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研究成果の概要（和文）：近年、脂質から形成されるナノチューブが遠距離の細胞間を連結することで細胞間コミュニ
ケーションを制御していることが明らかになっていが、この脂質ナノチューブを人工系で容易かつ大量に作製する手法
は見出されていない。
　本研究では、脂質ナノチューブを用いた細胞膜の連結手法を確立し細胞内機能の制御とその解明を実現することを研
究全体の目的とした。その中で、人工細胞間の脂質ナノチューブによる連結およびその手法の最適化を行い、区画化さ
れた微小流路中へのリポソームの固定化手法を確立し、これらの脂質ナノチューブによる連結を実現した。また、リポ
ソーム-細胞間の脂質ナノチューブによる連結が可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Lipid nanotubes are nanoscale cylindrical objects formed with lipid bilayer 
membranes and have attracted remarkable attention due to their applications in biotechnology and 
nanotechnology. Biological lipid nanotubes, known as tunneling nanotubes, that connect biological cells 
over a long distance were recently investigated as a new cell-to-cell communication system. Here, novel 
methods were established to prepare tailor-made lipid nanotubes, which can be used to transport 
biological molecules and incorporate membrane proteins. By applying various external stimuli including 
electric and magnetic field to immobilized liposomes, we obtained long range membrane-bound lipid 
nanotubes arranged in a well-controlled direction. The lipid membrane engineering provides a novel and 
facile fabrication strategy for liposomal network array inter-connected via the lipid nanotubes.

研究分野：生体関連高分子化学
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１．研究開始当初の背景 
	
 近年、脂質から形成されるナノサイズのチ
ューブ（脂質ナノチューブ）が遠距離の細胞
間を連結することで細胞間コミュニケーシ
ョンに関与し、高度な生命活動を制御してい
ることが明らかになってきた。この脂質ナノ
チューブは細胞間コミュニケーションを理
解するための新しい機構として基礎生物学
的、医学•薬学的に極めて重要であるが、膜タ
ンパク質を解析する場合に用いられる人工
細胞（リポソーム）のように、脂質ナノチュ
ーブを人工系で容易かつ大量に作製する手
法は未だ見出されていなかった。本研究では
脂質ナノチューブを簡便かつ大量に作製す
る手法を確立するとともに、これを実際の細
胞系に適用することで、脂質ナノチューブが
関与する細胞間コミュニケーションを人工
系で再構築し、その機構解明と細胞機能制御
に利用できるものとの着想に至り本研究を
立案した。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、ナノ微粒子の泳動現象を利用
し、脂質ナノチューブの革新的な人工合成法
の確立を目指す。さらに、この脂質ナノチュ
ーブが関与する細胞間コミュニケーション
を再構築することでその機構解明と細胞機
能制御を行う。本研究で開発する手法は、生
体膜を含め、原理的にはあらゆる脂質膜系へ
適用しうる点が学術的な特色である。また、
電場などの外部場を用いたトップダウン的
なナノ粒子の操作と、脂質のボトムアップ的
な自己組織化能とをうまく融合させること
で脂質チューブ形成を制御するアプローチ
は国内外を通して全く例がなく本研究の独
創的な点である。 
 
３．研究の方法 
本研究の第一段階として、脂質ナノチューブ
作製法を確立する。電場、磁場などにより、
ナノ微粒子を泳動させ、チューブを作製する
手法を確立する。外部場強度、粒子サイズ、
脂質膜組成とチューブ形成との相関につい
て網羅的に明らかにし、脂質ナノチューブ形
成のメカニズム解明を行う。また、脂質ナノ
チューブによる細胞間連結と、細胞間での脂
質ナノチューブを介した物質、情報輸送シス
テムの実現に重点をおいて研究を推進する。
脂質ナノチューブを介した DNA の細胞内導
入に基づく細胞内蛋白質発現や、細胞からリ
ポソームへの脂質チューブを介した細胞内
物質の抽出、細胞間の脂質チューブを介した
物質、情報伝搬による細胞機能解析および制
御を実現する。 
	
 具体的には以下のような実験をおこなっ
た。薄膜法を用い、リン脂質からなるリポソ
ーム溶液（1 mM）を調製した。ここで、負電
荷を有するポリスチレン微粒子溶液により
脂質薄膜の水和を行うことでリポソームに
種々の粒径の荷電微粒子を内包した。任意の

重量濃度のアガロースゲルを作製し、チャン
バー（ibidi µ-Slide Chemotaxis3D）中の空隙に
固定化した。ゲルの片側に荷電粒子を内包し
たリポソーム溶液を、もう片側には緩衝液を
加え、緩衝液側が正となるように電圧を印加
した。(図 1)。共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用
いた光褪色後蛍光回復法（FRAP）により、
ナノチューブを形成する脂質膜の流動性の
評価を行った。またナノチューブの直径を測
定するため、フリーズフラクチャーレプリカ
法による透過型電子顕微鏡観察や、STED（誘
導放出制御）顕微鏡などによる蛍光観察を行
った。細胞への応用として、アガロースゲル
中に固定化した細胞に対して上記と同様の
ナノチューブ形成を行い、リポソームと細胞
をナノチューブで接続する方法についても
検討した。 
 
