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研究成果の概要（和文）： 
１）ゲノム DNA の高次構造転移によって引き起こされる遺伝子群の活性の on/off スイッチン

グを実空間上の実験を通して実証することに成功した。２）モデル小胞内での生体高分子の特

異的なミクロ相分離現象を見出した。さらに、タンパク質発現の顕著な加速効果の存在を明ら

かにした。３）長鎖 DNA の高次構造転移と生化学反応のネットワークからなる、生命現象の

階層的数理モデルを提唱し、実際の多細胞系の形態形成機構の解明へと大きく前進することが

できた。 
 

研究成果の概要（英文）： 
1) We have successfully constructed a model experimental system exhibiting robust 
on/off switching on genetic activity accompanied by the structural transition of a giant 
DNA molecule. 2) It is shown that micro-confinement causes specific phase-segregation. 
We demonstrated marked acceleration of gene-expression reaction in an artificial 
model cell. 3) We proposed a novel theoretical model to explain the emergent process of 
the morphology in multicellular systems. 
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１．研究開始当初の背景 
生命体は、エネルギーや物質の流れの中、す
なわち散逸条件下、に於いて自律的システム
として存在しているところにその本質があ
る。しかしながら 20 世紀の生命科学研究の
主流は、生命体を要素に分解し、多種多様な

個々の分子の構造や機能を調べるというも
のであった。生命の時空間の自己組織化とい
う壮大な謎に迫るためには、個々の生体分子
に関する知識を集積するだけでは不十分な
ことは自明であろう。統計物理・非平衡物
理・非線形科学などの物理科学方法論や手法
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を発展的に適用しながら、エネルギーや物質
の流れのなかでの自律的システムとして生
命を捉える、そのような研究を進めることが
21 世紀型の学問として望まれる。 
 
２．研究の目的 
モデル細胞の非平衡条件下での振る舞いを
明らかにすることを通して、生命現象の本質
に迫る。そのため、具体的には次の３つの視
点から研究を進める。 
（１）研究代表者が世界に先駆けて明らかに
してきた「長鎖 DNA が不連続な折り畳み転移
を示す」という結果を基盤として、DNA の高
次構造転移による遺伝子群の活性の on/off ス
イッチングを実空間上の実験を通して実証
する。これにより細胞内での自律的な遺伝子
制御のメカニズムの解明を目指す。 
（２）リン脂質多重層から自発的に細胞サイ
ズの小胞が生成する機構を明らかにすると
ともに、モデル小胞内での転写・発現反応の
加速のメカニズムを解明する。 
（３）長鎖 DNAの高次構造転移と生化学反応
のネットワークからなる、生命現象の階層的
システムとしての特質を究明する。以上３つ
の課題を総合して、細胞分化や形態形成など、
生命体構築の基本原理に迫る。 
 
３．研究の方法 
本研究においては、統計物理・非平衡物理・
非線形科学などの物理科学的方法論や手法
を発展的に適用しながら、エネルギーや物質
の流れの中での自律的システムとして生命
を捉えることを目的として、人工細胞モデル
を中軸に据える研究を行っている。次の３つ
のグループが有機的に連携しながら研究を
展開させた。 
  
吉川研一（代表）：研究の統括と理論モデル
の構築 
今中忠行（分担）：遺伝子の転写発現系の構
築と人工細胞モデルへの展開 
秋吉一成（分担）：ケミカルバイオロジーを
応用した人工細胞モデルの構築 
  
さらに，秋吉グループの連携研究者であった

野村慎一郎が H21年度より分担研究者として
加わり、若手研究者としの新しい発想を生か
しながら、研究の進展に貢献した。 
野村慎一郎（分担）：時間発展する人工細胞
モデル  
以下、主とする課題毎に、研究の方向性や方
法論について概説したい。 
 
