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第１章 序論 

 

1.1 はじめに 

細胞は，あらゆる生物を構成する基本単位であり，一つの細胞には増殖・分化や物質

合成など様々な機能をもつ要素が備わっている．近年，脂質二重膜，DNA やタンパク

質などの生体分子を組み合わせて細胞の複雑な機能を再現する人工細胞の研究が注目

を集めている．このような人工細胞は，非生物である物質からどのように細胞のような

生命システムが作られているかを理解するためのツールとして，物質科学と生命科学の

謎の解明に大きく寄与する．また工学的な視点から，細胞の機能を再現し人為的に制御

できれば，これまでにない革新的なバイオデバイスを開発し，体内の物質検出・輸送か

ら環境内の有害分子の除去まで様々な分野における運用が期待できる． 

人工細胞は大きく脂質二重膜，DNA，タンパク質という 3 つの要素で構成されてい

る．中でも，脂質二重膜は人工細胞の内外を仕切るうえ，細胞接着やシグナル伝達など

さまざまなプロセスに関与するため，最も重要な役割を担っている．しかし，従来の人

工細胞は生細胞のような細胞骨格構造を有しておらず，わずかな刺激でも形状が変化す

る問題点がある．そこで本研究では，細胞骨格の代わりに多孔質材料で脂質二重膜を支

持することで，機械的安定な支持型人工細胞を創出し，さらにその性質を評価している． 

本章では，脂質二重膜の性質および作製手法について述べ，脂質二重膜技術の課題を

提示する．その後，本研究の対象と目的について述べ，最後に本論文の構成を示した後，

本論文の道筋を示す． 
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1.2 研究背景 

1.2.1 人工細胞 

 人工細胞とは，生物の細胞から分解・抽出した分子や，人工合成された分子を組み立

ててできた細胞と同様の機能を有する化学的または生化学的システムである [Stano 

2019]．通常，分子の容器として球状脂質二重膜（ベシクル）が用いられ，ベシクル内部

で分子が化学反応を行うことで動作する[Walde 2010]（図 1.1）． 

 

図 1.1 人工細胞の概要図．脂質二重膜，DNA やタンパク質などの生体分子を組み合

わせて機能を実現する[Boyd 2021]． 
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このような人工細胞は，生命の起源を理解するためのアプローチとして研究が進めら

れている[Sato 2022]．生命は 40 億年ほど前に地球上に誕生したとされており，初期の生

命は脂質二重膜を境界として持つ液滴であったと考えられる．従って，人工細胞は初期

生命のモデルとして，細胞の生命活動において必要な物質を網羅的に調査することに役

立つ（図 1.2(a)）．また，工学的な観点から，さまざまな分子を組み上げて人間が意図し

た通りのシステムを人工細胞内で開発することは，分子サイズのロボットを作り出すこ

とになる．本物の細胞と同様な検出や代謝などの機能を分子ロボット上で実現できれば，

これまでにない革新的なバイオデバイスを開発し，体内の物質検出・輸送から環境内の

有害分子の除去まで様々な分野に貢献できる（図 1.2(b)）． 

 

図 1.2 人工細胞と生命の起源．(a)原始地球上で，単純な分子から複雑な生命ができる

までの過程[Walker 2017]．(b)人工細胞が模倣できる生細胞の機能[Sato 2022]． 
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1.2.2 脂質二重膜 

脂質二重膜は人工細胞の内外を仕切る役割を担っている[Alberts 2014]．脂質二重膜 1 

m 四方には約 5 × 106 のリン脂質分子が存在し，小型の動物細胞の細胞膜は 109 個

のリン脂質分子を含んでいる．リン脂質はすべて両媒性で，親水性と疎水性の末端をそ

れぞれ持つ(図 1.3(a))．リン脂質が水性の溶媒中で自然に二重膜を形成できるのは，こ

の両媒性に起因する．両媒性分子を水中に分散させると，近くの水分子が再配列して氷

に似たかご状構造を作り，非極性分子を取り囲む．この構造は周囲の水よりも規則性が

高いため，より大きな自由エネルギーを有する．したがって，水との接触を防ぐよう，

溶媒内の両媒性分子の疎水性の尾部が内側に，親水性の頭部を水に露出するように自然

に集合し，親水性の頭部が疎水性の尾部を挟んだサンドイッチ型の脂質二重膜を形成す

る．個々のリン脂質分子が脂質二重膜の平面内で自由に拡散できることが確認されてい

る．これは脂質二重膜の流動性と呼ばれている．脂質二重膜の流動性により，膜上に存

在する様々なタンパク質はダイナミックに移動し，細胞膜としての機能を果たす(図

1.3(b))． 

 

図 1.3 脂質二重膜の構造と機能．(a)リン脂質分子の構造[Alberts 2014]．(b) 脂質二

重膜における分子運動[荒磯恒久 1994（一部改編）]． 
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1.2.3 人工脂質二重膜 

人工の脂質二重膜は，球殻構造を有するベシクルと，平面状構造を有する支持型平面

脂質二重膜の 2 種類に大別できる．本節では，それぞれについて概説する． 
 

ベシクル 

ベシクルは，脂質二重膜が閉じてできた球状構造物である．1 枚膜からなるベシクル

を unilamellar vesicle と呼び，サイズによってさらに分類できる．直径が 100 nm 以下の

小さなものは small unilamellar vesicle (SUV)，100~1000 nm の大きなベシクルは large 

unilamellar vesicle (LUV), 1000 nm 以上の巨大なものは giant unilamellar vesicle (GUV)と

いう．さらに多層の脂質二重膜からなる multilamellar vesicle (MLV)や LUV 内に複数の

SUV が包まれる構造を取る multivesicular vesicle (MVV)も存在する（図 1.4(a)）．サイズ

で分類する理由は，ベシクルの安定性，膜の曲率，膜を介した輸送速度などの性質がサ

イズに依存するためである[Jesorka 2008; Miao 1994]．ベシクルの用途もサイズに応じて

人工細胞やドラッグデリバリーシステムなど多岐にわたっており，とりわけ人工細胞分

野においては，生細胞とサイズが近いことから GUV を用いた研究開発が主流である

[Robinson 2021; Smith 2022]．しかし，GUV は細胞膜を支持する細胞骨格構造を有して

いないため，機械的安定性が低く，複雑な環境下で形状を維持できない問題点がある. 
 

支持型平面脂質二重膜 

支持型平面脂質二重膜は，固体基板表面に吸着した脂質二重膜であり，英文の多くの

文献では supported lipid bilayer (SLB)という呼称が用いられている[Castellana 2006; Tero 

2012]．図 1.4(b)に SLB の模式図を示す．固体基板と脂質二重膜の間には厚み 1-2 nm の

水層があり，膜の流動性を維持する．この水層が安定して存在するためには，リン脂質

の頭部と基板表面の相互作用の微妙なバランスが重要である．固体基板は，一般的にガ

ラス[Cremer 1999]やマイカ[Majd 2005]などの親水性を有する基板が用いられる．SLB は，

その安定した性質から，原子間力顕微鏡（AFM）や共焦点顕微鏡など各種分析手法との

親和性が高い．そのため，膜と膜結合分子の相互作用[Sackmann 1996; Lu 2020]や膜間の

相互作用[Hao 2018]などの膜生物物理学を研究するためのプラットフォームとして有用

である．また近年では支持基板の表面エネルギーが脂質二重膜の変形を促進するという

報告があり，支持基板・脂質二重膜間の相互作用と生命の起源との関係が注目されてい

る[Gozen 2021]．しかし，脂質二重膜と支持基板の距離が近く，SLB 内にはほとんど物

質を包埋できないため，人工細胞としての応用が困難である． 
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図 1.4 人工脂質二重膜の概略図．(a) ベシクルの概略図．サイズによってさらに分類

でき，1000 nm 以上の巨大なものは giant unilamellar vesicle (GUV)と呼ばれる．

[Mozafari 2021]．(b) 支持型平面脂質二重膜(SLB)の概略図．脂質二重膜が固体基板

に支持され，間に 1-2 nm の水層を挟む[Castellana 2006]． 



9 

 

1.2.4 小孔支持型脂質二重膜 

 前述のように，人工細胞研究において GUV が広く使用されているが，機械的強度に

課題がある．一方，SLB は機械的強度が高いものの，物質の包埋はできない．このよう

な状況から，近年 GUV と SLB の利点を併せ持つ小孔支持型脂質二重膜が提案された

[Kazakov 2017]．これは，マイクロやナノサイズの小孔を有する多孔質材料によって支

持される脂質二重膜である．支持することで脂質二重膜の機械的強度が向上し，さらに

小孔内に物質を封入することにより脂質二重膜内部で化学反応が可能である．以上のこ

とから，小孔支持型脂質二重膜は，人工細胞に最も適している細胞モデルの一つとして

考えられる． 

 小孔支持型脂質二重膜は，従来の脂質二重膜と同様，球状の小孔支持型 GUV と平面

状の小孔支持型 SLB の 2 種類に分別できる． 
 

小孔支持型 GUV 

小孔支持型 GUV は，多孔質材料であるハイドロゲルを GUV に包埋することで作製

できる（図 1.5(a)）．ハイドロゲルは，内部に水溶液を含む 3 次元構造をもつ高分子物質

である．小孔支持型 GUV に適するハイドロゲルとして，ポリアクリルアミドゲル 

[Helwa 2013]，DNA ゲル [Kurokawa 2017]，agarose ゲル [Katsuta 2019]などが挙げられ

る．特に，agarose ゲルは脂質二重膜との相互作用が少なく，汎用性の高い多孔質材料と

して大きな注目を集めている[Xu 1996]（図 1.5(b)）．さらに，封入する agarose 溶液の濃

度を調整することで，GUV の機械的安定性を簡単に制御できることも報告されている

[Viallat 2004]． 
 

小孔支持型 SLB 

小孔支持型 SLB は，多孔質の支持基板上に脂質二重膜を人工的に形成したものであ

る（図 1.5(c)）．支持基板はシリコン系基板，ポリマー系基板の 2 種類ある．シリコン基

板は集束イオンビーム描画や EB 描画などの MEMS 技術と高い親和性があるため，精

度がコントロールされた SLB 形成に適している[Yamaura 2018]．しかし，基板の加工は

大規模な装置を要求し，作製の時間的及び金銭的のコストが大きい．他方，ポリカーボ

ネート（PC）基板をはじめとするポリマー系基板は，精度がシリコン系基板に劣るもの

の，比較的に安値であるうえ，市販品として，孔径も 15 nm から 1200 nm まで幅広く入

手できる利点がある[Aminipour 2017] （図 1.5(d)）． 
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図 1.5 小孔支持型脂質二重膜の概略図．(a) 小孔支持型 GUV の概略図．脂質二重膜

内にハイドロゲルが内包されている[Kazakov 2017]．(b) agarose ゲルの電子顕微鏡写

真[Nwekw 2017(一部改編)]．(c) 小孔支持型 SLB の概略図．脂質二重膜が小孔上に

形成される[Khan 2017]．(d) ポリカーボネート基板の電子顕微鏡写真[Favero 2005]． 
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小孔支持型 GUVと小孔支持型 SLBの比較 

 表 1-1 に小孔支持型 GUV と小孔支持型 SLB のそれぞれの利点，欠点とその応用先を

示す．小孔支持型 GUV は，生細胞と構造が近いことから細胞の分裂などの細胞機能を

再現可能であり，さらに工学的手法を組み合わせると液中の指定場所に自由に運搬でき

組織化しやすい[Li 2020]ため，細胞モデルとして有用である．一方，小孔支持型 SLB は

細胞分裂などの機能を再現できないものの，均一のサイズを有するものを一度に大量形

成可能であり，座標も特定できる点から，人工細胞リアクターとしての応用が期待でき

る[Izri 2019]．したがって，人工細胞のユーザーは目的や用途に応じて両者を使い分け

る必要がある． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1-1 小孔支持型 GUV と小孔支持型 SLB の比較 
 

