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第1章 緒 論 
 

1.1 はじめに 

巨大脂質二重膜小胞（Giant Unilamellar Vesicle; GUV）は，細胞由来の分子を内包する

ことで，生物学的機能を模倣するボトムアップな人工細胞の構築に用いられてきた．生

物学的プロセスや生命の起源の探求を目的とした人工細胞研究のみならず，GUV は外

部環境から隔離された微小空間を提供可能であるため，生物学を参考にしたマイクロリ

アクタやバイオセンシングの開発においても重要なツールとなっている． GUV を基盤

としたシステムにおいては，単一 GUV 内のシステム構築にとどまらず，GUV 内での化

学反応の出力を他の GUV や細胞に入力する機能が重要である．典型的に GUV を利用

したシステムにおいては，ターゲットへの分子伝達経路として，膜タンパク質などによ

って膜に形成したチャネルを通して GUV 外部へ分子を放出する．そのため，GUV-GUV

間，GUV-細胞間の分子情報伝達には．両者をつなぐチャネルの形成が必要となる．こ

うした背景に対し，数十 nm の長さに切断されたカーボンナノチューブ（Carbon 

Nanotube: CNT）である超短 CNT は，小胞間をつなぐチャネルを形成できることが可能

である．一方で超短 CNT は GUV に形成された報告がほとんどなく，GUV への適用は

未知数である．そこで本研究ではチャネル形成にともなう GUV 膜形態への影響の評価

を通して，超短 CNT チャネルを有する GUV 作製における知見を得ることを目指す．

さらに，超短 CNT の主な透過物質であるイオンの透過性について，チャネルを GUV に

形成した状態で評価する手法の開発を行い， GUV 膜のイオン透過性評価に役立てる．

以上を持って，GUV 間における超短 CNT を用いた分子伝達経路構築のための知見を得

ることを目指す． 

本章では GUV を基盤とする技術について説明し，GUV 間の分子伝達における超短

CNT の必要性について述べる．さらに GUV への超短 CNT チャネル形成における課題

について提示した後，本研究の目的について述べ，論文全体の構成を示す． 
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1.2 巨大脂質二重膜小胞 

脂質二重膜は細胞膜の基礎的な構造であり，脂質によって構成される二分子膜である．

脂質分子が水性溶媒中で自発的に二分子膜を形成するのは，脂質の中で主な割合を占め

るリン脂質分子の両親媒性に起因する．リン脂質分子は，親水性の頭部と疎水性の尾部

を持ち（Figure1.1），水性溶媒中では疎水性尾部を内側に向かい合わせて，外側に親水性

頭部を向けたサンドイッチ型の構造をとる（Figure1.2）．これは，両親媒性分子を水中に

分散させると，水分子はリン脂質の非極性部分とは結合せず，水分子同士で水素結合を

形成することで，結果的にエネルギが最安定となるようにリン脂質分子の疎水性部分が

向かい合わせになるように集まるためである（疎水性相互作用）．脂質二重膜中におい

て，個々の脂質分子は自由に拡散できる（脂質二重膜の流動性）．これにより，膜に存

在する様々なタンパク質の移動を可能にするという細胞膜としての性質を備えている． 

 

 

Figure1.1 Conceptual diagram of lipid molecule (phosphocholine)1 

 

 

Figure1.2 Conceptual diagram of lipid bilayer. 
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脂質二重膜小胞は主に脂質二重膜で構成された小胞である．基板上や孔に形成される

平面状の脂質二重膜とは異なり，支持体のない膜によって閉じられた独立した構造が特

徴である．脂質二重膜小胞はその粒径と層数によって，膜が単層で粒径が 100 nm 以下

の Small Unilamellar Vesicle（SUV），100 nm ~ 1 m の Large Unilamellar Vesicle（LUV），

1 m 以上の Giant Unilamellar Vesicle（GUV），そして多層の膜を持つ Multilamellar Vesicle

（MLV），Multivesicular Vesicle（MVV）に分けられる（Figure1.3）2, 3．  

 

 
Figure1.3 Conceptual diagram of lipid bilayer vesicles2.  
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1.3 GUV の応用 

GUV は粒径が細胞と同様の大きさであるために細胞膜のモデルとして，長らく膜特

性の評価 4，タンパク質と膜の相互作用の観察 5 等へ用いられてきた．合成生物学の分

野では，GUV が脂質二重膜によって外部環境から隔離された環境を提供できるため，

生体細胞由来あるいは合成分子を内包した GUV がボトムアップ型の人工細胞の骨組み

として多用されている．人工細胞は生物学的プロセスや生命の起源の探求を目的として

作製され，代謝，分裂，分子検知，遺伝子発現といった生細胞の特定の機能を再現可能

である（Figure1.4）6, 7. 

 

 

Figure1.4 Conceptual diagram of artificial cell8. 
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生細胞の機能以外にも，内部に所望の機能と特性を持つように GUV 内に化学反応プ

ロセスを構築することで，薬物送達 9，分子検知 10-12，タンパク質合成 13, 14 等の機能を

達成する分子システムの研究が行われており，生分解性と生体適合性を有する革新的な

バイオデバイスへの応用が期待できる（Figure1.5）．近年では，個々の GUV 内でのシス

テム構築のみならず，細胞組織における細胞間コミュニケーションを模倣した小胞間で

の分子コミュニケーションに焦点が当たっている 15, 16．独立した反応区画である複数の

GUV 間で分子伝達を行うことで，カスケード反応のような複雑な化学反応経路を開発

できる．また医薬品・医療機器開発の新しいアプローチとして GUV・生細胞間の分子

コミュニケーションも検討されている．そのため，GUV-GUV17, 18 あるいは小胞-細胞 19

間の分子伝達システムの構築に取り組む研究が行われてきた（Figure1.6）. 

