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研究成果の概要（和文）：細胞膜は、その膜構造を動的に変化させることで細胞の機能に深く関与している。本
研究では、この膜の動的な構造変化、膜モルフォジェネシスの概念に基づく細胞とのコミュニケーション制御お
よびナノバイオ医療応用を目的として研究を行った。その結果、外部場による物理的刺激や、化学刺激としての
ある種の両親媒性高分子の添加により、物質・情報輸送システムとして機能する脂質ナノチューブの伸長が制御
できることを明らかにした。また、微小ベシクルとしての細胞外ベシクルを磁場により細胞内に極めて高効率に
導入する手法により、　分化などの細胞機能の制御を行うシステムを確立した。

研究成果の概要（英文）：The cell membrane is intimately involved in cell function by dynamically 
altering its membrane structure. The aim of this study was to control the dynamic structural changes
 of this membrane and its communication with cells based on the concept of membrane morphogenesis 
and its nanobiomedical applications. It was found that the elongation of lipid nanotubes, which 
function as a material and information transport system, can be controlled by physical stimulation 
by external fields or the addition of amphiphilic polymers as chemical stimuli. In addition, we 
established a system to control cellular functions such as differentiation by introducing 
extracellular vesicles as microvesicles into the cell with high efficiency in a magnetic field.

研究分野：生体機能高分子

キーワード： ナノバイオ　ナノ材料　脂質　超薄膜　超分子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　現在、高度高齢化社会におけるQOL向上などの観点から、薬物輸送システムや再生医療などの次世代型ナノ医
療の進展が急務となっている。このようなナノ医療においては、薬物などの細胞制御因子を効率的にかつ確実に
細胞へ輸送する手法の確立ことが必要不可欠である。本研究の実現により、生体の細胞間物質輸送と類似の機構
で細胞とコミュニケーションを手法を確立した。本手法はナノバイオ医療における細胞機能制御手法にブレイク
スルーをもたらすものとして意義深い。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞膜は、その膜構造を動的に変化させることで細胞の機能に深く関与していることが近年
明らかになっている。例えば、細胞は微小胞やエクソソームなどの細胞外ベシクルを分泌し、タ
ンパク質や核酸などの巨大分子を他の細胞に輸送している。また、トンネルナノチューブと呼ば
れる脂質ナノチューブにより細胞を連結し、サイトゾル内の物質を直接やり取りしていること
も示されている。このような膜構造変化は、細胞膜がその形態（morph-）を形成（-genesis）する
プロセスすなわち「膜モルフォジェネシス」（membrane morphogenesis）と捉えることができ、生
体はこの膜モルフォジェネシスを巧みに誘導・制御することで、細胞間コミュニケーションなど
の高度な細胞機能を発現している。  
 申請者は先行研究において、ナノ粒子の電気泳動現象やせん断流（水の流れ）などの外部から
の力学的刺激により、人工細胞膜としてのリポソームから脂質ナノチューブを効率的に作製す
る手法を見いだしてきた。これらの知見は、外部刺激により膜モルフォジェネシスの一例として
の脂質ナノチューブの形成を制御しえることを意味している。これらの結果を踏まえ、生体にみ
られるトンネルナノチューブや細胞外ベシクルと類似の脂質膜による物質輸送システムを誘導
可能な人工細胞すなわち膜モルフォジェニックマテリアルを創製可能であるとの着想に至った。
さらに、この膜モルフォジェニックマテリアルによる生体細胞との直接コミュニケーションを
利用し、サイトカインをはじめとする細胞制御因子を天然細胞のサイトゾルへ直接かつ極めて
効率的に輸送する従来例のない薬物伝達システム（Drug Delivery System, DDS）の確立および細
胞機能制御に基づく再生医療などのナノ医療分野への応用展開を行う本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、膜モルフォジェネシスの概念に基づく細胞とのコミュニケーション制御および
ナノバイオ医療応用を目的として研究を行う。具体的には、膜モルフォジェネシスの概念に基づ
き、膜を介した物質・情報輸送システムとしての脂質ナノチューブの伸長や微小ベシクルの放出
が可能な人工細胞を作製し、この機構を介してサイトカインなどの細胞制御因子を天然細胞に
直接輸送することで細胞機能の制御を行うシステムを確立する。この目的を実現するため、 (1) 
ナノ微粒子泳動法による膜モルフォジェネシスの誘導、(2) マイクロ微粒子テンプレート法によ
る膜モルフォジェネシスの誘導、(3) 膜モルフォジェネシスによる細胞間コミュニケーション制
御、の三点に焦点を絞り研究を推進する。 
 
