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研究成果の概要（和文）：本研究では、微細加工技術（MEMS）とエレクトロスプレー技術を
組み合わせることで細胞膜の材料である脂質を基板上にマイクロメートルサイズで微細パター
ニングする技術を開発した。この脂質パターンに水溶液を加えることで、再現良く、整然と配
列した均一直径の単層膜ジャイアントリポソーム（人工的に作製したモデル細胞膜）を形成で
きることを示した。更に、これらジャイアントリポソームを誘電泳動現象を利用して操作・回
収する技術についても開発を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a method that allows formation of a 
uniform-size giant unilamellar liposome array. Microfabrication technologies and an 
electrospray technique enabled precise patterning of lipids on a substrate; with a simple 
hydration process of the lipid pattern, we succeeded in highly reproducible giant liposome 
array formation with a narrow range of size distribution. The formed liposomes were well 
suitable for model cell membrane studies. We further developed manipulation devices for 
the liposomes based on dielectrophoresis phenomena. 
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１．研究開始当初の背景 
創薬の標的として重要な GPCR やトラン
スポータなどの膜タンパク質については、光
学的観測技術の向上と共に培養細胞上での
機能解析が盛んに行われている。しかしなが
ら、細胞上では単一の膜タンパク質の機能を
観測・評価することは困難であるため、近年、
人工の脂質二重膜（モデル細胞膜）が注目さ
れ、用いられるようになってきている。 
脂質二重膜が水相を内包した形状のリポ

ソーム（ベシクル）は、水中において脂質分
子が自己組織化により形成する構造の一つ
である。その球状膜において直径が数～数百

マイクロメートルのものはジャイアントリ
ポソームと呼ばれ、上述の膜タンパク質研究
や人工細胞研究に多く利用されている。 
ジャイアントリポソームの形成には図 1a
に示す静置水和法やエレクトロフォーメー
ション法が一般的に用いられてきた。どちら
の手法も乾燥脂質を水和させることでリポ
ソームを自発的に形成させるが、これらの手
法では形状やサイズの整ったジャイアント
リポソームを得ることはできなかった。他方、
図 1b に示すように脂質分子を分散させた
W/O 液滴を水相に移すことによりリポソー
ムを得る遠沈法も開発されているが、本法で
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は脂質二重膜中に有機溶媒が残存し W/O/W
液滴となってしまう問題が指摘されている。
すなわち、形状・サイズの整ったジャイアン
トリポソームを効率よく形成することはこ
れまでのところ実現されていない。また、浮
遊しているリポソームでは経時的な観察を
行う上で課題があった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、形状・サイズの整ったジャイ
アントリポソームを効率よく形成する手法
の開発を目的とした。 
先行研究により、乾燥脂質を正確にパター

ニングすることができれば、リポソームの形
状とサイズの均一性を改善できると推察さ
れていた。しかしながら、簡便で再現性の高
い脂質の微細なパターニングは既存の手法
では実現できておらず、脂質の微細パターニ
ング法を新たに開発することが本研究の最
重要課題となった。 
 
 
３．研究の方法 
本研究で開発した手法の概要を図 1c に示
す。本法の特徴は、絶縁性・導電性の複合基
板構造とエレクトロスプレー法による脂質
分子の塗布過程にある。 
 
(1) 複合材料基板の作製 
図 2a に基板の作製プロセスを示す。ITO

ガラス上に poly(chloro-p-xylylene) 高分子
フィルムを化学気相蒸着プロセスにより蒸
着し、一般的なフォトリソグラフィープロセ
スを用いてフィルムにマイクロ孔を形成し
た。孔の直径は 5 ～ 30 μmとした。 
 

(2) 脂質のエレクトロスプレー 
エレクトロスプレー法による脂質塗布の
模式図を図 2b に示す。ガラスキャピラリー
を先端にもつシリンジに脂質を分散したク
ロロホルム溶液が満たされている。このキャ
ピラリーと複合基板との間に直流高電圧を
印加することでキャピラリー先端から脂質
をスプレーする。スプレーされた脂質は基板
の導電性部分である ITO が露出した表面に
のみ堆積し、高分子フィルムによりマスクさ
れた部分は回避される。ここでは脂質には生
体中によく見られるホスファチジルコリン
を用い、スプレー条件として印加電圧 1 ～ 2 
kV/cm、塗布時間 1分を用いた。また蛍光顕
微鏡による観察を行うため、脂質全量に対し
て 1wt%の蛍光脂質を混合した。 
 
