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研究成果の概要： 
効率的な無細胞タンパク質合成のためのバイオリアクター開発を目指して、脂質二分子膜から

なる閉鎖小胞体であるベシクルを反応場とする新規なバイオリアクターシステムについて検討
した。均一径エマルションを基材として細胞サイズのベシクルに効率よく酵素や反応成分を封入
できるベシクル作製法“脂質被覆氷滴水和法”を開発し、従来法では効率的な内包化が困難であっ
た親水性物質の内包効率を飛躍的に高めることができた。さらに、酵素を封入したベシクルを利
用して、ベシクル内で選択的な生化学反応系を構築でき、さらにフローサイトメトリーを利用し
て多量のベシクル内で並列的に進行する反応を迅速に分析する手法を開発できた。以上の成果は、
既存法では合成効率の低い種々のタンパク質の効率的な合成システムの実現に大いに寄与する
と期待される。 
 
交付額 

 
                                                                （金額単位：円）  

 直接経費 間接経費 合  計 
平成１９年度 1,900,000 0 1,900,000 
平成２０年度 1,200,000 360,000 1,560,000 
            年度    
            年度    
            年度    

 

総  計 3,100,000 360,000 3,460,000  
 
研究分野：工学 
 
科研費の分科・細目：（分科）プロセス工学 （細目）生物機能・バイオプロセス 
 
キーワード：バイオリアクター、酵素反応、バイオテクノロジー、ベシクル、マイクロバイオプ

ロセス 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2007～2008 

課題番号：19760559 

研究課題名（和文）ベシクルバイオリアクターを利用した効率的タンパク質合成システムの

開発 

研究課題名（英文）Development of an efficient system for protein synthesis using 

         vesicular bioreactors  

研究代表者 

 黒岩 崇（KUROIWA TAKASHI） 

 独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構食品総合研究所・契約研究員 

 研究者番号：60425551 



１．研究開始当初の背景 
実用化が期待される生化学反応技術の一つ

に、細胞からタンパク質合成に関与する成分

を取り出し、試験管内で反応を行う「無細胞

タンパク質合成」がある。本法には、細胞内

に比べて合成速度が速く、多様なタンパク質

を比較的大量に合成できるなど、学術面・実

用面で注目すべき利点が多い。一方、タンパ

ク質の１つのペプチド結合をつくるためには

ATP を４分子も必要とし、エネルギー源である

ATP の枯渇が合成収量を制限する因子となり

やすいなど、反応系を細胞から取り出すデメ

リットもある。 

 近年、細胞に類似した閉鎖膜構造を持つ脂

質ベシクル（リポソーム）内で生化学反応を

行う”ベシクルバイオリアクター（図１）”

が注目されている。脂質ベシクルは、微小空

間内に親水的反応場（内水相）と、疎水的反

応場（脂質二分子膜）を合わせ持つユニーク

な構造体である。ベシクルをバイオリアクタ

ーとしてタンパク質合成に用いると、均一水

溶液では困難な疎水性タンパク質の合成や、

膜を介した物質移動を駆動力としたエネルギ

ー再生系を組込んだ反応系の構築が期待でき

る。しかし、ベシクル内の閉鎖微小空間に反

応系を構築すること自体が難しく、ベシクル

に所望の酵素や基質を封入し反応に用いるた

めの汎用的な手法が確立されていないことが

大きな問題となっている。 

 

 
図１. ベシクルバイオリアクターの模式図. 