３．研究の方法 
1) ナノ微粒子による膜モルフォジェネシスの誘導 
 ナノ微粒子の運動エネルギーを脂質膜の形態変化に変換する手法について検討を行う。申請
者は先行研究において、人工細胞膜としての巨大リポソーム中にラテックスやシリカなどの荷
電ナノ微粒子を内包し、ここに電圧を印加することで、電場方向に高度に配向した脂質膜ナノチ
ューブを高密度かつ大量に作製できることを予備的に見いだしている。また、微小流路中で一定
のせん断流を生じさせることで脂質膜ナノチューブが作製できることも明らかにしている。こ
のように申請者は、外部場により、その方向が制御された脂質膜ナノチューブを脂質の種類を問
わず極めて容易に作製する手法を見いだしてきた。 
 この脂質ナノチューブをその内部空間（内水相）を利用した物質輸送システムとして機能させ
るには形成される脂質ナノチューブの物理化学的な諸物性を詳細に調べることが必要不可欠と
なる。これまでに、超高解像蛍光顕微鏡観察によりヒドロゲル中にある種のリン脂質から形成さ
れるナノチューブが 70-100 nm の直径を有していることが明らかになっているが、その脂質二
分子膜の流動性、厚みなど明らかになっていない部分も多い。まずこれらの脂質ナノチューブの
基礎物性について、蛍光消光後回復測定、X 線および中性子散乱測定などにより検討を行う。ま
た、脂質ナノチューブ作製に用いる脂質分子の種類、電場の印可手法・強度、ナノ粒子の表面物
性・サイズなどの諸因子と、ナノチューブの生成速度、形態、脂質膜物性との相関について、網
羅的な知見を得る。 
ナノ粒子を泳動させる手法として、電場は細胞や細胞中に含まれる生体分子に好ましくない影
響を与えることが予想される。この点を踏まえ、磁場により磁性ナノ微粒子を泳動させることで、
脂質ナノチューブを作製する。また同様に細胞に対して侵襲が少ない外部場として遠心力（重力）
を用いるナノチューブ作成についても検討する。これらナノチューブのキャラクタリゼーショ
ンのため本予算で購入するステージへのアクセスが容易なステージ固定正立顕微鏡を用いる。 
 さらに、脂質膜の組成や種類を変化させることで形成される脂質膜の相挙動を制御すること
で、リポソームからのナノチューブの進展のみならず、脂質膜で被覆されたナノ粒子の放出につ
いても検討を行う。ここで用いるナノ粒子としては、比較的堅いラテックスやシリカではなく申
請者が他のこれまでの研究において知見を蓄積しているナノゲルを用い、タンパク質や核酸を
はじめとする生理活性物質をそのゲル内部に安定に保持した脂質膜被覆ナノゲルの放出につい
ても検討する。 
 
2) マイクロ微粒子テンプレート法による膜モルフォジェネシスの誘導 
 脂質二分子膜をマイクロ微粒子の表面に固定化し、この微粒子の溶解や体積相転移により脂
質膜に歪みを与えることで、人工細胞からの膜の出芽とそれに引き続く脂質ナノチューブの伸