 

 

 

Figure1.5 Conceptual diagrams of GUV-based devices. (a) GUV designed to detect sodium 

fluoride11. (b) Compartmentalized GUV for individual protein synthesis14. 
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Figure1.6 Conceptual diagrams of molecular transfer systems between (a)GUV-GUV18 or (b)GUV-

cell20. 
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1.4 脂質二重膜を介した分子伝達 

 GUV-GUV，GUV-細胞間の分子伝達において，GUV内での化学反応の出力を他のGUV

や細胞に入力するには脂質二重膜を介して物質が拡散する必要がある．典型的に GUV

を利用したシステムにおいては，標的への分子伝達経路として，ナノメートル径の孔で

あるチャネルを膜に形成する-hemolysin などの膜タンパク質を通して，GUV 外部へ分

子を放出する．分子が GUV から放出されると，標的に到達するために拡散する．この

過程で分子が外部環境へも分散し，標的に到達する分子信号は減衰する．したがって，

分子シグナルの効率的な利用を達成するには，送り手である GUV と標的との間に外部

への拡散を含まない直接的な分子伝達経路を構築する必要がある．このような経路とし

ては生体内に存在するギャップ結合がある．ギャップ結合はコネキシンという膜タンパ

ク質によって構成され，隣接した細胞間をつなぐチャネルを形成する 1．ギャップ結合

を GUV と細胞間に形成し，標的選択的薬物送達システムとして利用する研究も存在す

るものの 21, 22，コネキシンはその半減期の短さ 23 や発現の難しさにより，GUV を基盤

としたシステムへの適用は困難である．  

 一方でチャネルは，ペプチド 24，合成材料 25，DNA26など，タンパク質以外の材料で

人工的に作製することが可能である．これまでに，生体中に存在するチャネルタンパク

質の機能を模倣する，もしくは意図したとおりの機能を発揮するように設計されたチャ

ネルが開発されてきた．その中でコネキシンの細胞間を接続して分子伝達を行う機能を

模した人工チャネルも開発された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

1.5 超短カーボンナノチューブチャネル 

CNT はギャップ結合様の分子伝達経路を構築できることが知られている 27．CNT は

直径数～数十 nm の中空チューブ状の炭素素材である 28．炭素の六員環構造でできたグ

ラファイト層を丸めたような構造を持っており，特有の機械的物理的化学的特性を有

する ．構造としては，炭素原子の層が一つの単層カーボンナノチューブ（Single-walled 

Carbon Nanotube: SWCNT）と，同心円状に複数の層が重なった多層カーボンナノチュー

ブ（Multi-walled Carbon Nanotube: MWCNT）に大別される（Figure1.7）30．近年では数~

数十 nm の長さに切断された超短 CNT が，細胞膜や人工細胞膜といった脂質二重膜に

自発的に挿入できることが報告された（Figure1.8）31．さらに中空構造内部を通して分

子が透過できるという CNT の性質を利用して，人工的なチャネルとして利用でき，イ

オンや小分子の透過，電気泳動を利用した単鎖 DNA の輸送が可能である．さらに脂質

二重膜の厚さである 4 nm よりもチャネルの長さが長い超短 CNT は 1，他の人工チャネ

ルとは異なり小胞間をまたぐように挿入でき 31，その状態でカルシウムイオン（Ca2+）

がチャネルを通して拡散することが報告されている 27． 

これまでの超短 CNT に関わる研究はチャネルとしての機能や，膜との相互作用とい

ったナノスケールでの現象について焦点が当たっていたこともあり，透過電子顕微鏡

（Transmission Electron Microscope: TEM）観察や光学計測が行いやすい数百nm径のLUV

や，電気的計測や原子間力顕微鏡（Atomic Force Microscope: AFM）観察と相性のよい平

面膜といった形態が，超短 CNT を挿入する脂質二重膜として選択されてきた 31-35．一

方で超短 CNT を GUV に挿入してチャネルとして利用した試みはほとんどない．した

がって，GUV への超短 CNT チャネルの適用はいまだ未知数である．特に平面膜とは異

なる閉じた構造体であり， LUV とは曲率が異なる GUV において超短 CNT が及ぼす膜

形態への影響を調査することは重要である．また GUV において超短 CNT がチャネル

を形成し，分子透過，特に超短 CNT を透過できる物質として代表的なイオンの透過が

可能であることを計測するための手法開発も必要となる．  
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Figure 1.7 Conceptual diagrams of CNT. (a)SWCNT. (b)MWCNT30. 

 

 
Figure 1.8 Ultrashort CNT. (a) Conceptual diagrams of ultrashort CNT31. (b) Cryo-transmission 

electron microscope image of LUVs connected by ultrashort CNTs31. (c) Transport of Ca2+ between 

two vesicles through ultrashort CNTs27. 
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1.6 本研究の目的 

前節までに，GUV を基盤としたデバイスにおける小胞間の分子伝達経路において超

短 CNT チャネルが有用であるものの，GUV における超短 CNT の形成についての試み

がほとんどないことが課題であることを述べた．したがって，GUV における超短 CNT

チャネルの形成を本研究の目的とする．目的達成にあたり，まず超短 CNT が GUV の

膜形態に及ぼす影響について，蛍光顕微鏡による GUV の膜形状観察を行うことで，そ

のメカニズムについて考察する．さらに GUV における超短 CNT チャネルのイオン透

過性能を評価するために，蛍光プローブと蛍光顕微鏡を用いた計測手法を開発する．

（Figure1.9）． 

 

