
第3章 細胞膜の水伝導係数測定

3-1緒 言

葉菜類 は水分損失 に よ り萎れ を起 こす こ とか ら、そ の貯蔵 時 には水分損失 の

抑 制が図 られ る慣 例 にある。 しか し第2章 におけ る研 究に よ り葉菜類 は水分損

失 を起 こさず とも、生体 内部の局所的 な水移動 によ り萎れ等 が起 こ り品質低 下

を起 こ してい る可能性 が高い こ とが明 らかにな った。 したがつて今 後は葉菜類

貯 蔵技術 の研究 ・開発 を進 めてい く上で細胞 内外 の水移動や組織 間の水移 動 な

ど葉菜類 内部の水移動 を把握 し理解 す る ことが重要 にな つて くる と予想 され る。

植物 体 内の水 の挙動 に根源的 に関連 す る と考 え られ る要素の一つ に細胞膜 の水

伝 導係 数 を挙げ るこ とが でき る。 細胞膜の水伝導係数 は、液晶 、ゲル 、結 晶な

どの膜の状態や 、水 に対 して選択性 の あるチ ャンネルの存在 な どに よ り変化 す

る と考 え られ る。 したが つて細胞 内外の細胞膜 を とお した水移動 に関す る研 究

を行 う上で、細胞膜 の水伝導係数 を知 るこ とは大変意義のあ ることと言 える。

これ までの細胞 膜の水伝導係数測 定は主 に動物細胞 、特 に卵細胞 な どを対 象

に、凍結保存 の研 究の一環 と して行 われ て きた。 しか し用 い られた測 定手法 の

多 くは原 理的 に大 きな誤差 を含みやす く、 また測 定には高度 な熟練が必要 であ

つた。 これ らの問題 を解 決す る測定 手法 も開発 され てきたが、測定精度 が向上

す る反面、大量の試料が必要 にな る等の問題 があ つた。

よつて第3章 では少量の試料で、高い測定精度 を実現す る二層流式水伝導係

数 測 定法 を考案 し、また この測定法 を実現 す るた めの装置 を開発す るこ とを 目

的 と した。 また開発 した装置 にて測定を行 い、その性能 を検証 した。
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3-2細 胞膜 の水伝導係 数 について

3-2-1水 伝 導 係 数 に つ い て

本 章 にお け る測 定項 目であ る水 伝導 係数 は次 の よ うに説 明 され る。面積 が

A[m2]で あ る半透 膜の両側 の溶液 に浸透圧差 π-π'[Pa]が 存在す るとき、単位時

間 Δt[s]あた りΔV[m3]の 水が 半透膜 を通過 した とす る と次 に示す 式が成立す る。

(3-1)

式3-1に お け る比 例 定数Lpが 水伝 導係 数 で あ り、[m・s-1・Pa-1]の 次 元 を持 つ こ と

が わ か る。 ま たLpの 値 が 大 き くな るほ ど半透 膜 を とお した 単位 時 間 あた りの 水

の移 動 量 は大 き くな る こ とが わ か る。 このLpを 測 定 した研 究 例 はい くつ か 存在

す る が、Lpの 名 称 はwater permeabihty, hydraulic conductivity,ま た は透 水

係 数,水 透 過 係 数 な どが 用 い られ て お り統 一 され て い な い。 本 研 究 で は岩 波 生

物 学 辞 典(山 田 ら編 著 、1993)に 従 い 、Lpを 水 伝 導 係 数(hydraulic conductivity

coefficient)と 呼 ぶ こ とにす る。

ま た 水 伝 導 係 数 に 類 似 し た 物 性 値 に 浸 透 透 水 係 数(osmotic water

permeability coefficient)と 拡 散 透 水 係 数(diffusional water permeability

coefficient)が あ る。 浸 透 透 水係 数Poは 膜 の 両側 に溶 質 濃 度 差 が あ る とき、 膜 を

通 過 す る水 の モ ル 数 を表 す係 数 で あ り、 次 の 式 に て表 され る。

(3-2)

式3-2に お い て 、fnetは 正 味 の 水 の 動 き[mol・s-1]、Aは 膜 の 面 積[m2]、 ΔCは 浸 透

濃度 差[mol・m-3]を 表 す 。Poの 次 元 は[m・s-1]と な る。 ま た 発 と水 伝 導係 数Lpの 関
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係 は次に示す式 にて表 され る。