長ならびに微小ベシクルの放出を実現する。 
 このような膜モルフォジェネシス制御系は、生体系ならびに人工系において既に類似の例が
報告されている。例えば、生体系においては、細胞膜骨格がその構造を変えることで膜に歪みが
生じ、その膜構造変化を誘起することが指摘されている。また人工系においても、膜に歪みをあ
たえることで微小ベシクルの出芽が見られることも示されている。 
 さらに、申請者の予備的な検討においてもマイクロ微粒子に固定化した脂質膜からのベシク
ルの放出が可能であることが明らかになっている。これらの背景を踏まえ、まず微粒子からのベ
シクル放出挙動について検討する。具体的には、炭酸カルシウム微粒子に脂質膜を被覆し、微粒
子を溶解処理することで膜に歪みを与え、脂質膜の出芽とベシクルの放出を行う。蛍光顕微鏡に
よるベシクル放出挙動の検討を行うと共に、放出されたベシクルについて、その粒子径や相挙動
などの一連のキャラクタリゼーションを行う。 
3) 膜モルフォジェネシスによる細胞間コミュニケーション制御 
 膜モルフォジェネシスの制御により、脂質ナノチューブや微小ベシクルを介した天然細胞へ
の細胞機能制御因子の直接輸送を実現し、ナノ医療応用に向けた基盤技術を確立する。申請者は
予備的に、ナノ微粒子の泳動により形成される脂質ナノチューブにより、細胞間を連結しうるこ
とをすでに見出している。この結果を踏まえ、まず人工細胞と天然細胞をヒドロゲルもしくは固
体基板上に固定化し、ナノチューブや微小ベシクルを介した細胞への物質輸送による細胞機能
制御について検討する。 
 また、脂質ナノチューブやベシクルはその内水相に親水性物質を保持できるのみならず、疎水
的な脂質膜に膜タンパク質を効率良く保持することが可能である。この観点から、脂質膜リポソ
ームへ膜タンパク質の固定化を行い、天然細胞への膜タンパク質の輸送についても検討を行う。 
 さらに、人工細胞としてのリポソームの膜モルフォジェネシスの制御のみならず、類似の手法
により天然の細胞膜のモルフォジェネシスを制御することも可能であることを予備的に明らか
にしている。この系をさらに展開し、天然の異種細胞間を脂質膜ナノチューブにより連結するこ
とによるサイトゾル内物質輸送系についても検討を行う。 
 
４．研究成果 
1) ナノ微粒子による膜モルフォジェネシスの誘導 
まず、物理化学的な諸物性の精査を行い、脂質ナノチューブの基礎物性について、蛍光消光後
回復測定、超高解像蛍光顕微鏡観察、X 線および中性子散乱測定などにより多方面での検討を行
い、脂質二分子膜の流動性、厚みなどについての新たな知見を得られた。具体的には、巨大リポ
ソームへの外部場による脂質膜ナノチューブの基礎物性について、超高解像蛍光顕微鏡観察な
どにより検討したところ、本手法により形成されるナノチューブの直径は微粒子の大きさや脂
質の種類などには依存しないことがわかった。また、蛍光消光後回復測定により膜の流動性につ
いて検討をおこなったところ、球状のリポソームの場合と同程度の流動性を示すことも明らか
となった。また、脂質ナノチューブ作製に用いる脂質分子の種類、電場の印可手法・強度、ナノ
粒子の表面物性・サイズなどの諸因子と、ナノチューブの生成速度、形態、脂質膜物性との相関
についても知見を得られたことから、当初の目的を概ね達成できたものと考えられる。また当初
は予定していなかったが、ナノゲルと脂質ナノチューブのハイブリッド化についても、検討を推
し進め、非常に安定なナノチューブを作製できることを予備的に明らかにした。ナノ粒子とナノ
チューブのハイブリッド化についても検討をおこなった。申請者が他のこれまでの研究におい
て知見を蓄積しているナノゲルとのハイブリッド化を行い、その物性を検討したところ、ナノゲ
ルの疎水基を介して脂質ナノチューブ膜上にナノゲルが固定化されることを示差走査熱量測定
などにより明らかにした。 
またこれらにくわえ、脂質ナノチューブのみならず他の膜形態の形成制御についても検討し
た。生体系においては、細胞膜骨格がその構造を変えることで膜に歪みが生じ、その膜構造変化
を誘起することが指摘されている。このような膜モルフォジェネシス制御系を規範とした系の
確立を目指し、脂質のキャスト膜に対して、外部場によりナノ微粒子を貫通させることで、ナノ
微粒子表面を脂質膜で被覆する新しい手法を見出した。この結果は、ナノ微粒子の運動エネルギ
ーを脂質膜の形態変化に変換できることを意味しており興味深い。例えば従来、ナノ微粒子を脂
質膜で効率的に被覆する簡便な手法は見出されていないが、本手法を適用することで、ナノ微粒
子表面に脂質膜を極めて簡便に被覆することが可能であることから、ナノ微粒子表面の物性、機
能改変などへの展開も期待される。 
 
