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研究成果の概要（和文）：真核細胞の細胞膜は内膜と外膜で異なるリン脂質組成で構成されている。このリン脂
質非対称膜が生命現象にどのような影響を与えているかは謎の部分も多い。そこで、本研究では、リン脂質非対
称膜が関与する生命現象を理解するために、リン脂質非対称膜リポソームの自動作製デバイス、ナノサイズリン
脂質非対称膜リポソームの作製、リン脂質非対称膜組成をもった小胞封入リポソームの作製やナノサイズリポソ
ーム融合法によるリン脂質非対称膜リポソームの形成を行った。

研究成果の概要（英文）：Cell membranes of eukaryotic cells were composed of an asymmetric lipid 
bilayer. In this study, to understand biological phenomena involved in the asymmetric lipid bilayer,
 we generated an automatic device of cell-sized asymmetric lipid vesicles, nano-sized asymmetric 
lipid vesicles, vesicles-in-a-vesicle with asymmetric lipid membranes, and cell-sized asymmetric 
lipid vesicles using a fusion between nano-sized lipid vesicles and a planar lipid bilayer.

研究分野：生体関連化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ナノサイズからマイクロサイズのリン脂質非対称膜リポソームの作製を成功している。このリン脂質非対称膜リ
ポソームを用いて、リン脂質の非対称の生命現象への関与が詳細に観察できると考える。また、ナノサイズリポ
ソームは、新しいドラッグデリバリーシステムの担体として利用可能である。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞膜は細胞の内と外を隔てるだけでは無く、細胞膜には様々な種類の膜タンパク質が存在
し、細胞内外の物質輸送、シグナル伝達やエネルギー変換等の場でもある。人工細胞膜リポソー
ムは細胞膜と同様にリン脂質二分子膜から構成されているため、古くからモデル生体膜として
利用されている。また、細胞サイズのリポソームは容易に作製が可能である点も挙げられる。例
えば、細胞サイズリポソームにマイクロドメインを形成して、そのマイクロドメインの生物物理
学的な挙動の理解や、膜タンパク質をリポソームに再構成しその膜タンパク質の機能観察が行
われている。また、無細胞タンパク質発現系をリポソームに封入したマイクロリアクタの形成も
研究されている。真核細胞の細胞膜は、リン脂質組成が非対称に存在していることが知られてい
る。例えば、真核細胞の形質膜では、外膜にホスファチジルコリンやスフィンゴミエリンが多く
存在し、内膜にホスファチジルセリンやホスファチジルエタノールアミンが多く存在している。
形質膜がなぜ非対称膜組成であるかの根本的な理解はなされていない。静置水和法に代表され
る古典的な細胞サイズリポソーム作製法では、リン脂質非対称膜をもったリポソーム作製は原
理上困難である。なぜなら、リン脂質が溶解しているクロロホルムを蒸発させて脂質フィルムを
形成するときにリン脂質が混和されるため、リン脂質非対称膜組成をもったリポソームの形成
は困難である。そこで、近年、マイクロデバイスを用いたリン脂質非対称膜リポソームの作製方
法が多数考案されてきた [1,2]。研究代表者も、マイクロデバイスを用いた細胞サイズのリン脂
質非対称膜リポソーム作製法を開発してきた [3]。その方法は、マイクロデバイス内で平面リン
脂質非対称膜を形成する。そして、その平面リン脂質非対称膜にジェット水流を印加することで、
リン脂質非対称膜リポソームを形成する。このリン脂質非対称膜リポソームを用いて、リン脂質
非対称膜組成の違いで膜タンパク質の再構成量に変化があった。したがって、この結果は、リン
脂質非対称膜の有効性を示す結果の 1 つになっていると考える。そこでリン脂質非対称膜が関
わる生命現象を理解するために、マイクロデバイスを利用し様々な大きさのリン脂質非対称膜
リポソームを作製し機能を評価する。 
 
２．研究の目的 
真核細胞の細胞膜において、リン脂質非対称膜組成がどの様な生命現象に関与しているかは、
まだ深く理解されていない。細胞膜は様々な種類のリン脂質や膜タンパク質等で構成されてい
るため、細胞膜だけではリン脂質非対称膜の生命現象の理解をすることは困難である。そこで、
研究代表者はマイクロデバイスを用い、細胞サイズのリン脂質非対称膜リポソームの作製に成
功している。様々な細胞環境におけるリン脂質非対称膜の重要性を理解するために、リン脂質非
対称膜リポソーム作製の自動化、ナノサイズリン脂質非対称膜リポソームの形成、小胞封入リン
脂質非対称膜リポソームの形成と機能や、ガングリオシド非対称膜リポソームの形成を行った。
このように、サイズや細胞環境を精密に模倣したリポソームに膜タンパク質等の生体分子を加
えることで、リン脂質非対称膜の重要性が理解されることを期待している。 
 