  利点 欠点 応用先 

小孔支持型

GUV 

・生細胞に近い機能 

・組織化が可能 

・サイズが不均一 

・特定ができない 
細胞モデル 

小孔支持型

SLB 

・サイズが均一 

・特定が可能 

・細胞分裂などの機

能を再現できない 

・組織化が困難 

人工細胞リアクター 
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1.2.5 小孔支持型脂質二重膜の形成法とその問題点 

 小孔支持型 GUV と小孔支持型 SLB のそれぞれの形成法と，共通の問題点を下記に示

す． 
 

従来製法 

小孔支持型 GUV の形成は，water-in-oil (w/o) エマルション法で行われる．w/o エマル

ション法では，まず水溶液をリン脂質が溶解させた有機溶媒内に分散させ，w/o エマル

ションを作製する．親水性相互作用により，親水性の頭部を持つリン脂質が液滴の周り

に凝集し，脂質一重膜を形成する．次に，エマルションを別の水溶液の上に重ねて遠心

力を印加することで，有機溶媒-水の界面を通過させる．すると，エマルション周辺の脂

質一重膜と有機溶媒-水界面の脂質一重膜がお互い結合し，GUV が形成される(図 1.6(a))．

w/o エマルション法は，GUV の形成率が高く，さらにサンプルを GUV 内に包埋するこ

とが容易などの利点がある． 

 小孔支持型 SLB の形成は，Langmuir-Blodgett 法がよく用いられる．Langmuir-Blodgett

法では，水槽を緩衝液で満たし，有機溶媒で溶かしたリン脂質を水面上に滴下する．有

機溶媒が蒸発すると，リン脂質がバラバラになって水面で単分子層を形成する．形成し

たリン脂質分子層に対して，固体基板を液中から大気中へ，さらに大気中から液中へ往

復させて転写することで，固体基板表面に SLB を転写する（図 1.6 (b)）．高い相転移温

度を有する 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC)など，SLB 形成が比較的

に困難とされる脂質については，Langmuir-Blodgett 法で SLB が得られることが報告さ

れている[Tamm 1985]． 
 

問題点 

上記の w/o エマルション法と Langmuir-Blodgett 法は小孔支持型脂質二重膜の形成法

として定着したものの，形成した脂質二重膜の安定性に大きな課題が残っている．これ

は，脂質二重膜内での有機溶媒の残留に起因している．例えば，Funakoshi らや Kamiya

らは有機溶媒が含まれている GUV が，分裂することを報告している（図 1.6(c)）

[Funakoshi 2007; Kamiya 2016]．Tarun らは，残留した有機溶媒が脂質二重膜の流動性に

与える影響について論述している（図 1.6(d)）[Tarun 2018]．また，膜タンパク質の機能

が脂質二重膜の厚み[Marsh 2007]や疎水性[Cicuta 2007]などに影響され，残留した有機溶

媒が膜タンパク質を変性させる恐れがある．したがって，現状の有機溶媒が残留する作

製手法は，高機能な人工細胞の実現に最適な手法とはいえない． 
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図 1.6 小孔支持型脂質二重膜の作製手法．(a)  water-in-oil (w/o) エマルション法 

[Moga 2019]．(b)  Langmuir-Blodgett 法 [Guidelli 2011]．(c) 残留した有機溶媒が GUV

の分裂を促進 [Song 2021]．(d) 有機溶媒と脂質二重膜間の相互作用の模式図[Tarun 

2018]． 
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1.3 本研究の目的 

前節までに，人工細胞研究において脂質二重膜の形成時のオイル残留が大きな課題で

あることを述べた．このような現状を鑑み，有機溶媒が完全に除去されている条件下で，

有機溶媒の残らないオイルフリーの小孔支持型脂質二重膜の形成手法の開発を本研究

の目的とする．目的達成のため，従来のオイルフリーの GUV と SLB それぞれの形成手

法を，多孔質材料上で膜が形成できるように適用する．また，蛍光顕微鏡や原子間力顕

微鏡（AFM）を用いて，形成した脂質二重膜の性質を評価し，提案手法の有効性を検証

する．さらに，形成した脂質二重膜に膜タンパク質を導入し，人工細胞としての運用可

能かを検証する（図 1.7）． 

 

 

図 1.7 本研究の目的 
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1.4 本論文の構成 

本論文の構成は以下の通りである． 

第 1 章「序論」では，人工細胞の定義とその応用について述べる．次に人工細胞の構

成要素である脂質二重膜の性質ついて触れ，従来の 2 種類の脂質二重膜である GUV と

SLB のそれぞれの利点と欠点について説明する．さらに，GUV と SLB 両者の利点を兼

ね備えた小孔支持型脂質二重膜について述べ，その性能向上には「有機溶媒が残留」と

いう課題を解決する必要があることを示す． 

第 2 章「小孔支持型 GUV の形成手法」では，従来のオイルフリーの GUV の形成手

法を比較し，小孔支持型 GUV の形成に適した手法としてポリマーフィルム水和法を選

出する．ポリマーフィルム水和法を小孔支持型 GUV 形成用に改良し，GUV の収率と内

部の多孔質材料の包埋率が最大化できるように設計する．また，ラットの赤血球から膜

タンパク質を精製し，作製した GUV に導入する手法について述べる． 

第 3 章「形成した小孔支持型 GUV の評価」では，静置水和法で形成した小孔支持型

GUV の収率，適応できる脂質の種類，サイズ，膜層数，多孔質材料の包埋率，機械的強

度，寿命，膜上の膜タンパク質機能，についての評価し，人工細胞として有用であるこ

とを示す． 

第 4 章「小孔支持型 SLB の形成手法」では，オイルフリーの小孔支持型 SLB の形成

手法として，他の手法に対して自発展開法の利点を明示し，PC 基板上で自発展開法を

行うことを提案する．また，蛍光顕微鏡や AFM を用いた小孔支持型 SLB の性質解析方

法について述べる． 

第 5 章「形成した小孔支持型 SLB の評価」では，自発展開法で形成した小孔支持型

SLB の展開速度，流動性，小孔上の脂質二重膜の機械特性について評価し，手法の有用

性を示す． 

第 6 章「結論」では，各章で得られた知見を整理し，本研究で新しく得られた知見を

まとめる．さらに，今後の課題と本研究がどのように社会に貢献できるか，具体的なア

イデアを述べる． 
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第２章 小孔支持型 GUVの形成手法 

 

2.1 オイルフリーの GUV形成手法 

オイルフリーの GUV の形成法は以下の 3 種類が挙げられる． 
 

静置水和法 

静置水和法は，有機溶媒（クロロホルム）で溶解させたリン脂質をガラスなどの基板

上に滴下したのちに，有機溶媒を真空環境で除去することで，堆積した脂質二重膜のフ

ィルムを作製する．この脂質フィルムに水や水溶液を添加し静置すると，脂質二重膜内

外に浸透圧差が働き，脂質二重膜の一部が膨潤すると同時に，球状に閉じることで GUV

が形成される(図 2.1(a))．手法の大きな利点として，水和時にリン脂質分子の酸化がほ

とんど起きない点が挙げられる[Reeves 1969]．しかし，主なドライビングフォースが浸

透圧のみであるため，GUV の形成までに数日かかる場合がある[Rodriguez 2005]．また

実験手法自体は簡易ではあるが，堆積した脂質フィルムの膜厚や水溶液内のイオン強度

などの条件を精緻に制御しないと，MLV を生成することになる[Stein 2017]． 
 

Electroformation法 

Electroformation 法は，静置水和法で作製した脂質フィルムの水和時に，電場を印加す

ることで GUV の形成を促進する手法である(図 2.1(b))．これは，リン脂質分子間の静電

相互作用や脂質二重膜の表面張力が電場を印加することで変化するためとされている

[Dimitrov 1987]．また直流電場と交流電場のいずれにおいても GUV の生成が可能とさ

れているが，交流電場下では電気浸透がより顕著であるため，GUV の形成率がさらに

向上する[Dimitrov 1987]．通常の静置水和法に比べて操作が容易であることや，高い確

率で GUV が生成されることが大きな利点とされている．一方，負電荷を有するホスフ

ァチジルセリン(PS)などの脂質使用した場合や水溶液内にイオンが含まれている場合，

GUV の生成率が低下する点が課題である[Walde 2010]． 
 

ポリマーフィルム水和法 

ポリマーフィルム水和法では，乾燥した agarose やポリビニルアルコール(PVA)フィ

ルム上で静置水和法を行う[Horger 2009; Weinberger 2013]．ポリマーフィルムは水溶液の

脂質二重膜間への流入を促進するため，1 時間の短時間だけで GUV を形成できる（図

2.1(c)）．また，electroformation 法より幅広い種類の脂質分子に対応でき，さらに生理食

塩水のような高いイオン濃度を持つ溶液内でも GUV の形成が可能である[Stein 2017]． 
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図 2.1 オイルフリーの GUV 形成法． (a)  静置水和法  [Stein 2017] ． (b)  

Electroformationt 法 [Schmid 2017]．(c) ポリマーフィルム水和法 [Horger 2019]． 
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 各手法の比較 

 表 2-1 に，各手法の原理・特徴，および利点・欠点についてまとめた．静置水和法は

作製に数日を要することや脂質フィルムの細かなコントロールが必要であることから，

簡便な手法とは言えない．Electroformation 法は，大量に GUV を形成できるが，リン脂

質組成や水溶液内のイオン濃度によっては収率が大きく下がり，汎用性に課題がある．

一方，ポリマーフィルム水和法は，短時間で生理条件の塩濃度でも GUV の形成が可能

であると報告されている．以上より，簡便性と汎用性の両方に優れている手法は，ポリ

マーフィルム水和法である．したがって，本研究ではポリマーフィルム水和法を改良し，

小孔支持型 GUV の作製に適用する． 

表 2-1 GUV 作製手法とその利点・欠点 
 

手法 原理・特徴 利点 欠点 

静置水和法 

脂質フィルムを水や

水溶液に添加し静置

すると脂質二重膜内

外に浸透圧差が働

き，脂質二重膜の一

部が膨潤すると同時

に球状に閉じること

で，GUV を形成でき

る． 

脂質の制限が緩い 

溶液のイオン濃度

制限なし． 

形成時間が長い 

MLV が混在 

脂質フィルムの

コントロールが

必要． 

Electroformation 法 

静置水和法で作製し

た脂質フィルムの水

和時に，電場を印加

することで GUV の

形成を促進させる． 

操作が容易 

短時間 

ほぼ GUV のみ形

成． 

脂質の制限あり 

溶液のイオン濃

度制限あり． 

ポリマーフィルム水

和法 

ガラス基板の代わり

に乾燥した agarose

フィルムやポリビニ

ルアルコール(PVA)

フィルム上で静置水

和法を行う． 

短時間 

ほぼ GUV のみ形

成 

脂質の制限なし 

溶液のイオン濃度

制限なし． 

ポリマーフィル

ムの作製が必要． 
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2.2 水和時の脂質二重膜のエネルギーバランス 

 前述のように，オイルフリーの GUV 形成手法では，あらかじめ基板上に堆積した脂

質フィルムを作製する必要がある．平面の脂質二重膜から球状の GUV が形成される理

由は，水和時に脂質二重膜を曲げるために必要な曲げエネルギー(Ebend)と脂質二重膜と

バッファーの境界に作用する界面エネルギー(Eline)のバランス関係に起因する[Antonietti 

2003]． 

 脂質フィルムを円盤状だと仮定すると，脂質二重膜とバッファーの境界に働く界面エ

ネルギーは下記の通りである（図 2.2）． 

𝐸𝑙𝑖𝑛𝑒 = 2π𝑅𝐷𝛾                   (2.1) 