４．研究成果 
	
 ナノチューブを形成する要因としてゲル
濃度、電圧、ナノ粒子の粒径の 3つのパラメ
ーターに着目し、蛍光顕微鏡によりその形成
挙動の観察を行った。 
	
 まず、アガロースゲルの重量濃度を 0.5 か
ら 2 wt%まで変化させ、200 nmの荷電微粒子
を含有したリポソームに 50 V の電圧を 5 分
間印加した後，ゲル中の脂質ナノチューブを
蛍光顕微鏡観察により評価した。145×110 µm
中に存在するナノチューブの平均長および
40 µm四方に存在するチューブ本数を評価し
た結果を図 2に示す。まずゲル濃度が 1 wt%
においては、ゲルの網目構造に沿って長く伸
長した脂質ナノチューブが形成されている
ことがわかった（図 2a）。一方、ゲル濃度を 2 
wt%まで増加させると、そのチューブ本数が
大幅に増加するものの、長さの短いナノチュ
ーブが形成されることがわかった（図 2aおよ
び b）。この結果は、2 wt%のゲルにおいては、
その網目のサイズが比較的小さいため、長い
チューブが伸長することができず、切断され
たナノチューブが多数生成したものと解釈
される。 
	
 またナノチューブ形成の電圧依存性につ
いて検討を行ったところ、電圧の増加に伴い
チューブの本数、長さ共に増加することから、
このナノチューブが確かに微粒子の泳動に
より形成されていることが示された。しかし
ながら、40 V以上の高電圧を印加すると、そ
の本数および長さも減少することがわかっ
た。これは高電圧下では、形成されたナノチ
ューブの崩壊が引き起こされていることを
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図 1	
 ナノ微粒子の電気泳動による脂質ナ
ノチューブ作成の模式図 



示唆している。さらに、異なる粒径（100, 200, 
500 nm）を有する荷電ナノ粒子を用い、粒径
とナノチューブ構造との相関について検討
したところ、いずれの粒径の粒子を用いた場
合でもナノチューブの伸長が観察された。ま
たここで得られるナノチューブの輝度には
大きな変化は見られなかったことから、ナノ
チューブ径は用いる粒子の粒子径には依存
しないこともわかった。フリーズフラクチャ
ーレプリカ法による TEM 観察結果からはそ
の直径が 50～150 nm であること、さらに
FRAP 測定の結果、消光後に蛍光の回復が見
られたことから、このナノチューブが確かに
流動性のある脂質二分子膜によって形成さ
れていることも示された。以上の結果から、
比較的簡便な手法で脂質ナノチューブを効
率的かつ大量に得られること、さらにゲル濃
度や電圧を変化させることで、脂質ナノチュ
ーブ長および数を制御しうることが明らか
となった。 
さらに、ここで得られた脂質ナノチューブに
ついて、凍結割断レプリカ法を用いた透過型
電子顕微鏡（TEM）によりそのモルフォロジ
ーを観察したところ、得られるナノチューブ
の直径が 50～150 nmであることが示された。 
本手法により得られるナノチューブは脂質
二分子膜から形成されているものと考えら

れるが、この点について検討を行うため、脂
質二分子膜の重要な特性の一つである脂質
分子の側方拡散に伴う膜の流動性について
検討をおこなった。光褪色後蛍光回復測定に
より膜の流動性を評価したところ、消光後に
10 秒前後でナノチューブ由来の蛍光の回復
が見られたことから、このナノチューブが流
動性のある脂質二分子膜によって形成され
ていることが示された。 
	
 Hela 細胞と荷電微微粒子を内包したリポ
ソームを同一基板上に固定化して電圧を印
可することで、リポソームから伸長した脂質
ナノチューブによる細胞間の連結を試みた
（図 3）。Hela細胞を 37 ºCでインキュベート
して基板に固定化した後、アビジン−ビオチ
ン相互作用を用いてこの基板にさらにジャ
イアントリポソームを固定化した。このよう
に細胞とジャイアントリポソームが固定化
された基板に対して、電圧を印加すると、リ
ポソームから伸長したナノチューブが HeLa
細胞に接続することが確認された。この結果
は、細胞の viability や内水相の物質輸送の有
無など、検討すべき点はあるが、脂質ナノチ
ューブにより天然の細胞を連結できる手法
を予備的に確立した点で興味深い。 
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図 2 	
 (a) 1 wt% および 2 wt% のアガロ
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ブの共焦点レーザー顕微鏡観察像. Bar = 
20 µm 。(b) 形成される脂質ナノチューブ
の長さ(●) および本数 (○) のアガロー
スゲル濃度依存性。 

図 3 脂質ナノチューブによる人工細胞
（リポソーム）と天然細胞との連結の概念
図。 
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