなった。今回の実験
では、チャンバーに封入する試料の適切な量を事前に決定できていなかったため、試料封
入時にチャンバー外へ試料が染み出し、外界との通り道が生じた。その結果、ドリフトが
発生してしまった。
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4.3.2 　S30透析時のHeLa細胞抽出液のPSDおよび複素粘弾性の時間経過を
生細胞中と比較

図 4.10のデータを生細胞中と比較した図と、タンパク質濃度がより濃い場合の生細胞
中と比較した図を乗せる（図 4.13、4.14)。PSD の値はどちらも、観測初期の段階から生
細胞中と比較して低い値を示しており、さらにエイジングの進行に伴って一層低下する様
子が観察された。

図 4.13: 　 S30透析時におけるタンパク質濃度 0.28 g/mLのHeLa細胞抽出液について、
PSDから観測されるエイジング過程の生細胞中との比較
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図 4.14: 　 S30透析時におけるタンパク質濃度 0.30 g/mLのHeLa細胞抽出液について、
PSDから観測されるエイジング過程の生細胞中との比較
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図 4.10、図 4.14のデータにおける貯蔵弾性率 G′ を生細胞中と比較した図を示す（図
4.15、4.16)。貯蔵弾性率 G′は、観測初期の段階ですでに生細胞中と比較して大きな値を
示しており、全体として生細胞中よりも硬い力学特性を示していた。101 Hz以下では、ド
リフトの影響で、弾性が落ち込んでいる。

図 4.15: 　 S30透析時におけるタンパク質濃度 0.28 g/mLのHeLa細胞抽出液について、
G′から観測されるエイジング過程の生細胞中との比較
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図 4.16: 　 S30透析時におけるタンパク質濃度 0.30 g/mLのHeLa細胞抽出液について、
G′から観測されるエイジング過程の生細胞中との比較
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図 4.10、4.14のデータにおける損失弾性率G′′を生細胞中と比較した図を示す (図 4.17、
4.18)。また、貯蔵弾性率 G′と同様に、観測初期の段階ですでに生細胞中と比較して大き
な値を示しており、全体として生細胞中よりも粘稠な力学特性を示していた。

図 4.17: 　 S30透析時におけるタンパク質濃度 0.28 g/mLのHeLa細胞抽出液について、
G′′から観測されるエイジング過程の生細胞中との比較
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図 4.18: 　 S30透析時におけるタンパク質濃度 0.30 g/mLのHeLa細胞抽出液について、
G′′から観測されるエイジング過程の生細胞中との比較

1.5.1 節では、タンパク質濃度 0.30 g/mL の細胞抽出液が、計測開始時点で生細胞中と
同程度の PSD、複素粘弾性率を示した。また、今回のデータでは、L15 透析時のタンパク
質濃度 0.28 g/mL の細胞抽出液が、計測開始時において生細胞中よりも柔らかい PSD、
複素粘弾性率を示した（4.2.3）。これらと比較して、今回計測した S30 透析時のタンパク
質濃度 0.28 g/mL、0.30 g/mL の細胞抽出液は、計測開始初期からかなり硬い PSD、複
素粘弾性率を示す結果となった。
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4.4 細胞抽出液のエイジングと代謝

4.4.1 先行研究

先行研究 (熊丸修論)[3]では細胞抽出液 (HeLa細胞抽出液、Xenopus egg 細胞抽出液、
大腸菌抽出液)の 3.5 kDa以上のタンパク質がATP加水分解能を持ち、細胞抽出液に添加
したATPは時間経過で分解されることを示した (図 4.19)。

図 4.19: 3.5 mMの濃度のATPを添加した各抽出液中のATP濃度の時間変化。どの抽出
液でも、ATPが加水分解されている。

また先行研究（熊丸修論）では、ATPの加水分解が細胞抽出液のエイジングに与える
影響を解明することを試みた。先行研究では、ATPを細胞抽出液に添加した場合は、エ
イジングが急激に進み、ATPがない場合は、緩やかにエイジングが進むことが示された
（図 4.20)。

図 4.20: HeLa細胞抽出液の水に対する非粘性率の時間変化
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4.4.2 今回の計測結果

