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研究成果の概要（和文）：細胞サイズの巨大リポソームに特定の分子を認識することで、エクソサイトーシス様
の機構によって分泌されるシステムを構築するために、巨大リポソーム膜にCaチャネル(Orai-1)を組込むことを
試みた。Orai-1の恒常的な活性化変異体を大腸菌にGST結合分子として発現させ、単離・精製に成功した。しか
しながら、リポソームの組成、巨大リポソームの調製法を種々試みたが、十分量のOrai-1を組みこむには至らな
かった。

研究成果の概要（英文）： In this study, we tried to develop the exocytosis-like secretion system 
that secretes intra-vesicular content in response to the recognition of specific molecule. To 
construct such a system, we tried to introduce Ca channel Orai-1 into a cell-sized giant liposome.
Orai-1 was expressed in E.coli and we succeeded in isolation and purification of Orai-1. We tried 
various ways to reconstitute the channel into the liposome, such as changing phospholipids that form
 liposomes and changing the preparetion methods of giant liposmes. However, we could not 
reconstitute enough channels into liposomes.     
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１．研究開始当初の背景 
 我々はこれまで、エクソサイトーシスに

よる分泌を行う典型的な分泌細胞であるマ

スト細胞の分泌機構について研究をおこな

ってきた。その過程で、リポソームを用いた

人工膜系によるエクソサイトーシスの研究

を並行して行った (Sakiyama and Hirashima, 

Inflamm. Res. 58, (2009); Tadokoro and 

Hirashima, Cell. Immunol., 261 (2010); Nagai 

and Hirashima, BBA Biomembranes 1808 (2011))。

さらに、より実際の系に近づけるために、直

径10 μm以上の細胞サイズの巨大リポソーム

内に、分泌小胞を模した小リポソームを含有さ

せた人工分泌細胞の構築を行い、Ca イオノフォ

ア刺激による Ca イオン流入によってエクソサイ

トーシス様の分泌を誘導することに成功した（図

１、Sasai and Hirashima, Artificial exocytotic 

system that secretes intravesicular contents upon 

Ca2+ influx; Langmuir 26, 14788-14792 (2010)）。 

 

しかしながらこの系は、Caイオノフォアに

よって巨大リポソーム内の Ca イオン濃度を

強制的に上げることによって分泌を引き起

こすものであって、外界の刺激を認識して分

泌する系ではない。この系をドラッグデリバ

リーシステムへと展開するには、標的分子を

認識して初めて分泌する系の構築を行なわ

なければならない。 

これまでに、標的を認識することが刺激と

なり、分泌がトリガーされる人工細胞系は国

内外でも報告されていない。 

２．研究の目的 

 本研究は、申請者らがこれまでに開発した、

細胞サイズの巨大リポソームを用いた人工分

泌系に、分子認識能を付与し、標的特異的に分

泌する系を開発する。そしてこれを標的特異

的に薬物を分泌する DDSへと展開する。 

本研究により、全く新しいタイプの DDS

が開発されるとともに、これによって、さら

に、経口投与できない薬物を予めこの標的特

異的分泌系で体内に導入しておくことによ

って、必要なタイミングで、経口投与により目的

薬物の血中濃度をあげることのできる間接経口

投与法の開発への展開が期待される（図２）。

本研究は機能を有した人工細胞としてだけ

でなく、DDSや間接経口投与という新しい投

与法の開発にもつながり、薬学的応用として

も大きな意義をもつ。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 標的特異的人工分泌系を用いた間接
経口投与 

 
 
３．研究の方法 
 標的を特異的に認識して、分泌を行う細胞

サイズの人工分泌系を開発する。 

分泌小胞を模した 
小リポソーム 

細胞膜を模した 
巨大リポソーム 

Ｃａ流入によるエクソ 
サイトーシス様分泌 

図１ 人工エクソサイトーシス系 
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申請者らはすでに、リポソームベースの細胞