 
Figure 1.9 Research purpose in the thesis. 
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1.7 本論文の構成 

 本論文の構成を以下に示す．  

第 1 章「緒論」では，脂質二重膜を起点として GUV の定義とその応用について述べ

る．そして GUV の応用用途である人工細胞，そしてそこから派生する GUV ベースの

デバイスにおいて，GUV-GUV もしくは GUV-細胞間の分子伝達経路構築が重要である

ことを示し，その有望な材料として，脂質二重膜小胞間にチャネルを構築可能な，ナノ

スケールの長さに切断した CNT である，超短 CNT について説明する．さらに超短 CNT

のこれまでの研究の流れについて説明し，GUV への超短 CNT 適用の知見が不足してい

ることを指摘し，課題を提示する．特に先述の分子伝達経路構築のために，超短 CNT の

挿入が GUV 膜形態に及ぼす影響の解析，および超短 CNT を GUV に適用した際の膜の

イオン透過性の評価法の開発が必要であることを述べる． 

第 2 章「超短 CNT の作製」では，GUV に超短 CNT チャネルを形成するための前段

階として，超短 CNT を作製する．自発的な脂質二重膜への挿入を可能とするために，

超音波破砕による切断とともに脂質分子の物理吸着による水性溶媒中での分散を手法

として採用する．作製した超短 CNT の長さに対しては，TEM 観察，AFM 観察，動的光

散乱法（Dynamic Light Scattering: DLS）による分析を行い，作製した超短 CNT の大き

さについて評価を行う．また電気生理学的計測により，超短 CNT の脂質二重膜におけ

るチャネル形成能力について評価する． 

第 3 章「超短 CNT 挿入による GUV 変形解析」では，超短 CNT の挿入が膜形態に及

ぼす影響について評価するために，超短 CNT を暴露した GUV 膜の顕微鏡観察を行う．

また膜と超短 GUV 間に起こる相互作用を評価するために電気生理学的評価と，蛍光標

識脂質分子によりラベリングした超短 CNT の空間分布評価を行う．そして GUV 膜の

変形について，膜変形モデルと照らし合わせた考察を行い，超短 CNT が GUV 膜に及

ぼす影響についてのメカニズムについて検討を行う． 

第 4 章「GUV のイオン透過性評価手法の開発」では，GUV 膜における超短 CNT に

よるイオン透過を評価することを目的する．そのために蛍光プローブを内包した GUV 

と蛍光顕微鏡を用いた，GUV 膜の形態観察と内部蛍光強度の測定を並行して行い，GUV

膜における Ca2+透過を評価し，蛍光顕微鏡を用いた本アプローチの原理実証を行う．さ

らに本手法を用い，超短 CNT 導入量が及ぼす GUV 膜のイオン透過性への影響につい

て行った評価について述べる． 
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第 5 章「結論」では，各章で得られた知見をまとめ，残された課題とその解決の方針

を示す．さらに本研究によって得られた知見が GUV を用いたデバイスに及ぼす貢献に

ついて説明し，本研究が実社会に及ぼす波及効果について述べる． 
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第 2 章 超短 CNT の作製 

2.1 緒言 

CNT の中空構造内における物質透過は，エポキシ樹脂ブロック中に埋め込んだ

MWCNT にて初めて実験的に観察された（Figure 2.1(a)）36.これに続いて，化学気相成長

による垂直配向したCNTを樹脂やセラミックス蒸着によって閉じ込めたCNT膜（Figure 

2.1(b)）37, 38や，低密度で成長させた CNT を内部に構成した流体デバイス（Figure 2.1(c)）

39, 40 を用いて，主にマイクロメートルオーダーの長さの CNT の物質透過特性の研究が

おこなわれてきた．これに対し，ナノメートルオーダーの長さの超短 CNT を脂質二重

膜に挿入し，チャネルとして利用する実験的な試みは Liu らの研究によって行われた 41．

厚さが 5 nm 以下である脂質二重膜への挿入を考慮して，濃硫酸・硝酸の混酸中での超

音波処理により長さ 10 nm ほどに切断された親水化 CNT は膜に挿入され，一本鎖 DNA

を輸送できることが確認された（Figure 2.1(d)）．しかしながら CNT を膜に挿入するた

めに使用された，ガラス製のマイクロピペットでサンプルを注入する手法であるマイク

ロインジェクションでは，効率的な CNT の膜挿入に課題があった．近年では，超音波

破砕による物理的切断により作製した超短 CNT 表面をリン脂質分子によってコーティ

ングする手法により，超短CNTの自発的な脂質二重膜への挿入手法が可能になった 31．

なお脂質分子による孔の閉塞は，超短 CNT の開口部に存在するカルボキシ基が持つ負

電荷によって，抑制されると考えられている． 

本章では GUV に超短 CNT チャネルを形成するための前段階として，超音波処理に

よる単層 CNT の切断により超短 CNT を作製する．さらに TEM 観察，AFM 観察，DLS

分析，ラマン分光法を用いて，超短 CNT のサイズを代表とする超短 CNT の特性評価を

行う．最後に電気生理学的計測法により，今回作製した超短 CNT の脂質二重膜におけ

るチャネル形成能力について考察する．  
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Figure 2.1 Methods of using CNT as a channel. (a) Epoxy block slices with embedded CNTs36. (b) 

Vertically oriented CNT5.(c) Fluidic device with CNT inside6.(d) Microinjection of ultrashort CNT41. 
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2.2 超短 CNT の作製 