(3-3)

式3-3に お い て 、Rは 気 体 定 数[Pa・m3・mol-1・K-1]、Tは 温 度[K]、Vwは 水 の 部 分

モ ル 体 積[mol・m-3]で あ る。 ま た 拡散 透 水 係 数Pdは 自由運 動(自 己 拡 散)に よ り、

膜 を通過す る水のモル数 を表す係数 であ り、次 の式 にて表 され る。

(3-4)

式3-4に お い て 、f'dは 水 の 流 束[mol・s-1]、Aは 膜 の 面 積[m2]、Cは 水 の モ ル 濃

度 、55.6×103[mol・m-3]で あ る 。Pdの 次 元 は[m・s-1]と な る。 ま たPdは 細 胞 内 水 の

緩和 時間か ら計算 され た、細胞 内外 の水の交換 時間 λ[s]よ り次式 にて求 めるこ

とが で き る。

(3-5)

式3-5に お い て 、Vは 細 胞 体 積[m3]、Aは 細胞 表 面積[m2]で あ る。膜 を とお した

水移動が拡散現象のみによるとき、すなわち生体膜上に水に対 して選択性のあ

るチ ャンネルが存在 しない とき、浸透透水係数Poと 拡散透水係数Pdは 等 しい と

され る(Zhang, 1996)。
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3-2-2 細 胞膜 水 伝 導係 数 の 測 定原 理

細胞膜の水伝導係数Lpの 測定は細胞の外部浸透圧変化に対す る体積応答を調

べ るこ とによ り行われ る。細胞(植 物細胞ではプ ロ トプ ラス ト)は高張液 あるいは

低張液 に さ らされ る と、浸透圧 の違 いに よ り半透膜 で ある細胞膜 を通 して細胞

内外 を水 が移 動 し、細胞 の体積 変化が起 き る。 この ときの体積変化 の速度 は次

に示す 式 にて表 され る。

(3-6)

式3-6に お い て 、V(t)は 細胞 体積 、Aは 細 胞 表 面 積 、πeは 細胞 外 溶 液 の浸 透 圧 、

πi(t)は細 胞 内部 の浸 透 圧 で あ る。 浸 透圧 πは Van't Hoffの 式 よ り次 の よ うに表

され る。

(3-7)

v w:水 の モ ル 体 積(1.8×10-5m3/mol)

χ:溶 質のモル分率

式3-6に お け る浸 透 圧 πを式3-7よ りモ ル 分 率Xに 置 き換 え る と次 の よ うに な る。

(3-8)

Xs:細 胞膜 を透過 しない溶質 のモル分率

式3-8に おいて、 χseは細胞外溶液 の溶質 のモル分率で あ り、その変化 は無視で

きる と仮 定す る と、時刻tに お ける細胞 内液の溶 質モル 分率 χsi(t)は次の式 にて

表 され る。
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(3-9)

式3-9に お いてV∞は細胞 平衡体積 、す なわち細胞 内液のモル分率が細胞外液 の

モル分率 χseと 等 しくなった時の細胞の体積 であ る。Vbは 浸透圧 非応答体積 であ

り、細胞骨格 な ど細胞 内部の浸透圧 に影 響 を与 えない部位 の 占める体積 である。

式3-9を 式3-8に 代 入 し、 整 理 す る と次 の よ うにな る。

(3-10)

式3-10を さ らに次 の よ うに変 形 す る。

(3-11)

式3-11の 両辺 を時 間tで 積 分す る と次 式 の とお りに な る。

(3-12)

C':積 分 定 数

ま たt=0の ときV(0)=Vi(Viは 初 期 体 積)で あ る か らこれ を式3-12に 代 入 す る と

(3-13)

とな り、 式3-12は 次 の よ うに表 され る。

(3-14)

式3-14は 、溶 質モル 分率 がXsi(0)で ある外部溶液 と浸透圧 平衡 にあ り体積 がViで

あった細胞 に、時刻t=0に おいて瞬時 に外部溶 液のモル 分率を χseに 変化 させ た
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後 の 、時刻tに お け る細 胞 体 積 を表 して い る。細 胞膜 の 水伝 導 係 数Lpは 、細 胞 の

