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研究成果の概要（和文）：　本研究では、細胞の分裂現象の重要性に着目し、生体系とは異なる原理を用いて出芽と分
裂を自在に制御できる人工細胞のde novoデザインについて研究を行った。その結果、蛍光性の親水性有機分子や非二
分子膜構造を形成できる人工脂質を化学シグナルに用いると、脂質二分子膜ベシクルの分裂を誘起できることを見出し
た。また、両親媒性分子を界面に配置したマイクロ液滴からなる人工細胞は、加水分解反応により両親媒性分子へ変換
される脂質分子を共存させることで、等分裂あるいは不等分裂を選択的に誘導できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：   Cell division is one of the most important phenomena in biological system. In t
his work, we investigated on de novo design of artificial cells which perform budding and fission through 
the mechanism different from the biological cell division. Synthetic cell divisions of lipid bilayer vesic
les were induced by chemical signals such as a fluorescent hydrophilic organic molecule or a nonbilayer-fo
rming synthetic lipid. Equal and unequal divisions were controllable for the artificial cells formed with 
liquid micro particles having amphiphiles on the surface in the presence of hydrolytically active lipid mo
lecules. 
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１．研究開始当初の背景 
生体膜の分裂や融合は、生物が生命機能を
発現する上で重要かつ不可欠な現象である。
何故なら、これら膜の動的形態変化は、細胞
にとっては受精や分化などの生命現象に直接
関っており、また細胞内小器官の間で起こる
膜小胞による物質輸送や情報伝達、いわゆる
メンブレントラフィックを達成するための基
本的化学プロセスでもあるからである。この
ような膜の分裂や融合は、生命機能の理解に
とどまらず、工学的利用の観点からも極めて
意義深い。例えば、膜融合に関しては、人工
的な膜融合系がこれまでに多数開発されてき
ており、医療分野を初めとして様々な科学技
術分野での応用が検討されている。これに対
して、人工膜の系で出芽を伴う分裂現象を観
測した例は、世界的に見てもこれまで多くな
く、一本鎖型の界面活性剤を共存させたリン
脂質ベシクル系の例などがいくつか知られて
いるに過ぎない。 
最近我々は、ある化学シグナルの分子認識
にもとづいて人工細胞膜が出芽ならびに分裂
を起こすという極めて興味深い系を偶然に見
出した（Z. Wang, K. Yasuhara, H. Ito, M. Mukai, 
J. Kikuchi, Chem. Lett., Vol. 39, No. 1, 2010, pp. 
54-55.）。本研究は、この発見を契機に立案し
たもので、精密な分子認識にもとづいて膜の
分裂現象を人為的に制御可能な人工細胞系を
創出することを目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞の分裂現象の重要性に着
目し、生体系とは異なる原理をもちいて、出
芽と分裂を自在に制御できる人工細胞のde 
novo デザインについて研究を行った。すなわ
ち、人工細胞膜を形成する脂質との精密分子
認識が可能な化学シグナルを用いることで、
膜の出芽と分裂を超分子化学的手法によって
制御できる系の創出を目指した。 
具体的には、まず、(1)人工細胞膜系におい
て、出芽・分裂を起こすための物理化学的因
子を探索する。それにもとづいて、(2)出芽・
分裂を起こす人工細胞膜のde novo デザイン
の指針を提示するとともに、その検証を行う。
さらに、(3)人工細胞膜の融合や分裂などの動
的挙動を制御することによって、高次の物質
輸送や情報伝達が可能な人工メンブレントラ
フィックシステムの開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 人工細胞膜が出芽・分裂を起こすための物
理化学的因子を探索するために、グリセロリ
ン脂質の一つであるジミリストイルホスフ
ァチジルコリンから形成される脂質二分子
膜ベシクルを用いた。化学シグナルには、蛍
光性のアニオン性分子であるピラニンを選
択したが、この分子は脂質二分子膜ベシクル
の分裂を誘起できることを我々は既に見出
している。この化学シグナルとの静電相互作
用が可能なカチオン性の人工脂質を合成し、