サイズの人工分泌系の開発に成功しており、

Caイオノフォアで、巨大リポソーム内の Ca

イオン濃度を上げることで分泌を誘導する

系を開発した。本研究ではこの系に分子認識

能とその情報を分泌とカップルさせる機構を導

入する。そのために、抗体を用いた分子認識機

構と Ca チャネルを形成するサブユニットのモノ

マーを結合させ、分子認識によりCaチャネルが

形成され、巨大リポソーム内の Ca イオン濃度

が上昇するようにする。まずは、プロトタイプ

としてアビジン-ビオチン系を用い、次に抗体

の Fab フラグメントを用いる系を構築する。

実際に、がん細胞を認識し抗がん剤を分泌す

る系を構築し、培養がん細胞を用いて評価す

る。また、経口摂取可能な抗原により、血中

のインスリン濃度を上昇させるインスリン

の間接経口投与系を構築し、マウスの個体を

用いて評価を行う。 
 
４．研究成果 
 

（１）カルシウムチャネルの精製①カルシウム

チャネル Orai-1 の発現と単離・精製 

 

 リポソームに組込むCaチャネルとしては、

次の観点から、Orai-1 を選択した。 

・高発現が期待でき、分子量が小さいこと 

・単離精製が容易なこと、４量体で Ca チャ

ネルを形成すること 

・constitutive active な変異体があること 

・細胞外ループ領域に Lys 残基があり、Fab

フラグメントとのconjugationが可能である

こと 

・我々が長年研究してきた分泌細胞であるマ

スト細胞に発現し、開口放出を担っているこ

と 

マスト細胞株である RBL-2H3 細胞から

RT-PCR により Orai-1 の cDNA および

constitutive active mutation (G98D)の cDNA

を得た。これらを、GST あるいは His タグつ

きのタンパク質として大腸菌(BL21(DE3))に

発現させるために、発現ベクターｐGEX およ

び pET28a プラスミドに組み込んだ。 

種々の発現条件の検討の結果、His タグでは

十分な発現が見られなかったが、GST タグを

結合させた Orai-1 の発現と単離精製に成功

した（図３）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ GST-Orai-1 の発現 
     単離精製した GST-Orai のウエスタンブロット
（左：抗 GST抗体、右：抗 Orai-1 抗体） 

 

（２）Orai-1 のリポソームへの組込み 

 細胞サイズのリポソームは、W/O エマルシ

ョン法により行ない、DOPC:DOPS=4:1 の組成

で、直径約 10 μｍの細胞サイズの巨大リポ

ソームを調製した（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ 細胞サイズの巨大リポソーム 
       エマルション法により作成した巨大リポ 

ソーム 
ローダミン標識 PE でリポソームをラベル 
した（bar：10m） 

 

単離精製した Orai-1 を巨大リポソームイン

キュベーションすることにより、Orai-1 のリ

ポソームへの組込みを行なっい、抗 Orai-1

抗体による免疫染色を行なったが、リポソー

ム膜の染色は観察されなかった。 

また、リポソームへの組込み効率を上げるた
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めに、正電荷をもつリン脂質である DOTAP を

用いて巨大リポソームを調製したが、組込み

効率の向上は認められなかった。 

 そこで、W/O エマルション法を見直し、W/O

エマルション法で巨大リポソームを調製す

る際に、予め Orai-1 を油層でリン脂質と混

合してリポソームを調製（図５）したが、巨

大リポソームは調製できたが、Orai-1 の組込

みは観察されなかった。 

また、W/O エマルション法で巨大リポソーム

を調製する際に、水層界面のリン脂質層に

Orai-1 を置いてリポソームを調製（図５）し

たが、巨大リポソームそのものが形成されな

かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図
  図５ 細胞サイズの巨大リポソーム 
     エマルション法により巨大リポを調製する際、 
    Orai-1 を油層（クリーム色の領域）、あるいは
水層界面のリン脂質層におき、遠心する。 
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