
様式Ｆ-１９ 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

平成２５年 ５月 ４日現在

研究成果の概要（和文）：バイオリアクター内の撹拌・混合などの液流動が誘起するせん断スト

レスと温度変化によりリン脂質二分子膜小胞（リポソーム）の膜特性が変化する現象を，リポ

ソームの膜組成，粒子径および凝集（クラスター化）挙動に基づき誘導・制御する手法を明ら

かにした。これらに基づき，バイオリアクターに懸濁させた各種酵素封入リポソームを酸化反

応場とすることにより，酵素の安定性と反応性を広範に制御できる酸化酵素反応プロセスを開

発した。

研究成果の概要（英文）：The membrane properties of closed phospholipid bilayers 
(liposomes) could be altered by relatively small changes in temperature and shear stress 
generated by the flow and mixing conditions in bioreactors. These membrane properties 
of liposomes were regulated based on their composition, size and clustering 
characteristics. Based on the results obtained, the catalytic oxidation reaction systems, 
where the stability and reactivity of enzymes could be widely regulated, were developed 
using various types of enzyme-containing liposomes suspended in a bioreactor.
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１．研究開始当初の背景
グルコースオキシダーゼ等の酸化酵素は，

医薬・食品工業，生体分子の選択的かつ高感
度な検出等において広く応用が期待されて
いる。酸化酵素反応では，副生する過酸化水
素が酵素活性を阻害するため，酸化速度を精
密に制御する必要がある。
内部水相に酵素分子が封入された脂質二

分子膜小胞（リポソーム）は，微小サイズの
バイオリアクターである。リポソーム懸濁系
の酵素反応では，基質分子の脂質膜透過が律
速過程となる。バイオリアクター内の流動特
性に基づいてリポソーム膜の微細構造を制

御できれば，過酸化水素の生成・移動が精密
に制御される酸化酵素反応プロセスを構築
できる。これまでに，コーン・プレート型粘
度計内の液体せん断流中において，リポソー
ム内に封入された蛍光色素の膜透過性が増
大する現象およびリポソーム内封入酵素が
気液二相流中と高温条件下で高度に安定化
されることが見出されている。リポソームの
粒子径や脂質膜組成に基づき，せん断流と温
度変動に対する脂質膜の構造変化を効果的
に誘起できれば，安定かつ高効率な酸化酵素
反応プロセスを構築できる。
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２．研究の目的
 本研究では，せん断流と温度に応答して脂
質膜透過性が変化するリポソームを開発し
て，酸化酵素反応の制御に応用する。せん断
流に対する脂質膜構造の応答性は，リポソー
ムの膜組成と粒子径により制御する。せん断
流に対する脂質膜の構造変化を増大させる
ために，リポソーム間の凝集によるクラスタ
ー化リポソームの調製と機能を検討する。ま
た，補酵素を複合化させた脂質膜を調製して，
温度変動する条件下でリポソーム膜が酵素
活性を安定化する反応系について検討する。
得られる結果に基づき，脂質膜を介した基
質・生成物移動の制御を伴う酸化酵素反応プ
ロセスについて，グルコースオキシダーゼ反
応をモデル系として検討する。

３．研究の方法
(1) 蛍光色素内包リポソームの調製
不飽和リン脂質 POPC (1-Palmitoyl-2- 

oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)の乾燥
膜を100 mMのCarboxyfluorescein (CF) を
溶解した 50 mM Tris-HCl /0.1 M NaCl 緩衝
液  (pH 7.4) で 水 和 し , 凍 結 融 解 後 , 
Extrusion 法により細孔径 100 nm の膜を用
いて単分散のCF封入リポソーム (CFL)を調
製した。リポソーム外水相の CF はゲル濾過
で分離した。脂質濃度は酵素法で決定した。
CFは蛍光分光光度計を用いて，励起波長 460 
nm，蛍光波長 560 nm で定量した。