これを脂質二分子膜に組み込んだ。 
この化学シグナル存在下の膜の動的挙動
を、膜表面での化学シグナルの認識挙動、化
学シグナルの結合によって誘起される膜の
相分離挙動、その結果観測される出芽・分裂
挙動の３つの素過程に分けて定量的に評価
した。測定には、蛍光スペクトル法、示差走
査熱量分析法、位相差ならびに蛍光モードに
よる光学顕微鏡観察等を用いた。 
 以上の検討にもとづいて、膜分裂を起こす
人工細胞膜のde novo デザインの指針を提示
し、その検証を行った。検証実験には、膜分
裂を誘起する化学シグナルとして、タンパク
質のシトクロム cを水溶性シグナルに、非二
分子膜形成能をもつペプチド脂質を疎水性
シグナルに用いた。さらに、モデル細胞とし
て、両親媒性分子共存下に有機溶媒中で形成
される w/o 型の液滴微粒子を利用し、これに
加水分解活性をもつ脂質分子を化学シグナ
ルとして添加した際の分裂挙動についても
検討した。 
 以上の知見にもとづいて、膜の動的挙動制
御にもとづく人工メンブレントラフィック
システムの構築についても検討した。具体的
には、人工細胞膜上での分子情報の変換・増
幅システムや、細胞への遺伝子デリバリーシ
ステムを対象として、膜の動的挙動制御によ
ってもたらされる効果を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)人工細胞膜の出芽・分裂を支配する因子 
双性イオン型リン脂質とカチオン性人工
脂質を混合して作製した脂質二分子膜ベシ
クルは、蛍光性の化学シグナルであるピラニ
ンの添加によって膜分裂を起こした。この人
工細胞膜系の膜分裂を支配する物理化学的
因子を明らかにするために、膜分裂に至る素
過程を３つに分けて詳細に評価した。 
第一の過程は、化学シグナルの膜表面との
相互作用である。ここで用いた化学シグナル
は蛍光性であり、一方、脂質膜は無蛍光性の
ため、両者の相互作用は蛍光スペクトル法な
らびに蛍光顕微鏡観察によって容易に評価
できる。その結果、化学シグナルは主に静電
相互作用によって膜表面に結合すること、化
学シグナルとカチオン性人工脂質の複合体
の化学量論は 1:4 であること、化学シグナル
の膜への結合は水相のイオン強度を調整す
ることで制御できることがわかった。 
 第二の過程は、膜表面への化学シグナルの
結合によって誘起される膜の相分離である。
化学シグナル不在下では、2 種類の脂質はほ
ぼ均一な混合状態にあるが、化学シグナルの
膜表面への結合は、脂質の相分離を誘起する
ことが、蛍光顕微鏡観察と示差走査熱量分析
から明らかになった。この相分離挙動は、膜
の相状態に敏感であり、イオン強度と温度の
二つに因子によって制御可能であることも
わかった。 
 第三の過程は、脂質の相分離によって引き



起こされる膜の出芽と引きつづく分裂であ
る。蛍光顕微鏡観察の結果、膜の出芽は化学
シグナルが結合したカチオン性脂質リッチ
なドメインから起こることが明らかになっ
た。これは、カチオン性脂質の頭部が化学シ
グナルとのイオン対形成をすることによっ
て脱水和が促進され、脂質の膜内での充填形
態がシリンダー型から脂質頭部が小さいコ
ーン型に変化することでおこる膜表面での
摂動が、出芽構造の安定化に寄与している可
能性を示唆するものである。また、この出芽
は膜のゲル－液晶相転移温度付近で有効に
起こることから、膜の流動性、すなわち脂質
膜層のミクロ粘度が出芽現象の支配因子の
一つであることもわかった。また、脂質膜の
相分離が出芽挙動を誘導することから、水相
のイオン強度も出芽挙動の支配因子となる。
さらに、膜の出芽から分裂に至る過程は、膜
の揺らぎを反映してある確率でしか起こら
ないが、膜分裂も出芽と同様に、膜流動性の
高いゲル－液晶相転移温度付近で有効に起
こることがわかった。 
 
