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This research focused on elucidating the mechanism of thermal regulation at the cellular level. Specifically, we 

addressed the following three challenges; (1) experimental verification of the low thermal conductivity in living cells 

using hybrid-type nanoprobes with higher precision and functionality and artificial cellular systems, (2) analysis of 

elementary processes of chemical and mechanical energy conversion by protein molecules using molecular dynamics 

simulations, and (3) experimental exploration of the response of biomolecules and molecular assemblies to heat and its 

physiological significance. The following results were obtained for each of the challenges: (1) The surface of fluorescent 

nanodiamond particles were successfully modified to reduce their size and to increase dispersibility. Liposomes 

encapsulating fluorescent nanodiamond particles were prepared. (2) The characteristics during the initial stage of the ATP 

hydrolysis process were elucidated in myosin. (3) The difference in temperature sensitivity between skeletal and cardiac 

muscle contractions were clarified. The current project provides important insights into the mechanism of thermal 

regulation at the cellular level. We would like to continue to develop and utilize the experimental systems at each spatial 

scale that we were able to initiate as a result of this project. 

 

 

研究目的 

細胞の熱産生は、ヒトのようにある程度大きな体

積を持つ生物が、外部環境よりも体温を高く維持で

きる仕組みの根源である。また生物は外部環境の温

度変化に影響され、応答し、それは自身の熱産生に

対しても同様である。では細胞レベルの空間スケー

ルで、熱が細胞に与える効果をどうすれば検証でき

るだろうか。その実験的な検証は、一般に難しい。

難しい理由は単純で、熱は熱源の内部で産生され、

熱源表面から周囲へ散逸することによる。つまり熱

源が小さくなると、体積が表面積より素早く減少す

るために（例えばスケールが半分ならば表面積は 1/4、

体積は 1/8 になる）、微小な細胞で期待される熱的な

現象は、大きな生物個体の温度上昇に比べて桁違い

に小さく、かつ速くなるためである。幸いにして、

細胞スケールで熱を扱うことの難しさは、近年に開

発される細胞温度計測法や熱励起法によって解消さ

れてきた。一方で、細胞で得られる実験結果の解釈

には、細胞内熱パラメータの理解が不可欠である。

しかし、これらの物性値が実験的に計測されないま

ま研究が進められており、この点が当該領域に共通

の課題として、強く認識されるようになってきた。 

申請者らは以前に、頑強な温度プローブとして機

能する蛍光ナノダイヤモンドの表面を、生体適合性

が高く、光を吸収し熱を放出する性質を持つ高分子

で被覆することで、光によって発熱の出力を制御で

きる温度計測・発熱のハイブリッド型ナノプローブ

を新規に開発した。これを用いて、細胞内の熱伝導

率計測に成功した。細胞内の熱伝導率は、従来の仮

説とは異なり平均で水の 1/6 と小さく、値には大き

なばらつきが認められた。しかし、いまだ次の課題

が未解決である。①細胞を構成するタンパク質分子

や脂質分子などの因子が熱伝導に及ぼす影響。②細

胞の熱源の一つと考えられるタンパク質分子の ATP

加水分解過程における熱の放出過程の詳細、および

③熱産生に優れた細胞内における生体分子の熱応答



の検証。そこで本研究はこれら各課題について、①

高精度化・高機能化したハイブリッド型ナノプロー

ブと人工細胞系を用いた実験的検証、②タンパク質

分子による化学・力学エネルギー変換素過程の分子

動力学（MD）シミュレーションを用いた解析、およ

び③熱に対する生体分子・分子集合体の応答と生理

的意義の実験的探索、を目的とし、これらを適宜並

行して推進した。 

 