(2) せん断流中のリポソームの安定性 
コーン・プレート型粘度計 (DV-II+Pro, 

Brookfield Eng. Lab., Middleboro, MA)に
0.5 mL のCFL 懸濁液を仕込んだ。40 - 55℃，
コーン回転数 200 rpm (せん断速度 1500 s-1)
でリポソームを処理したときの平均粒子径
Dp，多分散指数 PI を動的光散乱法により追
跡した。

(3) せん断流中における脂質膜透過性 
粘度計に 0.5 mL の CFL 懸濁液を仕込ん

だ。40 ~ 55℃で 60 min 間 漏出率 RCF を追
跡した。RCFは初期蛍光強度を I0，40 mM コ
ール酸で脂質膜を溶解させた時の全蛍光強
度を I0 ，任意の時間 t における蛍光強度を
It，全蛍光強度を It  として RCF = (a It - I0)/ 
(I0  - I0)を得た。ここで a = I0 /It であり，水
分蒸発に伴う CF の濃縮を補正するために用
いた。

(4) 補酵素複合化脂質膜の調製
POPC, Amino 基もつ POPE, Cholesterol から

なる脂質膜(POPC:POPE:Cholesterol=4:3:3) を
50mM リン酸緩衝液で水和し凍結融解後 , 
Extrusion 法により粒子径を調整した。リポソ
ーム /NADH ( -reduced nicotinamide adenine 

dinucleotide) 混 合 液 ([Lipid] = 10 mM, 
[NADH] = 10 mM)を 2.5-5.0 mMの架橋剤溶液
(GA,PEG)に滴下した。混合液を 37℃で
5-30min 間静置して固定化反応を進行させた。
未反応の架橋剤末端は 10mM Glycine(Gly)に
よりブロックした。遊離 NADH はゲルろ過で
分離して固定化 NADH リポソームを得た。ま
た,NADH の機能を明らかにするために Gly
処理のみを行ったものを調製した。リポソー
ムの -電位はレーザドップラー法により測定
した。脂質膜に複合化された NADH と酵素と
の親和性は 60℃における蟻酸脱水素酵素
FDH の熱安定性に及ぼす NADH 複合化リポ
ソームの効果に基づき評価した。FDH 活性は
リポソームを溶解後, 1.5 mM NAD+/FDH 触媒
下, 0.3 M 蟻酸の酸化による NADH の生成速
度から決定した。FDH の一次失活を仮定して，
FDH 活性の半減期 t1/2を算出した。

(5) リポソームのクラスター化反応 
 負 電荷 を もつ POPG (1-Palmitoyl-2- 
oleoyl-sn-glycero-3- phosphoglycerol)を含有
させ，Cholesterol を 30 mol%含む POPC リ
ポソームを 1.0 g/L グルコースオキシダーゼ
(GO)を溶解した 5.0 mM MES/0.15 M NaCl
緩衝液 (pH 5.5) 中で調製した。粒子径は約
200 nm とした。種々の濃度で CaCl2溶液を
添加して 25℃で 20 min 静置後粒子径分布を
測定した。

(6) リポソーム系酸化酵素反応操作 
①脂質アシル鎖の特性が異なる酵素封入リ
ポソームの調製 
 使用した 3種類のリン脂質の構造を Fig. 1
に示す。POPC，DLPC (1,2-Dilauroyl-sn- 
glycero-3-phosphocholine)または DEPC (1, 
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Fig. 1 各リン脂質の構造



2-Dierucoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) 
から形成される乾燥脂質膜を 1.0 g/L GO を
溶解した 5 mM MES/0.15 M NaCl 緩衝液
(pH 5.5)で水和，凍結融解して GO 封入リポ
ソ ー ム  (POPC-GOL ， DLPC-GOL ，
DEPC-GOL)を調製した。リポソーム径は平
均細孔径 200 nm の膜を用いた Extrusion 法
により調整した。遊離 GO 分子はゲル濾過に
より各 GOL から分離した。
②エアリフト型気泡塔内酸化反応操作
 ライザー内径 8.0 mm，ダウンカマー内径
4.8 mm の外部循環式エアリフト型気泡塔内
に GOL 懸濁液 ([lipid] = 0.5 mM)を仕込ん
だ。空気をガス空塔速度 UG = 0–3 cm/s で気
泡塔内に通気した。40℃において，初期グル
コース濃度 10 mM で酸化反応を開始した。
グルコース消失量の指標として生成過酸化
水素蓄積量の経時変化を酵素法により追跡
した。