以下に先行研究（熊丸修論）のATP分解能を今回の計測と比較したものを図示する (図
4.21)。ATPの分解能計測方法はルシフェラーゼアッセイである。

図 4.21: ルシフェラーゼアッセイによる、ATP濃度の時間経過

今回の研究では、L15で透析した場合と、S30で透析した場合のATP分解能を先行研究と
比較した。先行研究では、ATPの加水分解能測定は、37℃環境下で行っていたが、PMR
によるレオロジー測定の実験環境は 20℃である。よって、今回は L15については、37℃
環境下、20℃環境下、S30については 20℃環境下でATP加水分解能測定をおこなった。
どの場合でもATPは分解されているが、先行研究に比べて、今回扱った系では、ATP分
解が L15、S30ともに緩やかになっており、ATP分解能が今回の研究で使用した系では落
ちていることがわかる。
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第5章 考察

5.1 先行研究の再現性について

HeLa細胞抽出液を L-15培地で透析した場合、先行研究と比較して、PSD、貯蔵弾性
率、損失弾性率のいずれについても、初期値が本研究の測定結果の方が小さく得られた。
この原因として、以下の点が考えられる。
第一に、本研究ではHeLa細胞抽出液として、1年以上の-80℃長期保存を経た試料を使
用した点である。長期保存に伴うタンパク質の変性や活性低下が、力学応答の低下につな
がった可能性がある。
第二に、サイトカラシンB添加時の操作の影響が挙げられる。サイトカラシンBは、一
般的には DMSOに溶解させるところを、エタノールの溶液として添加したが、この際、
エタノールに溶解したサイトカラシンB溶液を、細胞抽出液に対して体積比で約 2％添加
し、ピペッティングによって混合したのちに、透析を行った。この操作により、添加した
エタノールおよびサイトカラシンBの量が相対的に多くなり、何らかの形で細胞抽出液中
のタンパク質に不可逆的な影響を与えた可能性が考えられる。
また、そもそも小分子除去を遠心フィルタリングから透析に変更しているので、この影
響も考えられる。

ATPの加水分解能が落ちていることも、エタノール、サイトカラシン Bの影響による
可能性がある。

5.2 細胞抽出液のエイジングから考える、細胞質のレオロジー

細胞抽出液が条件次第でエイジングを示すことは、先行研究とも整合的である [13]。生
細胞中では、ATP枯渇により非平衡揺らぎが抑制されると、細胞質の貯蔵弾性率が低周
波域（< 101 Hz）において増加することが知られている [4]。このことは、細胞質が非平
衡揺らぎの抑制された環境下では、本来は、低周波域で弾性的性質を強める傾向を有する
ことを示唆している。
ここで、本研究の実験結果から生じる疑問は、生細胞中における非平衡揺らぎの抑制が、
なぜ高周波数帯（101～104Hz）における貯蔵弾性率および損失弾性率の増加に必ずしも結
びつかないのか、という点である [4]。今回行った細胞抽出液の粘弾性計測では、エイジン
グに伴う貯蔵弾性率および損失弾性率の増加が、広い周波数帯（100～104 Hz）にわたっ
て観測された。
この結果は、非平衡揺らぎが存在しない環境下において、細胞抽出液が条件次第で広帯
域にわたり粘弾性を増大させる性質を有することを示している。細胞抽出液と生細胞中の
細胞質は物質的に類似した構成要素を持つことから、生細胞中の細胞質も潜在的には同様
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の性質を有する可能性が考えられる。したがって、生細胞においては、何らかの機構が高
周波数帯における粘弾性変化を抑制していると考えられる。

5.3 Bufferの環境がエイジングの有無に及ぼす影響
表 5.1: 各バッファーの組成とエイジングの関係

表 5.1は、各バッファーの組成とエイジングの関係である。ATPが存在していない環境
において、先行研究で細胞抽出液を NH-Bufferで透析した場合、エイジングを起こさな
かったのに対し、L15、S30では、エイジングを起こした。
ナトリウム、カリウム、マグネシウムなどの塩が入っているのは、NH、L15、S30、三