(1) DNA高次構造転移とその生物学的意義  

本課題については吉川グループが実験・理
論両面に渡って中軸になって研究を進めた。
具体的には、① イオンや非特異的分子など
の環境パラメータによる、DNAの高次構造相
転移への影響に関しての系統的な研究を
験・理論両面から進める。② 真核細胞にお
ける遺伝子群発現のロバストな on/off 制御
の解明を目指して、細胞内のクロマチンのミ
クロ相分離構造の解明を再構成クロマチン
における高次構造転移の研究と並行させて
進める。③ 長鎖 DNAに高次構造転移を起こ
すことにより、転写・発現の on/off制御を
行うと共に、その理論モデルの検証をすすめ
る。 

 
(2) 細胞サイズ小胞を用いる実空間細胞モデ

ルの構築と微小空間特異性  
実空間上の人工細胞モデルを目指した、巨

大リン脂質小胞の形成手法や、そのメカニズ
ムについては、吉川グループが中心になって
研究を進める。当初の予想を越えて大きく発
展した研究手法として、油中水滴を油/水界
面を介して水相に移行させることによる、細
胞モデルの高効率な形成手法「界面通過法」
の確立が挙げられる。世界に先駆けたこの手
法の確立により、任意の組成の溶液を内包す
る細胞サイズ小胞の形成が可能となり、モデ
ル細胞系の研究が飛躍的に発展した。本課題
に関連した重要な成果として、今中グループ
による、全ゲノムサイズが 2.1 Mbと小さく
全遺伝子の特定が済んでいる超好熱菌性始
原菌ゲノムを用いた細胞システムに関する
研究がある。セントラルドグマの根幹を成す
転写や翻訳に関わるシステムをターゲット
として、超好熱菌由来システムの無細胞再構
成系の構築を進める。吉川グループと共に界
面通過法を用いて作製したリポソームに無
細胞タンパク質合成系を封入し、リポソーム
内部に於ける生化学反応を明らかにする研
究を推進する。 
 
（３） 生命現象の階層的モデリング  
吉川グループが中心となって、長鎖 DNA の

高次構造転移と生化学反応のネットワーク
からなる、生命現象の階層的システムとして
の特質についての研究を進める。本研究課題
に関して、特に、遺伝子群がロバストな
on/off制御を受けるメカニズムについての



理論的なモデルについての研究を進展させ
る。物理科学的理論に基盤を置いた作業仮説
に従い、実空間上でのモデル実験による検証
を行う。さらに、秋吉グループ、野村グルー
プが中心となって、細胞膜表面で物質の認識、
透過、情報伝達に関わる膜タンパク質を人工
細胞モデルとしてのリポソーム系に効率よ
く組み込む新規シャペロン技術の確立をめ
ざす。このような知見を基に膜タンパク質研
究やバイオテクノロジー・医学への応用を試
みる。 
 
４．研究成果 
（１）DNA高次構造転移とその生物学的意義 
モデル化・理論化・１分子実験、 実際の細
胞により近い exo vivo 実験、などを有機的
に併行させて研究を進めた。 
①DNAの高次構造相転移の物理科学：長鎖 DNA
の非特異的な環境パラメータ（Na,K などの 1
価カチオン、荷電が 100に及ぶポリカチオン
やポリアニオンの効果等）による折り畳み転
移に関して、１分子計測を主とした系統的な
実験をすすめ、その結果を理論的に体系化し、
統一的な記述を行うことに成功した。中でも、
対イオンの併進エントロピーがイオン交換
によって著しく変化し、これが転移に関する
パラメータで最も支配的な役割を果たして
いることを明確にした。細胞内環境と同様な
タンパク質が高濃度に存在している条件下
でのゲノム DNA の高次構造変化を調べた
（crowding 条件）。DNA と同様に負電荷を持
つタンパク質がある閾値以上の濃度になる
と、DNA の折り畳み転移が引き起こされるこ
とを明らかにした。面白いことに、共存する
塩濃度が増大すると、脱凝縮転移を引き起こ
し、通常の電荷のない条件での混雑効果での
塩の効果と全く逆転することが分かった。こ
のような実験で得られた傾向は、平均場近似
を用いて、理論的に解明することができた。
(Phys.Rev.Lett.,2010 など) さらに、100キ
ロ塩基対を越える長鎖 DNA 分子の一分子計
測・操作の実験手法を発展・活用してメガ塩
基対の DNAにまで対象を広げ DNA の折り畳み
転移の特性についての解析を進めた。その結
果、南極に生息する微生物からメガ塩基対に
も及ぶゲノム DNAの抽出・一分子計測に成功
し、その折り畳み転移特性について、他の研
究手法では得られない新たな知見を得るこ
とができた。遺伝子および遺伝子群活性の自
己制御モデルの発展に寄与するものと期待
される(J. Chem. Phys.2011)。 
② 細胞における遺伝子群発現のロバストな
on/off制御の解明：細胞内のクロマチンのミ
クロ相分離構造の解明を再構成クロマチン
における高次構造転移の研究と併行させて
進めた。成果の一例をあげると、細胞サイズ
液滴を用いて実験をすすめることにより、