３．研究の方法 
この研究で用いたリン脂質非対称膜リポソームの作製は下記の通りである。リン脂質非対称
膜リポソームの作製デバイスは、アクリルから切削された。そして、セパレータを接着剤で貼り、
ダブルウェルと底面のアクリルは熱圧着で固定した。ジェット水流のノズルは、ガラスキャピラ
リからプーラーとマイクロフォージを用いて作製した。ノズルの内径は、20-60 µm にした。ダ
ブルウェルに有機溶媒に溶解したリン脂質と緩衝溶液をそれぞれ加え、それぞれのウェルに液
滴を形成させた。そして、液滴の接触界面に平面リン脂質膜を形成させた。ジェットノズルを平
面リン脂質膜近傍に垂直に接しさせた。そして、ディスペンサにてジェット水流を発生させ、リ
ポソームを形成させる。リポソームはダブルウェルからピペットマンで回収し、顕微鏡観察を行
った。 
 
４．研究成果 
4.1.細胞サイズのリン脂質非対称膜リポソームの自動作製デバイスの開発 
これまでに、６つのウェルを持った回転テーブルに１つのウェルを接触させることで、ウェル
同士を接触させると接触界面に平面リン脂質二重膜が形成される。そして、この平面リン脂質二
重膜にジェット水流を印加するとリポソームが形成される。回転テーブルを 60度回転させ、別
のウェルを接触させ同様の操作においてリポソームを形成したところ、ウェル間でリン脂質の
混和が起きず、それぞれのウェルで目的のリン脂質非対称膜リポソームの形成が確認された。回
転速度によって平面リン脂質二重膜の形成時間や形成効率に違いが出ると考えた。この実験を
行うために、一定の速度で回転させる必要がある。そのために、今回は回転テーブルにステッピ
ングモータを取付け、回転速度を一定にして実験を行った(図 1)。様々な回転速度にて平面膜を



形成した。その結果、31-125 mm/s付近で回転させた場合
に平面リン脂質膜の形成が促進された。また、形成され
た平面リン脂質膜にナノポアタンパク質のαヘモリシン
が挿入されるまでの時間を人工膜パッチクランプ法にて
測定した。α ヘモリシンを介したイオン透過が観察され
ることは、平面膜が形成されていることを意味している。
125 mm/sで回転させた場合は、回転後 0.5sで αヘモリシ
ンの電気シグナルが観察された。マイクロコンピュータ
で、ステッピングモータの回転とディスペンサによるジ
ェット水流の制御を行った。この制御によって、自動で
細胞サイズリポソーム形成が可能になった。 
 
4.2.ナノサイズのリン脂質非対称膜リポソームの作製 
細胞サイズリポソーム形成時に比べ、平面膜へのジェット水流の
印加時間を長く、印加圧を大きくすることで、ナノサイズリポソー
ムの形成に成功した。クライオ電子顕微鏡観察によって、作製され
たナノサイズリポソームの形態と直径が明らかになった。形態に関
しては 2種類存在した。膜の厚さが 5-6 nmのリポソームと 6 nm以
上のリポソームに分類される。膜厚が 5-6 nmのリポソームは、脂質
二重膜を形成していると推測される。膜厚が 6 nm 以上のリポソー
ムは、多重に脂質二重膜が存在しているか脂質二重膜内に作製時に
使用した有機溶媒が存在しているかと推測される。膜厚が 5-6 nmの
リポソームの直径は、約 200 nm であった。ナノサイズリポソーム
で非対称膜が形成されるかを確認した。外膜あるいは内膜にリン脂
質の親水部にビオチンが付加したリン脂質を加え、リン脂質非対称
膜リポソームを作製した。そして、リポソームの外から、金コロイ
ド-ストレプトアビジンを加え、金コロイドの局在を観察した(図
2)。外膜にビオチンが存在するときのみに、リポソーム膜上に金コ
ロイドが存在した。したがって、細胞サイズのリン脂質非対称膜リ
ポソームと同様な作製法で、ナノサイズリン脂質非対称膜リポソー
ムの形成に成功した。このナノサイズリン脂質非対称膜リポソーム
は容易に物質の封入が可能であるため、ドラッグデリバリーシステ
ムへの応用が期待される。 
 