CNT を数～数十 nm の長さに切断するため，両親媒性であるリン脂質の表面吸着に

よって疎水性の CNT を水溶媒中に分散させた先行研究 42に倣い，CNT をリン脂質とと

もに水溶媒中で超音波破砕した（Figure 2.2）．CNT には直径 1.5 nm の SWCNT（D1.5L1-

5-S, NanoLab）を用いた．まず 1.0 mg の CNT を 430 ℃で熱処理し，非晶質成分を除去

した．その後 CNT を 7.0 mL の超純水とともに，内壁にリン脂質 1,2-dioleoyl-sn-glycero-

3-phosphocholine（DOPC）の膜を形成した 20 mL のサンプル管瓶に入れ，脂質膜が剥が

れるまで攪拌した．脂質膜はクロロホルム溶媒中の 10 mg/mL DOPC 溶液 3.6 mL をサン

プル管瓶中に N2 ガス流下で乾燥させ，その後，真空チャンバ内で一晩静置して形成し

た．その後，7.0 mL の超純水をサンプル管瓶内に加え，超音波洗浄器（2510，BRANSON）

で 45 分間分散処理を行った．続いて超音波ホモジナイザー（Sonifier@ SFX250，

BRANSON）による破砕処理を 16 時間行い，CNT を切断した（ホーン径：12.7 mm，振

幅：55 m，周期：1 または 4 秒，デューティー比：75 %）．最後に，CNT 分散液を遠心

分離機（Avanti J-26S XP, Beckman Coulter）で 10250 ×g ，1 時間，または遠心分離機（High 

Speed Micro Centrifuge , Four E’s Scientific）で 15000 rpm，21 分，遠心分離にかけて沈殿

物を除去することで超短 CNT を分離した．また添加した脂質分子の影響を調査するた

め，CNT を添加せずに DOPC のみに対し同様の超音波処理した試料（Lipid）を別途用

意した．これらの試料は 4℃で保存した． 

 

 
Figure 2.2 Conceptual diagrams of process for cutting carbon nanotubes. 
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 切断された CNT の長さを計測するために，TEM 観察，AFM 観察，DLS 分析を行っ

た．TEM 観察には，透過型電子顕微鏡（JEM-2010F，日本電子）を用いた．超短 CNT

分散液をマイクログリッド上に滴下し，加速電圧 200 kV にて観察を行った．DLS 分析

においては，DLS 分析装置（SZ100，HORIBA）を用いた．10 倍に薄めた超短 CNT 分

散液を石英ガラスセル内に入れ，液中での平均粒径を計測した． 

AFM 計測においては，超短 CNT を吸着させたマイカ表面の計測を行い，トポグラフ

ィー像を撮像した．サンプルは，先行研究の方法 31に従い，マイカ上にカチオンポリマ

ーである Poly-L-lysine をコーティングすることによって，負に帯電した超短 CNT とマ

イカ表面の吸着を促進した（Figure 2.3）43．まず 0.01 w/v% Poly-L-lysine（Nacalai Tesque）

溶液をマイカ表面上に滴下し，1 分間静置した．余分な基板上の Poly-L-lysine を 500 L

の超純水で 4 回洗浄した後，30 分空気中で乾燥させた．その後マイカ基板上に超短 CNT

分散液 10 L を滴下し 2 分間静置した後，400 L の超純水で 6 回洗浄して余分な分散

液を洗い流した．30 分空気中で乾燥させたのち，カンチレバー（AC 240 TS, Olympus）

を用いて大気下でのタッピングモードによりマイカ基板表面のトポグラフィー像を撮

像した．続いて得られたトポグラフィー像に対し画像解析ソフト ImageJ を用いて二値

化処理を行い，画像中の粒子輪郭線上にある任意の 2 点を結ぶ直線のうち,もっとも長

い距離を超短 CNT の長さとして計測した.なお二値化処理において，隣接した粒子が単

一粒子としてみなされた場合は計測対象から除外した. 

 さらに分散液中の超短 CNT の物性を評価するためにラマン分光法による評価を行っ

た 42．まず，150 L の超短 CNT 分散液をカバーガラス上に滴下し，その後，真空チャ

ンバ内で水分をすべて蒸発させた．調製したサンプルに対し，波長 532 nm のレーザー

を照射し，ラマン分光光度計でラマンスペクトルを測定した． 

 

 

Figure 2.3 Conceptual diagrams of AFM measurement. 
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 超短 CNT が自発的に脂質二重膜に挿入され，かつ電荷を透過できることを確認する

ために，超短 CNT の存在下で脂質二重膜を形成し，膜に固定電圧をかけた状態で電流

計測を行った（Figure 2.4）44．まず，Ag/AgCl 電極の先端に，1 M KCl と 10 mM HEPES

を含む 1 Lの agarose溶液を塗布した．Hexadecaneに溶解した 60 mg/mL 1，2-Diphytanoyl-

sn-glycero-3-phosphatidylcholine （DPhPC）溶液をチャンバに注ぎ，電極先端のゲルがコ

ーティングされた部分を脂質に浸して脂質をゲルに付着させた．その後，電極を脂質溶

液から取り出し，ゲル部分に 800 nL の水溶液（150 mM KCl，10mM HEPES，1/100 希釈

超短 CNT 分散液）を滴下し，液滴を形成した．液滴が安定したところで，再び電極を

脂質溶液に 2 分間浸し，脂質分子の単層膜を形成させた．電極は 2 つ用意し，1 つはグ

ラウンドに，もう 1 つはパッチクランプアンプ（Axopatch 200B，Axon Instruments Inc.）

に接続した．脂質二重膜の形成後，2 つの電極の先端の液滴を接触させて脂質二重膜を

形成させた後，電極間の電圧を 50mV に固定し，電流を測定した．得られた電流値から

各測定点のコンダクタンスを算出した． 

 