DNAの高次構造転移の様相が、数十µm のスケ
ールでは、バルクと異なり、特異的な性質が
あらわれることを見出し、理論的に解明した。
（BiophysJ.2009 など）この研究は、細胞内
環境では、試験管レバルとは、生体高分子の
存在様式や機能が大きく異なることを示唆
しており、これからの研究の進展が大いに期
待される。 
③ゲノム DNAの高次構造と生物活性: 以上の
実験と併行して、細胞における遺伝子群の自
己制御のメカニズムの理論的なモデルを構
築し、更には、実験を通してそのモデルの検
証が進展してきている。また、予想外の重要
な成果として、１分子計測手法の応用による、
DNA 二本鎖切断の反応速度の定量化に成功し
た (Chem.Phys.Lett.2008 など)。抗がん剤
の白金錯体が、ゲノム DNAの高次構造変化を
引きおこし、それが、抗がん活性とも相関す
るといった、興味深い研究結果がえられてい
る (J. Biological Inorganic Chemistry, 
2010など)。 
 
（２）細胞サイズ小胞を用いる実空間細胞モ
デルの構築と微小空間特異性 
① 膜デバイスの形成、メカニズム解析：当
初は自然膨潤法により、DNA などを内包した
細胞サイズ小胞・リポソームの研究を中心に
研究を進める予定であったが、油中水滴から
形成する方法が有効であることが明らかと
なり、この手法による研究が大いに進展した。 
(i)油中の微小水滴をレーザ場、重力により
油水界面を通過させることでリポソームを
形成させた（界面通過法）。また、逆に水溶
液中のリポソームを油水界面通過させるこ
とによって、微小液滴（W/O droplet）を形
成 す る こ と を 見 出 し た 。 (Langmuir, 
Chem.Phys. Lett. 2006)．この発見により、
内包液の組成や脂質組成を問わない、均一サ
イズのリポソームの調製が可能となった。ま
た，より短時間で多数のリポソームをオイル
フリーで調製する手法として，多孔質樹脂を
用いた水和法の開発に成功している。 
(ii) 細胞サイズ液滴内ではタンパク質合
成（DNA からのタンパク質発現）反応が顕
著 に 加 速 す る こ と を 明 ら か に し た 
（Sci.Rep.2012）ウサギ網状赤血球ライセー
トを使い、GFP の遺伝子を組み込んだプラス
ミドを用い、転写・翻訳により、GFP を発現
させた。GFP の濃度変化を連続的に測定した
ところ、濃度が時間に比例して増大すること
がわかった。このようにして求めた、反応速
度定数を、液滴のサイズ（半径 R）に対して
プロットし、R の逆数に反応速度定数が比例
していることを明らかにした。これは、転
写・翻訳の一連の反応が膜表面上、高速度で
進行していることを表している。 
(iii) 時分割 X線小角散乱を用いることによ