4.3.リン脂質非対称膜をもった小胞封入リポソームの作製と機能 
真核細胞の形質膜は、外膜にホスファチジルコリ
ンやスフィンゴミエリンが多く存在し、内膜にホス
ファチジルセリンやホスファチジルエタノールアミ
ンが多く存在している。その一方、小胞膜は、外膜に
ホスファチジルセリンやホスファチジルエタノール
アミンが多く存在し、内膜にホスファチジルコリン
やスフィンゴミエリンが多く存在している。したが
って、小胞膜の非対称性は、形質膜の非対称性はあべ
こべである。この非対称膜の関係性を維持した小胞
封入リポソームをマイクロデバイスにて作製した。
トリプルウェルデバイスのウェルが接している部分
に平行に２枚の平面リン脂質非対称膜を形成する。ジェットノズルに近い側は小さな直径の平
面膜を形成し、ジェットノズルに遠い側は大きな直径の平面膜を形成した。そして、ジェット水
流を印加して 1枚目の平面膜でナノサイズのリポソームを形成した。そして、そのジェット水流
を利用し 2 枚の平面膜でナノサイズリポソームを封入しながら、細胞サイズリポソームを形成
する(図 3)。細胞サイズリポソームと小胞リポソーム共に、リン脂質非対称組成であることを証
明している。リン脂質ベシクルの融合には、カルシウムイオンと結合するホスファチジルセリン
と膜の曲率を変化させる働きをもつホスファチジルエタノールアミンが重要な働きを持つ。細
胞サイズの内膜と小胞膜の外膜に、ホスファチジルセリンとホスファチジルエタノールアミン
を存在させ、カルシウムイオンを αヘモリシンにより細胞サイズリポソームの外膜から加え、細
胞サイズリポソームの内水相にカルシウムイオンが入ることにより融合が促進される仕組みを
構築した。その結果、ナノサイズリポソームが融合し、細胞サイズリポソームの膜にも融合が観
察された。ネガティブコントロールとして、ホスファチジルエタノールアミンを加えない場合は、
融合が観察されなかった。したがって、カルシウムイオン刺激により融合が促進された。この小
胞を封入した細胞サイズリポソームは、薬物の放出の制御等に応用が期待される。 
 
 
 

図 1 リン脂質非対称膜リポソーム
自動作製デバイス 

図 2 ナノサイズのリ
ン脂質非対称膜リポソ
ームの非対称性の検討 

図 3 リン脂質非対称膜をもった小胞
封入リポソームの作製概略図 



4.4.有機溶媒に溶けにくい物質による非対称膜リポソームの作製 
本ジェット水流法では、リン脂質を有機溶媒(n-デカ
ン等)に溶解する必要がある。室温において有機溶媒に
溶けにくいリン脂質も存在する。このようなリン脂質に
ついてもリン脂質非対称膜リポソームを作製する方法
として、平面リン脂質膜を作製するダブルウェルの片側
にナノサイズリポソームを加え、ナノサイズリポソーム
を平面リン脂質膜へ融合させることで、平面リン脂質非
対称膜を形成させる。そして、平面リン脂質非対称膜へ
ジェット水流を印加することで、リン脂質非対称膜リポ
ソームを形成させる。まず、効率の良い融合条件を検討
した。ナノサイズリポソームと平面リン脂質膜の電荷と
融合時間を変化させて融合挙動を検討した。ナノサイズ
リポソームと平面リン脂質膜の電荷が逆になるように
することで融合が促進された。このナノサイズリポソ
ーム融合法において、リン脂質非対称膜リポソームが
形成可能であるかを、ガングリオシド GM1をもったナノサイズリポソームを平面リン脂質膜へ
融合させて検討した。方法としては、平面リン脂質膜を形成したダブルウェルのリポソーム形成
側とジェット水流印加側の片側のウェルに GM1ナノサイズリポソームを加え融合させた。そし
て、ジェット水流を印加して GM1非対称膜リポソームを形成した(図 4)。GM1が非対称に存在
している証明として、GM1と特異的に結合する蛍光標識されたコレラトキシン Bサブユニット
(ctxB)をリポソームの外液に加え、共焦点レーザ顕微鏡で観察した。リポソーム形成側ウェルへ
GM1ナノサイズリポソームを加えた場合のみに、リポソーム膜上に ctxB由来の蛍光が観察され
た。この結果より、本方法によって、リン脂質非対称膜リポソームの形成が可能であることがわ
かった。GM1分子のフリップ・フロップ運動を確認するために、外膜あるいは内膜に GM1を存
在させたリン脂質非対称膜リポソームを形成し、37度で 24時間インキュベーション後に外液に
ctxB を加え、顕微鏡観察を行った。その結果、インキュベーション前と後では、ctxB の由来の
蛍光輝度に変化が無かった。したがって、この条件では GM1はフリップ・フロップしないこと
が分かった。また、リポソームに存在している GM1の量を定量すると、真核細胞の細胞膜外膜
に存在するガングリオシド濃度と同等であることが分かった。したがって、真核細胞の形質膜環
境の模倣が可能であることが分かった。 
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図 4 細胞サイズ GM1 非対称膜リポ
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