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研究成果の概要（和文）：細胞膜や細胞小器官など細胞膜のIdentityを規定する分子の候補として、様々な脂質
や膜タンパク質などが想定されている。しかしながら、どのような脂質や膜タンパク質が揃えば、細胞膜に
Identityを付与する上で十分な仕組みなのか否か、については、細胞生物学のこれまでの解析手法で証明するこ
とができない。そこで、私は本研究課題で、細胞内にリポソームやタンパク質を導入する方法の確立を試みた。
その結果、細胞とジャイアントリポソームをエレクトロポレーションにより融合することで、ジャイアントリポ
ソームに内包したリポソームやタンパク質の複合体を細胞内に導入する技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：Various lipids and membrane are assumed as candidates for molecules that 
define the identity of cell membranes such as plasma membrane and organelles. However, it is 
difficult to determine the minimal combination of lipids and membrane proteins which define specific
 cell membrane by conventional cell biological approaches. Therefore, we tried to establish a method
 to introduce liposomes and proteins into cells in this research project. As a result, we 
established a method to introduce liposome and protein complex encapsulated in giant liposomes into 
cells by fusing cells with giant liposomes by electroporation.
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞には、形質膜や小胞体、ゴルジ体、エ

ンドソームなどの細胞小器官などが存在し、
それぞれの細胞膜画分に固有のタンパク質、
Rab タンパク質ファミリーなどが存在する。
これらの、それぞれの細胞膜画分に限局して
存在するタンパク質は、細胞内小器官のマー
カー（目印）として利用されている。しかし
ながら、形質膜や様々な細胞小器官は、細胞
の内部でそれぞれが完全に隔絶されて存在
するのではなく、常に小胞輸送を介してそれ
ぞれの細胞膜画分同士が互いに連絡してお
り、脂質やタンパク質がお互いの細胞膜分画
を行ったり来たりしている。そのため、それ
ぞれの細胞膜の Identity がどのようなシス
テムで規定されているか明らかになってい
ない。近年、細胞膜の Identity を規定する分
子の候補として、細胞の中でホスファチジル
イノシトールの多様な脂質分子種が提唱さ
れた(Di Paolo G and De Camilli P. Nature. 
2006)（下図）。 

 
異なるホスファチジルイノシトール分子

種が細胞内で異なる局在を示し、細胞膜に
Identity を付与するという仮説は魅力的では
あるが、ホスファチジルイノシトールの分子
種のみで細胞内の細胞膜の区画化が十分で
あるかどうかについて、現在の細胞生物学の
アプローチでは検証が困難である。 
そこで、本研究提案では、合成生物学的な

アプローチによりこの問題について取り組
むことにした。 

 
２．研究の目的 
  
細胞膜を構成する脂質は数千種類存在する。
形質膜や細胞小器官を構成する細胞膜脂質
は、これらの多様な脂質の分子が均一に混和
して形成されているのではなく、それぞれの
細胞膜領域が固有の脂質組成を有すると考
えられている。そこで、本研究提案では、脂

質組成を制御したリポソームを細胞内部に
導入し、リポソームに集積するタンパク質を
解析することによって、細胞膜脂質の組成に
よってタンパク質の局在化に影響を及ぼす
かを明らかにする。すなわち、細胞膜脂質組
成が細胞膜の Identity を規定するかどうか
を明らかにすることを研究目的とした。 
 
３．研究の方法 

 
多様な細胞膜脂質の中でも、ホスファチジ

ルイノシトールの多様な脂質分子種はそれ
ぞれ異なる細胞内局在を示すことが知られ
ている。また、特定のホスファチジルイノシ
トール分子種に対しては、ある種のタンパク
質の PH ドメインが相互作用することが知ら
れており、細胞膜の Identity を規定する脂質
として有力な候補となる。 
そこで、本研究では、様々なホスファチジ

ルイノシトールを含む蛍光脂質標識したリ
ポソームを細胞内に上記の方法で導入し、そ
れぞれの細胞膜に異なるタンパク質群がを
集積させることができるか否かを検証する。
そのためには、まず細胞内部に、脂質組成を
制御したリポソームを導入する方法論を開
発する必要があった。細胞同士を接触させた
状態で電気穿孔（エレクトロポレーション）
を行うと、細胞同士が融合することが知られ
ている。そこで、細胞とジャイアントリポソ
ームの融合を行うことにより、細胞内にジャ
イアントリポソームに内包した物質を導入
できないか検討した。 
 
４．研究成果 
 
 細胞内部にリポソームを導入する方法と
して、下図に示すような方法を確立した。カ
バーガラスに電極を固着させたものを自作
し、市販の遺伝子導入用エレクトロポレータ
ーを用いて細胞と蛍光脂質で標識したジャ
イアントリポソームの融合を行った。ジャイ
アントリポソームを細胞膜に付着させた状
態で電気穿孔（エレクトロポレーション）を
行うと、細胞膜に融合する様子が観察された。 

 



次に、蛍光脂質を含む小さなリポソーム
（スモールベジクル）をジャイアントリポソ
ームに内包させて、細胞融合することにより、
細胞内部に小さなリポソームを導入する実
験を行った。しかしながら、細胞内に導入し
た蛍光脂質を含むベジクルの蛍光をライブ
イメージング観察することができなかった。
蛍光が観察されなかった原因として、リポソ
ームのサイズが小さく蛍光色素標識脂質由
来の蛍光が十分でなかったため観察できな
かった可能性がある。このため、顕微鏡の高
感度化もしくは、細胞内に導入するリポソー
ムのサイズの検討が必要である。また、細胞
内へより多くのリポソームを導入するため
に、ジャイアントリポソームと細胞の融合効
率を高める工夫およびジャイアントリポソ
ームに含まれている小さなリポソームの数
を増やす必要がある。 
そこで、次に、細胞とジャイアントリポソ

ームの融合効率を上昇させるため、量子ドッ
ト（Q-dot）を内包させたジャイアントリポ
ソームを作成し、細胞とジャイアントリポソ
ームの融合効率を高めるため電圧等のエレ
クトロポレーションの条件検討を行った。導
入したQ-dotは蛍光顕微鏡で観察可能であり、
ジャイアントリポソームと細胞の融合条件
の最適化を行った。 
また細胞内部に導入した Q-dot に GFP タン

パク質などが集積する様子を観察すること
ができるようなライブイメージング系を立
ち上げた。下図に示すように、細胞内に導入
したQ-dotの蛍光を追跡することが可能にな
った。当初の研究計画には無かったが、上述
の方法により細胞内部に導入したQ-dotのラ
イブイメージング観察から、細胞質の流動性
について興味深い知見が得られた。具体的に
は、細胞内部に導入した Q-dot の細胞内の軌
跡をトラッキングすることにより、細胞質の
領域やアクチン細胞骨格の有無によって、
Q-dot の細胞質の運動性が変化することを見
出した（下図）。 
現在、このような細胞質の区画による細胞

質流動性の違いに関して、研究を新たに発展
させている。 

 
今後は、細胞内部に特定の脂質で被覆した

Q-dot などを導入することにより、特定の脂
質を含む細胞膜を細胞内に導入し、内在性の
タンパク質がリクルートされる様子を観察
したい。さらに細胞膜にタンパク質複合体を
付着した状態で導入することにより、最終的
に導入したリポソームを核として細胞内小
器官の新規合成を誘導することを目指す。 
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