外 部 溶 液 の 溶 質 モ ル 分 率 を瞬 時 に変 化 させ 、 そ の 後 の経 過 時 間 と細 胞 体積 を測

定 し、 式3-14に 回帰 す る こ とに よ り求 め る。 式3-14に お い てV(t)は 超 越 数 と

な る た め、既 往 の研 究(Leibo、 1980)に お い て は、Newton-Raphson法 を用 い て

時 刻tに お け る細 胞 体 積V(t)を 求 め る、 回 帰 して い る。
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3-2-3既 往の研究における細胞膜水伝導係数の測定例

既往 の研 究において測定 された細胞 膜の水伝導係 数 五,の値 をTable3-1に 示

した。Table3-1のcellの 列 に着 目す ると、測 定対象 は動物細胞で あることが多

い ことがわ かる。 また水伝導係数Lpに 温度依存性 があ ることや、植 物細胞 に比

べ て動 物 細 胞 の 水伝 導 係 数L
pは お お よそ 一 桁 大 きい こ とな どが わ か る。

Table3-1に お ける全ての測定において、細胞外 部の浸透圧 を変化 させ、細胞体

積 応答 を計測す る とい う原理 は共通 してい る。 しか し細胞 に外 部浸透圧 の変化

を与 え る方 法、細胞体積 の計測方法 はそれ ぞれ 異 なって いる。 以下 にそれぞれ

の測定例 におけ る手法を述べ る。

Table3-1水 伝 導 係 数 の測 定 例
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Leibo(1980)は マ イ ク ロス ライ ドと呼 ばれ る 両端 の 開 い た ガ ラス チ ュー ブ(深

さ0.3mm、 幅1.2mm、 長 さ25mm)に 高 張液 を満 た し、 マ イ ク ロ ピペ ッ トに て

2.5μ1の 一 つ の細 胞 を含 ん だ 等 張液 をマ イ ク ロス ライ ドに流 し込 ん で い る。 す

な わ ち等 張 液 を拡 散 な どに よ りマ イ ク ロス ライ ド中 の高 張液 と混合 させ 、 細 胞

の外 部 浸透 圧 を変 化 させ てい る。 マ イ ク ロス ライ ドは顕 微 鏡 の ス テ ー ジ上 にお

かれ 、温度制御 がな され てい る。細胞 を含 んだ溶 液 をマ イク ロス ライ ドに流 し

込 んでか ら、顕微鏡 にて写真 撮影 を開始 し、ステー ジを動か し細胞 を視野 内 に

追い なが ら、数秒お きに15枚 か ら30枚 の写真 を撮影 し、細胞の体積 変化 を計

測 している。

Gaoら(1994)は 哺乳類 の卵細胞 の透 明帯(zona pellucida,哺 乳類の卵 にある

透明な卵膜 で受精 の後は卵 の最外層 になる)を 径 が8～10μmの マイク ロピペ ッ

トの負圧 で、細胞培養皿 上の2μlの 等 張液 中に固定 し、1mlの900mosmolの

NaCl溶 液 を滴 下 している。細胞 が浸透圧 平衡 に達す るまでを顕微鏡 に取 り付 け

た ビデ オカ メラで撮影 し、デ ィジ タルイ メー ジアナ ライ ザを用 いて、細胞の体

積変化 を計測 してい る。

Schwartzら(1983)は 、イー ス トをNaCl溶 液に懸濁 し冷却 し、細胞外の溶液

を凍結 させ てい くことによ り溶液の濃度 を上昇 させてい る。そ の ときの外 部浸

透 圧変 化 による細胞体積 の変化 を低温顕微鏡 に取 り付 けたカ メ ラを用 いて写真

撮影 を行い計測 してい る。温度操 作は0℃ か ら-60℃ で、測定 され る細胞膜 の透

水係数 は、冷却 速度 に よ り大 きく異 なるよ うであ る。温度 変化 を伴 うため、式

3-14の 温度 を変数 と して更に変形 して用 いてい る。

Curryら(1995)は まず 、細胞 を低 張液 に浸漬 し、50%の 細胞が破 裂す る とき

の浸透圧 を臨界浸透圧 と定義 してい る。 次 に細胞 を蒸 留水 に浸漬 し、50%の 細

胞 が破裂 す るまで の時間 をそ の細 胞 が臨界浸透圧 に達 す るまで の時 間(溶 解 時
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間)と し、溶解 時間か らLpを 計算 している。臨界浸透圧 の測定では様 々な浸透圧