研究経過 

設定した課題①～③について、以下に経過を報告

する。 

①高精度化・高機能化したハイブリッド型ナノプロ

ーブと人工細胞系を用いた実験的検証 細胞内で、

異なる生体分子群が形成しうる不均一な熱伝導率を

計測しようとするとき、計測の局所性の高いことが

求められる。熱伝導率計測の局所性は、ナノプロー

ブ体積程度の平均値として計測される。局所性を高

めるためには、ナノプローブをより小さくする必要

があった。これまでに蛍光温度計として利用してき

た市販の蛍光ナノダイヤモンド粒子は平均粒径約

100 nm であり、これを用いて調製されるナノプロー

ブの粒径は平均 200 nm 程度となる。「平均」と述べ

たように実際には粒径のバラつきが大きい。そこで

本研究ではまず、粒径がより小さく、かつ粒径分布

がより狭い蛍光ナノダイヤモンド粒子を調製するプ

ロトコルの開発を行った。その結果、50 nm より小さ

く、また粒径の揃った粒子を得る条件を見出すこと

に成功した。続いて、基本的な材料物性および光学

特性を決定したのち、細胞での利用可能性の検討を

開始した。また細胞へ利用するにあたり、ナノ粒子

で一般に見られる凝集性を低減し、分散性を高める

ための表面修飾についても合わせて検討した。その

結果、hyperbranched polyglycerol（HPG）による修飾

が適当であることがわかった。これらの成果の一部

について 2022 年に学会ポスター発表を行い（ポスタ

ー発表 3）、2024 年にも学会発表を予定している。 

また実験計測系となる人工細胞系の調製を行った。

ナノプローブを内包するベシクルを調製することか

ら検討を開始した。まずプレート上に均一な脂質二

重膜を用意する。次にこの脂質二重膜を、ナノプロ

ーブを分散した液中ではがすことで、ナノプローブ

内包ベシクル（リポソーム）が自発的に形成される

（キャスティング法）。その結果、多層になったリポ

ソームや、蛍光ナノダイヤモンド粒子（まずナノプ

ローブの代わりに蛍光ナノダイヤモンド粒子で条件

検討を進めた）を内包するリポソームのできている

ことが、蛍光顕微鏡を用いて確認された。しかし内

包される粒子に対してリポソームが大きいことが多

く、また粒子を内包したリポソームの数が少ないな

どの問題も見いだされた。調製時の温度および電場

強度を変えることで、粒径の制御が可能であること

が分かっており、適切な条件の検討を進めている。

条件が決められた後には、本項目の前半で述べた改

良型ナノプローブを用いた計測に進むことを予定す

る。 

②タンパク質分子による化学・力学エネルギー変換

素過程の分子動力学（MD）シミュレーションを用い

た解析 ATP 加水分解するタンパク質分子は、加水

分解によりATPの化学エネルギーを力学的な仕事に

変換する分子エネルギー変換酵素の一種である。エ

ネルギー変換の効率が不完全であるために、利用で

きなかったエネルギーの一部がとして周囲へ散逸し、

組織レベルではマクロスコピックな温度上昇として

体温維持に利用されると考えられている。エネルギ

ー変換の過程で生じる構造変化や力学的仕事の生理

的意義に関する研究は重点的に進められ、各ヌクレ

オチド状態におけるタンパク質立体構造の原子分解

能での決定や、細胞内で機能発現を制御するメカニ

ズムが多く明らかにされてきた。ところが、ATP 加

水分解過程のメカニズムは十分に解明されていない。

そこで本項目では、典型的な ATP 加水分解酵素であ

るミオシンによるATP加水分解の初期段階に着目し、

MD シミュレーションを用いて、エネルギー変換過

程の微視的メカニズムを検討した。その結果、ミオ

シンの機能的ループのポテンシャルエネルギーが数

kcal/mol 変化し、ループ内への力学的仕事の蓄積が

観察された。興味深いことに、ATP 加水分解によっ

て供給される反応熱の放出が抑制された状態でも、

同様の観察結果が得られた。ミオシンは、ATPやADP

－無機リン酸との原子間相互作用の違いによって、

化学エネルギーを力学的な仕事に変換することがで