り、基板上に積層したリン脂質膜から細胞サ
イズ小胞が形成されるプロセスをはじめて
明らかにした。さらに Fokker-Planck方程式
を用い、観測されたプロセスを非平衡論的に
議論することで、本質的にこの自己組織化の
過程を決めている物理量のひとつとして、膜
の曲げ弾性に依存した波打ちダイナミクス
が重要であることを示唆した（Chem.Phys. 
Lett. 2008）。この結果により、リポソーム
の形成メカニズムが更に詳細に解明され、生
命の起源や細胞サイズリポソームを用いた
人工細胞モデル生成条件の新たな指標がで
きた。 
(iv)細胞膜の動的構造変化によって引き起
こされる出芽（budding）やエンドサイトー
シスは、細胞の信号伝達において極めて重要
な役割を担っている。秩序ドメイン構造を有
する細胞サイズリポソームを調製し、顕微鏡
直接観察により外部刺激に対する膜応答ダ
イナミクスを調べた結果、ドメイン領域から
内側へとエンドサイトーシスに類似した動
的構造変化を起こしていることを見出した
（J. Phys. Chem.2007 など）。 
② 超好熱菌の無細胞転写・翻訳系の確立：
全生命の祖先的細胞である超好熱菌を用い
て、全生物に共通のセントラルドグマの根幹
を成す生命現象である転写系（DNA から RNA
合成）および翻訳系（RNA からタンパク質合
成）の再構成系の構築を目指した。生物ソー
スには、全ゲノム情報が利用可能であり、か
つ遺伝子組換えシステムが開発されている
Thermococcus kodakarensis を用いた。 
(i) T. kodakarensis 由来 RNA polymeraseお
よび基本転写因子 TBPおよび TFBから成る転
写再構成系を構築し、本系が細胞内と同様に
promoter 上の BRE/TATA 領域が認識され転写
が開始されることを示した。さらには
subunit Fが欠損した RNA polymeraseが、in 
vitro では野生型と遜色のない転写特性を示
すことを示した(Mol. Microbiol. 2008)。 
(ii) T. kodakarensis 無細胞抽出液（S30画
分）を作製し、これを用いてタンパク質合成
反応を行った。その結果、40－80℃において
活性を有するタンパク質が合成された（J. 
Biotech. 2006）。さらには本系の改良（S30
画分の作成法の改良、反応溶液の構成成分の
最適濃度の探索、および使用菌株の育種）に
より 15 分以内に 100μg/mL のタンパク質合
成量を記録した。この速度は、細胞内におけ
るタンパク質合成速度に近い値と考えられ
た（Appl. Microbiol. Biotech. 2007）。 
(iii)これまで生理学的機能が不明であった
TypeIII Rubiscoに関して、T. kodakarensis
内で AMPから Rubiscoの基質である ribulose 
1,5-bisphosphate を供給する２つの新規酵
素を同定した。これらの酵素系による新規代
謝経路は、生物界における第５の炭酸固定経

路の存在を示し、さらには植物の炭酸固定に
関わる Calvin 回路の成り立ちに関する重要
な知見を与えた。これにより超好熱菌が生命
進化の源流にいる存在であることがより強
く示唆された(Science 2007)。 
③ 無細胞翻訳系の巨大リポソームへの封入
と翻訳反応のモニタリング：界面通過法を用
いて、T. kodakarensis 無細胞翻訳系を封じ
込めた巨大リポソームの作製し、その内空間
において実際にタンパク質合成反応が進行
することを見出した（IEEE Trans. Nano- 
science. 2009）。 
 
