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研究成果の概要： 
ピコリットルスケールの体積を有するマイクロカプセルを利用してバイオリアクターへの応用

を検討するもために，精密な微細液滴調製技術の構築と細胞と同等レベルの単分散マイクロカプ

セル内での物質生産の構築を行ってきた。マイクロリアクターを用いて単分散ピコリットルカプ

セルの調製を実現し，そのなかで大腸菌の培養と増殖およびプラスミド（目的蛋白質の遺伝子を

コードした環状DNA）の導入によって目的蛋白質の生産を確認することができた。 
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１．研究開始当初の背景 
本研究では，ピコリットルスケールの体積

を持つマイクロカプセルを種々の用途に応じ

たバイオリアクターとして用いるために，穏

和な条件で均一性の高いピコリットルカプセ

ル中へ生体触媒を包括する手法を開発し，カ

プセル表面の機能化と制御によりオンデマン

ドで生物機能を利用できるマイクロバイオプ

ロセスの構築を目的としている。 

近年，自己組織化や精密高分子合成技術の

発達により，ナノ～マイクロレベルで微粒

子・コロイドを自在に設計・開発することが

可能になってきている。現在では国の重点推

進４分野として「ナノテク・材料」「ライフ

サイエンス」が掲げられ，ライフサイエンス

に有用なナノスケールの材料開発は今後の科
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学技術の推進においても重要な課題であると

いえる。 

 タンパク質（酵素）もまたナノスケールの

機能性高分子であり，生体内で安定に化学反

応の特異的触媒や高度認識の役割を担ってい

る。しかしながら，生体の持つ特異な機能は

これら酵素群が閉ざされた空間（セル）内で

巧みに協奏的に働くことによって生み出され

ており，バイオリアクターとして用いるには

細胞スケールでコンパートメント化すること

が機能面かつハンドリング面で最も効果的な

材料候補になるであろう。 

それゆえ，精密な微粒子調製技術を活かし

て，細胞と同等レベルの10 μm程度の直径を有

する単分散なカプセルに生体触媒を包括する

手法について検討し，高活性でかつ回収利用

が可能なピコリットルリアクターの構築を目

指す。特に，従来の大きな生体触媒包括カプ

セルに比べて（１）非表面積が大きい（２）

拡散時間が短い（３）触媒の有効利用（４）

剪断応力に対する強度増加（５）迅速な温度

制御（６）浮遊性の向上，といった利点が期

待される。これらの特徴は，バッチ反応に対

するマイクロリアクターの利点と重なる点が

多く，その利点が既に実証されている。また，

細胞と同等サイズであるため，既存の遠心分

離技術によって安定な回収も容易に行うこと

ができる。 

 
２．研究の目的 
近年，遺伝子工学の発展により目的とする

生体触媒は遺伝子的に改良され，大腸菌など

の宿主細胞を利用したタンパク質生産が活発

に進められている。そこで，ピコリットルス

ケールのカプセル内で目的のタンパク質を発

現することで，バイオリアクターとして機能

するマイクロカプセルを調製することが可能

となる。本研究では，高い均一性を有したマ

イクロカプセル調製にマイクロリアクターを

利用して，単分散なアガロースゲルカプセル

の調製を試み，そのアガロースゲル粒子内部

において無細胞タンパク質合成による目的タ

ンパク質生産の挙動および大腸菌を内封して

菌体そのものにタンパク質生産を促すマイク

ロカプセルの調製を試みた。 

このような斉一なマイクロカプセル内にお

ける生体触媒生産機能は，時間と労力のかか

る変異タンパク質生産による多数のライブラ

リ作成およびスクリーニングを行う進化分子

工学的応用に優れていると期待される。 

本報告書では，マイクロリアクターを用い

た単分散アガロースゲル内部での無細胞タン

パク質合成とピコリットルの体積を有するア

ガロースゲル粒子に内包された大腸菌の増殖

およびタンパク質生産挙動についてまとめた。 

 
３．研究の方法 
(1) CFPS試薬内包アガロースゲル粒子の調製  

無細胞タンパク質合成の対象として緑色蛍

光タンパク質 (GFP)を使用した。ゲル粒子調

製にはシラン溶液によって疎水化処理を施し

た幅171 μm，深さ44.5 μmのT字型の合流部を

持つガラスマイクロ流路を使用した。水相に

は，無細胞タンパク質合成（Cell-free 

Protein Sinthesis, CFPS）試薬(E. coli T7 

S30 Extract System, Promega)とGFPをコード

したプラスミドを溶解させたアガロース溶液，

油相にはSpan80とTween80を溶解させたデカ

ン溶液を使用して，37℃の空気恒温槽中でマ

イクロリアクターによりエマルションを調製

した。得られたエマルション液滴は氷冷する

ことによってゲル化させた。 

(2) アガロースゲル粒子培養によるGFP発現 

調製したCFPS試薬内包アガロースゲル粒子

をスライドガラス上に採り，デカンを蒸発さ

せて，37℃の空気恒温槽中で培養した。培養

後，冷却して反応を止め，蛍光顕微鏡によっ

てGFPによる蛍光を観察した。 



 

 

