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研究成果の概要（和文）：本研究では、真核細胞の細胞膜のリン脂質組成非対称膜リポソーム膜上でのペプチド
や膜タンパク質等の生体分子の相互作用観察を通して、リン脂質非対称膜の重要性の検討を目的とした。本研究
課題では、大きく分け３つの成果を挙げた。１つ目は、あるリン脂質非対称膜組成であると、膜タンパク質の再
構成量が増大した。２つ目は、１つのデバイスで逐次的に様々なリン脂質を持った非対称膜リポソームが作製可
能なデバイスを構築した。３つ目は、リポソームの経時観察時は、ブラウン運動を抑制するためにリポソームを
固定化する必要があり、静水圧で細胞やリポソームを所望の形状・順番で固定化するデバイスを開発した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I investigated interactions between asymmetric lipid 
membranes and biological molecules (peptides or membrane proteins). The asymmetric lipid vesicles 
were generated from a planar lipid bilayer by applying the pulsed jet flow. I achieved three items. 
Frist, I found that the reconstruction amounts of the membrane proteins into the lipid membranes 
changed by the lipid compositions, Second, I developed a device for sequentially generating various 
types of asymmetric lipid vesicles. Third, I developed a well-controlled cell or liposome-trapping 
device.

研究分野： 生体関連化学、生物物理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
真核細胞の細胞膜は、内膜と外膜のリン脂

質組成が異なっている(リン脂質非対称膜)。
例えば、動物細胞の形質膜の場合、外膜には
ホスファチジルコリン、スフィンゴミエリン
が多く存在し、内膜にはホスファチジルセリ
ンやホスファチジルエタノールアミンが多
く存在している。細胞サイズの球状人工細胞
膜のリポソームは容易に作製可能である。し
たがって、光学顕微鏡でこの大きさのリポソ
ームは観察可能であるため、リン脂質の生物
物理的な特性や膜タンパク質の機能解析研
究等にリポソームは用いられてきた。リポソ
ームの古典的な作製法の１つの静置水和法
は以下の方法である。クロロホルムに溶解し
たリン脂質をアルゴンガス気流下で乾燥さ
せ、リン脂質フィルムを形成させる。そして、
このリン脂質フィルムに緩衝溶液を添加し、
自己組織的にリポソームが形成される方法
である。この方法は、リポソームを大量に作
製可能であるが、多重膜リポソームや凝集物
が多数観察される。リポソームのサイズも不
均一である。また、リン脂質フィルム形成時
にリン脂質を混和するため、静置水和法では
原理上真核細胞のようなリン脂質非対称膜
の形成は不可能である。 
近年、マイクロ流体デバイスを用いたリポ

ソーム作製法が国内外で開発され、均一サイ
ズで単層膜のリポソームが作製可能になっ
た。また、リン脂質非対称膜をもつリポソー
ムの作製にも成功している。しかし、多くの
マイクロ流体デバイスを用いたリポソーム
作製法では、不安定なリポソームが多く形成
される問題点がある。そこで、私は安定的な
リン脂質非対称膜リポソームの形成可能な
システムの開発に成功した。このリン脂質非
対称膜リポソームは下記の手順で作製され
る。異なるリン脂質で構成される液滴を接触
させるとその接触界面に平面リン脂質非対
称膜が形成される。そして、この平面膜にジ

ェット水流を印加すると、リン脂質のマイク
ロチューブが形成され、最終的にはリポソー
ムか形成される(図１)。このリン脂質非対称
膜リポソームにより、リン脂質の分子運動
（フリップ-フロップ）の観察に成功している。 
 
２．研究の目的 

真核細胞の細胞膜はリン脂質非対称膜を
形成している。しかし、細胞膜のリン脂質非
対称膜組成の生物的な意義は明確には理解
されていない。そこで、本研究では、無細胞
タンパク質発現系により膜タンパク質(コネ
キシン)を発現させ、様々なリン脂質非対称膜
リポソームへの再構成挙動を観察した。そし
て、コネキシンの機能観察も行い、リン脂質
非対称膜の意義について考察をした。また、
様々な組成のリン脂質非対称膜リポソーム
が作成可能なデバイスを開発した。さらに、
細胞やリポソームをデバイス上に任意の順
番や形状で固定化可能なデバイスの開発に
も成功した。 
 
３．研究の方法 
３．１．様々なリン脂質非対称膜リポソーム
への膜タンパク質の再構成 
様々なリン脂質非対称膜リポソームを作

製し、EGFP を C 末端に付加したコネキシン
を無細胞タンパク質発現系で発現させ、リポ
ソーム膜への取込みを観察した。取込み量は、
リポソーム膜上の EGFP の蛍光輝度により判
断した。また、コネキシンは 6量体を形成し、
ポアを形成することが知られている。そこで、
リポソームに再構成されたコネキシンがポ
アを形成しているかを、リポソームに蛍光色
素を封入し蛍光色素の漏れを経時的に顕微
鏡観察を行った。 
 