の溶 液 を用意 し、それ らの溶 液 中での細胞 の破 裂率 をフ ローサイ トメー タにて

測 定 してい る。 また溶 解時間 の測 定では細胞 を蒸留水 に ある時間浸漬 した後 、

蒸留 水 に溶 質 を添加 し細胞外浸透圧 を初 期 の値 に戻 しフローサイ トメータにて

細胞 の破裂率 を測定 して いる。細胞 を蒸 留水 に浸漬 してか ら溶質 を添加す るま

での時間 を変化 させ溶解 時間を求 めている。

Ishikawaら(1997-b)は 、細胞懸濁液 中 にて細胞 の占める割合 と細胞懸濁液 の

誘電 率 に関連が あることを利用 し(Ishikawa,1997-a)、 誘電率 を測定す ることに

よ り細胞 の体積 を求 めている。細胞 懸濁液 に溶質 を添加 し攪拌す る ことに よ り

細胞外 浸透圧 を変化 させ てい る。
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3-2-4既 往 の研 究 に お け る測 定 法 の本 研 究 へ の応 用 可能 性

葉菜類 の組織 内部の水移動 の メカ ニズムを解 明す るには、貯蔵 中の葉菜 につ

いて細胞膜 の水伝 導係 数 の経 時変化 を知 るこ と、あ るいは貯 蔵環境 と細胞膜 の

水伝導係数 の関連 を知 る ことな どが重要 となる。そ こでTable3-1に 示 した測定

例 にお ける手法 の測定精度 と特徴 を、葉菜類組 織 内部 の水移動 に関す る研 究へ

の応用 にお ける適合性 とい う面か ら考察 した。

まずLeibo(1980)の 手法 では、細胞外の溶液 を拡散 な どによ り高張液 と混合 さ

せ る ことによ り、細胞外浸透圧 を変化 させ てい る。 この よ うな方法 では細胞外

浸透 圧 を瞬 時に変化 させ るのが困難 で あ り、細胞外液 の混合 時間遅れが不確 定

であ ることに起因す る誤差 によ り、測 定精度の向上は困難 であ ると考 え られ る。

また、細胞 が小 さくな るほ どこの時間遅 れの影響 は大 き くな る とされ(花 沢,

1998)、Leiboが 用いた卵細胞(直 径70～150μm)よ り小 さな葉組織 細胞(直 径30

～40μm)へ の応 用では十分 な測定精度が実現 され ない と予測 され る
。 また、細

胞 をマイ クロ ピペ ッ トで操作 す るには高度 な熟練 を要す るので、や は り細胞 が

小 さくな るほ ど測定が困難 になる と考 え られ る。

Gao(1994)ら の手法 において もLeibo(1980)と 同様 な細胞外液 の混合時間遅れ

の 問題 が あ り、また測定 に透明帯 を用 いてい るので、測定対象 は哺乳類卵 細胞

のみ とな り、葉組 織細胞への応 用は不可能 である。

Schwartzら(1983)の 手法では、細胞の温度を変化 させ てい る。L
pは 温度依存

性 の ある係数 であ るが、 この研 究ではそ もそ も細胞 を凍結保存 す る際の、体積

変化 な どの挙動 を知 るこ とに 目的 があ った とされ ている。 よって葉菜 類組 織 内

の水移動 に関す る研 究 において細胞膜 の水伝導係数 五
,を 測定す る際に、 この手

法 を応 用す るのは適 切ではない。

49



Cunyら(1997)の 手法では細胞外 浸透圧 を変化 させ る折 に、溶液 を攪拌 してい

るこ とか らLeibo(1980)やGao(1994)ら の手法に比べて混合 時間遅れ は改善 され

てい る と考 え られ る。 しか しこの手法で は細胞 の臨界浸透圧や溶解 時間 を測定

す るために、多数 の測定を行 わなけれ ばな らず、試料 も高密 度の ものが300μl

以 上は必要 と考え られ る。 この手法には多数 の細胞 を同時 に測定す るこ とか ら、

一度 の測 定で多 くの細胞 の細胞膜 水伝 導係 数の平均値 を得 るこ とが できる
。 し

か し貯蔵 中の葉 菜類か らプ ロ トプ ラス トを単離 し試料 とす る場合、 ホ ウレン ソ

