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研究成果の概要（和文）： 
 メンブレノームにおける、膜ダイナミクス変化と膜界面反応との同時測定が可能なマイクロ
デバイスの開発を目的として研究を行った。顕微鏡観察と電気化学測定の同時測定を可能とす
るマイクロデバイスおよびマイクロ電極をガラス基板上に設計、作製し、電気化学測定が可能
であることを確認した。また、ペルオキシダーゼ様化合物であるヘミンを修飾した巨大リポソ
ームを、膜界面触媒能を有する膜モデルとして作製した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 A micro fluidic device for simultaneous measurements of membrane dynamics and 
reaction of giant liposomes was developed. We designed a micro device for simultaneous 
measurement by both microscopy and electrochemistry and fabricated micro electrode on 
glass substrates. The fabricated micro electrode showed that it is available for 
electrochemical measurements. Hemin-modified giant liposomes were prepared as a model 
of catalytic biomembrane.   
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１． 研究開始当初の背景 

 
流動モザイクモデルで構成される生体膜

は細胞膜や細胞内小器官に共通であり、空間
を分画する非常に優れた構造である。近年に
おいては、この膜界面が注目され、細胞内外
における効率的な反応の場であるという考
えから、メンブノームという新しい概念が提
案されつつある。 

中でもリポソームは、自己組織的に脂質二
分子膜小胞を形成し、機能性物質の膜への修
飾や内封が容易なことから、有用な生体膜モ
デルとされている。このリポソーム膜界面を
反応場として人工シャペロンや人工酵素な
どが研究されている。このような取り組みは、
メンブレン・ストレスバイオテクノロジーと
して研究開始当初から展開されつつあった。
これは、外的環境によるポテンシャル構造の
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変動と、それに伴う機能発現というリポソー
ムの特徴に加えて、外的環境の劇的な変動で
しか現れない動的な機能（潜在的機能）への
理解によって、生体膜の有する潜在的機能を
材料設計や物質生産・変換プロセスに応用す
るという新しい研究領域である。 

外来分子や環境の変化（ストレス）が、膜
の動的構造変化（膜ダイナミクス変化）を引
き起こすことは既に報告されており、生体膜
の新たな興味の対象となっていた。また、同
様な膜ダイナミクス変化として、脂質ラフト
（分子イカダ）が挙げられる。このような膜
ダイナミクス変化は、直径 10μm 以上の巨
大リポソーム（GUV：Giant Unilamellar 
Vesicle）を用い、1 個の GUV の構造や物理
量の変化をリアルタイムで測定し、統計的な
解析をする単一巨大リポソーム法によって、
新たな展開の兆しを見せていた。 

しかしながら、ラフト形成や膜構造変化と
いうような膜ダイナミクスの変化がその膜
界面の反応にどのような影響を及ぼすのか
という観点での研究はされていなかった。 
 
２． 研究の目的 

 
本申請では、細胞サイズの巨大リポソーム

を単一に囲い込み、その膜ダイナミクス変化
と膜界面反応とを同時測定可能なマイクロ
デバイスを開発することで、膜ダイナミクス
変化が膜界面反応にどのような影響を及ぼ
すかを明らかにすることを目的としている。
この 2者の関係性を明らかにすることによっ
て、生体膜の潜在機能に迫ることが可能とな
るとともに、その潜在機能を新規の材料設計
や物質生産、変換プロセスへと発展させるた
めに必要な知見を得ることができると考え
た。膜ダイナミクス観察と膜界面反応測定と
の間の実験系のスケールギャップを、マイク
ロデバイスを用いることで解消し、生体膜の
潜在的機能を明らかとすることを目的とし
た。 
 

３．研究の方法 
Micro Electro Mechanical System (MEMS)

技術によるマイクロデバイスを用いること
でこの膜ダイナミクス変化と膜界面反応と
の同時測定を試みた。具体的には、図１に示
すようなスライドグラスやカバーグラス上
に、GUV を単一に囲い込む反応器を構築する
ことで、このチャンバー内のリポソームを顕
微鏡で観察しながら、同時に膜界面反応の測
定を試みた。 
膜界面反応として GUVに修飾したペルオキ