 ここで RDは円盤の半径，γは線張力（5-10 pN [Karatekin 2003]）である．一方脂質二

重膜を曲げるためのエネルギーは 

𝐸𝑏𝑒𝑛𝑑 = 8πк                   (2.2) 

кは脂質二重膜の曲げ係数（4-8 *10-20J [Gozen 2013]）である． 

 ベシクルの形成は，Elineが Ebendより大きい時にのみ起きる現象であり，形成に必要な

脂質二重膜フィルムの最小半径は下記のように算出できる．    

𝐸𝑏𝑒𝑛𝑑

𝐸𝑒𝑑𝑔𝑒
< 1 ⇒  r >

4к

𝛾
                (2.3) 

 上記の式から，ベシクルの形成に必要な脂質二重膜フィルムの最小半径は数ナノメー

トルであり，リン脂質分子の長さに相当する．したがって，水和時に脂質二重膜はフィ

ルム状からよりエネルギー的安定なベシクル構造に変化すると考えられる． 

 

 

図 2.2 脂質フィルムからベシクルが形成された時の概要図[Antonietti 2003]． 
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2.3 小孔支持型 GUVの作製 

 

 本実験で用いた試薬とその製造元を表 2-2 に示す． 

 

表 2-2 本実験で使用した試薬 
 

薬品 製造元 

2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  

(DOPC) 
Tokyo Chemical Industry 

1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-PC  

(POPC) 
Cayman Chemical Company 

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine 

(DOPS) 
Avanti 

Cholesterol Sigma 

Texas Red 1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-

Phosphoethanolamine, Triethylammonium Salt 

(Texas Red-DHPE) 

Thermo Fisher 

Agarose LM Nakalai Tesque 

Poly(vinyl alcohol)  

(PVA; MW=145 kDa, hydrolysis ≥ 98%) 
Sigma 

Fluoresceinisothiocyanate isomer-I 

(FITC) 
Dojindo 

Calcein Dojindo 

PBS(-) FUJIFILM Wako 

Sucrose FUJIFILM Wako 

Glucose FUJIFILM Wako 
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 ポリマーフィルム水和法による小孔支持型 GUV 形成手順を図 2.3 に示す． 

実験では，200 L の 4% (w/v) agarose LM を，回転速度 1200 rpm，回転時間 120 秒間

でガラス表面にコーティングした．ホットプレート上で加熱し溶液内の水分を蒸発させ

ることでポリマーフィルムを作製した．その後，ポリマーフィルム上に 10 Lの 4 mg/mL

脂質溶液を滴下した．提案手法の汎用性を検証するため脂質は(1) DOPC, (2) 85% DOPC, 

15% DOPS, (3) 70% DOPC, 30 % cholesterol の 3 種類を使用した（すべて mol%）．また，

形成した GUV を可視化するため脂質二重膜を 0.5% Texas red-DHPE (Ex:596 nm; Em:615 

nm)で標識した． 

GUV 形成は，脂質フィルムの厚さが適切であることが求められる[Estes 2005]．これ

までのプロトコルでは，脂質フィルムの厚さのコントロールに針[Horger 2009] やスピ

ンコーター[Tsai 2011] が用いられ，脂質フィルムの厚さを均一化することが推奨されて

きた．本研究では当初，従来のプロトコルに従い均一な脂質フィルムで実験を行ったが，

GUV の収量が低くごく僅かしか収穫できなかった．そこで，厚さが不均一な脂質膜が

より小孔支持型 GUV の形成に適することを見いだした． 実験では，まず針を使って脂

質溶液を均一に広げ，その後針先端で脂質フィルムに傷を付けて不均一にした（図 2.3 

(a)）．サンプルを真空中で 30 分間乾燥させ，有機溶媒であるクロロホルムを蒸発させ

た．乾燥後，カバーガラス上に PDMS（ポリジメチルシロキサン）チャンバーを置き，

200 Lの水和バッファーで満たした（図 2.3 (b)）．水和バッファーとして 1 % (w/v) agarose, 

200 mM sucrose 水溶液を使用した．水和は，ポリマーフィルムの融解温度以下かつ 1% 

agarose LM 溶液のゲル化温度以上である 35℃で 1 時間行った．その後，ピペットで形

成した GUV をフィルムから剥離収穫し，200 mM glucose 水溶液に注入した. 

GUV のサイズと脂質二重膜の層数を評価するため，横河電機製の共焦点スキャナユ

ニット CSU-X1 と Bitran 製の冷却 Charge coupled device (CCD)カメラ BU-61M を搭載し

た倒立顕微鏡（Olympus, IX70）で GUV の撮影を行い，16 bit の画像を取得した． 

agarose の包埋率を評価するために，先行研究を参考に agarose の蛍光標識を行った

[Horger 2009]．まず，30 L の 1% agarose 溶液と 125 L の 10mg/mL FITC-I の DMSO

を混合し，50 ºC で 3 時間反応させた．その後，Slide-A-Lyzer 10K dialysis cassette (Thermo 

Fisher, USA) を用いて純水中で 1 週間透析を行った．透析後，2g の sucrose を溶解し，

溶液の最終濃度を 1 % agarose 200 mM sucrose とした．FITC で標識した agarose を用い

て上記と同様な手順で GUV の形成と観察を行った． 
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図 2.3 提案した小孔支持型 GUV 形成の模式図．(a) ポリマーフィルム上に 4mg/mL の

脂質溶液を滴下し，針で傷をつけることで不均一な厚さを有する脂質フィルムを作製

した．(b) 1 % (w/) agarose, 200 mM sucore 溶液で脂質フィルムを再水和．乾燥した脂

質フィルムを 1h 間水和した後，ピペットで形成した小孔支持型 GUV をポリマーフ

ィルムから収穫した．小孔支持型 GUV 内に，脂質二重膜を複数層もつ MLV が混在

する可能性がある． 
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2.4 小孔支持型 GUVの機械的強度の検証 

小孔支持型 GUV の機械的強度は，Viallat らの報告に基づき，浸透圧試験で評価した

[Viallat 2004]．実験では，agarose を内包した DOPC GUV (50 L)をカバーガラス上に

滴下した後，50 L の 1 M glucose 溶液を外部から静かに注入した．外液の sucrose・

glucose の最終濃度は 600 mM であり，GUV 内部の sucrose 濃度(200 mM)より高いため，

脂質二重膜の内外に浸透圧差が生じる．注入直後から 30 分間の小孔支持型 GUV の形

状変化を顕微鏡で観察した．通常，小孔支持型 GUV は支持物のない GUV より，浸透

圧差に強い耐性を示す（図 2.4）[Fujiwara 2014]．本研究では，コントロールサンプルと

して，agarose を内包していない GUV に対しても同様の試験を行った． 

 

 

図 2.4 浸透圧試験の模式図．小孔支持型 GUV は支持物のない GUV より浸透圧差に

強い耐性を示す． 
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2.5 膜タンパク質の導入 

膜タンパク質の精製は，Jang らの先行研究を基に行った[Jang 2019]．まず，ラットの

全血を×1 PBS で洗浄した後，遠心操作（800 g, 5 分間）で血清とバフィーコートを除

去し赤血球を回収した．得られた赤血球は 1×PBS で洗浄した後，0.25×PBS に再懸濁

することで 20 分間溶血させた．この後，遠心操作（800g，5 分間）を 3 回行い，上清を

除去し赤血球断片を得た．赤血球断片液は，-80℃で保存した．本手順は東京工業大学動

物実験委員会の承認（D2019010）を受けている． 

赤血球断片をポリマーフィルム内に含ませることで，小孔支持型 GUV 形成時に赤血

球断片が脂質二重膜と融合し，膜タンパク質が導入される（図 2.5(a)）[Horger 2015]．実

験では，10 L の赤血球断片液を 70 L の 4%(w/v) agarose LM と混合し，カバーガラ

ス上に滴下し加熱することで乾燥させた（37℃，40 分間）．その後，モル比 99.5：0.5 の

4 mg/mL DOPC および texas red-DHPE 溶液 10 L をポリマーフィルム上に塗布し，真空

中で 30 分間乾燥させ，有機溶媒であるクロロホルムを蒸発させた．サンプルを 200 L 

の 1 % agarose，200 mM sucrose 水溶液で 1 時間水和し，小孔支持型 GUV を形成した．

GUV をピペットで収穫した後，8L の 1 mM calcein (Ex:490 nm; Em:515 nm)溶液と混

合し，24 時間にわたって観察を行った．膜タンパク質が正常に機能することができれ

ば，calcein が脂質二重膜の外部から内部へ侵入できる（図 2.5(b)）[Mikeli 2013]． 

 

図 2.5 (a)膜タンパク質導入の模式図．ポリマーフィルム上に含まれた赤血球破片が

GUV と融合[Horger 2015]．(b)膜タンパク質が機能すれば，calcein が GUV 内に侵入． 
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2.6 画像解析 

 画像解析は ImageJ を用いて行った．形成した小孔支持型 GUV の脂質二重膜の層数を

確認するために，撮影を行い小孔支持型 GUV の輝度値を評価した．各小孔支持型 GUV

の直径方向に沿って線分を描画し，線分上の輝度値の平均値を取得した．この輝度値は，

脂質二重膜の層数に比例する（図 2.6(a)）．先行研究を参考に，小孔支持型 GUV の直径

と輝度値のグラフをプロットした[Akashi 1996]． 

小孔支持型GUV内の agaroseの包埋率の評価は，Tsaiらの研究を基に行った[Tsai 2011]．

まず小孔支持型 GUV 溶液を 200mM sucrose 溶液と混合し，外側の agarose 溶液を希釈

した．希釈することで，小孔支持型 GUV 内外の FITC 蛍光強度に差が生まれ，内外の

境界が判別できるようになる．この後，写真撮影を行い，取得した画像から小孔支持型

GUV 内部の 5×5pixel 領域を Region of interest (ROI)として指定した．ROI 内の輝度値の

平均値を I，agarose原液の平均輝度値を I0，agaroseの包埋率を I/I0と定義した（図2.6(b)）． 

 

図 2.6 画像処理手法の概要．(a) 脂質二重膜の層数に比例して，GUV の輝度値が上

昇．スケールバー：25 m [Akashi 1997]．(b) GUV 内部の 5×5pixel 領域を ROI として

指定し，ROI 内の輝度値の平均値 I を取得した ． 
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2.7 本章のまとめ 

 以上のように第 2 章では，ポリマーフィルム水和法で小孔支持型 GUV の形成ができ

るように，従来手法の改良を提案した．すなわち，脂質フィルムに傷をつけて不均一化

することで，小孔支持型 GUV の形成を促進するように設計した．その上，形成した小

孔支持型 GUV の機械的強度を評価する浸透圧試験と，小孔支持型 GUV に膜タンパク

質を導入する手法について説明した．さらに，小孔支持型 GUV の脂質二重膜層数と

agarose 包埋率の評価手法について述べた．第 3 章ではここで提案した手法で形成した

小孔支持型 GUV を評価した結果を示して，手法の有用性と汎用性を検証する． 
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第３章 形成した小孔支持型 GUVの評価 

 