 

研究代表者は、これまでにバイオリアクタ

ーによる物質生産に関する酵素工学的研究お

よび超微細加工デバイスを利用した機能性微

粒子製造技術に関する研究を行ってきた。こ

れらの研究で修得した知識・実験技法を活か

して、新規かつ高効率な生化学反応技術とし

てベシクルバイオリアクターを利用するため

の基盤技術を提供できると考え、本研究を始

めるに至った。 

 
２．研究の目的 

 本研究の目的は、タンパク質の高効率合成

を指向したベシクルバイオリアクターを開発

し、新規な生化学反応技術として利用するた

めの基礎を確立することである。本研究では、

以下の２点について検討した。 

（１）酵素などの反応成分を内包したベシク

ルの量産技術の開発 

これまでの技術では、固体上に形成された

脂質薄膜を、酵素や基質を含む水溶液で水和、

振盪することでベシクルを調製するのが一般

的である。しかし、水溶性物質の封入効率が

著しく低い（高い場合で数％程度）ことに加

え、得られるベシクルのサイズは不均一であ

る。これに対し、顕微鏡で観察しながらひと

つひとつのベシクルに酵素や基質を逐一注入

する方法も用いられているが、多数のベシク

ルに反応成分を封入することは困難で、望む

タンパク質の大量合成には適用できない。本

研究では、均一な大きさの微細水滴に酵素な

どの水溶性成分を封入し、これを基材として

ベシクルを調製することを試みた。図２に本

研究におけるベシクル作製法の概略を示す。

多数の微細水滴がそのままベシクルの内水相

になるような操作を実現することで、多数の

ベシクルに同時にかつ高内包率で反応成分を

内包できると期待される。 

 

 
図２. 本ベシクル作製法の概略. 

 

（２）ベシクルバイオリアクターを利用した

反応・分析評価・分離技術の開発 

ベシクルを酵素反応場として利用するため

には、ベシクルに内包した酵素や基質が効率

よく反応すること、および反応生成物の検出

や回収が容易であることが必要である。その

ために、脂質二分子膜を介した基質の透過現

象を利用してベシクル内部での酵素反応を誘



発する反応システムを構築し、さらに、反応

生成物の検出から分離・回収までを一貫した

操作で定量的かつ大量に取り扱うことができ

る技術の開発を目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）酵素などの反応成分を内包したベシク

ルの作製 

 本研究では、均一な大きさの微細水滴を作

製可能な「マイクロチャネル（MC）乳化法」

を利用して均一径液滴を含む油中水滴型

(W/O)エマルションを作製し、これをベシクル

の基材として用いた。このエマルション中の

水滴を凍結させた状態で水滴周囲の油相（乳

化剤を含む）を取り除き、代わりにリン脂質

やコレステロールなどのベシクル構成脂質を

含む油相を添加した。水滴の凍結状態を保っ

たまま油相を蒸発除去することでベシクル構

成脂質を氷滴表面に析出させ、脂質層に覆わ

れた氷滴すなわち脂質被覆氷滴を作製した。

これにベシクルの外水相となる水溶液を添加

して脂質層を水和し、ベシクルを作製した。 

 

（２）ベシクルバイオリアクターを利用した

反応・分析評価・分離回収 

 ベシクル内で生化学反応を構築するにあ

たり、本研究では酵素としてα-キモトリプシ

ン(α-CT)およびカルボキシルエステラーゼ

(CE)を使用し、図３に示すような反応系を構

築した。この反応系では、外水相にベシクル

の基質を添加し、基質が膜を透過してベシク

ル内に入ることで、ベシクル内で酵素反応が

誘発される。ベシクル内酵素反応は、分光光

度計を用いた反応生成物濃度の経時変化測定

およびフローサイトメーター(FCM)を利用し

たベシクル内の生成物の個別検出により評価

した。 

 

 
図３. 基質の膜透過を利用したベシクルバイオリ

アクターによる酵素反応システムの概略. 

 

