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研究成果の概要（和文）：マイクロ流路を用いた均一なドロップレットが産業界で広く使われるようになってき
たが，脂質二重膜でできた巨大脂質膜小胞(GUV)の系はその段階に至っていない．最大の要因は，均一なGUVを製
造するのが困難なことである．本研究では，マイクロ流体工学を用いて簡便かつ高効率にナノ~ピコリットルサ
イズの巨大脂質膜小胞を区画とした均一なバイオリアクターを製造する方法を確立した．これを，タンパク質合
成反応や膜タンパク質再構成のプラットフォームとして用いられること，また，がんなどの疾患バイオマーカの
検出に応用するための膜融合および核酸増幅反応を行えることを示した．

研究成果の概要（英文）：Uniform droplets using microfluidic devices have become widely used in 
industry, but giant unilamellar vesicles (GUVs) made of lipid bilayers have not yet reached that 
stage. The main reason is the difficulty in producing uniform GUVs. In this work, we established a 
simple and highly efficient method for producing uniform bioreactors composed of nano- to 
picoliter-sized GUVs using microfluidics. We have also shown that this system can be used as a 
platform for protein synthesis reactions and membrane protein reconstitution, as well as for 
membrane fusion and nucleic acid amplification reactions for the detection of disease biomarkers.

研究分野： バイオチップ

キーワード： リポソーム　マイクロ流路　核酸増幅　バイオリアクター　膜タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この10年ほどでマイクロ流路を用いたGUVの生成法が複数発表されてきたが，いずれもシステムの構築および動
作が比較的複雑で再現性の面で困難があった．本研究で構築した均一GUV生成法は，再現性が高く，経験の浅い
オペレータでも動作でき，多くの実験条件を試すことができる．これにより，GUVをバイオリアクターとして用
いた研究が加速する．また，GUVを用いたバイオマーカ―検出法の確立に関しても，道筋を得ることができた．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
この 10 年ほどで，微小液滴を使ったデジタルマイクロフルイディクスが生化学分析や診断な

どの分野で様々な用途に応用され，多くの機器が市販されるようになった．この技術では，ナノ
～ピコリットルの反応容器を多数並列に調整することができ，単一の細胞やウィルス，遺伝子を
検出するための用途に使われる．これらは，オイル中に分散した均一なマイクロ液滴（ドロップ
レット）を反応容器として利用している． 
 一方，自然界のマイクロリアクタである細胞やオルガネラは，脂質二重膜を区画として使って
いる．脂質二重膜を人工的に再構成したリポソームは外側が水環境であり，反応容器に細胞が持
つ機能（選択的物質透過能や，膜融合や出芽による物質の取込み，放出など）を付与することが
できる．申請者を含む多くの研究者により，巨大脂質膜小胞（GUV）を用いた擬似細胞反応系の
構築法が確立されてきた． 
 しかし，GUV の系は，上記の液滴系とは異なり，産業界で利用される段階に至っていない．
最大の要因は，均一な GUV を製造するのが困難なことである．従って，GUV の製造法に革新を
もたらすことが，産業応用への道筋の「谷」を克服するための必要要件である．脂質二重膜の形
成は純粋な力学的プロセスであり，流体力学と界面科学によるアプローチが不可欠で，これを巧
みに制御することが肝要であるが，これまで工学的な素養を持った研究者の参入は限定的であ
った．脂質二重膜形成の力学を理解し，そのパラメータ微調整を行うことで均一かつ高効率な工
業的 GUV 形成法確立につながる． 
 脂質膜小胞（リポソーム，ベシクル）は，薬学分野では薬剤送達システム（DDS），生物物理
学分野では細胞膜モデルの容器として研究が進められてきた．しかし，工学，特に力学を専門と
する研究者が研究対象とした例は多くない．最近，海外の研究グループにより，マイクロ流体デ
バイスを用いた均一 GUV の作製法が複数報告された．オランダ・ラドバウド大学化学科の W. 
Huck 教授のグループは，W/O/W 型エマルションをテンプレートとし，外力を加えずとも界面張
力のバランス調整で自発的かつほぼ 100%の効率で GUV が生じる系を報告した(NN Deng et al., 
JACS, 2016)．しかし，その系は手作りでガラス管を組み合わせて接着したものであり，再現性に
難がある．かつ，溶媒として生体毒性があるトルエンやクロロホルムを使用しているため，生化
学検査等に用いる場合に問題が生じ得る． 
 
２．研究の目的 
本研究では，マイクロ流体工学を用いて簡便かつ高効率にナノ~ピコリットルサイズの巨大脂

質膜小胞を区画とした均一なバイオリアクターを製造する方法を確立し，がんなどの疾患バイ
オマーカの検出に応用することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
① 均一リポソーム生成法の開発 
 申請者は，2019 年 9 月から 2020 年 8 月まで，所属機関の在外研究制度を利用して，オランダ
のラドバウド大学・Wilhelm TS Huck 教授の研究室に滞在した．そこで，キャピラリーの組み立
てを利用した均一リポソーム形成法を習得した．同時進行で，マイクロ流路を用いた均一リポソ
ームの形成法の開発を進めた．マイクロ流路内で W/O 液滴を形成し，その下流で O-W 界面通過
を発生させる流路を設計した．均一な薄膜の W/O/W 液滴ができ，さらにそれが逆濡れ現象
(dewetting)によりリポソームへの変換が起こる外液相，オイル相，および内液相の組成条件を入
念に検討した． 
 