 
Figure 2.4 Schematic diagram of the evaluation of lipid bilayer insertion of ultrashort CNTs. 
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2.3 超短 CNT の特性評価 

撮像した超短 CNT の TEM 画像を Figure2.5 に示す．以前に報告されているように，

線状のカーボンナノチューブ（Figure2.5(a), (b)）が観察された 31．CNT の長さは約 5 ~ 

10 nm であったが，添加した脂質分子によるノイズのため，正確な長さを測定すること

はできなかった．また白枠で示した Figure2.5(c)のように数十 nm の長さのものも存在

した． また AFM によって得たマイカ上の超短 CNT のトポグラフィー像を Figure2.6(a)

に，計測した超短 CNT 長さのヒストグラムを Figure2.6(b)に示す．Figure2.6(a)にて点線

で示したようにマイカ上に CNT が観察され，Figure2.6(b)より 60 nm 以下の範囲に分布

があることがわかった．さらに DLS 分析によって 3 回計測した超短 CNT のキュムラン

ト径の分布を Figure2.7 に示す．横軸は算出された粒径，縦軸は各粒径における頻度で

あり，灰色線は各データ，黒色線はその平均の粒径分布を示す．3 回の計測における各

ピークはそれぞれ 36.8 nm, 37.2 nm, 37.7 nm であった．以上の結果より超音波破砕によ

り切断した超短 CNT の長さは 0 ~ 60 nm の範囲に切断されていることがわかった．な

お DLS 分析においては，解析の段階で粒子形状が球状粒子であると仮定して粒径が算

出されていることは留意する必要がある． 

超短 CNT の長さについては， 5 ~ 30 nm 長さの超短 CNT が膜内に挿入されることが

電子顕微鏡観察によって報告されていることを考慮すると 31，本研究における超短 CNT

切断によって膜挿入に必要な CNT 長が得られたと考えられるものの，その長さ分布が

広いと考えられる．30 nm を超える長さの超短 CNT については，分子動力学シミュレ

ーションにおいて予測されているように，膜挿入不能であるか，挿入後に膜内部の疎水

性部分へ埋没すると考えられる 45． 
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Figure 2.5 TEM image of ultrashort CNTs. 

 

 

Figure 2.6 (a) Topographic image of ultrashort CNTs on mica. (b) Histogram of ultrashort CNT 

length (n = 67). 



22 
 

 

Figure 2.7 Particle size distribution of ultrashort CNTs by DLS analysis 

 

Figure2.8(a)は，乾燥 CNT 分散液のラマンスペクトルである（3 回測定したスペクト

ルの平均値）．ここでは CNT 特有のバンド特性（1590 /cm 付近の G バンド，2600 /cm 付

近の G'-バンド，1310 /cm 付近の D バンド）と，2800 /cm 付近に脂質特有のピーク

（Figure2.8(a)中の "L"）が確認できた．これにより，分散液中に CNT と脂質が存在す

ることが確認された．また Figure2.8(b)はラマンスペクトルを低波数領域（50 ~ 350 /cm）

について拡大したものである．ここではチューブ直径が全対称的に伸縮する振動モード

に対応する Radial Breathing Mode（RBM）がみられた．RBMのピーク位置RBM [cm-1]と

CNT の直径 d [nm]は反比例の関係にあり，実験的に以下の式（2-1）の関係が成り立つ

ことが知られている 46． 

 𝑑 = 248/𝜔ୖ୆୑ （2-1） 

算出した直径をグラフ横軸（Figure2.8(b)上部)に記載した．ここから今回使用した CNT

の直径は，0.9 nm と 1.6 nm であると推定される．  
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Figure 2.8 Raman spectrum of dried ultrashort CNTs dispersion. (a) high frequency region. (b) low 

frequency region. 
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2.4 脂質二重膜への超短 CNT 挿入評価 

実験中に得られた電流値の時間変化のグラフを Figure2.9 に示す(各 15 回)．横軸は計

測時間，縦軸は計測した電流値𝐼୫ୣୟୱ୳୰ୣୢを示す．計測の際の機器操作に起因するノイズ

については手動で除外した．Figure2.9 の電流波形に示すように，複数のステップ状の電

流変化が観察された．このステップ状の電流変化は脂質二重膜の電気伝導率が瞬間的に

増加したことを示しており，脂質二重膜に超短 CNT が挿入されてチャネルが形成され

たことを示唆する 31． Figure2.10 は，この脂質二重膜のコンダクタンス G [S]を，各測

定データ点において固定電圧値 Vclamp [V]と電流測定値 Imeasured [A]から以下の式（2-2）か

ら算出し，ヒストグラムにしたものである． 

 𝐺 =
𝐼୫ୣୟୱ୳୰ୣୢ

𝑉ୡ୪ୟ୫୮
 （2-2） 

縦軸は，横軸のコンダクタンスの各ビン（幅＝0.05 nS）に収まるデータの数を示して

いる．0.1 nS 以下のデータは，ベースラインを含むデータとして除外し，5.0 nS より大

きいコンダクタンスのデータについてもデータ数が比較的少ないために除外した．ヒス

トグラムより 0.4, 1.0, 1.9, 2.6 nS にピークがあることがわかる．この多峰性の分布は超

短 CNT の複数挿入による離散的なコンダクタンスの増加を示唆している．したがって

0.4 nS のピークは単一超短 CNT のコンダクタンスに起因すると考えられる．この値は

直径 1.5 nm の超短 CNT のコンダクタンスの既報値である 0.6 nS と同様のオーダーを示

す 31．なおピークの間隔が等間隔でない点については，直径 0.9 nm と 1.6 nm の 2 種類

の CNT が混在していることが理由として考えられる．径によって電荷の透過性は異な

るため， 2 つの離散的な分布が重なった結果だと考えられる． 
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Figure 2.9 Time variation of measured current value. 
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Figure 2.10 Histogram of the measured ultrashort CNTs conductance. 
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2.5 結言 