3.1 小孔支持型 GUVの形成効率 

これまで，ポリマーフィルム水和法で GUV を形成するためのプロトコルは提案され

ているが，GUV 形成の正確なメカニズムについては未だ不明な点が多く[Rideu 2019]，

小孔支持型 GUV の形成用のプロトコルはまだ定まっていない．そこで，本研究では小

孔支持型 GUV の収率を向上させるため，従来プロトコルの改良を行った．前述のよう

に，GUV 形成の成功には均一な脂質フィルムが必須であると考えられてきた．しかし

本研究の結果から，不均一な脂質フィルムが小孔支持型 GUV の形成に有用であること

がわかった．図 3.1(a)に，異なる脂質フィルム上での小孔支持型 GUV 形成の結果を示

す．均一な DOPC 脂質フィルムと不均一な脂質フィルムをそれぞれ 1%の agarose を含

む水溶液で 1 時間水和させたところ，均一な脂質フィルム上では小孔支持型 GUV がほ

とんど形成できなかったのに対して，不均一な脂質フィルム上では数千個の小孔支持型

GUV が観察できた．Stein らは，不均一な脂質フィルムが均一な脂質フィルムより，水

溶液の脂質二重膜間へ流入する機会を増進させ GUV の形成を促進できると予測してい

たが，実験的に証明できなかった[Stein 2017]．本研究の結果から，不均一な脂質フィル

ムが，agarose を含む水溶液内での脂質二重膜の膨潤を促進し，小孔支持型 GUV 形成法

として有用であることがわかった． 

先行研究では，agaroseフィルムを構成する agarose分子がGUV内にわずかに拡散し，

小孔支持型 GUV 内の agarose の最終濃度に影響を及ぼす可能性があると報告している

[Lira 2014]．そのため，ポリマーフィルムとして PVA を使用することが提案されている

[Weinberger 2013]．本研究では，PVA ポリマー上での水和も行ったが，小孔支持型 GUV

を観察できなかった（図 3.1(b)）．これは，溶液の agarose 分子と PVA との相互作用が

GUV 形成を阻害することが理由だと考えられる（図 3.1(c)）[Schmidt 2019; Yan 2021]．

今後は，PVA 上で安定して小孔支持型 GUV を形成するための条件を探索する必要があ

る． 
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図 3.1 小孔支持型 GUV の形成．(a) 均一な脂質フィルムと不均一な脂質フィルム上

でそれぞれ水和した結果．(b) PVA 上で水和を行った結果．(c) agarose と PVA の相互

作用[ Yan 2021]． 



29 

 

3.2 小孔支持型 GUVのサイズと脂質二重膜層数 

 形成した小孔支持型 GUV のサイズと脂質二重膜の層数の評価は，ポリマーフィルム

から小孔支持型 GUV を収穫した後，共焦点顕微鏡で取得した画像を解析することで行

った．図 3.2(a)に収穫した小孔支持型 GUV の一例を示す．球形の小孔支持型 GUV が液

中に分散していることから，ピペッティングが小孔支持型 GUV に与える機械的な損傷

が極めて低いと考えられる．また，収穫した小孔支持型 GUV のサイズが不均一である

ことがわかった．さらに，収穫した小孔支持型 GUV のうち輝度値の高いものと低いも

のがあることが判明した．図 3.2(b)に，図 3.2(a)の白い点線上の輝度値を示す．輝度値の

低い小孔支持型 GUV の脂質二重膜の輝度値は 1500[a.u.]前後であることに対して，輝度

値の高い小孔支持型 GUV の輝度値は 3000[a.u]である．このことから，輝度値の高いも

のは，脂質二重膜を二層有する MLV であると考えられる[Akashi 1996]． 

図 3.2(c) に，McPhee らが報告した画像処理法を基に小孔支持型 GUV の輝度値を解

析した結果を示す[McPhee 2013]．小孔支持型 GUV の輝度値は，平均値 440 [a.u.]，分散

200 [a.u]の正規分布に従う．先行研究[Horger 2019]においても，ポリマーフィルム水和

法で形成した GUV の輝度値が単峰性の正規分布に従っていることが報告されている．

この点から，本研究で得られた小孔支持型 GUV のほとんどが単層の脂質二重膜を有し，

MLV の割合は 1.9 %と極めて少量であることが分かる．図 3.2(d)に，収穫したすべての

小孔支持型 GUV の直径とその輝度値を示す．小孔支持型 GUV の平均直径は 14.0 ± 

8.1 m (n=160) である．生細胞の直径は 20 m 前後であり，本手法で形成した小孔支持

型 GUV とサイズが比較的に近い．また，小孔支持型 GUV の直径と輝度値の相関がみ

られず，MLV の発生に法則性がないことが考えられる． 

以上のことから，本研究で提案した手法は細胞サイズの小孔支持型 GUV を一度に大

量に形成することができる効率的な手法であるといえる． 
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図 3.2  小孔支持型 GUV のサイズと脂質二重膜層数．(a) 収穫した小孔支持型 GUV

の蛍光写真と(b) その輝度値情報．(c)小孔支持型 GUV の輝度値分布．(d)すべての小

孔支持型 GUV の直径とその輝度値の関係． 
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3.3 小孔支持型 GUV内の agaroseの包埋率 

 小孔支持型 GUV 内の agarose 包埋率評価には，FITC で標識した agarose 溶液を用い

ており，FITC の輝度値から間接的に agarose の濃度を推定できる[Jolling 2017]．図.3.3(a)

に，収穫した小孔支持型 GUV の蛍光画像を示す．小孔支持型 GUV 外部の agarose 溶液

が希釈されているため，内部がより高い FITC 輝度値を示す．小孔支持型 GUV 内部の

5×5pixel 領域を ROI として指定し，ROI 内の輝度値の平均値を I，agarose 原液の平均

輝度値を I0，agarose の包埋率を I/I0と定義した．図 3.3(b)に I/I0のヒストグラムを示す．

I/I0の平均値は 77.9 ± 42.8 %であり，60-70 %にヒストグラムのピークが見られる．つ

まり，小孔支持型 GUV 内の agarose 濃度は，0.6-0.7%であると考えられる．また，I/I0値

が 100 %を超える小孔支持型 GUV も観察できた．この現象のメカニズムは不明だが，

先行研究においても，静置水和法で形成した GUV と MLV 内に包埋できる高分子であ

る PEG20000 の濃度が，外液より高くなる場合があると報告されている[Dominak 2007]． 

 

図 3.3  小孔支持型 GUV 内の agarose の包埋率．(a) FITC で標識された agarose 溶液内

で形成した小孔支持型 GUV の蛍光画像．スケールバー：50 m．(b)  小孔支持型 GUV

内の agarose の包埋率を I/I0のヒストグラム（n=223）． 
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3.4 小孔支持型 GUVの機械的強度の検証 

 小孔支持型 GUV の機械的強度の検証として，浸透圧試験を行った．前述のように，

収穫した小孔支持型 GUV を 1 M glucose 溶液と混合することで内外の浸透圧差を引き

起こす．agarose 包埋が脂質二重膜の機械的強度に与える影響を検証するため，小孔支

持型GUVと通常の支持物のないGUVそれぞれの浸透圧試験に対する反応を比較した． 

図 3.4(a) に，支持物のない GUV の浸透圧試験後の時間変化を示す．支持物のない

GUV は，観察を開始した時点に既に大きく変形したことがわかった．GUV 内部で見ら

れる高い輝度値をもつ物体は，脂質二重膜が収縮して生じた娘小胞である[Bernard 2002]．

時間の経過とともに GUV が徐々に変形し，glucose 添加 15 分後の時点ではアメーバ状

になった．15 分以降，脂質二重膜が再構成され，アメーバ状から球状に戻った．また，

glucose を添加した 1 時間後に撮影した画像から，ほとんどの支持物のない GUV は浸透

圧試験後に変形したことがわかった． 

図 3.4(b)に小孔支持型 GUV の浸透圧試験の結果を示す．glucose 添加直後に，支持物

のない GUV で見られたような娘小胞の生成は観察できなかった．また 30 分が経過し

たところ，脂質二重膜上に小さな凝集が形成されたものの，小孔支持型 GUV に大きな

変形がみられず，球状を維持することができた．時間に伴って膜上で形成したリン脂質

分子の凝集は，脂質二重膜の「出芽」であると考えられ，GUV 内部に支持体が存在す

る時に見られる現象である[Fujiwara 2014]．この現象は，GUV 内に agarose が包埋され

たことをさらに裏付けた． 

図 3.4(c)は浸透圧試験前後の支持物のない GUV と小孔支持型 GUV の直径変化を示

す．支持物のない GUV の浸透圧試験前の平均直径が 20.8 ± 9.9 m，浸透圧試験後の平均

直径が 8.5 ± 4.7 m であり，直径の減少が 48%であった（n=103）．一方，小孔支持型 GUV

の浸透圧試験前の平均直径が 14.0 ± 4.4 m，浸透圧試験後の平均直径が 10.8 ± 5.4 m であ

り，直径の減少は 39%であった（n=169）．液中の高分子鎖は，ゴムのように伸縮するこ

とができる[Flory 1985]．したがって，小孔支持型 GUV が支持物のない GUV より直径

の減少が低い理由は，高いゴム弾性を有する agarose が脂質二重膜を支える役割として

機能していると考えられる[Normand 2000]．上記の結果を踏まえて，小孔支持型 GUV は

より高い機械的安定性を有するといえる．  
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図 3.4  小孔支持型 GUV の機械的強度の検証．(a) 支持物のない GUV と(b) 小孔支持

型 GUV の浸透圧試験の結果．(c)支持物のない GUV と小孔支持型 GUV の浸透圧試

験前後の直径変化． 
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3.5 膜タンパク質の導入 

 小孔支持型 GUV を人工細胞として利用するためには，脂質二重膜に導入された膜タ

ンパク質が正常に機能することが重要である．そこで，calcein 透過性試験を行い小孔支

持型 GUV 上の膜タンパク質の機能を検証した．calcein は分子量が 622.55 g/mol の緑色

蛍光プローブである．通常，脂質二重膜上に膜タンパク質が存在しない場合，calcein は

膜を通過できない[Lu 2015]．すなわち，小孔支持型 GUV の脂質二重膜表面に膜タンパ

ク質が存在する場合にのみ，calcein が小孔支持型 GUV の内部に侵入できる．先行研究

でも，GUV に導入された赤血球由来の膜タンパク質が calcein の GUV 内への侵入を促

進できることが報告されている[Mikeli 2013]．そこで先行研究を基に，本研究では赤血

球断片をポリマーフィルム内に含ませることで，小孔支持型 GUV 形成時に赤血球断片

を脂質二重膜と融合させ，膜タンパク質を導入した． 

図 3.5(a)に，calcein 溶液内で 24 時間インキュベートした膜タンパク質が導入された

小孔支持型 GUV（RBCs）と導入されていない小孔支持型 GUV(control)の蛍光画像を示

す．白い点線上の calcein 輝度値を測ったところ，RBCs 内外の calcein 濃度がほぼ同等

であることがわかった．これは，calcein が脂質二重膜を透過したことを意味する．一方，

control では，calcein の透過は見られなかった．図 3.5(b) は，calcien 添加後 1 時間，12 

時間，24 時間後の内外の calcein 輝度値が同等だった小孔支持型 GUV の割合を示す．

RBCs の場合，時間の経過とともに calcein が侵入した小孔支持型 GUV の割合が増加し

続けることがわかった(n=58) ．一方，control では 24 時間が経過した時点で calcein が

侵入した GUV の数は 1 個のみであった(n=44) ．これらの結果は，先行研究と一致し，

RBCs に赤血球由来の膜タンパク質が導入されたことを示唆する [Mikeli 2013] ．今後，

免疫染色法などを用いてさらに検証するとともに，導入できる膜タンパク質の種類を検

討する必要がある． 
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図 3.5 膜タンパク質の導入．(a) 膜タンパク質が導入された小孔支持型 GUV（RBCs）