シダーゼ（HRP）様触媒リガンドをモデル系
とし、HRP 様活性は、蛍光標識剤を用いた蛍
光顕微鏡観察と過酸化水素（H2O2）の電気化
学測定により、各々を触媒反応の発生してい
る位置とH2O2消費量といった相補的な情報と
して得られると予想した。 
 

3-1.マイクロデバイスの開発 
 図１の基本設計をもとに①ガラス基板上
のマイクロメートルオーダーの電極パター
ンの作製②直径 200μｍのマイクロ反応器の
作製を行った。 
電極パターンの作製は、シランカップリン

グを用いた金ナノコロイドのスクリーンプ
リント法と、マスキング蒸着法を試みた。マ
イクロ反応器はポリジメチルシロキサン
（PDMS）を用いて作製した。 
 
3-2.触媒様活性を有するGUV（catalytic GUV; 
cGUV）の作製と触媒様活性の確認 
 HRP 様触媒活性リガンドには、Fe2+を活性
中心に持つポルフィリン体であるヘミンを
用いた。GUV と疎水性相互作用によりヘミン
を膜表面に吸着させた。GUV はリン脂質であ
るジパルミトイルホスファチジルコリンに
蛍光色素（フルオレセイン：緑色蛍光）標識
脂質を混ぜ、作製した。cGUV の HRP 様活性に
ついては、図４上に示すような作製した PDMS
マイクロ反応器へ cGUV を単一に囲い込み、
HRP活性の蛍光標識剤 Amplex red の分解生成

図 1  cGUV のモデル系 

図 2 マイクロデバイスの基本設計 

図２

図１ 



 

 

物である resorufinを蛍光観察することで確
認した。 
 
４．研究成果 
4-1.マイクロデバイスの開発 
 シランカップリングによる金ナノコロイ
ドのスクリーンプリント法は、ガラス基板上
に金ナノコロイドの積層は確認されたが、作
製した基板をもちいてフェリシアン化カリ
ウムの酸化還元反応をサイクリックボルタ
ンメトリー法で測定できなかった。このため、
レジストパターンによるマスキング蒸着法
で、クロム-金の積層により電極を作製した。
蒸着する金属薄膜の厚みやマスキング除去
の方法、条件等を検討した。中でもマスキン
グ除去は、マスクパターンが数 10μm オーダ
ーの微細構造であることからパターンの欠
損が問題となった。これについてはマスキン
グ除去の際、超音波処理することで問題を解
決し、パターンに欠損のない電極が作製可能
となった（図３上）。電極面積は約 0.012μm2

であるが、フェリシアン化カリウム溶液の酸
化還元反応をサイクリックボルタンメトリ
ー法で検出できたため、マイクロデバイスの
電極として使用できることが示唆された。 

マイクロ反応器の鋳型は SU-8 を用い、フ
ォトレジストにより作製した。高さ 100μm
直径 200μｍの円柱上の鋳型をシリコンウェ
ハー上に作製し、そこへ PDMS のポリマー材
料を流し込んだ後 1000rpm20秒間基板を回転
させることで、遠心力によりポリマーの厚さ
を 100μm 以下にした。ポリマー重合後、鋳
型から PDMS を取り出しプラズマ処理したガ
ラス基板上へ接着させることで、 マイクロ
反応器として作製した。作製した反応器へ
cGUV 溶液を滴下し、単一に囲い込めることを

確認した（図３下）。 
 

4-2.cGUV の作製と触媒様活性の確認 
 作製した cGUV は Amplex red、H2O2と混合
した後、PDMS マイクロ反応器へ単一に囲い込
まれる濃度に調製後滴下した。脂質膜にフル
オレセイン標識脂質が含まれているため、
cGUV は緑色で示される。赤色は HRP 様活性に
よる分解生成物 resorufin を示している。
cGUV、Amplex red、H2O2 の３者を混合後、時
間の経過とともに赤色蛍光の強度が上昇し
ていることが明らかとなった。この蛍光の上
昇が、cGUV の存在しない反応器では、存在す
る反応器よりも緩やかであったため、cGUV の
表面に修飾されているヘミンが触媒様活性
を有していることが示された。 
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めのマイクロデバイスの概念図（下）単
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