本章では GUV に超短 CNT チャネルを形成するための前段階として，超短 CNT を作

製した．自発的な脂質二重膜への挿入を可能とするために，超音波破砕による切断とと

もに DOPC による物理吸着による水性溶媒中での分散を手法として採用した．作製し

た超短 CNT の長さに対しては，TEM 観察 AFM 観察，DLS 分析を行うことで，CNT が

60 nm 以下の範囲に切断されていることがわかった．この長さ分布は膜挿入可能な長さ

を含むものの，その長さ分布は広いと考えられる．また超短 CNT のラマンスペクトル

を得たところ，CNT のみならず脂質分子固有のスペクトルが観察され，分散液中に脂

質分子と CNT が存在することがわかった．さらに CNT の RBM より超短 CNT の直径

が 0.9 nm と 1.46nm であることが推定できた．最後に，超短 CNT を曝露した脂質二重

膜に固定電圧を印加した状態での電流計測により，超短 CNT の脂質二重膜におけるチ

ャネル形成能力について評価したところ，チャネル形成を示唆するステップ状の電流波

形が観察された． さらにヒストグラムにおけるコンダクタンスの離散的な分布より単

一超短 CNT のコンダクタンスが 0.4 nS であることが推定された．この数値は既報の値

と同様のオーダーを示しており，超短 CNT が膜に挿入されたことが示唆された．以上

より，今回作製した超短 CNT は，数～数十 nm に切断されており，脂質二重膜に自発

的に挿入できる特性を持つことを確認できた． 
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第 3 章 超短 CNT 挿入による GUV 変形解析 

3.1 緒言 

CNT は脂質二重膜を崩壊・変形させる場合があり，細胞や人工脂質二重膜を利用し

たデバイスへの適用の際に留意する必要がある．GUV に MWCNT を組み込ませた研究

47では膜とCNTの疎水部が引き寄せあい，GUV膜同士の融合につながった（Figure3.1）．

また SWCNT と脂質二重膜の間に静電相互作用が発生する場合には，SWCNT の膜への

吸着による GUV の崩壊が報告されている 48．これら既存研究の多くは超短 CNT よりも

長い数百 nm～数 m の長さの CNT を対象としてきたが，脂質による被覆がされた数

～数十 nm 長の超短CNTとでは脂質二重膜への挿入とそれに伴う膜への転移の過程が

異なるとされている 49．膜に対し水平方向に埋め込まれる長い CNT には，脂質分子の

疎水性尾部との疎水性相互作用が働く．一方で膜に鉛直方向へ挿入される超短 CNT は

疎水性相互作用以外に，チューブ縁の親水性基と脂質分子の親水性頭部に親水性相互作

用が働くと考えられている 31．しかし超短 CNT が膜形態に及ぼす影響についての研究

報告はない． 

そこで本章では，超短 CNT の GUV への適用に向け，超短 CNT が脂質二重膜の形態

に与える影響を評価する．そのために， GUV に超短 CNT を曝露し，膜形態の変化を

蛍光顕微鏡によって評価した．また超短 CNT を曝露した脂質二重膜を横切るイオン電

流を測定して，超短 CNT の膜挿入を評価した． 

 

 

Figure 3.1 Confocal images of GUVs with CNTs embedded in the membrane (adapted from Pérez-