2) マイクロ微粒子テンプレート法による膜モルフォジェネシスの誘導 
脂質二分子膜をマイクロ微粒子の表面に固定化し、この微粒子の溶解や体積相転移により脂
質膜に歪みを与えることで、人工細胞からの膜の出芽とそれに引き続く脂質ナノチューブの伸
長ならびに微小ベシクルの放出を実現することを当初計画していた。しかしながら、温度応答性
を有するポリオキサゾリンとオリゴ糖からなる両親媒性ブロックポリマーとしての感温性糖鎖
ポリオキサゾリンが、生体に対して比較的温和な温度変化により、脂質膜との相互作用を大幅に
制御できること、さらに、脂質膜の形態変化を誘起しうることを見出した。以下にその結果につ
いて具体的に述べる。 
まず、緑色蛍光標識したリン脂質をからなるジャイアントリポソームを作製し、このリポソー



ムにローダミン Bで赤色蛍光標識した糖鎖ポリオキサゾリンを添加した。相転移温度以下の 4℃
ならびに相転移温度以上の 37 ℃で 24 時間静置し、共焦点レーザー顕微鏡により観察したとこ
ろ、相転移温度以上の 37 ℃の場合に糖鎖ポリオキサゾリンとリポソームが強く相互作用するこ
とが示された。次に、この複合化挙動の定量を行った。直径 120 nm程度のリン脂質リポソーム
を作製し、上述のジャイアントリポソームの系と同様にポリマーを添加し、4℃ならびに 37℃に
おいて 48時間静置した。ゲルろ過スピンカラムにより遊離の糖鎖ポリオキサゾリンを除去した
のち、その蛍光強度を測定したところ、37℃では 4℃の場合に比べて約 2倍量のポ糖鎖ポリオキ
サゾリンが複合化することが明らかとなった。また、37℃でインキュベートした後に 4℃下で 24
時間以上静置したところ、その蛍光強度が低下したことから、この複合化の温度応答性が示唆さ
れた。 
また、この両親媒性ポリマーが膜構造変化を誘起する系については、粒径 20 ㎛のシリカ粒子
をリン脂質のクロロホルム溶液中に分散し、Ar ガスを吹き付けて溶媒を留去することで、シリ
カ粒子表面に脂質薄膜を作製した。この脂質薄膜被覆シリカ微粒子を超純水に分散し、脂質膜を
膨潤水和した後、糖鎖ポリオキサゾリンの超純水溶液を添加し、共焦点レーザー顕微鏡観察をお
こなった。その結果、超純水のみを添加した場合にはその脂質膜形態の変化はほとんど見られな
いのに対し、糖鎖ポリオキサゾリンを添加した場合には、紐状の構造形成が誘起されることがわ
かった。 
以上の結果から、本研究で用いた感温性糖鎖ポリオキサゾリンは脂質膜の形態変化を誘起し
うること、さらに、生体に対して比較的温和な温度変化により、脂質膜との相互作用を大幅に
制御できることが示された。一般に、脂質膜のラベル化色素などの両親媒性分子は、微量の有
機溶媒に可溶化した分子を大希釈することで脂質膜に挿入複合化されるが、本系では温度変化
により、疎水性・親水性をスイッチングすることで脂質膜への複合化を制御しうる新しい方法
としても興味深い。 
 