４．研究成果 
(1) リポソーム膜の透過性と安定性に及ぼ
す温度とせん断流の影響 

DP = 117 nm の CFL をコーン・プレート
型粘度計内のせん断流中に 1 h 懸濁したとき
の CF 漏出率 RCFおよび脂質に関する物質収
支から算出したコーン・プレートステンレス
表面への脂質吸着率 AL の各温度依存性を
Fig.2 に示す。せん断速度は最大値 1500 s-1

の一定とした。脂質吸着率は温度上昇ととも
に増加する傾向にあるが，各温度で低レベル
である。RCF 値は温度の上昇に伴い増加して
おり，55℃では 40℃の 4.2 倍大きな RCF 値が
得られている。すなわち，液体せん断ストレ
スによるリポソーム膜透過性の増大は，高温
条件下で顕著となることがわかる。40℃にお
けるRCF値の経時変化をせん断流中と静止液
系で測定した結果を Fig. 3 に示す。静止液系
に比べて，せん断流中では，いずれの時間で

も RCFが増大している。CFL の粒子径をせん
断流懸濁前後で測定して比較したところ，平
均粒子径と多分散指数に顕著な差異は認め
られなかった（データ省略）。これらの結果
より，CFL のベシクル構造は維持されたまま
脂質膜構造が局所的に変化して CF の漏出が
促進されたと考えられる。CF の脂質膜透過
係数 PCFを –ln (1 – RCF) = PCF (6/DP) t に基
づき算出すると（Fig. 3，inset の直線プロッ
トに相当），せん断流中と静止液中の PCF は
それぞれ 0.74 pm/s と 0.13 pm/s であった。
Fig. 4 に RCF 値に及ぼすリポソーム径と温度
の影響を示す。各温度において粒子径の増大
とともに RCF値が減少する傾向にある。これ
は粒子径の増大に伴いリポソームの比表面
積が低下するためである。DP = 323 nm のリ
ポソームの RCF値は大きくなる傾向が認めら
れる。これは，せん断流中において粒子径の
大きなリポソームの構造が部分的に崩壊す
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る可能性を示している。

(2) NADH 複合化リポソームの特性と機能 
①脂質膜への NADH の固定化に及ぼす架橋
剤分子種の影響

Fig. 5 に GA と PEG を介して NADH を共
有結合させたリポソームの粒子径分布を示
す。比較のために，NADH 非共存下で同様の
処理を行ったリポソームの結果も示す。PEG
系  (Lip-PEG-NADH) は GA 系  (Lid-GA- 
NADH) に比べると多分散である。これは
PEG がリポソーム同士を架橋する可能性を
示している。FDH-NADH 間相互作用に及ぼ
す粒子径の影響を低減するために, ゲルろ過
によりいずれの架橋剤でも Dp＝150-155nm
で単分散（PI < 0.1）のリポソームとした。
NADH を固定化したリポソームの膜表面は
GA 系, PEG 系いずれの場合でも負に帯電し
ていた。
②高温条件下におけるリポソーム膜上の
NADH と FDH の親和性

Fig.6 に 60℃における遊離 FDH の t1/2(1)
と FDH の t1/2に及ぼす遊離 NADH(2), 固定
化 NADH リポソーム(GA 系(3), PEG 系(5))
の影響を示す。また，脂質膜の影響を明らか
にするために FDH と Gly 処理のみのリポソ
ーム(GA 系(4), PEG 系(6) )共存下の t1/2も示
す。FDH は 2>5>3>1 の順で安定である。4,6
は 1の半減期の値とほぼ同じであることから，
リポソーム膜自体は負に帯電した FDH との
電荷反発により FDH の t1/2 にほとんど影響
しない。したがって 3,5 の FDH 安定化効果
は脂質膜上における NADH-FDH 間結合に
よるものである。2 に比べて 3, 5 の NADH
効果が低下した一因として，脂質膜による立
体障害が考えられる。3 より 5 の方が熱失活
の抑制効果が高のは，PEG が脂質膜上におけ
る NADH-FDH 結合の立体障害を抑制して
いるためと考えられる。得られた結果に基づ

