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研究成果の概要（和文）：従来の人工細胞研究において「膜」はバリア性のみの脂質二重膜小胞（リポソーム）が多く
用いられてきた。これに対して本研究では、さまざまな機能を担う膜タンパク質をリポソーム膜に組み込んだ「均一で
細胞サイズのプロテオリポソームアレイ」を実現することを目的とした。申請者の先行研究成果（若手B　平成23～24
年度）を基盤として、膜タンパク質が再構成された細胞サイズの均一直径プロテオリポソームアレイ形成技術を提案し
、また再構成された膜タンパク質の基質結合・輸送機能の活性評価を行った。今後、本成果を展開し、外部刺激に対し
て連続的に応答するモデル生体膜の作成へと発展させていきたい。

研究成果の概要（英文）：In former works, liposome, formed with a lipid bilayer, has been applied for the 
membrane of cell models; the membrane passively diffuses membrane-soluble molecules or water but unable 
to respond to the external stimuli. In this study, we therefore developed an array of functional 
proteoliposomes with a controlled cellular size. Our previously developed method, the precise 
micropatterning of lipids on a substrate, was further adjusted for the proteoliposome formation. The 
functions of membrane proteins were examined on the proteoliposome array obtained. As the next step, we 
plan to implement stimuli-responsive behavior into the proteoliposome array.

研究分野：脂質膜、材料・表面化学、微細加工技術
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１．研究開始当初の背景 
脂質分子は、親水・疎水性（両親媒性）を
持つ棒状の分子であり、水溶液中では疎水性
相互作用によって疎水性部分が自己組織的
に集合した膜上の構造をとる。この脂質二重
膜は、細胞や細胞内小器官を覆い、形作る構
成要素として不可欠である。 
ジャイアントリポソームは、脂質二重膜の
形状の一つで、直径が数～数百マイクロメー
トルのカプセル状の小胞である。構成分子と
構造・サイズが細胞膜に類似しており、モデ
ル生体膜として生体模倣化学や生体膜物理、
合成生物学分野で研究が行われている。 
ジャイアントリポソームを形成する従来
法として水和法とエレクトロフォーメーシ
ョン法がある。水和法は、クロロホルムのよ
うな揮発性溶媒に溶かした脂質をガラス基
板上で乾燥させ、水を加える（水和する）こ
とでリポソームを形成する。エレクトロフォ
ーメーション法は、水和時に低周波交流電圧
を加えることでリポソーム形成を促進する
方法である。両者とも簡便だが、リポソーム
の形状やサイズ、膜の単層・多層構造を制御
できないといった点が、モデル生体膜の研究
において課題となっている。これに対し、近
年、遠沈法と呼ばれる手法が提案されている。
遠沈法は、脂質を溶かした油中水滴エマルジ
ョン（不揮発性溶媒中に微小水滴を分散）を
水溶液の上に静かにのせ、水滴が密度差によ
って油中から水中に沈殿・移行してリポソー
ムとなる方法である。しかし、油相から水相
への移行時に脂質膜内部に溶媒が残存する
点が課題として挙げられている。そこで研究
代表者は、パターニング技術にもとづくリポ
ソーム形成法を提案した（研究代表者の若手
研究 B 成果）。基板の微細加工とエレクトロ
スプレー法による脂質塗布を組み合わせ、脂
質を正確に微細パターニングすることに成
功した。この乾燥状態の脂質を水和するだけ
で均一直径のアレイ化されたリポソームを
得ることができる。残存溶媒の問題もなく、
変動係数 10%以下のリポソームを配列化で
きる技術はこれまで例がなく、高い注目・評
価を得た。 
近年、人工細胞研究におけるモデル生体膜
には膜内外を隔てるバリア性（脂質膜）に加
え、細胞が本来持っている分裂能や物質・エ
ネルギー・情報などを選択的に交換できる機
能（膜タンパク質）が求められるようになっ
てきている。しかし、細胞サイズのリポソー
ムに対する膜タンパク質の再構成手法は確
立していないため、こうした機能を備えた研
究報告例は少ない。そこで本研究では、膜タ
ンパク質をリポソーム膜に組み込んだプロ
テオリポソームアレイの形成手法について
研究を行った。 