と導入されていない小孔支持型 GUV(control)の蛍光画像．スケールバー：20 m 

(b)calcein に侵入された小孔支持型 GUV の割合の時間変化． 
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3.6 小孔支持型 GUVの寿命 

 w/o エマルション法の課題の 1 つとして，形成した GUV の寿命の短さが挙げられる．

先行研究では，w/o エマルションで形成された GUV が 7 日以内に破裂することが示唆

されている[Kamiya 2016; Funakoshi 2007]．そこで本研究では，提案手法で形成した小孔

支持型 GUV の寿命を検証した．図 3.6(a)は 4℃の冷蔵庫内で 7 日間保存した小孔支持型

GUV の蛍光画像を示し，液中に小孔支持型 GUV が点在していることがわかる．図 3.6(b)

に，形成直後と 7 日後の小孔支持型 GUV の平均直径を示す．7 日後の平均直径が小さ

くなっていることから，一部の小孔支持型 GUV が収縮している可能性があると考えら

れる（n=160）．以上の結果から，提案手法で形成した小孔支持型 GUV は約 1 週間の寿

命を有するものの，今後は時間の経過に伴った小孔支持型 GUV の性状変化をさらに評

価する必要がある． 

 

図 3.6  小孔支持型 GUVの寿命．(a) 4℃の冷蔵庫内で 7 日間保存した小孔支持型 GUV

の蛍光画像．(b)  小孔支持型 GUV の直径変化． 
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3.7 提案手法が対応できる脂質種類の検討 

 人工細胞膜研究では，多種多様な脂質で構成された GUV が求められる．提案手法の汎

用性を検証するため，DOPC 以外に DOPS と cholesterol を用いた GUV 形成も行った．

図 3.7 に使用した脂質の分子式と，GUV の形成結果を示す．両方の状況下において，

GUV の形成を確認できた（図 3.7）．形成できた GUV のサイズが異なるのは，脂質分子

間の相互作用が異なるためだと考えられる．DOPS は，ホスファチジルセリン(PS)脂質

の一種であり，PS は細胞膜の 18%を占め，脳機能などに関与する．PS の頭部には 2 つ

のネガティブチャージがあるため，分子間の反発が強く，大きな GUV ができにくいと

考えられる．一方，cholesterol は 1 個のヒドロキシ基と短い非極性の炭化水素が結合し

た分子であり，脂質二重膜を補強する機能を持つため，大きな GUV を安定させること

が可能である．以上より，形成した小孔支持型 GUV のサイズが異なるものの，本手法

は複数種類の脂質に対応でき，高い汎用性を有すると考えられる． 

 

図 3.7 脂質の種類の検討．(a) PS の分子式と，形成した小孔支持型 GUV．(b) cholesterol

の分子式と，形成した小孔支持型 GUV．分子式は[ Alberts 2014]より引用． 
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3.8 本章のまとめ 

 以上より，第 3 章では，第 2 章で提案したポリマーフィルム水和法を用いて小孔支持

型 GUV を形成する手法の検証を行った．共焦点顕微鏡による蛍光観察の結果から，脂

質フィルムを傷つけることで小孔支持型 GUV の収率が大きく上昇することがわかった．

またポリマーフフィルムから収穫した小孔支持型 GUV の 9 割以上は脂質二重膜を 1 層

のみを有することを確認した．小孔支持型 GUV 内の agarose 濃度は約 0.6-0.7 % (w/v)で

あり，浸透圧試験下では脂質二重膜を支持し GUV の機械的強度を向上させる機能をも

つことが示された．calcein 透過性試験の結果から，小孔支持型 GUV に赤血球由来の膜

タンパク質を導入することに成功した．さらに，提案手法で形成した小孔支持型 GUV

が約 1 週間の寿命を持つことがわかった．以上の結果から，第 2 章で提案した手法は小

孔支持型 GUV の形成に有用な手法であることが考えられる． 
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第４章 小孔支持型 SLBの形成手法 

 

4.1 オイルフリーの SLB形成手法 

 オイルフリーの SLB の形成法は以下の 2 種類が挙げられる． 
 

ベシクル融合法 

ベシクル融合法は，その名の通りベシクルを固体基板表面と融合させ SLB を作製す

る方法である．まずリン脂質を緩衝液に懸濁させ超音波で照射することでナノサイズの

べシクル(SUV)を形成する．SUV 溶液中に固体基板を浸漬すると，基板表面との相互作

用で SUV が吸着する．やがて脂質二重膜が球状構造から平面状構造に転換し，SLB が

形成される（図 4.1(a)）．ベシクル融合法は，短時間で一度に均一で大面積の SLB を形

成できる特徴をもつ．他方，形成時の諸条件を精緻に制御する必要がある．例えば，Tero

らは固体基板表面のヒドロキシ基(-OH)の密度でベシクルの融合率が変化することを報

告しており[Tero 2006]，Seantier らは溶液中のイオンの濃度や種類がベシクルと基板の

相互作用を影響すると報告している[Seantier 2009]．また近年では，ベシクル融合法で作

製した SLB のリン脂質密度が他の手法に比べて低いという指摘もある[Tamura 2019]． 
 

自発展開法 

 自発展開法は，親水性基板上にリン脂質を塗布し，緩衝液に浸すと，自己組織化によ

って塗布したリン脂質から自発的に膜が形成される現象を利用したものである（図

4.1(b)）．SLB の形成条件の違いにより下記の 3 種類の展開方式が挙げられる．①n-オク

タデシルトリクロロシラン[Sanii 2007]やテフロン[Shaali 2015]などの疎水基板上では脂

質一重膜として展開する，②親水的なガラス[Sackmann 1995]上では脂質二重膜として展

開する，③溶液内のイオン強度が高いと脂質の多層膜が展開する [Sackmann 1995]．し

たがって，自発展開法で SLB を作製するためには適切な表面エネルギーを有する基板

を用意する必要がある．これまで，自発展開法は簡便な手順で大面積の膜を生成でき，

さらに SLB のパターニングにも適する手法として報告されている[Furukawa 2011]．一

方，他の手法に比べて SLB 形成に要する時間が長いことが問題点として挙げられる． 
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図 4.1 オイルフリーの SLB 形成手法．(a)  ベシクル融合法 [Hardy 2013]．(b)  自発

展開法 [Gozen 2018]． 
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各手法の比較 

 表 4-1 に，ベシクル融合法と自発展開法それぞれの原理・特徴，および利点・欠点に

ついてまとめた．ベシクル融合法と自発展開法の共通の欠点として，基板の表面エネル

ギーなどの形成条件を精緻にコントロールすることが必要である点が挙げられる．しか

し，手法の簡便さやパターニングに対応できること，さらに形成した SLB のリン脂質

分子密度がより生細胞膜に近いという観点から，簡便性と汎用性の両方に優れている手

法は，自発展開法である．したがって，本研究では自発展開法を小孔支持型 SLB の作

製に適用する． 

 

 

表 4-1 SLB 作製手法とその利点・欠点 
 

手法 原理・特徴 利点 欠点 

ベシクル融合法 

固体基板を SUV 溶

液に浸漬し，基板表

面と SUV の相互作

用で SUV が吸着す

る．SUV が球状構造

から平面状構造に転

換し，SLB が形成さ

れる． 

短時間 

手順が複雑 

SLB 形成条件のコ

ントロールが必要 

SLB のリン脂質分

子密度が低い． 

自発展開法 

ガラス基板の代わり

に乾燥した agarose

フィルムやポリビニ

ルアルコール(PVA)

フィルム上で静置水

和法を行う． 

手順が簡便 

SLB のパターニ

ングに適合 

SLB のリン脂質

分子密度が高

い． 

SLB 形成条件のコ

ントロールが必要． 
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4.2 自発展開時の脂質二重膜のエネルギーバランス 

 脂質二重膜自発展開のドライビングフォースは脂質二重膜と支持基板間の自由エネ

ルギー（Wtotal）であり，拡張デリャーギン・ランダウ・フェルウェー・オーバービーク

(DLVO)理論で概算できる．DLVO 理論では，Wtotal をファンデルワールス相互作用エネ

ルギーWvdW，静電エネルギーWDL と水和相互作用エネルギーWhyd の合計だと考える

[Nabika 2006]． 

𝑊𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝑊𝑣𝑑𝑊 + 𝑊𝐷𝐿 + 𝑊ℎ𝑦𝑑             (4.1) 

 ファンデルワールス相互作用は，電気的に中性の分子，あるいは分子の中性部分同士

の誘起双極子間の引力である．分子が大きいほど，電荷の偏りはダイナミックになり，

大きなファンデルワールス力が働く．脂質二重膜の自発展開においては，ファンデルワ

ールス力が主要な駆動力であり，自発展開を促進する． 

 静電相互作用は，2 つの電荷間で働く力であり，電荷間の距離が近いほど大きな静電

力が働く．電荷が同符号のとき斥力，異符号のときは引力である．脂質二重膜の自発展

開においては，リン脂質分子の親水部が電気的中性であるため，静電力による影響が極

めて低いと考えられる． 

 水和相互作用は，分子表面の水層を剥離する時に働く斥力である．前述のように，固

体基板と脂質二重膜の間には厚み 1-2 nm の水層がある．水和相互作用は，この水層の

安定した構造を維持し，脂質二重膜の固体基板への接着を防ぐ． 

  式（4.1）より算出した egg-PC 脂質二重膜とガラス表面の距離と自由エネルギーの

関係を図 4.2 に示す[並河英紀 2007]．脂質二重膜とガラス表面の距離が 2nm 前後の場

合，自由エネルギーが引力として働き，脂質二重膜が自発的に展開できる． 

 

図 4.2  脂質二重膜とガラス表面の距離と自由エネルギーの関係[並河英紀 2007]． 
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4.3 小孔支持型 SLBの形成 

  本実験で用いた試薬とその製造元を表 4-2 に示す． 

 

 

 

表 4-2 本実験で使用した試薬 
 

薬品 製造元 

L-α-Phosphatidylcholine from egg yolk 

(egg-PC) 
Sigma 

Fluorescein 1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-

Phosphoethanolamine, Triethylammonium Salt 

(Fluorescein-DHPE) 

Thermo Fisher 

Sodium chloride Wako 

Nuclepore Hydrophilic Membrane，  

0.05 µm pore size， 25 mm circle 
Whatman 

 



44 

 

 脂質は以下の手順で準備した．まず 13 mM の L-α-Phosphatidylcholine from egg yolk

（ egg-PC; Sigma ） 溶 液 お よ び 1.3 mM の 1, 2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-

Phosphoethanolamine（fluorescein- DHPE; Thermo Fisher）を， それぞれ 100 l と 10 l で

混合した．窒素ガスを用いて溶媒であるクロロホルムを蒸発させた後，減圧したチャン

バー内で一晩静置してクロロホルムをさらに蒸発させ，粘着性の混合脂質を得た．22℃

条件下で，親水化したガラス基板(S111; Matsunami Glass Ind)，PC 製メンブレンフィルタ

（Nuclepore Hydrophilic Membrane, 0.05 µm pore size, 25 mm circle, Whatman）に，それぞ

れ混合脂質を塗布し，全体をバッファー(100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl; pH 7. 6)に浸し

た．そして倒立型落射蛍光顕微鏡(IX70, Olympus) に共焦点ユニット(CSU-X1; Yokogawa 

Electric Co.)， および光源レーザ (HPU-50101-PFS2; Furukawa Electric CO.,  LTD.)を取

り付けた観察システムを用いて，蛍光領域が自発的に広がる様子を，5 分に 1 枚の速度

で 1 時間のタイムラプス撮影を行った（図 4.3）． 

 