き，リポソーム膜上における NADH と FDH
の相互作用の概念図を Fig. 7 に示す。

(3) リポソーム系酸化酵素反応に及ぼす脂
質アシル鎖の影響 
 脂質アシル鎖の特性が異なるリポソーム
にグルコースオキシダーゼを封入して，グル
コースの酸化活性を調べた。DEPC の 2 本の
疎水鎖中の炭素数は各 22 であり，いずれも
二重結合を 1 つ有する。POPC を構成する各
炭素鎖の炭素数は 18，16 であり，二重結合
は炭素数 18 の疎水鎖中に 1 つ存在する。
DLPC は飽和脂質であり炭素数はいずれも
12 である。Fig. 8 に外部循環式エアリフト型
気泡塔における各 GOL のグルコース酸化活
性を示す。静止液系，気液流動場いずれの場
合も DEPC-GOL 触媒下の酸化速度が最も大
きい。静止液系において不飽和度が最も高い
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DEPC 膜は疎水鎖の配列に乱れが大きく電
荷をもたないグルコース分子の膜透過が促
進されたものと考えられる。DEPC-GOL 系
の酸化速度は静止液系 (UG = 0)と比べて UG
= 1.0 cm/s で顕著に増加し，UG = 2.0，3.0 
cm/s では僅かな増加がみられる。この結果よ
り，DEPC 膜は気液流動に誘起されるせん断
ストレスにより著しく構造変化すると考え
られる。POPC-GOL は UGの増加とともに酸
化速度が増大しているが，速度が比較的小さ
い。DLPC-GOL は POPC-GOL と同様に酸
化速度が UG に依存して増大している。これ
らの結果より，POPC-GOL，DLPC-GOL の
各系では，気液流動場中においてもグルコー
スの脂質膜透過律速で酸化反応が進行する
と考えられる。 

(4) クラスター化リポソームの調製と酸化
酵素反応への応用（吉本ら，未発表データ）
負電荷をもつ脂質 POPG を 20 mol%含有

するリポソームは Ca2+濃度に依存して可逆
的に凝集することがわかった。リポソームの
凝集体は直径 3 m 程度であり，リポソーム
はクラスター化していると考えられる。そこ
で，各リポソーム内に予めグルコースオキシ
ダーゼを封入して，これらをクラスター化さ
せてグルコース酸化反応の触媒として応用
した。静止液系では，クラスター化させてい
ないグルコースオキシダーゼ封入リポソー
ム  (GOL) に比べてクラスター化 GOL 
(Clu-GOL) の反応性は低下した。クラスター
化により液本体に接触する脂質膜界面積が
減少したことと Ca2+と脂質分子の結合によ
る脂質膜の構造変化が要因として考えられ
る。一方，気泡塔内の気液流動場では，
Clu-GOLはGOLと同程度の反応性を示した。
これらの結果は，液体せん断流中でクラスタ
ーの構造が変化して，グルコースをリポソー

ム内に供給するための脂質膜界面がクラス
ター化状態に比べて効率よく形成されるこ
とを示唆している。リポソームのクラスター
化により遠心分離等による反応液からのリ
ポソームの分離回収が容易となり，リポソー
ム型触媒を繰返し用いる酸化酵素反応プロ
セスを実現できると考えられる。
リポソーム内への酵素の封入や脂質膜の

透過性についてはリポソームを用いる薬物
担体の開発をはじめとして国内外で多様な
研究が活発に行われている。一方，本遂行課
題の成果を発展させて，流体の流れがつくり
だす機械的ストレスを利用してリポソーム
系で進行する各種反応を制御することがで
きれば，リポソームをバイオリアクターにお
ける生体触媒として応用することや従来知
られているリポソームの機能・応用範囲を拡
大させることができる。
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