（３）生命現象の階層的モデリング 
①リポソームの機能：リポソームが、水に可
溶化しない膜タンパク質の凝集を抑制し、膜
中でフォールディングとオリゴマー化を助
けるシャペロン機能を有することを明らか
にした(FEBS J., 2010)。従来の細胞系での
膜タンパク質発現、精製そしてリポソームへ
の組み込みという煩雑な操作を必要としな
い画期的な手法であり、新規性、独創性も高
い。さらに続いて、細胞間の小分子の交換を
司るチャネル膜タンパク質であるコネキシ
ンをリポソーム膜に発現させた。このモデル
は培養細胞との間にギャップジャンクショ
ンを形成して連結し、リポソーム内部に封入
しておいた親水性ペプチドによって生細胞
側の内部の遺伝子発現経路を制御した (図，
Biomaterials 2009)。これは哺乳動物の膜タ
ンパク質がリポソーム環境で発現・機能化さ
れたのみならず、人工細胞モデルが生きた細
胞との間で物質の授受を行った世界初の例
である。 続いて，サイズを規定した(直径
200-300nm)リポソームの外部のみからコネ
キシンを合成し，配向性と孔形成を評価する
実験を行った。その結果，リポソーム膜への
挿入方向が一意に決まり，単独でチャネルを
構築しうることを見出した（FEBS J. 2010）。  
②細胞サイズ小胞での膜蛋白質の選択的配
向：新規な実験手法 (JACS,2011 など)。油中
水滴法を用いて細胞サイズ小胞を作成し、膜
内外から膜蛋白質を直接膜挿入することで、
配向方向を制御することに成功した。具体的
には、大きな親水基を持つ K+チャネル：KcsA
を小胞内外から膜挿入すると、親水基が疎水
性の膜を貫通できないため、方向性挿入でき
ることを、KcsAの活性測定から示した。さら
に、油水透過法を用いて、細胞サイズリン脂
質小胞内で、actoHMM の構造変化を、外液に
加えた ATPでもって引き起こすことにも成功
している。このように、エネルギー源を外部
から与えることにより、自発的な構造変化や
運動を、細胞サイズ小胞で起こさせることが
可能となった。(Langmuir 2011など)。 
③ 膜タンパク質の再構成：バクテリオロド
プシン（光エネルギーによりプロトンポンプ



として機能する）を含む混合ミセル系で酵素
重合を行うことで、バクテリオロドプシンが
リポソーム膜（〜150 nm）に再構成され、機
能することが確認された (JACS. 2007)。こ
れら２つのプロテオリポソーム組織化手法
は，いずれも膜タンパク質の再構成・機能解
析に有用なツールとなり得ることから、外界
との相互作用機能を有する人工細胞モデル
の構築手法として重要な進展であり，波及効
果も大きいと予想される。 
④バキュロウイルス発現-リポソーム融合法
による膜タンパク質再構成リポソームの構
築と機能解析：組換え膜タンパク質を昆虫細
胞上へ発現させ、組換え膜タンパク質をエン
ベロープ膜上に持った出芽ウイルス(BV)を
得る。この膜融合能を有する BV を酸性条件
下でリポソームと融合させることで膜タン
パク質が再構成されたプロテオリポソーム
を構築した。この手法を用いて、Gap Junction 
を形成するコネキシン 43 組み込みリポソー
ムの構築に成功し、実細胞とのコネキシンを
介した細胞質内物質輸送が可能であること
を実証した(Biotech.& Bioeng., 2010)。ま
た、細胞間接着膜蛋白質であるカドヘリン組
み込みリポソームの構築に成功し、癌細胞特
異的な DDSナノキャリアとして機能しえるこ
とを明らかにした(Biomaterials, 2011)。全
鎖長のカドヘリンを発現し機能を保持した
ままでリポソームに再構成した世界初の例
である。 
⑤ 本研究プロジェクトを推進する中で、当
初は予期されなかった興味深い自己運動現
象を見出すことができた。具体的には、ボル
ト程度の直流電位のもと、細胞サイズの液滴
が公転運動する（回転モータ）である
(App.Phys.Lett.2010 など)。生体では、直
流的な膜電位が運動の駆動力となっている
ことが知られているが、その物理的な原理は
未解明となっている。今回の研究成果は、実
空間での運動モデルとして今後の発展が大
いに期待される。 
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