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研究成果の概要（和文）：非平衡開放条件下、自ら時間発展するモデル人工細胞系の構築を目的

として、「試験管内における染色体再構成」、「DNA 高次構造変化制御による転写・翻訳のスイ

ッチング」、「モデル細胞系での膜、核酸、及びタンパク質のダイナミクス特異性」の３つの課

題を基軸に研究を進めた。主要な研究成果としては、細胞工学的なものとして、[1]高濃度の生

体高分子や塩を封入可能な細胞サイズ Liposome 作成法の開発、[2]試験管内でのポリヌクレオ

ソーム再構成と構造転移、[3]レーザーを用いたゲノム DNA の非接触・無侵襲マニュピレーシ

ョン法の確立、などが挙げられる。一方では、基礎理学的な研究も進展した。具体的には、[1]
細胞サイズ空間内の表面効果による bulk とは質的に異なるアクチンの構造転移の発見、 [2]
細胞サイズのモデル系において、膜に接する内外溶液の３次元粘性が等しいときに、リン脂質

膜の２次元拡散係数が数倍増加することを発見、などである。 
 
研究成果の概要（英文）：The main purpose of this project is the construction of 
“non-equilibrium dissipative” artificial cell models.  To achieve the purpose, the following 
three axes are employed; (i) in vitro re-construction of chromosome, (ii) transcriptional 
regulation by DNA coil-globule transition, (iii) cell-sized space specificity in the dynamics of 
membrane, DNA, and protein.  The representative results in relation to the cell 
engineering are as follows; (i) Establishment of the methodology to entrap bio-polymers 
and substrates in a cell-sized model system.  (ii) Unraveling of the scenario on the 
higher-order structural transition of chromatin.  (iii) Invention of the technique of 
noninvasive and noncontact manipulation of bio-macromolecules by laser.  Main results 
on basic science are; (i) Clear experimental representation on the confined effect of 
cell-sized space was demonstrated. For example, actin exhibits the two-step transition in a 
confined space, whereas it shows single step transduction in bulk phase. (ii) Clear evidence 
was shown on the cross-talk between membrane fluidity and the bulk viscosity.  
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2005 年度 19,700,000 0 19,700,000 

2006 年度 19,300,000 0 19,300,000 

2007 年度 17,200,000 0 17,200,000 

2008 年度 16,100,000 0 16,100,000 

2009 年度 15,000,000 0 15,000,000 

総 計 87,300,000 0 87,300,000 

 
 

研究種目：特定領域研究 

研究期間：2005 ～ 2009 

課題番号： 17076007 

研究課題名（和文） 創発性を示す人工モデル細胞系の構築 

                     

研究課題名（英文） Real-World Modeling of Self-Emergent Active Cell  

 

研究代表者   吉川 研一 

   （ 京都大学・大学院理学研究科・教授  ） 

 

 研究者番号：80110823 



研究分野：生命現象の物理学 
科研費の分科・細目： 
キーワード：リポソーム、人工細胞モデル、その場観察、DNA 折り畳み転移、自己組織化、

ナノ構造制御、油中水滴、レーザーピンセット 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)長鎖 DNA の高次構造転移が、ATP、RNA
やイオンの濃度といった細胞内の環境パラ
メータによって制御されること、及び高次構
造転移によって遺伝子活性が on/off的に不連
続にスイッチングされることを、平成 15、16
年度実施の特定領域研究（公募研究）「DNA
の折り畳み相転移と遺伝子群の発現制御」、
及び平成 16、17 年度実施の特定領域研究（公
募研究）「水を舞台とする DNA の高次構造転
移」によって明らかにしてきた。 
 
(2)平成 14～17 年度実施の基盤研究 B「レー
ザー場におけるメゾスコピック系の非線形
ダイナミクス」では、①集光レーザーが形成
する引力ポテンシャル場の効果、及び光子の
流速による非平衡開放系としての特質を利
用した長鎖DNA単一分子の凝縮-脱凝縮のリ
ズム的な変化を実現、②集光レーザーの光圧
効果を利用したマイクロメートル・スケール
での回転モーターの実現、といった成果を挙
げている。 
  