② 均一径リポソームのバイオリアクター利用 
 研究期間の後半では，上記の均一の内部で様々な生化学反応が起こる条件を検討した．一つ目
は，再構成された無細胞転写翻訳系(PUREsystem)によるタンパク質合成が起こる条件を検討し
た．一般的に生化学反応は生理的塩濃度の環境下で進行するが，この条件では W/O/W 液滴のシ
ェルが脂質二重膜に変換されるときに破裂する現象が多く見られた．脂質組成やその他の溶液
組成を広範囲に検討した．また，当該均一リポソームは，浸透圧刺激によって収縮させ，その内
部にある分子を濃縮することができる．この現象を利用して，当初計画していなかった，リポソ
ーム内における DNA ゲルの形成制御を行った．DNA ゲルを形成する DNA ナノスターをリポソ
ーム内に封入し，浸透圧で収縮させるとそれらが濃縮され，人工的に細胞核を模擬した凝集体を
形成させた． 
 
③リポソーム内 miRNA 増幅法の開発 
 リポソームの膜融合を利用して，膜に内封された核酸(mRNA, miRNA など)をリポソームリア
クター内に取り込み，増幅反応により検出する系の構築を行った．界面通過法により作製したリ
ポソーム内に，酵素とオリゴを組み合わせた指数等温増幅反応系 (Exponential isothermal 
amplification)を封入させ，蛍光により核酸の増幅を確認した．また，膜融合を効率的に行うため



のマイクロ電極を開発し，それによりターゲット核酸の検出を効率的に行うための系の構築を
目指した． 
 
４．研究成果 
① 均一リポソーム生成法の開発 
 オイル相として，粘度が比較的低いスクアレン
を用い，それに 20%程度のイソプロパノールを加
えることで，PDMS 流路内でオイルが濡れ広がら
ずに安定した界面を形成できること，また，外液
相に界面活性剤および PVA を加えることで，100%
に近い界面通過率が得られることを見出した（図
1）．この方法は送液量の微調整が不要で，再現性
が高く，多くの実験条件をこなせる系であること
が確かめられた．α-hemolysin のナノポア形成アッ
セイにより，逆濡れ後に脂質二重膜が形成される
ことも確認した． 
 
② 均一径リポソームのバイオリアクター利用 
 PUREsystem を含む均一 W/O/W 液滴から均一
GUV を形成させ，その内部で緑色蛍光タンパク質
(GFP)の合成反応が進行する条件を確立した．特
に，脂質の種類と濃度の選択が重要であった．外
液相の組成も吟味し，GUV 内において，試験管内
反応の 50%程度の合成効率が得られることが分か
った．同様に，膜タンパク質を用いたバイオセンサ
ー応用に向けて，α-hemolysin の in situ 合成と再構
成を試した．外液相で α-hemolysin のペプチド合成
を行った場合にはナノポア形成による内封マーカ
ー分子の漏出が明確に見られた．内液相でペプチド合成を行った場合には，ナノポア形成活性が
低かったが，組成条件を入念に検討することで，マイクロ流路で形成させた均一 GUV への膜タ
ンパク質再構成への道筋を拓くことができた． 
 さらに，流路で作製した GUV 内部に DNA ナノスターを封入し，液液相分離により均一な DNA
凝集体を形成させることにも成功した．これは，細胞が持つ最大かつ最重要なオルガネラである
核を人工的につくる目的に応用できる． 
 

 

図 2 (a, b) 均一 GUV 内の GFP 合成の顕微鏡画像．(c) GUV 内 GFP 合成の時間変化． 

 

③リポソーム内 miRNA 増幅法の開発 
 等温の EXPAR(Exponential Amplification Reaction)反応を用い，顕微鏡およびフローサイトメト
リーで蛍光検出する方法を確立した．カスタムのマイクロ電極を用い，小胞の膜融合を効率化さ
せることで，検出感度の向上を目指す系を構築した．また，派生テーマとして，振動誘起流れを
用いて微小な流れ場をつくり，極微量サンプル中の miRNA を免疫凝集法で検出する技術を確立
した．以上のように，申請当初に提案した内容を達成するだけでなく，複数の派生テーマが進行
し，バイオマーカ検出のレパートリーを増やすことに成功した． 
 
 

図 1 (a) マイクロ流路内均一 W/O/W 液
滴形成とGUVへの変換プロセスの模式
図．(b) 実際の流路を動作させている際
の顕微鏡画像． 
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