ウで あれ ば3～4枚 の葉 か ら作成 できるプ ロ トプ ラス トは、106/mlの 密 度の もの

が100μl程 度で ある。 したが って この手法に必要な試料 を確保す る ことは困難

と考 え られ る。

Ishikawa(1997)ら の手法 にお いて も細胞懸 濁液 を攪拌 している ことか ら、細

胞外溶液 の混合 時間遅れ は改善 され ている と考 え られ る。測定には1.2×107/ml

の密度 の試料 が100ml必 要であ り、 この手法 におい て も一度の測定で、細胞膜

水伝 導係数 の平均値 が得 られ るが、や は り本研 究への応用 は現実 的ではない。

以上 の とお り、既往の研究 にお け る細胞 膜の水伝 導係数 の測定手法 につ いて

検討 したが、本研 究に応用 が可能 と考 え られ るのはLeibo(1980)の 手法 のみ とな

った。
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3-2-5 既 往 の研 究 に お け る測 定法 の精 度

既往 の研 究 にお ける水伝導係数測 定の手法 を検討 した結果 、本研 究への応 用

の可 能性 が 考 え られ るの はLeibo(1980)の 手 法 のみ とな った。 しか しなが ら

Leibo(1980)の 手法においては、細胞外部溶液の浸透圧変化 に時 間遅れが生 じ、

この時間遅れ が不確 定で ある ことに起因す る誤差 のため、十 分な測定精度 が期

待 されない とい う問題 があ る。そ こでLeibo(1980)の 手法 を用 いた ときの測 定精

度 を計 算機 によるシ ミュレーシ ョンによ り推算 し、本研 究で必要 と考 え られ る

測定精度が得 られ るか を検討 した。

Leibo(1980)の 手法 では細胞 をある程度 の量の等張液 とともにマイ クロピペ ッ

卜にて高張液 に注入す る。す る とこの細胞 の周 囲の等張液が高張液 と拡散 な ど

によ り混合 し、細胞外部の溶液の浸透圧 が変化す る。ここで半径20[μm]の 細胞

が2.0[μl]の 等 張液 とともに、高張液 に注入 され た と仮 定 して、この細胞外部 の

溶液の浸透圧変化 にお ける時間遅れ を計算 した。

まずFig.3-1に 示す よ うに細 胞 の 中心 と等 張液 の 球 の 中 心 が一 致 して お りo

で表 され て い る と した。 この ときr1は 細 胞 半 径 で あ り20[μm]、r2は 等 張液 の

球 の 半径 で あ り、約842[μm]と な る。Fig.3-1に お い て 細 胞 の 中心Oを 原 点 と

した球 面座 標 を設 定 し、等 張液 と高張 液 の混 合 が 拡 散 の み に よ る と仮 定す る と、

位 置P(r,ψ,φ)(｜r｜>r1)に お け る溶 液 の濃 度 は次 に示 す フー リエ の拡 散 方 程 式

に 従 う。

(3-15)

式3-15に おい てuは 溶 液の溶 質濃度、Dは 溶質 の拡散係数で ある。 この とき濃

度 分布 が原 点 に対 して対称 、すなわ ち ψ、 φ方 向 には濃度勾配 が無 い と仮 定す

る と式3-15は 次の よ うに簡略化 で きる。
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Fig.3-1 高張液 に注入 された細胞

(3-16)

また この とき細胞 表面において は物 質移 動が起 こらない と仮 定 し、

(3-17)

と した。 陽解 法にて溶 液の濃度変化 を求 めるた め、式3-16よ り、次に示す 差分

式を得 た。

(3-18)

式3-18に お い てUは 溶 質 の モ ル濃 度 で あ る。 ま た 、 式3-17よ り、 次 に示 す 差
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分式を得 た。

(3-19)

