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研究成果の概要（和文）：本研究では人工細胞を生細胞に近づけその性質を解析することで、生命を構成するた
めに必要な条件を明らかにするための基盤を構築することを目的とした。この試みを通し、細胞分裂面を決定す
るタンパク質局在波の人工細胞内における起動条件を見出した。また、生細胞と同様に多種多様の膜タンパク質
を保持した人工細胞の構築を目的とした新規人工細胞融合法の開発と、ゲノムDNAを無細胞系によって機能的に
転写翻訳する系の確立、ゲノムを転写する人工細胞の構築を行った。本研究で開発された手法や得られた知見
は、生細胞のように振る舞う人工細胞を創成するための重要な基盤となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish fundamental technologies for realizing 
reconstruction of living cells from biomolecules. Through this study, we found the condition for 
emergence of a bacterial protein localization wave, which determines the cell division plane, in 
fully confined lipid spaces. We also developed a novel fusion method for artificial cells to 
introduce a large variety of membrane proteins to lipid membrane on artificial cells as well as 
living cells. Furthermore, we established an in vitro transcription-translation system for genomic 
DNA, and successfully detected mRNA transcribed from genome in artificial cells. The findings and 
methods developed in this study are expected to be an important platform for creating artificial 
cells behaving like living cells.

研究分野： 合成生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
生命科学の知見が膨大になるとともに、

2000 年頃から細胞を創るという試みが国内
外で盛んになってきている。その中で、物質
から生命に迫る研究として、脂質二重膜小胞
（リポソーム）とタンパク質合成系を用いた
人工細胞構築の試みがある。しかし、現存す
る人工細胞系では高分子が生細胞内の 1/30
の濃度しか内包されておらず、細胞内のよう
に高分子濃度が 30%を超えるような系では
混雑効果により生化学反応が希薄系と異な
った振る舞いをするため、この状況は解決す
べき課題であった。 

 
我々は、バクテリア細胞である大腸菌を微

少量の超純水添加条件で超音波破砕するこ
とにより、細胞同様に機能的な細胞抽出液の
調製に成功した(藤原 & 野村 2013 PLoS 
ONE)。さらにこの『無添加』細胞抽出液を
リポソームに封入し、生細胞内と濃度・成分
が同等である人工細胞 (Life-mimicking 
artificial cells, L-MAC)の構築に成功(藤原ら、
原著はACS Synth. Biol. 2014, 論文1に総説
を発表)している。この材料は現存する人工細
胞の中で最も生細胞に近いが、一定濃度以上
ではタンパク質合成が機能しない、生細胞に
比べて物質拡散が格段に遅い、という一種の
死細胞のような状態であった。この原因とし
て、現在の L-MAC には膜タンパク質やゲノ
ム DNA が欠けていることが挙げられた。 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究では、膜タンパク質やゲノム

のような構造体の、撹拌や濃度勾配のような
物理場等の導入を通し、L-MAC が生命に漸
近するために必要な条件を生物物理学的視
点から解析することで、生命と物質の本質的
な違いを明確にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
人工細胞に様々な生命機能、L-MACs をより

生命へと近づける基盤を創成する。そのため
に、(1) 撹拌因子候補の人工細胞内再構成、
(2) 大腸菌内膜タンパク質群を保持した人
工細胞の創成、(3)ゲノムの転写翻訳と人工
細胞への導入、を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 撹拌因子候補の人工細胞内再構成 
バクテリアにおける細胞分裂面決定シス

テムである Min システムは、タンパク質の局
在移動波を形成し、細胞の極から極へと移動
する。このようなタンパク質集団の移動は撹
拌物質として作用するのではないかと考え、
Min システムの人工細胞内における再構成を
試みた。先行研究で平面膜上において Min シ

ステムの構成要素（MinD、MinE）が局在波を
形成することが知られていた。そこで、大腸
菌の極性脂質を用いて作製した油中水滴に、
これらの要素を ATP とともに封入し、その挙
動を観察した。しかし平面膜では通常に機能
する条件であるのにも関わらず、人工細胞内
では全く波としての挙動を示さなかった。こ
の問題はタンパク質の精製方法や塩濃度や
塩の種類を検討しても解決しなかった。 
 
そこで高分子混雑が反応と拡散の両方に

影響を与えることに着目し、MinD、MinE、ATP
とともに高濃度の高分子混雑剤を混合した。
結果、人工細胞中を往復する振動モードや、
膜面を順次移動する移動モードが観察され
た（図１）。MinD と相互作用する MinC を投入
した場合にも同様の結果が得られた。しかし、
高分子混雑剤を細胞抽出液に置換した場合
は Min 局在波が動かず、そのために L-MACs
の機能化にMinシステムが関与するかの解析
には成功していない。しかし、構築した Min
システムの人工細胞内再構成は、Min 研究分
野や反応拡散機構を解析する物理分野に対
し大きな寄与をする成果である。 