４．研究の成果 

（１）脂質被覆氷滴水和法によるサイズ制御

と物質内包を両立できるベシクルの作製 
 MC乳化法で作製した均一液滴径W/Oエマ

ルションを基材とし、上述の脂質被覆氷滴水

和法で、蛍光マーカーカルセインを内包した

ベシクルを作製した。サイズの異なるMC乳化

デバイスによりカルセインを含み平均液滴径

が数μm～数十μmの範囲で種々異なるW/Oエ

マルションを作製し（図４左列）、このW/O
エマルションを基材としてベシクルを作製し

たところ、カルセインを内包したベシクルが

得られ、そのサイズは基材としたエマルショ

ンの液滴径を反映していた（図４右列）。す

なわち、脂質被覆氷滴水和法により、液滴径

が制御され、かつ水溶性物質を内包したベシ

クルを作製することができた（特許取得済み）。 
 

 
図４. MC乳化法により作製した均一径W/Oエマルシ

ョン（左列）とこれを基材として脂質被覆氷滴水和

法により作製したベシクル（右列）の蛍光顕微鏡画

像. エマルションの水滴には緑色蛍光マーカーの

カルセインを溶解させてあり、作製後のベシクル内

水相からもカルセインの緑色蛍光が認められる. 

 
（２）水溶性物質の内包率の向上 
脂質被覆氷滴水和法により、水溶性物質の

ベシクルへの内包化について検討した。水溶
性の内包物質としては、蛍光マーカーである
カルセインのほか、生体高分子である牛血清
アルブミン（タンパク質）およびデキストラ
ン（多糖類）を使用した。図５に、各物質の
内包化において、脂質層の水和操作を(i)通常
のガラス製試験管中でトリス塩酸緩衝液(50 
mmol/L, pH 9)を用いて行った場合（方法A、
青色）と(ii) 疎水化処理を行ったガラス製試験
管中で同様の緩衝液にグリセロール、直径65 
nmの微小なベシクルを加えたものを用いて
行った場合（方法B、赤色）の内包率を示した。
方法Aでは7%～40%程度の内包率が得られた。
これらの値は一般的に用いられている脂質薄



膜の水和により得られる内包率より高い。さ
らに、内包率を高めるために種々の工夫を加
えた方法Bでは、20～50%と内包率の向上が認
められた。この値は、比較的内包率が高いと
される既存のナノサイズベシクル作製法に匹
敵し、特にマイクロメーターサイズのベシク
ルへの内包率としてはかなり高い水準にある。
この結果は、脂質被覆氷滴水和法のアプロー
チの有効性を示すものである。 
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図５. 種々の水溶性物質の内包率. 青色が方法A、

赤色が方法Bで作製した場合の内包率を示す.基材

としたエマルションの平均水滴径は約7 μm. 
 
