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研究成果の概要（和文）：細胞内小器官に相当するサブシステムを持つ次世代細胞類似型マイクロ化学システム（次世
代人工細胞）の構築に用いる膜モデルとして，内部に脂質膜ベシクルを持った巨大脂質膜ベシクル（オリゴベシキュラ
ーベシクル，OVV）を利用する可能性について検討をおこなった．手法の改良によって，課題であったOVV形成の確実性
を向上させることができた．またサブシステムの基盤となるOVV内部巨大ベシクルを複数形成することが可能となる条
件について有用な知見を得た．初歩的なシステムの構築と検討をおこない，これらの結果から，次世代人工細胞の構築
におけるOVV利用の可能性を示した．

研究成果の概要（英文）：A use of an oligovesicular vesicle as a novel advanced model of artificial cell me
mbrane was examined.  The reliability of the procedure to construct the model was improved.  Formation of 
multiple inner vesicles that were to be the membrane foundation of inner chemical subsystems was possible.
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１．研究開始当初の背景 
(1)自然界に存在する細胞に原理的に類似し
たマイクロ化学システムは，人工細胞とも呼
ばれ，その構築は科学における究極の目標の
ひとつとされている．細胞と同様に，人工細
胞はタンパク質等に相当する機能分子群と
構築基盤である細胞膜に相当する人工膜と
で構成される．細胞膜モデルとしては数−数
十μm程度の大きさを持つ脂質膜小胞（巨大
ベシクル）の利用が従来から考えられている． 
(2)実際の生細胞の活動においてはミトコン
ドリアなど細胞内器官と呼ばれる種々の内
部膜構造がサブシステムとして協同的に動
作している．したがって，高度な人工細胞，
すなわち「次世代」人工細胞を構築するには,
細胞内外を区分する細胞膜のみでなく内部
膜構造からなるサブシステムを持つモデル
か必須であるが，これは実現されていない． 
(3)申請者はこれまでの巨大脂質膜ベシクル
の形成と挙動に関する研究において，外部物
質の影響による巨大ベシクルから OVV への
形態変化誘起を見いだしていた．さらにこの
現象を利用して，水溶性高分子や高分子ナノ
粒子か内ベシクルの内水相のみに選択的に
導入された OVV の形成を示す予備的結果を
得ていた． 
 
２．研究の目的 
本研究では「細胞類似型マイクロ化学システ
ム」（人工細胞）の高度化には，細胞内小器
官に相当するサブシステムを持った従来に
ない次世代人工細胞膜モデルの開発が必須
であると考え，次世代人工細胞の構築基盤の
確立を目指して，疑似細胞膜である巨大人工
脂質膜小胞（巨大リポソーム）の内部に膜微
小構造を持った膜モデルの構築および化学
システムの組み込みを試みることを目的と
した． 
 
３．研究の方法 
(1)OVV 形成誘起条件の最適化と機構の解明．
OVV 形成誘導に関するこれまでの研究から得
られた予備的な結果を出発点とし，これを次
世代人工細胞の構築基盤形成におけるキー
プロセスとするために条件の最適化と形成
機構の解明をおこなった．現時点では誘起効
率が低いなどの解決すべき課題か残されて
いた．そこで，誘起能を持つ物質群の検索，
および巨大ベシクル側の条件を検討する事
で誘起条件の最適化をおこなった．同時に未
だ明らかでない誘起機構に関する知見を手
に入れることにより，改良への手がかりと得
た． 
(2)新たな OVV 形成方法の開発． 
他の OVV 形成手法を試みた．例えば，小さな
巨大ベシクルを共存させた状態で大きな巨
大ベシクルの形成をおこないOVVを得る試み，
あるいはマイクロマニュピレーション装置
により巨大ベシクル膜に物理的ストレスを
与えOVV形成に導く試みをおこなった（図１）． 

(3)OVV の修飾・機能化方法の検討． 
初歩的モデルの構築の予備段階として，タン
パク質等種々の他の物質のOVVへの内包を試
みた．導入の評価は主に導入物を蛍光標識す
る事によりおこなった．さらにマイクロマニ
ュピレーション装置を利用したマイクロイ
ンジェクション（ベシクル内部への物質の直
接注入）など，他のベシクル操作手法と組み
合わせることによって，より多彩な修飾・機
能化の可能性を追求した． 
(4)サブシステムを持った次世代人工細胞の
初歩的モデルの構築． 
これらの新しい方法論の検証のため， OVV を
基盤とした「細胞類似型マイクロ化学システ
ム」(人工細胞)の初歩的モデルの構築を試み
た． 
今後の機能分子組み込みにあたっての指針
を得るため，酵素など入手可能な既存の機能
分子からなるシンプルな化学システムを組
み込んだ初歩的なモデルの構築をおこない，
その過程において本システムの問題点を明
らかにした． 
 