つのバッファーで共通している。この中で、L15では、アミノ酸、ビタミン、ガラクトー
スがそれ以外に含まれている。これらは、タンパク質の酵素としての反応にかかわってく
る。（翻訳、各種酵素反応）
先行研究の時点 (NH、L15のデータのみ)では、これら、塩以外のアミノ酸、ビタミン、

ガラクトースなどが、エイジングに関わる可能性があった。
しかし、今回の S30 bufferによる実験結果により、アミノ酸、ビタミン、ガラクトース

などの物質がない環境でもエイジングを起こすことが分かった。
よって、アミノ酸、ビタミン、ガラクトースによる、タンパク質の化学的な反応が、エ

イジングのする、しないに関わる可能性は低いことが分かった。対して、アミノ酸、ビタ
ミン、ガラクトースのないNH-bufferではエイジングが起きなかったのに対し、S30-buffer
ではエイジングが起こったことから、エイジングの有無には、塩環境が重要であることが
示唆される。
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5.4 Bufferの環境が粘弾性の強度に及ぼす影響

5.4.1 1価、2価 無機 陽イオンの影響

NH-bufferではエイジングを起こさないのに対し、L15、S30-bufferではエイジングを起
こし、さらに S30-bufferでは全体的に粘弾性が高く、固く、粘稠に出てきている。原因と
して、NH、S30、L15-bufferの組成の違いを考えると、イオン環境が関わる可能性が考え
られる [46]。
タンパク質は多数のカルボキシル基およびアミノ基を有し、表面は正負の電荷が不均一
に分布している。NaCl、KCl、CH3COOKなどの塩は、今回のNH、L15、S30-bufferよ
うな数十 mM から数百 mM 程度の濃度では、タンパク質の静電引力相互作用を遮蔽し
（静電遮蔽）、タンパク質の溶解させる効果 (塩溶)が大きいと考えらえる。
これに対し、Mg2+濃度を増やした条件では ホエイタンパク質 (牛乳由来のタンパク質)
や actin ネットワーク等のモデル系で弾性率G′が増加する例が報告され、溶液の粘弾性
を変化させることが示されている [47][48]。また、二価のイオンはタンパク質のカルボキ
シル基を介して、引力相互作用を及ぼす可能性がある。Mg2+を介した引力相互作用は水
和の効果を考慮した研究が現在進行中であり、マグネシウムイオンがタンパク質間に静電
遮蔽以外に引力相互作用の効果以外に、水分子を介した引力相互作用を及ぼす可能性は捨
てきれない。
これを踏まえて、NH-bufferでは、Na+ 100 mM、K+少量の 1価イオンのみが含まれ
る。L15-bufferでは、Na+が約 140 mM、K+ 5 mM程度と 1価のイオンがメインだが、
Mg2+ 2 mM程度、Ca2+ 1 mM程度 2価のイオンが多少含まれる。S30-bufferでは、K+

60 mM、Mg2+ 14 mMと 2価のイオンが大量に含まれることを考慮すると、

NH-buffer
1価イオンのみからなる NH バッファーでは、静電遮蔽効果は働く一方で 2 価イオ
ンが存在しないため、タンパク質間の引力相互作用が弱く、固化（エイジング）が
起こりにくかった。

L15-buffer
1価のイオンが主体だが、少量の 2価のイオンを含む L15-bufferは、静電遮蔽効果
以外に、タンパク質間の引力相互作用が多少働き、エイジングした。

S30-buffer
1価のイオン以外に、2価のイオンが大量に含まれる S30 bufferは、静電遮蔽効果に
加えて、タンパク質間の引力相互作用が強く働き、エイジングするとともに、粘弾
性が強く出た。

と考えられる。
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第6章 まとめ

6.1 まとめ

本研究では、細胞抽出液を用いた粘弾性計測を通して、生細胞外の条件下で、バッファー
環境が細胞抽出液のレオロジー特性とエイジング挙動に与える影響を検討した。
まず、細胞骨格の影響を排した細胞抽出液においても、条件次第でエイジングが生じ、