３．２．様々なリン脂質非対称膜リポソーム
作製デバイス 
 現在のリン脂質非対称膜リポソーム作製
デバイスでは、１つのデバイスで１種類のリ
ン脂質非対称膜リポソームしか作製できな
い。したがって、リン脂質非対称膜組成を振
る条件検討を行う際、非常に効率が悪い。そ
こで、１つのデバイスで複数種のリン脂質非
対称膜リポソームを作製できるデバイスを
開発した。このデバイス機構として、リン脂
質単分子膜を形成させたウェルを張り合わ
せることにより、平面リン脂質２重膜を形成
させて、ジェット水流を印加しリポソームを
形成させる。形成後、別のウェルを張り合わ
せることにより、新しい平面リン脂質２重膜
を形成し、リポソームを形成させる。 
 
３．３．細胞やリポソームの固定化デバイス
の開発 
細胞は隣合った細胞とコミュニケーション
をして生体機能を発現している。したがって、
細胞間相互作用の詳細を観察するためには、
細胞の順番や形状の制御が重要になってく

図 1.マイクロデバイスによるリン脂質非対

称リポソーム作製 



る。そこで、順番や形状を制御して細胞を固
定化可能なデバイスを作製した。薄い高分子
フィルムに MEMS 技術により、レール状のマ
イクロサイズの孔をあけた。そして、この高
分子フィルムの下にスリット配置した。スリ
ットを開くとレール状のマイクロ孔の上面
から下面へ水流が生じ、細胞がスリットに引
っかかり、細胞が固定化される。徐々にスリ
ットを動かし別の細胞を固定化することに
より細胞の固定化順を制御する。 
 
４．研究成果 
４．１．様々なリン脂質非対称膜リポソーム
への膜タンパク質の再構成 [雑誌論文④] 

負電荷を持つリン脂質のフォスファチジ
ルセリン(PS)と電気的中性のリン脂質のフォ
スファチジルコリン(PC)を用いてリン脂質非
対称膜リポソームを形成した。そして、リポ
ソームの外側から無細胞タンパク質発現系
にてコネキシン-EGFP を発現させ、リポソー
ム膜上の EGFP の蛍光輝度より、コネキシン
のリポソーム膜上への取り込まれやすさを
評価した。その結果、外膜に PS/PC,内膜に
PC のリン脂質非対称膜リポソームであると
コネキシンの取込みが増大することがわか
った。また、外膜の PS 濃度が 50%以上であ
るとコネキシンのリポソーム膜への取込み
が増大することもわかった。この実験だけで
は、リポソーム膜に正しいフォールディング
でコネキシンが再構成されているかは分か
らない。そこで、リポソーム内に蛍光色素を
封入し、コネキシンナノポアを介した蛍光漏
出を観察した。その結果、外膜に PS/PC,内膜
に PC の組成を持ったリン脂質非対称膜リポ
ソームが、最も蛍光漏出が観察された。 
 
４．２．様々なリン脂質非対称膜リポソーム
作製デバイス [雑誌論文②] 

１つのデバイスで複数組成のリン脂質非
対称膜リポソーム作製デバイスの作製を開
発した。デバイスの構造は、６つのウェルを
持った回転テーブルとジェット水流ノズル
が存在する１つの固定ウェルからなる。各回
転テーブルのウェルにリン脂質のDOPCをベ
ー ス と し て 、 Rhodamine-DOPE や
BODIPY-DHPE を含んだ単分子膜を作製した。
そして、回転デーブルを回転させることによ
り、平面リン脂質非対称膜をさせ、ジェット
水流を印加し、リポソームを形成させた。図
2 は、６つのウェルをもつ回転テーブルを１
回転させたときの、各ウェルで形成されたリ
ポソームの蛍光輝度を示している。例えば、
Rhodamine の蛍光を持つウェルからは、
Rhodamine の蛍光を持つリポソームが形成さ
れた。また、Rhodamine, BODIPY 両方の蛍光
を持たないウェルからは、Rhodamine と
BODIPY 両方の蛍光が観察されないリポソー
ムが作製された。この結果より、ウェルの回
転によるリン脂質の混和が起きずにリン脂
質非対称膜リポソームが形成されることが

しめされた。したがって、このデバイスは、
様々なリン脂質非対称膜リポソームをハイ
スループットに作製することに有効である。 

図2.回転デバイスによるリン脂質非対称膜リ

ポソームの逐次的作製。回転デバイスを回転

させることによりリポソームの外膜の組成を

変えることができる。1 回転で各ウェル内に

作製されたリポソームの蛍光輝度。 

 
４．３．細胞やリポソームの固定化デバイス
の開発 [雑誌論文①] 
リポソーム膜の分子運動やリポソーム内

で起る生化学反応の経時観察のため、リポソ
ームの固定化は必要である。また、細胞コミ
ュニケーション観察には、隣接する細胞の種
類や配列や形状が非常に重要になってくる。
したがって、細胞やリポソームを任意の形状
や順番で固定化可能なデバイスを作製した。
デバイスの詳細な機構は、研究の方法３．３． 
 

 
図 3.本デバイスの機構の概略図と本デバイ
スによる細胞を任意の順番で直線上に配置
と X字に配置。 

 



に記載した。任意の順番で固定化可能なデバ
イスを用いて、3 色に色分けをした細胞を任
意の順番で配列させた（図 3）。本デバイスの
機構を持たない場合と比べて、約 40 倍正し
い配列で並んだ。また、並んだ細胞に対して、
コネキシンを介した蛍光色素の輸送が観察
されたことから細胞は接触して並んでいる
ことがわかった。高分子フィルムの形状を変
えるだけで、直線上から”X”字のような 2 次
元的に細胞を配列されることにも成功して
いる。 
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