４．研究成果 
(1) OVV 形成方法の開発として，第三物質の
添加による巨大ベシクルの形態変化を用い
た OVV 形成に関して，形態変化誘起能を持つ
物質群の検索および母ベシクルである巨大
ベシクル側の状態の影響など誘起条件に関
する種々の検討をおこない，ハロゲン化物イ
オンのイオン半径と誘起能との相関を見い
だすなどの成果を得た．これらの成果は未だ
明らかでないこのOVV形成誘起現象の機構解
明にあたり重要となる知見である． 
(2)上記とは異なる OVV 形成方法として，マ
イクロマニュピレーションにより巨大ベシ
クル膜を直接変形しOVV形成に導く手法につ
いて検討をおこない，従来よりも確実に OVV
を得ることができる条件を明らかにした． 

図 1 脂質膜小胞に対するマイクロマニュピ
レーションによる内部ベシクルの形成（雑誌
論文⑥から） 

 



特に，マイクロマニピュレーションによる
OVV 形成において形成成功率が低下する原因
について考察を進め，その結果に基づいて手
法の改良をおこなうことによって，従来と比
較して 2倍程度の高い成功率で OVV形成を誘
起する事が可能となる条件を見いだした．こ
れにより，マイクロマニピュレーションによ
る OVV 形成の有用性を高める事ができた．こ
れは本OVV形成手法を次世代人工細胞モデル
構築に応用するにあたり重要な成果である． 
 (3)エレクトロフォーメーションにより巨
大ベシクルの形成を小さなベシクルを共存
させた状態でおこなうことでOVVを得る手法
についてその可能性を検討し，可能ではある
が現状では効率の良いOVV形成にはさらなる
改良が必要であることを示す結果を得た． 
(4)エレクトロフォーメーション条件の最適
化により従来よりもサイズの大きい GV の形
成できることを明らかにし，卵細胞に匹敵す
る大きさの人工細胞を得る可能性を示した
（図２）．さらにこのようにして得た従来よ
りも大きな膜構造体に対する物理的マイク
ロマニピュレーションを利用したOVV形成の
検討をおこなった． 

図 2 最適化した条件でエレクトロフォーメ
ーションにより形成した直径250mの巨大ベ
シクル．通常条件で多く得られる巨大ベシク
ルよりも５〜10 倍程度大きい．（学会発表①
から） 
 
 (5)その他には，GV のマイクロマニピュレー
ションへの微小電極の利用の検討をおこな
い，適当な電圧を印加することにより，形成
したベシクルの移動などに利用するための
知見を得た．また，通常のエレクトロフォー
メーションでは GV の形成の完了に 90〜120
分を要するが，適当な条件下では数分以内に
形成が終わる迅速形成現象を見いだしてお
り，この現象に基づく GV 形成の効率化の可
能性を探るため，迅速形成条件下における膜
構造体の成長と膜融合現象との関係に関す
る解析などをおこなった． 
(6)タンパク質等種々の物質の OVV への内包
を試みその可否を明らかにした．これは，次
世代人工細胞初歩的モデルの構築にあたり
必要な予備的な知見である．また，巨大ベシ
クル系への機能分子の組み込みにあたって

の指針を得るための諸検討をおこなった．ま
ず，シンプルな化学システムを組み込んだモ
デルの構築を試みるにあたり必要となる人
工基質分子の設計をおこなった．さらに物質
移動速度に関する検討をおこなった．これら
の検討により，実際の反応系構築の試みが可
能となった．マイクロ化学システムとしての
挙動を解析するため，電気生理的手法の導入
を検討した．内部に巨大ベシクル(GV)を保持
する巨大ベシクル（オリゴベシキュラーベシ
クル(OVV)）を用いた次世代人工細胞初歩的
モデルの構築を試み，その過程で本システム
の可能性と問題点とを明らかにした．  
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