以 上の 条件 にお い てDに ス ク ロー スの 拡 散係 数5.8×10-10[m2・s-1]を 与え、△rを

10-6[m]、 △tを10-4[s]と して 、計 算 した 細 胞 表 面 にお け る外 部 溶 液 の溶 質 濃度 変

化 をFig.3-2に 示 した。Fig.3-2よ り、 細 胞 外溶 液 が ほ ぼ高 張 液 と等 しい濃 度 と

な っ た とみ なせ る まで10分 程 度 か か る こ とがわ か る。 しか し実際 には 外 部 溶 液

の 混 合 は細 胞挿 入 時 に発 生 す る流 れ な どに よ りFig .3-2で 示 され た結 果 よ りは

速 い もの と 考 え られ る。

Fig.3-2細 胞 外 部溶 液 の混 合 時 間 遅 れ

次 に 、計 算 に よっ て得 られ た細 胞 表 面 にお け る外 部溶 液 の変 化 を χs
e(t)と して

式3-10に 代 入 し、 次 に 示 す 式 を得 た。
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(3-20)

式3-20に お い て 細 胞 表 面 積 は体 積 の 関数 と した 。 式3-20か ら4次 の

Runge-Kutta法 を用いて細胞 体積変化 を計算 した。計算式 は次 に示 した とお り

である。

(3-21)

とf(Vn)を 定 義 し、

(3-22)

(3-23)

(3-24)

(3-25)

(3-26)

上 式 に て7は 細 胞 体 積 で あ る。 水伝 導係 数L
pを0.050[pm・s-1・Pa-1]、 浸透 圧 非

応 答 体 積 を初 期 細胞 体積 の10%、 温度Tを293[K]、 また △tを0.01[s]と して計

算 し、結 果 をFig. 3-3に 示 した。
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Fig. 3-3時 間遅 れ を と もな っ た細 胞 体 積 変 化

計算 に よ って 得 られ た細 胞 体 積 変化 を、式3-14に て 回帰 す る こ とに よ り細胞

膜 の 水 伝 導係 数Lpを 計 算す る と約0.012[pm・s-1・Pa-1]と な っ た。 す な わ ち仮 定

され た 真 の 水 伝 導係 数0.050[pm・s-1・Pa-1]に 比 べ て 測 定結 果 は約4分 の1と い う

こ とに な る,,実 際 の 測 定 にお い て は 細 胞 外 部溶 液 の 混合 は 拡 散 以 外 の 要 因 が働

き速 くな り、水伝 導 係 数 は0.012[pm・s-1・Pa-1]よ りは大 き く測 定 され る と考 え ら

れ る。す なわ ち測 定 結 果 は0.012か ら0.050[pm・S-1・Pa-1]の 間 に分 散 す る と考 え

られ る。以 上の こ とか らLeibo(1980)の 測 定 手法 に よ る測 定値 で 、信 頼 で き るの

は水 伝 導係 数 の 指 数 部 まで と考 え られ る。
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ここでTable3-1に 示 した測定例 の中で、攪拝 によ り細胞外溶液 の浸透圧 を速

やか に変化 させてい る と考 え られ るCurryら(1997)の 測定結果 に着 目 してみ た。

Curryら は水伝導係数L pを15か ら35℃ の間で測定 しているが、 この ときの温

度 の違 いに よる水伝導係数 の違 いは10倍 以 内であった。この ことか らのみは一

概 には言 えない ものの、水伝導係数Lpの10倍 以 内の違い に有意な情報 が存在

す る可能性 が十分に考 え られ る。 したがって水伝導係数L pの 測 定値 で、信頼で

きるの がそ の指数 部までで ある とす る と、仮に葉菜類組織 内部の水移 動 に影響

を与 える水伝導係数 の変化が起 きた と して も、既 往の手法 に よる水伝 導係 数測

定で は、それ を知 ることがで きない とい うことも考 え うる。

以上 の とお り、既往 の研究 におけ る水伝導係数 の測定手法 を検討 した結果 、

本研 究 にお いては、測定 に必要 な試 料が少 な く、細胞外 部の溶液 を速や かに置

換 できる、新 たな測 定手法 が必要で ある との考 えに至 った。
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3-3二 層流 式水伝 導係数測定法の開発

3-3-1二 層 流 式水 伝 導 係 数 測 定法 の原 理

水伝導係数測定 におい て必要 な試料が少量(細胞1つ で 可能)で あ り、なおかつ

細胞 外 部溶液 を速や か に置換す ることが 可能 な新 しい測 定 手法 を考案 した。 新

しく考案 した 手法 は 二層流式水伝導係数 測定法 と命 名 した。 二層 流式水伝導係

数測定法の原 理について以 下に述べ る。

まず 二層 流 についてであ るが、マイ クロチ ャンネルの よ うな狭い流路 に2種

の溶 液を層 流 と して流す と、2種 の溶 液は接す る面において互いに拡散 し、混合

してい くが 、混合 した溶液 はす でに 下流 に流 され ているので、流路の 中では 両

液は きわめて よく分離 した状態 を維持す る。

Fig. 3-4蒸 留 水 と イ ン クの 二層 流
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溶液 の流速 を速 くす るほ ど両液の境界 面は鮮 明 な もの となるが、流れの レイ ノ