 
図 1. 人工細胞中における 
MinDE 局在波の再構成 

蛍光像は MinD を蛍光タンパク質で標識した
ものをタイムラプス撮影したものである。ス

ケールバー：10 μm 
 
(2) 大腸菌内膜タンパク質群を保持した人
工細胞の創成 
 
細胞の表層には体積分率で 50%を占める膜

タンパク質が存在する。細胞の膜タンパク質
は極めて種類が多く、単純な生命体である大
腸菌においても千種類にものぼる。これまで
に数種のタンパク質を人工細胞膜上に再構
成する研究は数多くなされてきたが、生細胞
に存在する膜タンパク質群をまとめて人工
細胞に導入する方法は知見が乏しかった。そ
こで先行研究を参考に、大腸菌の内膜成分を
まるごとナノサイズの小胞として精製し、そ
の後マイクロメーターサイズの人工細胞と



融合させる手法を検討した。融合は膜小胞に
存在するタンパク質に蛍光標識を行うこと
によって評価した。 
 
まず、研究途中で別グループによって報告

された凍結融解による融合手法を検討した。
結果、人工細胞表層に融合を示唆する蛍光シ
グナルを検出することができたが、凍結融解
前と比較し内部のタンパク質成分が漏出し
ていることが確認された。 
 
次に、伝統的な手法であるカチオンやポリ

エチレングリコールを組み合わせた融合を
試みた。結果、凍結融解と比較し、非常に効
率よく細胞同士が融合することが観察され
た(図２)。また、融合途上でのタンパク質成
分の漏出はほとんど観察されなかった。この
手法においても、内膜から精製した小胞と人
工細胞が融合していることが確認できた。 

 
図２．本研究で開発した人工細胞融合手法を

用いた場合の人工細胞直径の変化 
約100個の人工細胞の直径平均値と標準偏差
を表示している 
 
(3) ゲノムの転写翻訳と人工細胞への導入 
 
ゲノムは生命の遺伝子を全てコードする

が、その物理的実体は非常に長い紐状の物質
である。それゆえ、せん断力による切断や多
価カチオンによる凝集を示し、無細胞転写翻
訳系で用いられるサイズのプラスミドDNAと
は物性が大きく異なる。それゆえに試験管内
でMbpサイズのゲノムを転写翻訳可能である
かは謎であった。 
 
本研究では、高度好熱菌 Thermus属細菌の

ゲノムを鋳型とし、高効率な転写翻訳を行う
大腸菌の無細胞転写翻訳系と混合すること
で、転写や翻訳が生じることを確認すること
とした。本研究では大量の大腸菌細胞抽出液
を用いる必要があったが、研究環境における
セットアップにおいて、既存の手法では転写
翻訳可能なグレードの抽出液を安定して得
ることは困難な状況であった。そこで新たに
LOFT 法と名付けた、リゾチーム処理、浸透圧
処理、凍結融解を組み合わせた新規な細胞抽
出液調製法を確立した(論文２、図３)。この

手法により、以後の研究に活用可能な抽出液
の安定的な用意が可能となった。 
 

 
図３．LOFT 法プロトコール 

 
ThermusゲノムとLOFT法で調製した細胞抽

出液を混ぜ、転写翻訳が起きることを最終産
物であるタンパク質の解析によって行った。
そのために高感度ウエスタンブロッティン
グや銀染色、nano LC-MS/MS を行った。結果、
複数のタンパク質がゲノムから発現してい
ることが確認された。ただしその量は微量で
あり、細胞内における発現量と定量的に比較
することは困難であった。 
 
そこで微量でも高感度かつ定量的に検出

可能である RNA 成分に着目した。ゲノムを転
写後にqRT-PCRによって複数の遺伝子の発現
量を解析した。結果、細胞内で 1コピーから
1000 コピーのレンジで転写される mRNA 量と
非常によく相関する発現プロファイルが得
られた。遺伝子がゲノム中に分散し、発現量
に差が見られる解糖系に着目したところ、定
常期の細胞から回収したゲノムを試験管内
で転写した場合、対数増殖期の細胞内とよく
相関した量のRNAが発現することが確認され
た。 
 
次にゲノムを人工細胞に導入する手法を

検討した。本研究で人工細胞を形成する手法
として用いている界面通過法は内包物に対
する許容性が高く、途中段階で作製する油中
水滴に内包できるものは概ね全て人工細胞
であるマイクロサイズリポソーム中に封入
可能である。そこで、安定して形成可能な油
中水滴に着目し、ゲノムが封入される条件を
検討した。低分子や高分子成分を検討した結
果、非常に効率的にゲノム DNA を油中水滴内
に封入することが可能になった。また、試験
管内同様に転写反応を行ったところ、確かに
RNA が合成されることが確認できた。 
 
このゲノムを含む油中水滴を脂質が溶け

た油と水の界面を通過させリポソームへと
変換させたところ、ゲノムを封入した人工細
胞の形成が確認された（図４）。 
 



 
図４．大腸菌ゲノムを封入した 

20 μm 直径のリポソーム 
左：透過構造 
右：DNA 染色像ゲノムを封入した人工細胞 
 
 
(4)総括 
 
以上のように、細胞分裂面決定因子、内膜

タンパク質群、ゲノム DNA を保持した人工細
胞を創成するための手法を確立した。当初の
目的ではこれらの因子を活用し、L-MAC の高
機能化に寄与するかを解析することが目的
であったが、いずれも新規手法や重要な理学
的知見の蓄積を伴って初めて達成できる状
況であったため、基礎技術の開発に注力した。
本研究で開発された手法や得られた知見は、
生細胞のように振る舞う人工細胞創成に向
けた重要な基盤となることが期待される。 
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