Luna 47). 
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3.2 GUV の作製 

GUV の代表的な作製手法には主に静置水和法（Gentle hydration method），エレクトロ

フォーメーション法（Electroformation method），界面通過法（Water-in-oil emulsion-transfer 

method）の 3 つがある． 

静置水和法は GUV 作製における古典的な手法である．ガラス基板上に堆積させた乾

燥リン脂質層に緩衝溶液を加えると，脂質層内外に発生する浸透圧差により膜の一部が

膨潤し， 小胞を形成する（Figure3.2(a)）50．静置水和法は GUV 形成にあたり，脂質分

子の酸化が発生しないことが利点である一方で 51，脂質二重膜の膨潤の駆動力が浸透圧

のみであるため，形成までに数日ほどの時間がかかる場合がある 52．この手法の派生と

して，ポリマーフィルム水和法（Polymer-assisted swelling method）がある．この手法で

はガラス基板と堆積脂質層の間に乾燥した agarose や polyvinyl alcohol (PVA)のポリマー

フィルム層を設ける 53, 54．このポリマーフィルムにより緩衝溶液の流入が促進されるこ

とで，静置水和法の課題であった GUV の形成時間が 1 時間ほどに短縮可能になった．

また後述のエレクトロフォーメーション法では困難であった高いイオン強度を持つ溶

液中での GUV 作製が可能である 2, 53, 55． 

 エレクトロフォーメーション法では上記の堆積させた乾燥リン脂質二重膜に電場を

印加することにより GUV の形成を行う（Figure3.2(b)）56-58．この手法では電場の印加が

電場の脂質分子間の静電相互作用や脂質二重膜の表面張力に作用し GUV の形成を促進

するとされているが 59，電界によって脂質の化学的組成が変化する可能性が言及されて

いる 60．また脂質の電荷や水和時の緩衝溶液のイオン強度によって GUV の生成が困難

になる場合がある 61．  

 界面通過法では，上記の手法とは異なり水性溶媒と油性溶媒の界面を利用する

（Figure3.2(c)）．まずリン脂質を含む有機溶媒（鉱油，流動パラフィン等）と水溶液（GUV

内部の水溶液）を混合して油層中に脂質の単分子層を有した液滴を生成する．この液滴

を含んだ有機溶媒を別の水溶液（GUV 外部の水溶液）の上に配置すると界面に脂質の

単分子層ができる．その後，液滴は油層よりも密度が高いため沈降していき，場合によ

り遠心分離をかけることで，界面を通過する．これにより液滴表面に脂質二重膜が形成

され GUV が形成される．この手法をマイクロ流体デバイスと組み合わせて大量に GUV

を作製するアプローチも存在する 62, 63．界面通過法は標的分子の GUV 内部への封入率

が高いことや GUV の脂質二重膜の内外層を異なる種類のリン脂質で非対称化できるこ



31 
 

とが利点である 64．一方で脂質二重膜内に油層由来の残留溶媒が混入する可能性があり

61，GUV の分裂 62, 65，膜の流動性 66，厚み 67，疎水性 68に影響を与える．  

 

 

Figure 3.2 GUV growth methods. (a) gentle hydration method2. (b) electroformation method69. (c) 

water-in-oil emulsion-transfer method61. 
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本研究においては GUV を作製するにあたり，脂質分子の酸化がなく膜物性への影響

が少ない，polyvinyl alcohol ゲルを用いたポリマーフィルム水和法を用いて作製した

（Figure3.3）54．まず，5.0 w/w% PVA 水溶液 50 L をカバーガラス上に塗布し，50℃で

2 時間以上乾燥させた．次に，乾燥したゲル膜上に脂質溶液 10 L を塗布した．脂質溶

液は，クロロホルム中 1.0 mg/mL の DOPC に対し，モル比 100 : 1 になるように蛍光色

素 標 識 脂 質 （ Texas RedTM 1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, 

triethylammonium salt; Texas Red-DHPE）を混合した．その後カバーガラスを真空チャン

バ内で 15 分間静置し，残留溶媒を完全に蒸発させた．カバーガラス上にポリジメチル

シロキサン（SILPOT, DuPont Toray Specialty Materials K.K.; PDMS）製のチャンバを取り

付けた後，10 mM HEPES（pH 7.3）を 150 L 加えて脂質を水和させることで GUV を作

製した． 

 

 

Figure 3.3 Schematic illustration of polymer-assisted swelling2 
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3.3 GUV への超短 CNT 曝露 

超短 CNT の挿入による膜形態への影響を評価するために，作製した GUV に超短 CNT

を曝露し，蛍光顕微鏡で膜の形態を観察した．観察には，独自に設計した流路付きチャ

ンバ（Figure3.4）を使用した．このチャンバは，流路部をレーザー加工機で切り抜いた

厚さ 1 m のパラフィルムを 2 枚のカバーガラスで挟み，はんだごてで溶着することで

作製した．カバーガラスは GUV の吸着を防ぐためにカゼイン（Wako）によるコーティ

ング処理を行った 70．3.0 L の GUV 溶液をチャンバに加えた後，1.0 L の CNT 分散

液を別の開口部から加え，CNT を GUV に曝露させた．最後にサンプルの蒸発を防ぐた

め，全ての開口部をシリコーングリス（DuPont Toray Specialty Materials）によって密閉

した．なお CNT 分散液には GUV 内外の浸透圧を調整するため最終濃度が 10 mM にな

るように pH 7.3 の HEPES 溶液を加えた．また超短 CNT 濃度に変化をつけるため，希

釈していない試料（High concentration）に対し 4 倍に希釈した試料（Low concentration）

を用意した．さらに対照条件として，最終濃度が 10 mM になるように pH 7.3 の HEPES

溶液を加えた Lipid サンプルを加える場合（Lipid）と 10 mM HEPES（pH 7.3）溶液のみ

を加える場合（Control）の 2 条件を設定した．撮影には，共焦点スキャナユニット（CSU-

X1，Yokogawa Electric）に接続した蛍光顕微鏡（IX70，Olympus）を用いた．使用した

対物レンズの倍率は 10 倍である．波長 561nm のレーザー（85-YCA-025-040, CVI Melles 

Griot）で Texas Red を励起し， CCD カメラ（BU-60, BITRAN）で蛍光を検出した．画

像は，超短 CNT 曝露後 29 分間，10 秒おきに撮影した． 

 

 

Figure 3.4 Schematic diagram of fluorescence observation. 
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 Figure3.5 に，今回の実験において典型的な変形をした GUV の蛍光顕微鏡画像を示す．

点線で示すように GUV は当初球形であり，時間の経過とともに体積が一定である GUV

の粒径が増加したことから扁平な形状に変形したことがわかる．最終的には二つ以上の

小胞が連結した形状に変形した．小胞同士が完全に分裂しているかは確認できなかった．

また一部では 1 ~ 2 秒の短い時間で GUV が崩壊し観察できなくなる現象も確認された

が，GUV 膜同士の融合は確認されなかった． 

 

 