また、内包率のさらなる向上を目指してW/

O/W型多相エマルションを基材とした新たな

ベシクルの作製法を開発した。本法により、

親水性の蛍光マーカーであるカルセインに対

して、本課題申請時の最終目標であった70%
を上回る、80%以上の極めて高い内包率を達

成することができた（特許出願中）。 
 
（３）ベシクルバイオリアクター内での酵素

反応系の構築と分析評価および分離回収 
脂質被覆氷滴水和法により、水溶性の酵素

を内包したベシクルを作製し、これを微小な

反応器、すなわちベシクルバイオリアクター

として利用する検討を行った。まず、酵素α-CT
を内包したベシクルバイオリアクターを作製

した。α-CT を含む平均液滴径約 7 μm のエマ

ルション水滴を基材としてベシクルを作製し

平均粒径約 8 μm のベシクルを得た。ベシクル

へのα-CT の内包率は 47％と高く、ベシクル調

製プロセスを経たα-CT の活性残存率も 80％
以上と高い値であり、脂質被覆氷滴水和法に

より効率的に酵素を内包したベシクルバイオ

リアクターを作製できることがわかった。 
 本調製法でベシクルに内包されたα-CT の

反応性を調べるため、図３に示すような反応

系を構築し、実験を行った。なお、今回の実

験条件では、1 mL の反応液におよそ 107個の

ベシクルバイオリアクターが含まれていると

推定される。脂質膜透過性の基質ベンゾイル

-L-チロシン-p-ニトロアニリドをベシクル外

水相に加え、ベシクル内で加水分解により生

じる p-ニトロアニリンの生成濃度を吸光度に

より測定した。その際、外水相にはα-CT の阻

害剤を添加して外水相での酵素反応を阻害し

た。その結果、p-ニトロアニリンの生成が観

測され、その濃度は経時的に増加した（図６、

●印）。外水相中の酵素には阻害剤が作用し、

外水相中では反応が起こらないと考えられる

ことから、この結果は、脂質膜透過性を有す

る基質はベシクル内に入り込み酵素によって

加水分解されるのに対し、脂質膜を透過でき

ない阻害剤はベシクル内には入らずベシクル

に内包された酵素に作用しなかったことを示

している。実際、界面活性剤を加えてベシク

ル脂質膜を破壊して同様の実験を行うと、す

べての酵素が阻害され、反応は全く進行しな

かった（図６、▲印）。従って、ベシクルを反

応場として利用することで、内包成分をベシ

クル外部の阻害因子から保護しつつ、目的の

基質は脂質膜を透過して酵素と反応させるこ

とができる、といった選択性を有する酵素反

応システムを構築できた。 
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図６. α-CT を内包したベシクルバイオリアクター

による酵素反応. 

 
 さらに、酵素CEを内包したベシクルバイオ

リアクターも作製し、同様に基質の膜透過現

象を利用した反応を行った。ベシクル外水相

の酵素を膜分離により除去後、外水相に基質

フルオレセイン二酢酸を添加したところ、基

質添加５分後には図７に示すようにベシクル

内部で緑色の蛍光が観察された。この結果は、

基質がベシクル脂質膜を透過し、ベシクル内

でCEにより加水分解され蛍光物質フルオレ

セインが生成したことを示す。 
続いて、CE内包ベシクルと、CEを内包して

いないベシクルを等量ずつ混合し、これに基

質を添加して酵素反応を行った。基質添加60
分後のベシクル懸濁液に対してFCMによる分

析を行った結果を図８に示す。図８左側のグ

ラフには、100,000個のベシクルに対して、そ

の粒径を反映する前方散乱光強度とフルオレ

セイン由来の蛍光強度を測定し、個々のベシ



クルに対する両者の測定値をプロットしてあ

る。グラフ中の赤枠で囲った2つの領域に属す

るベシクルを回収し、それぞれ顕微鏡観察を

行った結果、上側領域には内水相が蛍光を発

している（＝CEを内包している）ベシクル、

下側領域には蛍光を発していない（＝CEを内

包していない）ベシクルが含まれていた。す

なわち、FCMにより酵素内包ベシクルと酵素

を内包していないベシクルを分離・回収する

ことができた。この結果は、FCMにより、(1)
多数のベシクル内での酵素反応を迅速に個別

評価でき、さらに(2)任意の領域から様々な特

性を有するベシクルを分取できることを示し

ている。 
 

 
図７. CE内包ベシクルバイオリアクターによる反

応の顕微鏡観察. 上段は明視野画像、下段は蛍光

画像(ただし左右の画像の視野は異なる). 

 

 
図８. CE内包ベシクルによるベシクル内酵素反応

のFCM分析.右の写真はグラフの赤枠内から回収し

たベシクルの蛍光顕微鏡画像. 

 
（４）総括 

上述のとおり、本研究では、（i）ベシクル
バイオリアクターの作製、（ii）ベシクルバイ
オリアクターを利用した反応、および（iii）
分析評価・生成物回収、に関連する技術につ
いて検討した。その結果として、ベシクルバ
イオリアクターを生化学反応素子として利用
するための一連のプロセス技術（作製、利用、
評価、生成物取得）の基礎を構築できた。ベ
シクルを構成する脂質二分子膜には、タンパ
ク質合成反応における遺伝子発現およびフォ

ールディング効率の向上や、ポリペプチド合
成時の反応選択性の付与などの機能があるこ
とが近年報告され始めている。従って、通常
の試験管内では合成が困難なタンパク質であ
っても、脂質二分子膜の存在下すなわちベシ
クルバイオリアクター内で反応を行うことで
効率よく合成できると期待される。本研究に
より、効率的タンパク質合成システムの実現
に向けた有意義な技術的知見が蓄積できたと
考えられる。 
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