２．研究の目的 

本研究は、非平衡開放条件下において自ら
時間発展するモデル人工細胞系の構築を最
大の目的としている。そのために、試験管内
における細胞機能複合体の再構築、及びその
イメージング・ハンドリング・物理化学的測
定を可能にする系の確立などの基盤的研究
も平行させて行う。具体的には、ナノからセ
ンチメートル・スケールの階層的操作技術を
活用することによる「試験管レベルにおける
染色体再構成」、「DNA 高次構造変化に伴う
転写・翻訳活性の制御」、「モデル細胞系を使
った膜、核酸、及びタンパク質のダイナミク
ス」の研究を進める。 

 
３．研究の方法 
(1)試験管内における染色体再構成 

核内で染色体がどの様に折り畳まれ、どの
様な動的秩序に基づいて存在しているかを
明らかにする。そのために、まずは、精製し
た DNA と染色体関連タンパク質を用い、試験
管内における染色体の再構成を試みる。次い
で、その微細構造を、原子間力顕微鏡を用い
て可視化・解析する。また、その一方で、細
胞から精製した染色体を、水溶液環境下解剖
し、その微細構造を明らかにする。 

 
(2)DNA の高次構造変化に伴う転写・翻訳活性
の制御 
 長鎖 DNAからの再構成染色体を様々な溶液
条件下に置き、原子間力顕微鏡と蛍光顕微鏡
によって 1分子での構造転移を観察・測定す
ると共に、DNA の複製・転写機能に着目し、
その高次構造と機能発現の相互関係をモニ
タリングする。 
 
(3)モデル細胞系を使った膜、核酸、及びタ
ンパク質のダイナミクス 
 上記(1)、(2)で得られた成果を基に、細胞
サイズリポソームを反応場としたモデル細
胞系を構築し、DNA からタンパク質へと至る
転写・翻訳の速度過程を解析することによっ
て、実空間における核酸、及びタンパク質の
ダイナミクスを理解する。その他、リン脂質
膜のダイナミクスについての検討も実施す
る。 
 
４．研究成果 
(1)ハンドリング手法の確立 
①集光レーザーを用いたゲノム DNA操作技術 
集光レーザーの焦点近傍では、引力ポテン

シャルが働く。この効果を利用して、浸透圧
により破裂させた細胞内のゲノム DNAをトラ
ップし、細胞外へ輸送し、膨潤や引き延ばし
をさせるといった、一連の“その場”実験手
法の開発に成功した。 
 

②集光レーザーを用いた細胞サイズ水滴（油
中水滴）の操作技術 
集光レーザーの引力ポテンシャル場を利用
して油中水滴をトラップし、油中水滴同士を
融合させるマニュピレーション法を確立し
た。ここで、油中水滴とは、油水界面にリン
脂質一分子膜を持つ細胞サイズ膜空間を指
しており、本研究代表者らが世界に先駆けて
研究を進めている、細胞サイズのモデル実験
系である。望みの濃度の DNA,蛋白や基質を封
入した人工モデル細胞系が構築可能である。
油水界面に残存している界面張力効果によ
り浸透圧に強いこと、一分子膜であるため膜
融合が容易であること、等といった Liposome
には無い長所を持つ。 
 
(2)細胞サイズモデル空間構成技術 
油中水滴を、集光レーザーでトラップして、



又は重力を利用して(Fig.1)、油水界面を通
過させることにより細胞サイズ Liposome を
構築することに成功した。本手法は、油中水
滴の長所を兼ね備えた細胞サイズ Liposome
の構築を可能とする、人工モデル細胞系には
欠かせない要素技術である。 

 

Fig.1  吉川らによる新規な人工細胞モデ
ル作成手法（界面通過法） 

 
 