ル ズ数 が臨 界 レイ ノル ズ数 を超 え る と、 両液 は乱 流 とな り混 合 して しま う。

Fig. 3-4に 蒸 留水 とイ ンクを流路に流 し二層流 を形成 させ、撮影 した写真 を示 し

た。 流路 はア ク リル にエ キシマ レーザ を用い て切 削 した もの であ り、撮像倍 率

は100倍 であ る。

また2種 の溶 液の境 界面はそれぞれ の溶液 の流量 を調節 す ることに よ り動 か

せ る。Fig. 3-5(A)に 示 した よ うに、初 めに流路 中に溶液Aと 溶液Bを 二層流 とし

て流 し、細胞 が溶 液B内 になるよ うに溶液 の流量 を調節す る。 この状態 を保 つ

こ とに よ り、細胞 が溶液Bと 浸透圧 平衡 とな る。次 にFig . 3-5(B)に 示 した よ うに、

それ ぞれの溶 液の流量 を調節 し、細胞が溶液A内 に なるよ うにす る。 これ によ

り細胞外部 の溶液 は溶液Bか ら溶液Aへ と速や かに置換 され る こととなる。溶

液A、Bの 浸透圧 に違い を与 えてお けば、細胞外溶液 の浸透圧 を瞬時 に変化 さ

せ る ことができる。 この とき試料細胞 を適切 な方法で固定 してお くことに よ り、

細胞 の顕微鏡 に よる観 察 が可能 とな り、外 部浸透圧変化 に対す る細胞の体積応

答 を調べ ることができる。

二層流式水伝導係数測定法の利点 としては、細胞外溶液の浸透圧を速やかに

変化 させつつ顕微鏡にて観察が可能な点以外に、

・細胞 外溶液が置換 され る瞬 間が容易 に判別で きる
。

・細胞 が固定 され てお り、測定 中に顕微鏡 の視野や 焦点を調節す る必要が

な い 。

等が挙 げ られ る。
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(A)

(B)

Fig. 3-5層 流 内 の 細 胞
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3-3-2水 伝 導 係 数 測 装 置 の 構 造

3-3-2-1二 層 流 セ ル の 構 造

二層 流式水伝 導係 数測 定法 を実現 す るに あた って、測 定装 置に要求 され る機

能 は 、

・ ニ種類 の溶液 を 二層 流 と して流す こ とが 可能な流路を備 えている こど,

・試料細胞 を 層 流流路内 に固定す ることが 吋能であ ること
。

・顕微鏡 に よる流路 内の細胞の観 察が 可能であ ること。

な どが 挙げ られ る。以 上の機能 を備 えた装 置(二層 流セル)を 作成 した。作成 した

二層 流 セ ル の 流路 部 の略 図 をFig. 3-6に 示 した。

Fig. 3-6二 層 流 セ ル の 略 図
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二層流セ ル の 素 材 は透 明 な アク リル で あ る。 二層流セルには 上部の 水 平な2つ

の 溶 液導 入 口よ り溶液 が 流 入す る。 それ ぞ れ の 導 入 口か ら流 入 した2種 の溶 液

は 垂直 坑 に て 合流 し、 二層 流 を 形 成 して 垂直坑 を 下方へ 向か う。 垂直 坑 の 下部

に 達 した溶 液 は 、 二層 流 セ ル 下部 の 水 平な排 液 口 よ り排 出 され る、 垂直坑 の 途

中 に は溶 液 の 流れ の向 きに 垂直 に メン ブ レン フィル タ(東 洋濾 紙 株 式 会 社 製 、 ポ

リカ ー ボ ネイ ト、ポ ア ザ イ ズ8.0μm)が 設 置 され てお り、こ こに 試 料細 胞 が 固 定

され る。 固 定 され た 試料 は二 層 流 セ ルの 上部 か ら顕 微 鏡 に て観 察 が 可能 で あ る

Fig. 3-7に 二層 流 セ ル を 上方 よリ撮 影 した写 真 を示 した。二 層 流セ ル 全体 の 大

き さは縦50mm、 横40mmで あ る 。写真に お け ろ2層 流 セ ル の 左 右 に 見 え る銅

管 が 溶 液 導入 部 であ り、 下方に 見え る銅 管 が 排 液 口で あ る。

Fig. 3-7二 層 流 セ ル
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Fig.3-8二 層 流 セ ル 拡 大 写 真