きる。タンパク質は細胞内で常に熱ノイズにさらさ

れているため、このようなメカニズムが強固に働き、

生物学的プロセスを安定的に制御している可能性が

あることが示唆された。本成果について 2023 年に学

会口頭発表を行った（口頭発表 1）。できるだけ速や

かに論文として報告できるよう、内容を取りまとめ



ている。また本課題について、生体分子による熱産

生と散逸過程の研究を対象とする MD シミュレーシ

ョン手法について取りまとめた総説を、2023 年に発

表した（誌上発表 3）。 

③熱に対する生体分子・分子集合体の応答と生理的

意義の実験的探索 研究代表者らは以前に、心臓を

構成する筋肉（心筋）の収縮が体温変化によりどの

ような影響を受けるかを調べ、心臓が体温範囲内で

効率的に機能することを示した（参考文献 1）。本研

究では、骨格筋と心筋の収縮の温度感受性の違いに

ついて、局所加熱顕微鏡法を用いて検討した。局所

加熱顕微鏡法とは、水による吸収率の高い波長約 1.5 

m のレーザー光を顕微鏡対物レンズを通して試料

面に集光することで、集光点を熱源とし、その熱源

を中心に形成される局所的な温度勾配を利用して、

生体分子や細胞等を光学顕微鏡下で熱刺激する手法

である。熱源が小さいために、レーザー光照射をや

めれば温度勾配は速やかに消失し、局所的な温度場

を加熱前の状態に戻すことが可能である。まず、2 秒

以内の急速加熱（25℃から 41.5℃の範囲）により、

単離した骨格筋筋原線維において、筋弛緩の状態と

なる溶液条件においても収縮が可逆的に誘導される

ことが見いだされた。次に精製タンパク質系を用い

て体温範囲内（40℃まで）で評価した。ここでは精

製タンパク質により筋収縮を 2 次元平面で再現する

in vitro 滑り運動系を利用することで、再構成した骨

格筋および心筋の筋タンパク質フィラメント（細い

フィラメント）が、骨格筋または心筋由来のミオシ

ンの上を滑り運動するときの速度について、その温

度依存性を計測した。その結果、（１）骨格筋ミオシ

ン上で滑り運動する骨格筋の細いフィラメントの滑

り速度の温度依存性は、骨格筋筋原線維の収縮で得

られた温度依存性と同等であったこと、（２）どちら

のタイプの細いフィラメントも、心筋ミオシン上よ

りも、骨格筋ミオシン上の方が低い温度で滑り始め

ること、（３）心筋の細いフィラメントは、どちらの

タイプのミオシン上でも、骨格筋の細いフィラメン

トよりも低い温度で滑ること、がわかった。従って、

哺乳類の骨格筋および心筋は、様々な状況における

生理学的要求に応じて、ミオシンとトロポミオシン・

トロポニンによって相補的に調節されながら、体温

が変動する範囲内で効率よく収縮するように微調整

されている可能性が示唆された。本研究に関連する

成果について、2023 年に学会口頭発表を行い（口頭

発表 2；ポスター発表 1,2）、また原著論文として発表

した（誌上発表 1）。 

 

考察 

細胞内の生化学反応は内因性の熱源として機能し、

生物個体の体温恒常性の維持に利用される。このプ

ロセスには適切な制御が必要なはずである。なぜな

ら生化学反応は熱への応答を避けられず、適切に制

御されない場合は深刻な結果が生じる可能性がある

からである。この考察について、研究代表者らはこ

れまでに、研究代表者ら及び他グループから報告さ

れる結果に基づき、「トランススケール熱シグナリン

グ」という概念を提案してきた。いっぽう本研究で

は設定課題①～③を通して、生体系による熱産生と、

熱に対する生体系の様々な反応について、原子から

分子集合体、細胞までの異なる空間スケールを対象

に解析と考察を行った。これら二つの強く関連した

内容について、一部を総説として 2023 年に発表した

（誌上発表 2）。本支援課題を契機として開始するこ

とができた各空間スケールの実験系を、今後も発展

的に利用して行きたい。 
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