3) 膜モルフォジェネシスによる細胞間コミュニケーション制御 
本研究項目では当初、膜モルフォジェネシスの制御により、脂質ナノチューブや微小ベシクル
を介した天然細胞への細胞機能制御因子の直接輸送を実現し、ナノ医療応用に向けた基盤技術
を確立することを目的に検討をおこなった。この脂質ナノチューブによる天然細胞への細胞機
能制御因子の直接輸送については、細胞や脂質ナノチューブの供給源としての脂質集合体の固
定化が極めて困難であったため、当初の計画のとおりには研究がすすまなかった。しかしながら、
微小ベシクルを介した細胞への直接輸送による細胞機能制御について興味深い結果を得た。以
下のその系について詳細を述べる。 
 生体内のすべての細胞は、脂質二重膜からなるナノサイズの微粒子（エクソソーム）を分泌し
ている。エクソソームは、比較的遠距離での細胞間の情報伝達に関与していることが知られてい
る。また、エクソソームに内包された核酸やタンパク質が細胞の増殖や分化など機能制御に関与
していることが報告されており、再生医療や DDS（ドラッグデリバリーシステム）など先端医
療への応用が期待されている。この微小ベシクルとしてのエクソソームを外部場により細胞内
に導入した。具体的には、磁気誘導能を有する磁性ナノゲルとエクソソームのハイブリットを作
製した。先行研究では、コレステリル基置換プルランからなるナノゲル（多糖ナノゲル）と酸化
鉄ナノ粒子の複合体である磁性ナノゲルが優れた磁気誘導能を有していること、ナノゲルのコ
レステリル基が脂質二分子膜と疎水性相互作用することで安定なハイブリットを形成すること
が明らかとなっている。本研究では神経細胞（PC12）由来エクソソームと磁性ナノゲルを混合す
ることでエクソソーム-磁性ナノゲルハイブリットを作製した。また、ハイブリットにおけるエ
クソソームの機能保持を確認する方法として、PC12由来エクソソームが間葉系幹細胞を神経様
細胞へと分化させる系を利用した。エクソソームの磁気誘導デリバリーのために、蛍光修飾を施
したハイブリットを細胞に添加し、磁場によるエクソソームデリバリーを行い、送達されたエク
ソソーム量をフローサイトメトリーにより定量評価した。その結果よりエクソソームの取り込
み量が 10倍以上と、極めて高い効率で送達可能だということが明らかとなった。また、PC12由
来エクソソームを用いて複合体を作製し，磁気誘導により脂肪由来幹細胞に送達した。1週間後
に、神経細胞に分化したことを示す抗体を用いて免疫染色を行い、免疫染色により神経様細胞へ
の分化を確認した。その結果より、エクソソームのみを添加した系に比べ分化が進行していた。
しかし、従来、エクソソームはその標的細胞への送達効率が依然として低いことが、医療へと応
用するにあたり問題となっている。磁場は、生体に対して低侵襲でその力の強さや方向が外部か
ら制御しやすいことが知られていることから、標的細胞への送達効率が向上によるエクソソー
ムの機能を用いた治療へとつながる点で興味深いといえる。また、予備的ではあるが、本系にお
いて、磁性ナノ粒子を、外部磁場により誘導し、脂質膜層を透過させることで磁性ナノ微粒子を
脂質膜で被覆することが可能であることも見出した。 
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