(3) 静置水和法によるリポソーム形成 
エレクトロスプレーによりパターニング
された脂質はデシケータ中で乾燥し、その後、
図 3に示すようなシリコーンゴム製のチャン
バーを設置して静置水和を行った。水和とリ
ポソーム形成の様子は倒立型共焦点顕微鏡
により行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) ドーム状リポソームの形成 
図 4に水和により形成されたジャイアント

リポソームの鳥瞰図を示す。図は共焦点顕微
鏡による断層像を三次元再構築することで
作成した。MilliQ水の滴下直後より脂質パタ
ーン上にドーム状のジャイアントリポソー
ムが形成される様子が観察された。パターン

 

図 1 ジャイアントリポソーム形成手法 (a) 静置水和

法とエレクトロフォーメーション法 (b) 遠沈法 (c)

本研究で開発した複合材料基板へのエレクトロスプレー

による脂質パターニング法 

 
図 2 (a) 複合材料基板の作製プロセス (b) エレクト

ロスプレーによる脂質塗布過程の模式図 

 

 

図 3 (a) 作製された基板と水和用のシリコーンラバー

チャンバー (b) 静置水和法の模式図 



 

 

の一部では複数の比較的小さいリポソーム
が形成されたものなどが見られるが、それを
除けばリポソームの直径は非常に整ったも
のであることがわかる。 
 
(2) 脂質の選択的パターニング 
脂質パターニングの選択性を確認するた

め、乾燥状態の脂質塗布基板を顕微鏡により
観察した。図 5aおよび 5dに示すように、エ
レクトロスプレーにより塗布された脂質は、
ITO が露出したマイクロ孔部分にのみ選択
的かつ均一に存在していることがわかる。ス
プレー中の脂質溶液は非常に微細な霧状と
なって基板に向かって電位勾配により誘導
され、基板上で即座に乾燥する過程をたどる
ため、均一な塗布が可能になったものと考え
られる。 
 
(3) ジャイアントリポソームの均一性 
形成されたジャイアントリポソームのサ

イズ分布について、マイクロ孔直径 10 μmと
20 μmの結果を図 5に示す。共焦点顕微鏡像
より平均直径と変動係数（CV）をそれぞれ求
めたところ、図 5c, fのヒストグラムに示すよ
うに、リポソームの平均直径はマイクロ孔と
ほぼ一致した径となることがわかった。また
変動係数はおよそ 10%となったが、通常の静
置水和法などでは 50%未満となることは非
常に稀であることを考えれば、本法のリポソ
ームの均一性が非常に高いことがわかる。マ
イクロ孔直径 5 μm、30 μmについても同様
に変動係数 10%以下を達成することができ
た。 
このように、細胞と同程度の大きさの範囲

であれば、高分子フィルムのマイクロ孔パタ

ーンを調整することにより任意サイズの均
一径ジャイアントリポソーム形成を実現で
きる。形成は最も一般的な水和法であるため
簡便であり、再現性も高いことから応用的な
研究への展開が可能な技術であると考える。 
 
(4) 長期的なリポソームの観察 
本研究で開発した均一径ジャイアントリ
ポソーム形成法のもう一つの特徴として、リ
ポソームがガラス基板の直上で形成される
点にある。従来法では、リポソームは浮遊状
態となり、追従しての長時間観察は困難であ
った。それに対して、本法では基板上に固定
化されているため経時的な観察を行うこと
が容易であり、焦点深度によって補正が必要
な蛍光観察における蛍光強度解析などでも
煩雑な作業を行う必要がない。さらに、均一
なリポソームがアレイ化されていることか
らサンプル数を増やして統計的な処理を行
うこともできるという利点もある。本法を利
用することでこれまで難しかったジャイア
ントリポソームを用いた観測実験が実現で
きるようになると期待される。 
 
(5) ジャイアントリポソームの操作技術 
リポソーム操作技術は、誘電泳動現象を利
用した手法を開発した。誘電泳動は不均一な
電場中において誘電体に誘起される力であ
る。本研究では微細なガラス針表面に一対の
電極を配線し、交流電場により誘電泳動現象
を起こすことで、リポソームを一つずつ選択
的に操作・回収することに成功した。 
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図 5 (a) エレクトロスプレー後の乾燥脂質の顕微鏡写真（パターン径 20 μm）と (b) 静置水和法により形成された

ジャイアントリポソームの蛍光顕微鏡写真、および (c) そのサイズ分布。図中に平均直径と変動係数を示す。 (d) パ

ターン径 10 μmの場合の顕微鏡写真、 (e) 蛍光顕微鏡写真と (f) サイズ分布。 