図 4.3 メンブレンフィルタ上での自発展開 
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4.4 小孔支持型 SLBの展開速度の評価 

自発展開のドライビングフォースは SLB と支持基板間の自由エネルギーであり，自

由エネルギーは展開中に SLB と支持物間に生じる摩擦力により消費される．エネルギ

ーの保存法則およびニュートンの運動方程式より，膜の展開速度 v [m/s]と展開時間 t [s]

の間には次の関係が成り立つ[Nissen 1999]． 

v = (𝛽/𝑡)1/2                    (4.2) 

ここで β [m2/s]は展開係数と呼ばれる定数であり，SLB と支持基板間の自由エネルギ

ーで決定される．(4.2)式から，展開時間と展開速度の両対数グラフの傾きは常に-1/2 で

あることがわかる（図 4.4(a)）[Radler 1995]．小孔支持型 SLB の展開速度 v を連続した

2 枚の画像における面積の変化量ΔS，時間間隔Δt および膜端部の長さ L を用いて，式

(4.3)で計算した（図 4.4(b)）．v の結果を式(4.2)から得られる理論値と比較した． 

𝑣 = ∆𝑆/𝐿∆𝑡                    (4.3) 

 

図 4.4 小孔支持型 SLB の展開速度の評価．(a) 自発展開の理論式の両対数グラフ．

グラフの傾きは常に-1/2 である[Radler 1995]． (b) 小孔支持型 SLB の展開速度の計

算方法． 
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4.5 小孔支持型 SLBの流動性の確認 

 SLB を構成するリン脂質分子は，相転移温度以上では高い流動性を持つ．生細胞膜に

おいては，膜の流動性により膜タンパク質が SLB 内を素早く拡散し，細胞シグナル伝

達などの機能を果たす．そこで fluorescence recovery after photobleaching（FRAP） 法を

用いて，形成した小孔支持型 SLB の流動性を確認した[Reits 2001]．FRAP 法では，まず

SLB の特定の場所に存在する蛍光分子を退色させる．蛍光分子と結合している DHPE 脂

質は流動性を持つため，退色していない蛍光標識 DHPE が周囲から退色領域に広がる．

すると，退色分子と非退色分子が混在した状態になり，退色領域の蛍光輝度値が回復し

た様子が観察される（図 4.5）．一方，SLB に流動性がない場合は蛍光分子が拡散しな

いため，蛍光強度は回復しない． 

形成した小孔支持型 SLB の主成分である egg-PC の相転移温度は-15℃である．そこ

で，本実験では 22℃条件下で形成した小孔支持型 SLB に対して，20 倍の対物レンズか

ら 498 nm の励起光を 20 分間照射し，生成した小孔支持型 SLB の一部を退色させた，

その後，10 倍の対物レンズを用いて退色領域の蛍光輝度を 20 分間観察した．退色領域

の中心付近の 8×8 pixel を ROI とし，輝度値を算出した．観察中にも励起光による退色

が進むことを考慮して，非退色部分の輝度値を同時に測定した．前者を後者で除するこ

とにより，蛍光輝度の回復度を求めた． 

 

 

図 4.5 FRAP の模式図 
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4.6 小孔上の脂質二重膜の機械的特性の評価 

4.6.1 フォースカーブと脂質二重膜 

 原子間力顕微鏡（AFM）は，カンチレバーに取り付けられた探針によって試料の表面

を走査し，走査中のカンチレバーのたわみをモニタリングする（図 4.6(a)）．得られたた

わみデータを基に，試料と探針間の引力・吸着力・試料の硬さ等の相互作用を評価し，

さらに原子レベルの分解能で試料の表面構造をマッピングできる．マッピングのコント

ラストは，探針と試料の相互作用，探針と試料の距離，探針と試料の材料定数で構成さ

れた関数で決定される．またたわみの大きさはフックの法則に従うため， AFM の探針

を上下移動させ，探針・試料間距離とカンチレバーに働く力の関係を表すフォースカー

ブをプロットすることで，材料のミクロサイズの機械的特性を測定できる[Cappella 

2005]． 

 フォースカーブは，SLB の機械的特性評価にも極めて有用である[Goksu 2009]．図

4.6(b)に典型的な SLB のフォースカーブ実験の模式図を示す．SLB に探針を近づけ，探

針の先端と SLB の表面が接近すると， DLVO 力や水和力に起因する SLB と探針間の

短距離相互作用が測定される．相互作用の強度は，SLB，バッファー，AFM プローブの

物理化学的性質に大きく依存し，数百 pN に及ぶ．さらに探針の先端を SLB に近づける

と，両者は機械的に接触するようになる．押し付ける力を強くすると，SLB はまず弾性

的に変形し，一定の閾値を超えると探針が SLB を貫通し SLB が塑性的に変形する．SLB

が貫通された時，フォースカーブにジャンプインが観られる．このジャンプインは，SLB

が耐えられる押込み力の最大値を示す．押し付け続けると，探針のたわみがさらに増加

する．この時のフォースカーブの傾きは，支持基板の機械的特性を反映する．すなわち，

マイカやシリコンなどの硬い基板が高い傾きを示すのに対し，PEG や agarose などの柔

らかい基板上のフォースカーブの傾きが相対的に低い傾向を示す．小孔支持型 SLB の

場合，SLB が小孔を跨るため，フォースカーブがより緩やかに変化する[Janshoff 2015]．

ある一定の力に達した後探針を引き上げる．引き上げ時に SLB と探針先端に接着力が

働くことがある．この接着力は，フォースカーブのジャンプアウトとして観察される．

以上の一連の流れを通して，SLB の機械的特性を網羅的に評価することができる． 
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図 4.6 SLB の機械特性評価．(a)  AFM 測定の模式図[Garcia-Manyes 2010]．(b) SLB の

フォースカーブの代表例[Sullan 2013]． 
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4.6.2 AFMによる小孔支持型 SLBの計測 

先行研究を基に，フォースカーブ計測で直径 50 nm の小孔上の小孔支持型 SLB の機

械的強度を評価した（図 4.7）[Steltenkamp 2006]．まず 22℃条件下で，メンブレンフィ

ルタ上で自発展開を行った．30 分後，AFM(Cypher S; OXFORD Instruments)を用い，

Olympus 製のカンチレバーAC40TS (0.8 N/m)をプローブとして AC モード（ダイナミッ

クモード）で試料を観察した．獲得した像から，目視で小孔の位置を確定し，カンチレ

バーの先端を小孔の中央に配置した．像を得た直後，測定モードを DC モード（コンタ

クトモード）に切り替え，trigger point を 5 nN と設定し，カンチレバーを 0.2 m/s で小

孔に接近させて，フォースカーブ測定を行った．また対照実験として，自発展開を行っ

たメンブレンフィルタ表面，自発展開を行っていないメンブレンフィルタ小孔，自発展

開を行っていないメンブレンフィルタ表面にも同様の実験を行い，それぞれのグラフを

比較した．得られたフォースカーブから，カンチレバーの移動距離と反り力の傾きを求

め，その平均値及び標準偏差を計算した． 

 

図 4.7 AFM による小孔支持型 SLB の機械的特性の評価 
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4.7 本章のまとめ 

  以上のように第 4章では，自発展開法で小孔支持型 SLBを形成する手法を提案した．

すなわち，直径 50 nm のメンブレンフィルタ上で自発展開を行うことで，SLB を形成す

る手法である．その上，形成した小孔支持型 SLB の展開速度を評価する手法と，リン

脂質分子の流動性を確認する FRAP 法について説明した．さらに，小孔支持型 SLB の

機械的特性の評価手法である AFM を用いたフォースカーブ計測について述べた．第 5

章ではここで提案した手法で形成した小孔支持型 SLB を評価した結果を示して，手法

の有用性を検証する． 
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第５章 形成した小孔支持型 SLBの評価 

 

5.1 メンブレンフィルタ上での自発展開 

まず初めにメンブレンフィルタの表面形状を Field Emission-Scanning Electron 

Microscope [JSM-7500F]で観察したところ，大きさ約 50 nm の小孔が，フィルタ上に多

く点在していた（図 5.1）．そしてメンブレンフィルタ上に大きな起伏があること（図 5.1 

(a) ），さらに拡大するとメンブレンフィルタ表面は一様な平滑面ではなく凹凸があるこ

と (図 5.1 (b)) が観察された．  

 

図 5.1 メンブレンフィルタの SEM 画像 
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22℃条件下で，メンブレンフィルタとガラス基板上で SLB の自発展開を行った直後

（0 h）と 1 時間後（1 h）の蛍光画像を示す(図 5.2(a))．いずれの平面上においても，強

い蛍光を発する脂質ソースから，弱い蛍光を発する領域が広がる様子が観察できた．こ

れは，先行研究で見られた自発展開現象と一致する[Radler 1995]． 

図 5.2(a)の右側に 1h 時の蛍光画像内の白い点線上の fluorescein 輝度値を示す．黒い矢

印は SLB 先端を表す．いずれの平面上においても，fluorescein 輝度値が SLB と支持基

板の境界で急激に下落したことがわかる．これは，SLB の展開のみで見られる現象であ

り，脂質一重膜が展開する場合，fluorescein 輝度値は緩やかに下落すると報告されてい

る（図 5.2(b)）[Sanii 2007]．したがって，メンブレンフィルタ上で展開した蛍光領域は

SLB であると考えられる．また，ガラス上では SLB 内部から先端へ向かって fluorescein

輝度値が徐々に上昇し，メンブレンフィルタ上では徐々に降下したことが判明した．

SLB 内の fluorescein の分布は，SLB・fluorescein・支持基板間の相互作用によって決定

される．ガラス表面上では，fluorescein は脂質密度の低い SLB 先端に密集することが報

告されている[Nissen 1999]．したがってメンブレンフィルタ上の SLB の脂質密度の分布

がガラス上とは異なる可能性があり，さらに調査する必要がある． 

ガラス表面でのみ，強い蛍光を発する脂質多層膜の展開を確認できた．4.1 節で述べ

たように，自発展開法では溶液内のイオン強度が高いと脂質の多層膜が展開する．本研

究で使用したバッファー内には 100 mM の NaCl が含まれており，同様なバッファーを

使用してシリコン基板上で自発展開を行った先行研究においても脂質二重膜の展開が

観察されている．一方，メンブレンフィルタ上での脂質多層膜の展開が見られなかった

のは，メンブレンフィルタの凹凸する地形に起因すると考えられる．これは，脂質多層

膜が凹凸表面で展開する時に曲げエネルギーがエネルギーバリアとして働き，展開を阻

害するためである（図 5.2(c)）[Suzuki 2005]．提案手法の安定化を目指し，今後脂質多層

膜の展開と表面性状の関係を数値化する必要がある． 
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図 5.2 メンブレンフィルタ上での自発展開．(a)メンブレンフィルタとガラス上でそれ

ぞれ自発展開を行った結果．(b) 先行研究で報告された，自発展開した脂質一重膜と

二重膜それぞれの先端の蛍光輝度値変化[Sanii 2007]．(c)脂質多層膜が凹凸した表面で

展開する時の模式図．曲げエネルギーはエネルギーバリアとして働く[Suzuki 2005]． 
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5.2 小孔支持型 SLBの展開速度 

