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研究成果の概要（和文）：本研究は，細胞サイズリポソーム（GUV）内に細胞内小器官を導入する手法を基盤として，
新規な人工細胞モデルの創出を目的とした．その過程で，さまざまなマイクロサイズの物質を生細胞内部に導入できる
GUV-細胞電気融合法を確立した．GUVと細胞を特定の電場条件で融合させることで，GUV内の物質（直径1umまでの蛍光
ビーズ，磁気ビーズ，プラスミド，DNAオリガミや混合物）がまとめて高効率に細胞内に導入された．本法の利点とし
て，物質の化学修飾が不要であり，エンドソーム脱出の経路を考えなくてもよい点がある．本成果は，細胞の機能改変
や細胞の全機能再構成モデルの構築に貢献するものと考え研究を続けている．

研究成果の概要（英文）：This project aims to construct a cell model by using giant unilamellar vesicle 
(GUV) with extracted live cell components. During the project, we developed the novel method for 
introducing micro objects (~1um) into live cells, by using electrofusion with GUVs. Briefly, dispersed 
cells and GUVs were placed into an electrofusion chamber, and were exposed to an AC field to align 
cells-GUVs, and were also exposed DC pulse to induce transient electrofusion. The processed cell reached 
confluence with entrapping specified sizes of fluorescent beads. The transfer efficiency was evaluated by 
using fluorescence microscopy and flow cytometry. Delivering magnetic beads, DNA origamis, plasmids were 
also implemented. Introduction of artificial objects into live cells is an important topic in 
biotechnology. We expect that our novel method will be used for elucidation of cell mechanisms and 
creation of artificial cell which consists of cellular components.

研究分野：人工細胞工学，分子ロボティクス
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１．研究開始当初の背景 
 近年，生体分子やネットワークを「人工的
に創る」作業を通して生命システムの理解を
目指す「合成生物学」が発展しつつある．本
分野の大きな目標の一つとして，人工細胞の
創成が挙げられる．たとえば Venter らのチ
ームは，化学合成した DNA をバクテリアの
「殻」に導入することで，複製能をもつ「人
工細胞」の合成に成功したと報告した．しか
し，細胞の「膜」とそれに内包される代謝系
ネットワークなどゲノム DNA 以外すべてを
包括するような人工細胞モデルは構築され
ておらず，これが実現することで細胞の理解
と利用は飛躍的に進歩することが期待され
ている．代表者・野村は，細胞サイズリポソ
ームを用いた人工細胞工学を専門とし，転写
／翻訳系を内包し膜タンパク質を合成・機能
させる人工細胞モデルの構築に成功してい
る．さらに，細胞抽出液のみならず核・ミト
コンドリアに代表される細胞小器官を巨大
リポソーム内に導入している．これらの技術
を融合することで，全く新しい機能性人工細
胞モデルの構築を目指す． 
 
２．研究の目的 
 本研究で我々は，(1) 哺乳細胞から抽出さ
れた細胞小器官を内包した人工細胞モデル
及び，(2) 哺乳細胞抽出液を内包した細胞サ
イズの人工細胞膜小胞を構築し，(3) 両シス
テムを融合することで，哺乳細胞と類似の構
造を示し，細胞内小器官が機能しうる准人工
細胞モデルの構築を目指す．本研究により，
従来の研究では達成できていない，In vitro
実験の結果を包括的に検証可能とする，新し
い人工細胞モデルシステムが提供されるも
のと期待した． 
 
３．研究の方法 
 細胞内小器官を機能させうる人工細胞モ
デルを構築するため，以下三つの課題を掲げ
て研究を行った． 
(1)細胞内小器官を導入可能な細胞サイズリ
ポソームの構築方法を確立する．すでに
Droplet 法により部分的に成功しているが，
収率向上および物性の評価を行う． (2)細胞
内小器官，特にミトコンドリアと核に着目し
て，そのリポソーム内で測定可能な活性測定
手法を確立する．ミトコンドリアの融合，エ
ネルギー産生を測定する．核については，紡
錘体状態のものをリポソーム内に導入する
ことを試みる．(3)リポソーム内に導入したミ
トコンドリアと核との相互作用を測定し，細
胞骨格および無細胞タンパク質発現系との
協調動作可能性を検討する．以上の研究から，
細胞内小器官を連携的に駆動可能な，哺乳細
胞の実空間モデルの構築を目指した． 
 
４．研究成果 
 細胞内小器官を導入可能な細胞サイズリ
ポソームの構築方法を確立した（下図：ミト

コンドリア導入リポソームの例）．そして，
本研究の過程において，「GUV-細胞電気融合
法」の開発に成功した．これによって，細胞
の内部空間にさまざまな人工物質を送り込
めることが明らかになった．交流電場によっ

て整列させた GUV と培養細胞に対して，パ
ルス電場を印加することによって細胞膜と
リポソーム膜を一時的に融合し，形成される
孔を介して人工物が導入される．蛍光ビーズ
とHeLa細胞を用いて，導入される物質のサ
イズ依存性をレーザー共焦点顕微鏡，フロー
サイトメータを用いて調べ，直径 1µm まで
の物質が細胞内部に導入されることがわか
った．またサイズが合えば磁気ビーズやプラ
スミド，DNA オリガミ，およびこれらの混
合物がまとめて導入されうることを明らか
にした．本法の利点として，人工物質を，ペ
プチドタグや正電荷脂質などの化学的なモ
ディファイなしにそのまま細胞内（サイトゾ
ル）に導入できる点，外膜突破やエンドソー
ム脱出の経路を考えなくてもよい点，等が挙
げられる．これについて特許申請を行い，論
文に報告した(PLoS ONE誌)．本件は他の生
理活性物質の導入について試験を進めてお
り， PCT出願を準備中である．この成果は，
遺伝子導入を伴わない細胞の機能改変や，細
胞の機能再構成に大きく貢献するものと考
えられる．本法を用いて，実際に駆動する人
工細胞モデルの研究を引き続き行っている． 
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