ま たFig.3-8に 二層 流 セ ル 中 心 部 の 拡 大 写 真 を 示 した,、Fig.3-8に お い て 中 央

部 の 大 き な 円の 直径 は10mmで あ る 、そ の 中 に 見 え る 白 色で 四 角形 の 部分 が設

置 され た メ ンブ レ ン フ ィル タで あ る。 また そ の 中 に 見 え る小 さな 円 は 垂直 坑 で

あ り、 こ こで 試 料 細 胞 を観 察 す る、 垂直坑 の 直径 は1.4mmで あ る。
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3-3-2-2周 辺 装 置 の 構 成

二層流式水伝導係数測定法 に必要な、周辺装置 の模式図 をFig.3-9に 示 した。

二層流セル には導入す る溶液 を蓄 える溶液 タンクA、Bが タイ ゴンチ ューブ(外

径4.0mm、 内径2.0mm)に て接続 されてい る。導入す る2種 の溶液それぞれの

流 量を調節 し両液 の境 界面 を動かす ため、接続 チ ュー ブの途 中にはニー ドルバ

ル ブが設置 され てい る。 また 二層流セル か ら排 出 され た廃液 は廃液 タンクに蓄

え られ る。溶液 は重力 によって溶液 タン クか らセル に導入 され、廃 液 タンクに

排 出 され る。セ ル 内の 試 料 細 胞 は セル 上部 よ り顕微 鏡 に接 続 され たCCDカ メ ラ

(SONY製 、DXC-950P)に よ り撮 影 され 、 デ ジ タル ビデ オ レコー ダ(SONY製 、

DSR-11)に 記録 され る。

Fig.3-9周 辺 装 置 の模 式 図
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ま たFig.3-10に 周 辺 装 置 の写 真 を示 した。 溶 液 タ ン クお よび 廃 液 タ ン クは 高

さが 調節 可能 とな っ て い る。 タ ン クの高 さを調 節 す る こ と に よ り、 二層 流セ ル

内 を流 れ る溶 液 の 流 量を租 調 整 す る こ とが で きる,

Fig.3-10周 辺 装 置 の 写 真
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3-3-3二 層 流 形 成 の 確 認

作成 した 二層流セル 内部 を、2種 の溶液 が混合せず、二層流を形成す るかを確

認 した。装 置 に赤 色 イ ン ク(株 式会 社パ イ ロ ッ ト製 、INK-350-R)と 蒸 留 水 を流 し、

垂 直坑 内 を顕 微 鏡 に て観 察、 撮 影 した。 撮影 され た 写真 をFig.3-11に 示 した 。

撮 像倍 率 は200倍 で あ る。Fig.3-11よ り、 左 側 を赤 色 イ ン クが流 れ 、 右 側 を蒸

留 水 が 流 れ て い る様 整が 確 認 され た。 流 れ の 方 向 は写 真 手 前 か ら奥 に 向 けて で

あ る。Fig.3-11に お け る右 側 の蒸 留 水 が 流れ て い る部 分 に 見 え る構 造 物 は 、 メ

ン ブ レ ンフ ィル タの穴 で あ る。

Fig.3-11赤 イ ン ク と 蒸 留 水 の 二層 流
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また同様 に して装 置に、赤色イ ンク(同 上)と 青色イン ク(株式会社パイ ロッ ト

製、INK-350-BB)を 流 し、廃液 を観 察 した。Fig-3-12に 廃液 タンクに流 出す る

廃 液の写真 を示 した。Fig.3-12か ら分かる よ うに、2種 の溶 液は二層流セルか ら

排 出 され 、廃液 タンクに流出す る段階 におい て も、二層 流を形成 した。

Fig.3-12廃 液 タ ン クに 流 出す る二 層 流
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