(2)人工細胞分裂システムの設計指針とその
検証 
 上述の膜分裂システムについての詳細な
検討にもとづいて、出芽・分裂を起こす人工
細胞をデザインするための指針を、以下のよ
うに提示することができる。 
 脂質二分子膜ベシクルから構成される人
工細胞を分裂させるには、膜の一部がくびれ
た出芽構造を安定に形成させることが必要
である。そのためには、二分子膜構造を形成
している脂質分子の膜内での充填形態に摂
動を与え、シリンダー型からコーン型への変
換が可能な分子間相互作用を導入すればよ
い。上述の系では、この相互作用は化学シグ
ナルと脂質頭部との静電的多点相互作用で
あった。しかし、この分子間相互作用は、他
の様々な相互作用に置き換えることができ
よう。また、出芽構造を安定化させるには、
膜内で脂質の充填形態の異なるドメインを
形成させる方が有利であろう。 
 以上のことから、二種類以上の混合脂質で
脂質二分子膜ベシクルを形成し、この膜内の
脂質の充填形態に摂動を与えて相分離を誘
起する分子間相互作用を導入すれば、膜分裂
現象を引き起こすことが可能であろう。また、
その際には、膜の相状態が大きく影響するこ
とから、温度やミクロ粘度が重要な制御因子
となる。このような設計指針にそって、つぎ
に示す膜の動的挙動制御系を構築した。 
 生体系において電子移動に関与するシト
クロム cは、ポリカチオン性のタンパク質で
ある。これを化学シグナルに用いて、アニオ
ン性リン脂質であるホスファチジルグリセ
ロールを含むジミリストイルホスファチジ
ルコリンの脂質二分子膜ベシクルに相互作
用させた。その結果、膜表面との強い静電相
互作用を示すドメインスワップしたシトク

ロム cのオリゴマーにおいて、膜の形態変化
が誘起された。 
 頭部に４つの水酸基をもつキナ酸残基を
導入したペプチド脂質は、脂質頭部位間の水
素結合効果によってコーン型の充填形態を
とるため、単独では非二分子膜構造を形成す
る。このペプチド脂質を化学シグナルとして
用い、ジミリストイルホスファチジルコリン
の脂質二分子膜ベシクルに組み込むと、膜の
相転移温度領域で相分離に誘起される膜の
出芽と分裂が観測された。 
 モデル細胞として、両親媒性分子共存下に
有機溶媒中で形成されるw/o型の液滴微粒子
を用いた。これに、加水分解活性をもつ脂質
分子として長鎖の p-ニトロフェニルエステ
ルを化学シグナルとして添加した際の分裂
挙動についても検討した。この系では、化学
シグナルの加水分解に伴い分裂挙動が観測
されたが、温度や粘度を調整することで、等
分裂と不等分裂の制御が可能になった。 
 
(3)人工メンブレントラフィックシステム 
 脂質二分子膜ベシクルに人工受容体と酵
素を集積させて、受容体と酵素間のメディエ
ーターに金属イオンを用いると、酵素による
化学シグナルの変換・増幅を受容体のシグナ
ル認識によって制御する人工シグナル伝達
系が構築できることを、我々は既に明らかに
している。ここでは、この系にさらに膜融合
プロセスを組み合わせることで、膜融合によ
ってシグナル伝達をスイッチングできる超
分子システムを構築した。 
 細胞への遺伝子デリバリーは、遺伝子治療
や再生医療のための基盤技術として重要で
ある。これまで遺伝子キャリアーにはウイル
スがよく用いられてきたが、安全性の高い非
ウイルス型キャリアーの一つとしてカチオ
ン性の脂質二分子膜ベシクルが有望視され
ている。しかし、従来型の脂質二分子膜ベシ
クルでは遺伝子とのリポプレックス形成時
に膜融合がおこり、高い遺伝子導入効率が得
られないという問題があった。本研究では、
膜融合に対して高い耐性をもち、かつ細胞毒
性も低いセラソームを用いることで、遺伝子
導入が一般に難しいといわれている神経細
胞への遺伝子導入が有効に起こることを明
らかにした。 
 本研究で明らかになった膜分裂系と膜融
合系を組み合わせることで、人工細胞分子情
報を伝搬できる人工メンブレントラフィッ
クシステムの構築も可能である。 
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