(3)試験管内における染色体再構成 
  線状 DNA、及び環状 DNA の２つの形態の異
なる DNA を用いて、試験管内でヌクレオソー
ムの再構成を実現した。また、ナノメートル
スケールでの観察技術である AFMを用いて詳
細にヌクレオソーム構造の観察を実現した
ことで、環状 DNA の方が線状 DNA よりもヌ
クレオソーム構造を効率的に形成可能であ
ることも明らかとなった。これは、実際の生
命系で観察される DNA の Loop 構造等がヌク
レオソーム形成に優位な影響を与えている
可能性を示唆する重要な結果である。 
 
(4)DNA の高次構造変化に伴う転写・翻訳活性
の制御 
①PEG による DNA の液晶転移 

吉川らは既に、希薄濃度条件下のDNAにPEG
を添加することにより Coil-Globule 転移を
起こすことを解明してきていたが、更に本研
究において、重なり合い濃度以上のDNAにPEG
を添加することで DNAの液晶転移が起きるこ
とを明らかにした。 
 
②E.coli のゲノム DNA の高次構造と E.coli
の増殖サイクルとの関連性 
 前記「集光レーザーを用いたゲノム DNA の
操作技術」を用いて、対数増殖期、及び定常
期にある E. Coli からゲノム DNA を“細胞内
にあったままの状態”で取り出し、ゲノム DNA
の高次構造を観察した。結果、これら２つの
異なる細胞の状態では高次構造が劇的に事
なっていることが明らかとなり、E. Coli の
増殖 Cycle とゲノム DNA の高次構造との間に
は重要な関係性があることを見出すことが
できた。 
 

(5)モデル細胞系を使った膜、核酸、及びタ
ンパク質のダイナミクス 
①光感受性脂質を用いた Liposome の構造変
化 
 光異性化反応により Cis-Trans構造転移を
示す光感受性脂質を設計・合成した。これを
含む細胞サイズ Liposome を作成して光照射
を行うことにより、可逆的な Liposome の形
態変化を実現することができた。 
 
②リン脂質の動態への内外溶液の粘性差が
与える効果 
 モデル細胞内外の溶液の粘性が一致する
ときにはリン脂質膜の Mobility は高くなる
が、内外の溶液の粘性差がおよそ 20cP 以上
になると急激に膜の Mobility の低下が起こ
ることを発見した。この結果は、既存の膜の
Mobility に関する理論では説明不可能な知
見であり、３次元粘性と膜上の２次元粘性の
特異的なクロストークを実証したものとし
て、その意義は大きい。 
 
③モデル細胞内でのアクチンの特異的構造
転移 
 アクチンは、bulk 水溶液では、繊維状の形
態から、それが束状になった状態へと転移す
ることは知られていた。細胞サイズ微小空間
では、この二つの相の間に、膜表面に網目状
の形態(mesh)をとるような相が現れること
を、実験的に明らかにした。(Fig.2) 
 

 
Fig.2  細胞サイズモデル空間内での特異的
なアクチンの構造転移（Mg2+濃度を制御パラ
メータとしたときの結果） 
 
④モデル細胞内でのタンパク発現と、その反
応速度解析 
 前記「集光レーザーを用いた油中水滴の操
作技術」を用いて、封入物の異なる２つの油
中水滴を融合させて、油中水滴中で生化学反
応を開始させ、それを実時間観察する実験系
を確立した (Fig. 3)。具体的には、一方の
油中水滴には鋳型 DNA を、もう一方には無細
胞転写・発現系を封入し、これらを融合させ
ることによって、油中水滴内部での転写・複
製反応を実現した。本方法を用いることで、



油中水滴の融合時点が反応開始点となるた
め、モデル細胞内部での反応の速度追跡・解
析が初めて可能となった。 

 
Fig. 3 細胞サイズ液滴を活用した微小反応
システム（レーザーを用いる異種液滴の融
合） 
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