貯蔵弾性率および損失弾性率が広い周波数帯にわたり増加することを示した。この結果は、
ATP枯渇下の生細胞で低周波域に限って弾性的性質が強まるという先行研究と対照的で
あり、生細胞中では高周波数帯における粘弾性の増大を抑制する何らかの制御機構が存在
する可能性を示唆している。
次に、ATP非存在下におけるバッファー依存性を比較した結果、NH-bufferではエイジ

ングが観測されなかった一方、L15-bufferおよび S30-bufferでは明確なエイジングが生じ
た。S30-bufferにはアミノ酸やビタミン、糖類が含まれていないことから、細胞抽出液の
エイジングはこれらの物質が関連する可能性は低い。
さらに、各バッファー条件における粘弾性の強度の違いは、溶液中のイオン組成、特に
二価陽イオン (Mg2+、Ca2+)の存在量と強く相関していた。1価イオンを含むNH-buffer
では、静電遮蔽によりタンパク質間の長距離静電反発はある程度抑制されている。しか
し、二価イオンによる引力相互作用が存在しないため、短距離の引力相互作用は十分に
発達せず、安定なネットワーク形成やエイジングには至らなかったと考えられる。一方、
L15-bufferでは少量の二価イオンによりタンパク質間引力が部分的に増大し、エイジング
が生じた。S30-bufferでは高濃度の二価イオンが存在し、強い静電遮蔽と引力相互作用に
より、エイジングの進行および高い粘弾性が顕著に現れたのではないかと考察した。
以上の結果から、細胞抽出液のエイジングおよび粘弾性の増大は、タンパク質間の静電
的相互作用を中心とした物理的要因に支配されており、特に二価陽イオン濃度がその主要
な制御因子である可能性を指摘した。本研究は、生細胞中の細胞質が条件により、エイジ
ングしうる物質であること、そして生体内では非平衡揺らぎやイオン制御によってその物
性が動的に調節されている可能性を示すものである。
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第7章 展望

私の実験研究の重要な成果の一つとして、レオロジーの周波数依存性が明瞭に観測でき
るレベルまで測定精度を向上させた点が挙げられる。具体的には、ノイズおよびドリフト
の除去手法について体系的な How to を確立した。
この成果を基盤として、博士課程では、細胞抽出液、バッファー環境、ATP 環境といっ

た条件が、タンパク質懸濁液としての細胞抽出液のレオロジー特性にどのような影響を与
えるのかを明らかにし、その物理モデルを構築することを目指す。
さらに、開放系における実験にも取り組んでいる。細胞抽出液の組成を恒常的に維持す

ることで生体細胞内環境を模倣し、生細胞観測のみでは困難であった定量的な組成操作を
可能にする。これにより、細胞質の物性およびレオロジー特性の解明を進める。
加えて、大腸菌懸濁液を用いた実験も並行して行っている。これらの研究を通じて、細

胞種に依存しない普遍的な細胞質の物性およびレオロジーの理解に貢献することを目指す。
以上の研究で得られた知見を基盤として、将来的には、なぜ生細胞が高濃度タンパク質

環境下においても粘弾性の増大を抑制できるのかを明らかにすることを目的とする。さら
に、高濃度タンパク質環境下であっても流動性を維持可能な人工環境を構築し、高濃度・
流動化無細胞タンパク質合成系の工業化へと展開する。これにより、大量のタンパク質合
成を実現し、タンパク質生産コストの削減に貢献する (図 7.1)。

図 7.1: 展望　イメージ図
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栗栖実さんには、修士論文の添削や論文精査に関するアドバイスをいただき、大変お世

話になりました。なるほどと思わされるご意見が多く、私自身の成長に大きくつながりま
した。
趙松川さんには、AIの活用方法について研究的事実に基づく使い方の心構えをご教授い

ただいたほか、悩みの相談にも乗っていただき、多くのことを学ばせていただきました。
田尾さん、濱田さん、上村君、浜君、前田君、佐々木君、本間さん、金山君、白坂君、

竹田さんには、研究室の仲間として切磋琢磨し、互いに高め合いながらここまで来られた
ことを大変ありがたく感じております。私は今後、博士課程に進学し研究を続けていきま
すが、これまでの学びを糧に、より一層邁進していきたいと考えております。
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