撮影画像から算出したSLBの展開速度の代表例を両対数グラフに示した（図 5.3(a)）．

直線は最小二乗法を用いて算出した近似直線を表す．いずれの平面上でも，開始から 1

時間後に弱い蛍光領域の展開速度が低下した．22℃条件下では，メンブレンフィルタ上

およびガラス基板上の速度の近似直線の傾きは，メンブレンフィルタ上で-0.51±0.15 

(n=4)，ガラス基板上で-0.53±0.013 (n=3)であった．33℃条件下ではメンブレンフィルタ

上での近似直線の傾きは-0.55，ガラス基板上での近似直線の傾きは-0.36 であった．メ

ンブレンフィルタ上ではいずれの温度条件下においても傾きが-0.5 に近い値であった

が， ガラス上では 33℃時の展開速度の傾きは-0.36 と理論値とは離れた値であった．理

論値と測定値が異なった理由の 1 つとして，展開膜が画像の端に達する前後で，面積の

変化量と先端部の長さから求める展開速度が変化したことが挙げられる．今後サンプル

数を増やし，さらに精査する． 

SLB の展開速度は，ガラス基板上では，22℃に 0.100-0.010 μm/s，33℃に 0.170-0.050 

μm/s，メンブレンフィルタ表面上では，22℃に 0.040-0.001 μm/s，33℃に 0.060-0.015 μm/s

であった．ガラス上での SLB の展開速度は，先行研究の egg-PC を用いたシリコン上で

の SLB の展開速度と近い値を示した[Furukawa 2007]．一方，メンブレンフィルタ上の

SLB の展開速度がガラス上より低いことが判明した．理由として，メンブレンフィルタ

表面の親水性がガラスより低い点が挙げられる．先行研究では SLB の展開速度が基板

表面の親水性に比例することが報告されている[Radler 1995]．本研究で使用された基板

の水接触角を評価したところ，メンブレンフィルタが 50°，ガラスが 5°であり，SLB

の展開速度の結果は先行研究と合致する．また，いずれの平面上でも温度が高いほど展

開速度が高いことが示唆された．これは温度を上げたことにより，脂質二重膜内のリン

脂質分子拡散が速くなり，より高い流動性を示したと考えられる（図 5.3 (b)）[Seifert 

2001]．そのため今後は，メンブレンフィルタの親水化や適切な温度設定を検討し，大面

積の脂質二重膜をより短時間に形成することを目指す． 
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図 5.3 小孔支持型 SLB の展開速度．(a)それぞれの条件下での SLB の展開速度．▲：

メンブレンフィルタ，22℃．◆：メンブレンフィルタ，33℃．■：ガラス，22℃．●：

ガラス，33℃．(b) 温度の上昇とリン脂質分子の流動性の関係[坂本明郎 1998]． 
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5.3 小孔支持型 SLBの流動性 

 図 5.4 に FRAP 実験の結果を示す．白い点線は退色領域を表す．通常，FRAP 実験の

退色領域は直径 10-20 m の円形が好ましいとされているが[Kang 2012]，設備条件上微

小の円形にレーザのフォーカスを合わせることが困難だった．そのため本実験では，

FRAP を SLB の流動性を定性的に評価する手法として使用する． 

励起光照射後，メンブレンフィルタ上に 0.100 mm²の退色領域，ガラス基板上に 0.112 

mm²の領域が観察された．1200 s 後，いずれの平面上においても，退色領域の蛍光輝度

が回復した．この点から，得られた小孔支持型 SLB が流動性を有し，人工細胞として

有用であるといえる． 

 

図 5.4 レーザ照射後の退色領域 
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図 5.5 に退色領域の蛍光輝度回復度の時間変化を示す．ガラス基板上では輝度値が

81 %まで退色したが，830 s 後に 100 %まで回復した．一方，メンブレンフィルタ上で

は蛍光輝度の上昇が見られたものの，1200 s 後に 100 %までは回復しなかった．この結

果は，ガラス基板上での回復速度はメンブレンフィルタ上より高いことを示唆し，5.3

節で得られた SLB の展開速度の結果と一致する．一方，本実験では装置の制約により，

通常の FRAP 実験で求められる試料の流動性を表す拡散係数を算出できなかった．今後

は装置の改良を目指し，得られた小孔支持型 SLB の流動性を定量的に評価する． 

 

 

図 5.5 退色領域の蛍光輝度回復度の時間変化 
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5.4 小孔支持型 SLBのフォースカーブ 

図 5.6 に AC モードで得たフォースカーブ測定を行った前後の像を示す．試料のドリ

フトが極めて小さいことが分かる． 

図 5.7 は自発展開を行っていないメンブレンフィルタ表面と小孔，図 5.8 は自発展開

を行ったメンブレンフィルタ表面と小孔のフォースカーブを示す. 図 5.6 の結果だけを

見ると，小孔部分には脂質二重膜が存在するか否か判断がつかない．しかし図 5.7，5.8

に示す trigger point でのピエゾモータの変位は，自発展開を行っていないメンブレンフ

ィルタ表面 90.3± 5.1 nm (n=9)，小孔 80.7±8.9 nm (n=10)，自発展開を行ったメンブレ

ンフィルタ表面 73.3±6.5 nm (n=28)，小孔 133.3±22.4 nm (n=35)であり，自発展開を行

った小孔のピエゾモータの変位は，他の試料よりはるかに大きい．また，往復曲線のギ

ャップが他の試料に比べて大きいため，自発展開を行った小孔がより塑性的に変形した

と考えられる．さらに，自発展開を行った試料のみ復路曲線にジャンプアウトが見られ，

試料は粘着性の表面であることが分かった．  

 

 

図 5.6 フォースカーブ測定前後の小孔の像 
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図 5.7 自発展開を行っていないメンブレンフィルタのそれぞれのフォースカーブ．

(a)メンブレンフィルタ表面 (b)メンブレンフィルタ小孔． 
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図 5.8 自発展開を行ったサンプルのそれぞれのフォースカーブ．(a)メンブレンフィ

ルタ表面 (b)メンブレンフィルタ小孔． 
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カンチレバーの先端は放物線であると想定すると(図 5.9)，脂質二重膜のない小孔に

対して，カンチレバーが力を受けて小孔内に侵入できるまでの最大深さ hmaxは以下の式

で表せる(49)  

ℎ𝑚𝑎𝑥 = 𝑅2
𝑝𝑜𝑟𝑒/2𝑅𝑡𝑖𝑝                  (5.1) 

 ここで Rporeは小孔の半径, Rtipはカンチレバーの先端半径である.本研究では,小孔の半

径 Rpore =25 nm，カンチレバーの先端半径 Rtip = 8 nm から，hmax = 39 nm と算出できる.

一方，フォースカーブ測定時におけるピエゾモータの移動距離の平均値は，自発展開を

行った小孔上では 133.3 nm (n=35)，自発展開を行っていない小孔上では 80.7 nm (n=10)

であり，両者の差 42.6 nm はカンチレバーの先端が脂質二重膜に接触してから小孔の縁

に接触するまでの距離を示している.この値が先に算出した hmax に近く，自発展開を行

った小孔のフォースカーブが塑性的に変化したことから，小孔上に脂質二重膜が存在，

つまり小孔支持型 SLB が形成されたと考えている．なお先行研究では，自発展開する

脂質二重膜が 100 nm 程度の構造をなぞるように展開することが報告されている

[Furukawa 2007]．本研究で用いた 50 nm 程度の小孔でも同様に膜が展開したと考えられ

るが，今回得られたデータからだけでは判断できない．膜の形成過程については，さら

なる検討が必要と思われる． 

 

図 5.9 フォースカーブ測定時のイメージ図[Steltenkamp 2006] 
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5.5 小孔支持型 SLBの見掛けのバネ定数 

 図 5.10 に各試料の見掛けのバネ定数を示す．フォースカーブの傾きが試料の“見掛

けのバネ定数”k に相当する．自発展開を行っていないメンブレンフィルタ表面，自発展

開を行っていない小孔，および自発展開を行ったメンブレンフィルタ表面，自発展開を

行った小孔上の見掛けのバネ定数は，それぞれ 0.053±0.003 N/m (n=9)，0.062±0.007 N/m 

(n=10)，0.068±0.006 N/m (n=28)，0.039±0.007 N/m (n=35)であり，小孔支持型 SLB の見掛

けのバネ定数が最も小さいという結果を得た．これは，柔らかい小孔支持型 SLB の特

徴と一致する．先行研究では，Langmuir-Blodgett 法を用いて直径 225 nm の小孔上で形

成した 1,2-Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylcholine (DPhPC)小孔支持型 SLB の見掛

けのバネ定数が 0.048±0.015 N/m であると報告している[Mey 2009]．小孔支持型 SLB の

見掛けのバネ定数は，脂質や支持基板の性状に影響されるため単純な比較は困難ではあ

るが，本研究で提案した手法で形成した小孔支持型 SLB は先行研究と同等な機械的強

度を有していると考えられる．今後は，異なる種類の脂質や基板が提案手法で形成した

小孔支持型 SLB の機械的特性に与える影響を探索する必要がある． 

 

 

図 5.10 各試料の見掛けのバネ定数 
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5.6 本章のまとめ 

 以上より，第 5 章では，第 4 章で提案した自発展開法を用いて小孔支持型 SLB を形

成する手法の検証を行った．共焦点顕微鏡による蛍光観察の結果から，多孔質基板であ

るメンブレンフィルタ上に SLB が展開したことがわかった．またメンブレンフィルタ

上の SLB がガラス上より展開速度が低いことを確認した．FRAP 実験の結果から，メン

ブレンフィルタ上の SLB が流動性を有していることが判明した．さらに自発展開を行

ったメンブレンフィルタの小孔にフォースカーブ計測を行ったところ，フォースカーブ

の形状や探針の侵入距離から，小孔上に脂質二重膜が存在すること，つまり小孔支持型

SLB が形成されたことが示唆された．形成した小孔支持型 SLB の見掛けのバネ定数は

0.039±0.007 N/m であり，先行研究と同等な機械的強度を有していることがわかった．

以上の結果から，第 4 章で提案した手法は小孔支持型 SLB の形成に有用な手法である

と考えられる． 
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第６章 結論 

 

6.1 本研究の到達点 

 本研究の目的は，高い機能性と安定性を有する人工細胞の実現に向けて，オイルフリ

ーの小孔支持型脂質二重膜の形成法を確立することであった．具体的に，ポリマーフィ

ルム水和を用いた小孔支持型GUV形成法および自発展開を利用した小孔支持型 SLB形

成法を開発した．それぞれの特徴と課題を以下に示す． 

  

6.1.1  小孔支持型 GUV 

 第 2 章で従来のポリマーフィルム水和法を小孔支持型 GUV の形成に適用させるた

め，不均一な脂質フィルムで水和を行うことを提案し，その有用性を第 3 章で検証した．

結果からは，従来の均一な脂質フィルムより小孔支持型 GUV の収率が大きく上昇した

こと，収穫した小孔支持型 GUV の 9 割以上は脂質二重膜を 1 層のみを有すること，内

包した agarose が脂質二重膜を支持できること，膜タンパク質が導入できること，提案

手法が複数種類の脂質に適用できること，が検証された． 

 本研究で開発した手法は以下のような特徴と課題を有する． 
  

特徴 

1 点目は，オイルフリーの小孔支持型 GUV の形成手法を創出できた点である．これ

までに提案された小孔支持型 GUV の作製手法は，w/o エマルション法を使用したもの

がほとんどであり，脂質二重膜内で有機溶媒が残留する課題があった．そこで本研究で

は，有機溶媒を完全に除去できるポリマーフィルム法を小孔支持型 GUV の作製に適用

し，オイルフリーの小孔支持型 GUV が形成できるようになった． 

2 点目は，形成した小孔支持型 GUV が高い機械的強度を有する点である．小孔支持

型 GUV の利点は，内部に包埋された支持物が細胞骨格のように脂質二重膜を支えられ

ることであり，実現するためには，十分な量の多孔質材料を包埋することが求められて

いる．本研究で開発した手法で包埋できる agarose の濃度は約 0.6-0.7 %であり，浸透圧

実験では形成した小孔支持型GUVが支持物のないGUVより高い機械的強度を示した．

この結果は，本手法で形成した小孔支持型 GUV は支持物を内包する利点を活かせると

いえる． 
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3 点目は，簡易な手法で膜タンパク質を導入できる点である．小孔支持型 GUV を人