 
２．研究の目的 
本研究では、モデル生体膜として利用され
る脂質二重膜小胞（リポソーム）に対して、

膜タンパク質が再構成された「均一で細胞サ
イズのプロテオリポソームアレイ」を実現す
ることを目的とした（図 1）。 

 
３．研究の方法 
研究代表者の先行研究成果から、脂質と膜
タンパク質を基板上に正確にパターニング
できれば、その脂質・膜タンパク質パターン
を水和することで形状・サイズの整った細胞
大のプロテオリポソームが形成できると推
察された。そこで本研究では、まず上記の推
察にもとづき膜タンパク質を組み込んだリ
ポソームの形成技術について研究を行った。
次に、作成したプロテオリポソームにおいて、
膜タンパク質の活性評価を行うことで検討
手法に対する評価を行った。 

 
(1) 複合材料基板の作製 

ITO（酸化インジウムスズ；透明電極）ガ
ラス上に poly(chloro-p-xylylene)高分子フィ
ルムを化学気相蒸着（CVD）法によって厚さ
1 μm 積層した。次に一般的フォトリソグラ
フィプロセスを用いて、高分子フィルムに直
径 10 μm のマイクロ孔をアレイ状に形成し
た。 

 
(2) ベシクル水溶液のエレクトロスプレー 
プロテオリポソームアレイを作成するた
め、膜タンパク質が再構成されたプロテオベ
シクル（直径 100 nm程度）の分散水溶液の
エレクトロスプレーを行った（図 2）。ガラス
キャピラリーを先端にもつシリンジにベシ
クル溶液を封入し、このキャピラリーと複合
基板との間に直流高電圧を印加することで
キャピラリー先端からプロテオベシクルを

 
図1 本研究で目的とする均一で細胞サイズのプロテオ

リポソームアレイ概略図。 

 

 
図 2 エレクトロスプレー法。基板の絶縁性マスク（高

分子フィルム）がない導電性部分にのみ物質を塗布でき

る。 



スプレーする。スプレーされたベシクルは基
板の導電性部分である ITO が露出した表面
にのみ堆積し、高分子フィルムによりマスク
された部分は回避される。膜タンパク質とし
て、ATP依存的に基質（水素イオン）を輸送
する FoF1を用いた。FoF1は、東京大学野地
教授・飯野講師（現自然科学研究機構教授）
より提供を受けた。 

 
(3) プロテオリポソーム形成 
プロテオリポソーム形成は、エレクトロス
プレーによりパターニングされたベシクル
を、静置水和することによって行った。プロ
テオリポソーム形成の様子や膜タンパク質
の活性評価などは倒立型共焦点顕微鏡によ
り行った。 

 
４．研究成果 
(1) ベシクル水溶液のスプレー条件 
先行研究においては、スプレー時の溶媒と
して有機溶媒（クロロホルム等）を使用して
いた。クロロホルムは脂質の溶解に適すると
ともに、エレクトロスプレーにおいて必須と
なるキャピラリー先端での電解集中が起こ
りやすい。しかしながら、これら有機溶媒は
タンパク質を変性・失活させるため本研究で
は使用できない。また、膜タンパク質自体は
水に不溶であることも問題であった。そこで、
膜タンパク質が再構成されたプロテオベシ
クルを電解質水溶液に分散し、スプレーする
手法を検討した（図 3）。電解質水溶液は有機
溶媒と異なり電解集中が起こりにくく、霧状
のスプレーが得られにくい。スプレー条件と
して、印加電圧、脂質濃度やスプレー速度な