(3) 大腸菌内包アガロースゲル粒子の調製 

タンパク質発現量の測定および増殖挙動の

確認のためGFPをコードした遺伝子で形質転

換させた大腸菌を用いた。ゲル粒子調製には，

上述と同様の疎水化処理を施したT字型のガ

ラスマイクロ流路を使用した。水相には，LB

培地などを含む大腸菌懸濁液を加えたアガロ

ース溶液を用いた。大腸菌懸濁液は液体培地

で希釈することで所定濃度に調製した。油相

には，界面活性剤を溶解させたデカン溶液を

使用してW/Oエマルションを調製した。得られ

た液滴は氷冷し，ゲル化させゲル粒子を得た。 

(4) ゲル粒子での大腸菌培養とGFP発現 

調製した大腸菌内包アガロースゲル粒子を

各温度で培養後スライドガラス上に採り，氷

冷して増殖を抑え，蛍光顕微鏡によってGFP 

による蛍光を観察した。 

 
４．研究成果 

(1) CFPS試薬内包アガロースゲル粒子の調製 

 図１には，調製したアガロースゲル粒子と

CFPS試薬内包アガロースゲル粒子の粒径と粒

径分散度に与えるエマルション調製時の油相

流速の影響を示した。この結果より，10 %以

下の粒径分散度をもつ単分散ゲル粒子の調製

に成功し，油相流速の増加に伴い粒径は減少

した。油相流速20 μl/minにおいては，アガロ

ースゲル粒子は調製できたが，CFPS試薬内包

アガロースゲル粒子は調製できなかった。し

かしながら，ゲル粒子が得られる油相流速範

囲では，CFPS試薬内包の有無に関わらずほぼ

等しい粒径で調製できた。 

図２はエマルション調製直後とスライドガ

ラス上でデカンを蒸発させた後のCFPS試薬内

包アガロースゲル粒子の実体顕微鏡写真を示

す。CFPS試薬を内包したゲル粒子は脆弱で油

相中に静置すると凝集した。そこで，ゲル粒

子の状態で培養を行うためにスライドガラス

上でデカンを蒸発させた。この結果，40 μm

程度の凝集しないゲル粒子を調製できた。 

図１ ゲル粒子の粒径および粒径分散度に与

える油相流速の影響 (○, ●; アガロースゲ

ル粒子，△, ▲; CFPS試薬内包アガロースゲ

ル粒子) 

 

図２ CFPS試薬内包アガロースゲル粒子の実

体顕微鏡写真: (A)エマルション調製直後，

(B)デカン除去後 

 

 

図３ 24時間培養後(37℃)のCFPS試薬内包ア

ガロースゲル粒子の蛍光顕微鏡写真: (A)GFP

遺伝子あり，(B)GFP遺伝子なし 

 

(2) アガロースゲル粒子培養によるGFP発現 

図３には，CFPS試薬内包アガロースゲル粒子

の24時間培養後の蛍光顕微鏡写真を示す。GFP

遺伝子を含むゲル粒子(図３A)は，含まないゲ
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ル粒子(図３B)と比べてGFPによる強い蛍光を

示した。この結果から，単分散アガロースゲ

ル粒子中での無細胞タンパク質合成が可能な

ことが明らかとなった。 

 

(3) 大腸菌内包アガロースゲル粒子の調製 

マイクロリアクターで調製した大腸菌内包

アガロースゲル粒子の粒径および粒径分散度

におよぼす油相流速の影響を図４に示す。

CFPS試薬内封アガロースゲル粒子調製の場合

と同様に，10 % 以下の粒径分散度をもつ単分

散ゲル粒子の調製に成功した。ゲル粒子が得

られる油相流速範囲では，大腸菌内包の有無

に関わらず粒径のほぼ等しいゲル粒子が得ら

れた。 

図４ マイクロリアクターで調製した大腸菌

内包アガロースゲル粒子の粒径および粒径分

散度におよぼす油相流速の影響(○,●; 大腸

菌内包アガロースゲル粒子，△,▲; アガロー

スゲル粒子) 

 

(4) ゲル粒子での大腸菌培養とGFP発現 

48時間培養後 (25 ℃) の大腸菌内包アガ

ロースゲル粒子の蛍光顕微鏡写真を図５に示

す。ゲル粒子あたり大腸菌が1～2個内包され

る様に調製した場合，通常の培養温度よりも

低い温度である25 ℃で培養を行うことで大

腸菌タンパク質発現が確認された。また，隣

り合うゲル粒子の蛍光強度の違いから大腸菌

の相互作用の抑制に成功し，ゲル粒子内の大

腸菌コロニーに由来する蛍光強度から内包さ

れた大腸菌数はほぼ1個であることを確認し

た。以上のことから，アガロースゲル粒子内

に区画化した大腸菌が通常の培養と同様に増

殖することを確認した。 

図５ 48時間培養後 (25 ℃) の大腸菌内包

アガロースゲル粒子の蛍光顕微鏡写真 

 

 このように，マイクロリアクターを用いる

ことで，数十μm の直径を有する（＝ピコリッ

トルの体積を有する）アガロースゲル微粒子

の作製に成功し，そのアガロースゲル微粒子

内で目的遺伝子に由来するタンパク質の生

産が可能なことを明らかにした。 

 本手法は，流速の制御によってサイズの揃

ったピコリットルの容器を任意に作り出す

ことが可能であり，内部において遺伝子から

生体触媒であるタンパク質を生産すること

が可能であり，今後の新たなバイオリアクタ

ー調製法として有望であると期待される。 
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