工細胞として運用するためには，膜タンパク質を導入することが不可欠である．従来手

法では，界面活性剤を用いて膜タンパク質を小孔支持型 GUV 内に再構成する手法が主

流である[Dezi 2013]．一方，ポリマーフィルムの利点の 1 つとして界面活性剤を用いず

に膜タンパク質を導入できる点が報告されている[Horger 2015]．Calcein 透過性試験か

ら，本研究で提案した手法で界面活性剤を使用しないで膜タンパク質を小孔支持型

GUV に導入できることが判明した． 

4 点目は，提案手法が複数種類の脂質に対応できる点である．細胞膜は多種多様な脂

質からなり，各組織によって脂質の組成が異なる．したがって，様々な脂質に対応でき

る小孔支持型 GUV 形成手法は，人工細胞の創製を目指した上での理想的な手法といえ

る．本研究で提案した手法は，DOPC 以外に DOPS と cholesterol を用いた小孔支持型

GUV の形成に成功した点から，高い汎用性があるといえる． 
 

課題 

1 点目は，MLV が形成される可能性がある点である．提案手法で小孔支持型 GUV を

形成したところ，副産物として約 1.9 %の MLV が形成されたことがわかった．ポリマ

ーフィルム水和法の性質上，MLV の形成の回避は困難であり，MLV 形成の割合は，脂

質フィルムの作製時の操作によって前後する可能性がある．よって，本手法で形成した

小孔支持型 GUV を研究開発に利用する場合，MLV の存在を考慮する必要がある． 

2 点目は，対応できる多孔質材料の種類が不明な点である．本研究では多孔質材料と

して agaroseを使用したが，agaroseは小孔支持型GUVの内部に満遍なく分布するため，

DNA や酵素などの大分子の運動を阻害する恐れがある．また，agarose 支持は低張液条

件下で脂質二重膜を支持することが困難である．近年では，温度に応じてサイズが変化

する cross-linked poly(N-iso- propylacrylamide) (pNIPAM)ゲル[Saleem 2011]や脂質二重膜

と強い結合を持つ DNA ゲル[Kurosawa 2017]が多孔質材料として提案されており，

agarose より人工細胞に適している可能性がある．そこで今後，本研究で提案した手法

は DNA ゲルなどを含め他の種類の多孔質材料に対応できるかについて検証する必要が

ある． 

3 点目は，サイズの制御が困難な点である．w/o エマルション法では，マイクロ流体

デバイスと組み合わせることによって GUV のサイズを制御することが可能である[Lu 

2015]．一方，PC メンブレンフィルタを利用してポリマーフィルム水和法で形成された

GUV のサイズを制御する手法が提案されているが，サイズ分布のばらつきが大きい[Liu 
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2020]．小孔支持型 GUV を人工細胞として運用する場合，サイズのコントロールが不可

欠なため，今後はサイズ制御の手法を開発していかなければならない． 

4 点目は，導入した膜タンパク質の性状が不明な点である．本研究では calcein 透過性

試験を用いて赤血球から抽出した膜タンパク質の機能を検証したが，calcein を運搬した

膜タンパク質の種類の特定や膜タンパク質の挿入された方向の確認を行わなかった．ま

た赤血球から抽出した膜タンパク質の内，小孔支持型 GUV に導入できたものの割合を

求めることができなかった．今後はパッチクランプ法や免疫染色法を用いて，導入した

膜タンパク質の性状を検証する必要がある． 

 

6.1.2  小孔支持型 SLB 

第 4 章で自発展開を多孔質基板である PC 基板上で行うことで小孔支持型 SLB を形

成する手法を提案し，その有用性を第 5 章で検証した．結果からは，多孔質基板上で

SLB が展開できること，SLB の展開速度は理論式と一致し，かつ温度で制御できるこ

と，展開した SLB が流動性を有すること，SLB が小孔上に存在し，すなわち小孔支持

型 SLB が形成されたこと，形成した小孔支持型 SLB が Langmuir-Blodgett 法で形成した

ものと同等な機械的強度を有する可能性があること，が検証された． 

 本研究で開発した手法は以下のような特徴と課題を有する． 
 

特徴 

1 点目は，オイルフリーの小孔支持型 SLB をより簡易な手法で形成できた点である．

従来では，ベシクル融合法を用いてオイルフリーの小孔支持型 SLB 法が提案されてい

るものの，形成時間はベシクルの作製時間を含めると 3 時間以上を要する．一方，本研

究で提案した手法は 1 時間以内に小孔支持型 SLB を形成可能であり，形成時間を大幅

に短縮できた． 

2 点目は，小孔支持型 SLB の形成速度を制御できる点である．37℃下での展開速度が

22℃下より高いという結果より，温度を変更させることで小孔支持型 SLB の形成速度

を制御できることがわかった．したがって，本手法で小孔支持型 SLB の形成を行う場

合，所定の大きさのものを決められた時間内に得られることが期待できる．また，自発

展開法は微細加工技術と組み合わせることで SLB のパターニングを容易に行える特性

[Shaali 2015]から，形成時の温度をコントロールすることで，より精細なパターンを作

製できる可能性がある． 
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3 点目は，脂質二重膜の固体表面上での新しい挙動を見出した点である．近年，原始

地球上の固体物質の表面はリン脂質分子が自己組織化する「場」であることから，脂質

二重膜と固体表面の相互作用が生命誕生の謎を紐解く鍵として注目されている[Koksal 

2019]．本研究が発見した，「脂質二重膜がナノサイズの小孔を有する表面を跨いで広が

る現象」はこれまでに報告されておらず，生命の起源研究に新たな視点を提供できる． 
 

課題 

1 点目は，小孔支持型 SLB の形成速度を影響する条件を精査できなかったことであ

る．自発展開法では，SLB の展開速度は，温度，バッファーのイオン濃度，脂質の種類，

支持基板の表面粗さや表面エネルギーなど様々な要因で決定される[Nabika 2006]．本研

究では温度に注目し一定の成果をあげることができたが，その他の条件を検証できなか

った．今後は上記の要因が小孔支持型 SLB の形成速度に与える影響を明らかにし，提

案手法を包括的に理解することが求められる． 

2点目は，小孔上での脂質二重膜展開のダイナミクスを解明できていないことである．

本研究では，小孔支持型 SLB の存在を確認できたものの，小孔上で脂質二重膜がどの

ような過程を経て形成されたかについての知見を得られなかった．このダイナミクスの

解明は，本研究の価値を高めるための重要な課題である．今後は，高速原子間力顕微鏡

やシミュレーションなどの評価手法を取り入れることにより，この課題を解決すること

が望まれる． 

3 点目は，小孔支持型 SLB の機械的強度を影響する条件が判明されていないことで

ある．本研究で得られた小孔支持型 SLB の見掛けのバネ定数は 0.039±0.007 N/m であ

り，先行研究[Mey 2009]に近い値となった．一方，小孔支持型 SLB の機械的強度は脂質

の種類，小孔の直径や支持基板の機械的強度など，多くの要素の影響を受ける

[Steltenkamp 2006]．したがって，本研究で提案した手法の有用性を総合的に評価するた

めには，上記の要素を検証することが望ましい． 

4 点目は，膜タンパク質の機能を検討していないこと．小孔支持型 SLB の運用におい

ても，膜タンパク質を導入し，小孔内部と外部環境間の物質・情報交換を実現すること

が最重要課題である[Watanabe 2014]．本研究で形成した小孔支持型 SLB の小孔はナノ

サイズであるため，通常の共焦点顕微鏡を用いた膜タンパク質機能の評価が難しい．今

後はパッチクランプ法や電気化学インピーダンス分光法を含めた電気的な手法を用い

て，形成した小孔支持型 SLB 上の膜タンパク質の機能を検証することが必要である． 
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6.2 本研究の意義と波及効果 

 
 

基礎科学における意義 

人工細胞研究は，細胞と同様の機能を有する化学的または生化学的システムを創出す

ることを目的とする．したがって，本来の細胞膜に含まれないデカンなどの有機溶媒は，

人工細胞の機能に与える影響が未知数であり，脂質二重膜から完全に除去することが望

ましい．本研究で示した手法は，オイルフリーの小孔支持型脂質二重膜を形成できる方

法であり，人工細胞研究を加速させる役割が期待できる．また，人工細胞を利用した脂

質二重膜の研究は，細胞の生存にとって不可欠な役割を果たす細胞膜の性質を理解する

上で重要な意義を持つ．有機溶媒を含む小孔支持型脂質二重膜は，必ずしも脂質二重膜

の本当の性質を反映できるとは限らない．そこで，本研究で提案した手法を用いれば，

自然な状態下での脂質二重膜を調査できることが特徴である．さらに，細胞膜表面には

糖鎖やタンパク質など無数の高分子が存在し，高分子材料と脂質二重膜の相互作用を知

ることは不可欠である．本研究では，agarose と PC の 2 種類の材料と脂質二重膜の相互

作用を評価した．特に，「脂質二重膜が PC 基板の小孔を跨いで広がる」という知見はこ

れまでに報告されておらず，細胞膜研究に新たな視点を提供したといえる． 

 
 

工学における意義 

人工細胞は，生体分子材料で作られているため，医療分野との親和性が高く，体内で

の診療デバイスとしての運用が期待されている．より複雑な機能を持たせるためには，

膜タンパク質の導入が不可欠である．しかし，脂質二重膜内に残留した有機溶媒が膜タ

ンパク質を変性させ，正常に機能できなくすることが報告されている．そのため本研究

は，人工細胞に導入できる膜タンパク質の種類を増やし，より高度な機能をもつ人工細

胞の創出につながったと考えられる．これは Sustainable Development Goals (SDGs)の「す

べての人に健康と福祉を」という世界的トレンドとも一致し，本研究の成果はこのトレ

ンドを支える技術になる．また，人工細胞を工学的に応用するためには，その量産技術

の確立が必要とされる．そこで本研究で得られた知見は，量産技術開発時のヒントにな

り，形成時のコストの削減や効率の向上にもつながる可能性がある． 
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将来性 

米国では，National Science Foundation (NSF) の大型予算「NSF’S 10 BIG IDEAS」の

一つとして，「Understanding the Rules of Life: Building a Synthetic Cell」プロジェクトが実

施されている．また欧州では「The European Synthetic Cell Initiative」が発足され，人工

細胞の研究が世界的に活性化している．こうした中で，日本においても，人工細胞技術

にいち早く取り組み，優位性を確立させることが急務であるとされつつある．とりわけ

近年では，NEDO 次世代人工知能・ロボット要素技術開発「生体分子を用いたロボット

の研究開発」や科研費学術変革領域研究(A)「分子サイバネティクス ー化学の力によ

るミニマル人工脳の構築」などの関連プロジェクトが活発に実施されている．こうした

中，人工細胞作製手法の一つとして，本研究で提案した手法は今後ますます有用性が増

してくる．また，細胞膜は伝統的な分野でありながら，その性質はまだ十分に解明され

ていなく，関連研究の論文出版数は年々増加している．日本では 1977 年に國武豊喜博

士が世界ではじめて人工的な脂質二重膜の形成を報告[Kunitake 1977]してから，脂質二

重膜分野が伝統的な強みとされてきた．本研究で得られた知見は下支えになり，未来に

渡って脂質二重膜研究の発展に貢献できる可能性を秘めている（図 6.1）． 

 

 

図 6.1 提案手法の今後の展望 
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