どの条件の絞り込みを行った。印加電圧は有
機溶媒時に比べ高い 1.5 kV/cm以上、スプレ
ー速度は逆に遅く、0.1 μL/min以下である必
要があった（表 1）。 

 
(2) pH応答性リポソーム 
前述の通り、FoF1は ATP の存在下で水素
イオンを能動輸送する。作成したプロテオリ
ポソームアレイの機能を評価するため、リポ
ソーム内部での pH低下を評価する実験系の
構築を行った。 

pH 蛍光指示薬として、多糖類（デキスト
ラ ン ） を 骨 格 構 造 に 持 つ pHrodoTM 
(Molecular Probe社)を用いた。この pH指示
薬をリポソーム形成時の水溶液に加えるこ
とで、リポソーム内部に指示薬を担持させた。
リポソーム膜上にナノ孔を形成する
α-hemolysin 膜タンパク質を再構成すること
で、外部の pH低下に伴い水素イオンがリポ
ソーム内部へ拡散し、pH 指示薬によって蛍
光輝度が上昇することを確認できた（図 4）。
ここで、pH 指示薬は高分子量であるためリ
ポソーム外部へは漏出しない。 

 
(3) FoF1再構成リポソームの形成と評価 
エレクトロスプレーによって複合基板上
にパターニングされた FoF1 プロテオベシク
ルは、水和によって均一直径のリポソームを
形成することが分かった。ただし、水溶液を
用いたエレクトロスプレーはパターニング
精度が低く、径の均一性や再現性については
有機溶媒を使用した場合に比べ改善の余地
があることが分かった。 
次に、膜上に FoF1が存在することを確認す
るため、F1 の β サブユニットに組み込んだ
biotin標識を蛍光 streptavidinによって同定
した。図 5に示すようにリポソーム膜表面の
みでこの標識化が起こっていることから、リ

 

図 3 ベシクル水溶液のエレクトロスプレー条件検討項

目。印加電圧と溶液の濃度、スプレー速度の条件がベシ

クルパターニングの成否に影響した。 

 

表 1 エレクトロスプレーの最適条件 

 

 

図 4 pH 応答性リポソームの形成。リポソーム外部溶液

のpH低下とともにリポソーム内部の蛍光輝度が上昇して

いる。 



ポソーム表面に FoF1 が存在していると考え
られた。 
更に、リポソーム膜上の FoF1の機能（活性）
を確認するため、プロテオリポソーム外部に
ATPを添加し、リポソーム内部の pH蛍光指
示薬の反応を観察した。その結果、FoF1プロ
テオリポソームに対して ATP を加えた場合
にのみ蛍光強度の明確な上昇が得られるこ
とが分かった（図 6）。このことから、本研究
における提案手法によって、均一・細胞サイ
ズで、膜タンパク質の機能を一定程度保持し
たプロテオリポソームを形成できることが
明らかとなった。 
本法を応用することで、これまで難しかっ
た細胞サイズのプロテオリポソームアレイ
の形成と経時的な機能評価ができるように
なると期待される。今後、本成果を展開し、
外部刺激に対して応答するモデル生体膜の
構築へと発展させていきたい。 
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図 5 リポソーム膜上に FoF1が局在していることを蛍光

標識により確認した。(a,b) FoF1ベシクルをスプレーした

場合にのみ、蛍光 streptavidin により膜が標識出来てい

る。(c)標識の模式図。(d) FoF1ベシクルと FoF1を含まな

いリポソームの蛍光輝度の差。 

 

図6 ATP依存的にFoF1再構成リポソームが水素イオンを

輸送していることが確認できた。(A) FoF1再構成リポソー

ムに対して、PBS を加えた場合(a2)と、ATP を加えた場合

(a3)。(B) FoF1を含まないリポソームに対して ATP を加え

た場合。(C)蛍光輝度の比較。図中のスケールバーは 10 

μm。 
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