Figure 3.5 Fluorescence microscope images of GUVs exposed to ultrashort CNTs (Scale bar: 25 

m). 
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3.4 脂質二重膜と超短 CNT の相互作用 

超短 CNT と GUV 膜の相互作用を評価するために，超短 CNT を曝露した脂質二重膜

を横切るイオン電流を測定した．超短 CNT が膜挿入すると，CNT を流れるイオン電流

が計測される．基本的な操作は 2.2 節のコンダクタンス計測に準ずるが，本節の実験で

は脂質二重膜は GUV と同じリン脂質である DOPC によって構成された.まず，直径 0.2 

mm の銀塩化銀ワイヤ電極の先端に agarose ゲル（1.0 w/v% agarose, 1 M KCl, 10 mM 

HEPES（pH 7.3）） 1L をコーティングした．さらに 1.0 mg/mL DOPC n-デカン溶液中

に，電極先端を浸してゲルに脂質を付着させた．その後，電極を脂質溶液から取り出し，

ゲル部に 800 nL の液滴を形成した．液滴安定後に,電極を再び脂質溶液に浸し,液滴表面

に脂質分子の単層膜を形成させた．液滴の組成は 1M KCl，10mM HEPES（pH 7.3）であ

り，250 倍に希釈した超短 CNT 分散液を含んでいた．対照条件として液滴の組成が，

1M KCl，10mM HEPES（pH 7.3）に 250 倍に希釈した Lipid サンプルを加えた場合（Lipid）

と， 1M KCl，10mM HEPES（pH 7.3）のみで構成される場合（Control）の 2 条件を設

定した．電極は 2 つ用意し,一方を接地し,もう一方をパッチクランプアンプ（Axopatch 

200B, Axon Instruments）に接続した．2 つの液滴を接触させて脂質二重膜を形成し,電極

間に 50 mV の電圧を印加した際の電流を測定した． 

Figure3.6 に各条件における代表的な電流波形とコンダクタンスのヒストグラムを示

す（(a)：超短 CNT，(b)：Lipid，(c)：Control）．ヒストグラムは，横軸のコンダクタンス

の各ビン（幅＝0.01nS）に収まるデータ点数をプロットし，バーの累計高さが 1 になる

ように正規化したものである．なおコンダクタンスの計算は記録した全点の電流値に対

して行った．Figure3.6 の電流波形において，(a)ではステップ状の電流変化が見られた一

方で，(b)ではスパイク状の電流波形が観察された．(c)では顕著な電流変化は観察されな

かった．またヒストグラムにおいて，(c) は 0 nS を中心とした急峻なピークを持つこと

から，膜によってギガオーム以上の抵抗で絶縁がなされていることがわかった．一方で，

(a), (b)ではコンダクタンスの分布が(c)よりも広がっていることから，超短 CNT と Lipid

では膜を介してイオン電流が流れていたことがわかった．さらに超短 CNT では 0.06 nS

と 0.19 nS 付近（Figure3.6 (a)，矢印）にピークが観察された．ヒストグラムにおけるピ

ークは単一の超短 CNT のコンダクタンスを示していることから，低い方のピーク値を

基線として考えると，この超短 CNT のコンダクタンスは 0.13 nS であったことがわか

る． 



36 
 

この値は先行研究 31で報告された値である 0.6 nS より低いが，今回使用した超短 CNT

長さが既報の超短 CNT 長さよりも長く，コンダクタンス値が低下したものと考えられ

る．以上の電流波形とコンダクタンスより，曝露した超短 CNT が脂質膜に自発的に挿

入されたことが示された． 

 

 
Figure 3.6 Current traces and histograms of conductance values((a)UCNT, (b)Lipid, (c)Control). 
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さらに超短 CNT に付着した脂質分子と GUV膜の相互作用を評価するために，

蛍光標識脂質を吸着させた超短 CNT を曝露した際の GUV を蛍光顕微鏡によっ

て観察し，蛍光脂質の空間分布を評価した．基本的に超短 CNT および対象条件

である Lipid の作製法は 2 章に準ずるが，蛍光標識脂質である N-(7-nitrobenz-2-

oxa-1,3-diazol-4-yl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine （NBD-PE）

を適用するため，使用する脂質組成を DOPC:NBD-PE=99:1 に変更した．また蛍

光顕微鏡観察も 3.3 節に準ずる．なお NBD は波長 488 nm のレーザーで励起し，

対応するフィルタを通して CCD カメラ（BU-60, BITRAN）で蛍光を検出した．

画像は，超短 CNT 曝露後 29 分間，30 秒おきに撮影し，各条件 3 回ずつ行った． 

 Figure3.7 に NBD-PE 吸着超短 CNT を曝露した際の GUV の蛍光顕微鏡像を示

す．Figure3.7(a), (c), (e)が超短 CNT（High concentration）を暴露した際の各試行

における顕微鏡像であり，Figure3.7(b), (d), (f)が Lipid サンプルを暴露した際の各

試行における顕微鏡像である．点線で囲われた領域は GUV が存在する箇所を示

す．Figure3.7(a), (c), (e)では GUV 膜周縁部に背景より高い蛍光が観察されるのに

対し，Figure3.7(b), (d), (f)においては観察されなかった．この傾向は定性的では

あるものの図で示した以外の GUV に対しても観察された．このことは CNT に

付着した脂質分子が GUV膜に集積したことを示しており，超短 CNT の挿入は，

CNT のみでなく付着した脂質分子も GUV 膜に対し影響することを示唆してい

る．  
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Figure 3.7 Fluorescence microscope images of GUVs exposed to ultrashort CNTs coated with 

fluorescent-labeled lipid molecules (Scale bar: 25 m). 
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3.5 GUV の変形解析 

GUV の膜変形と時間の関係を調べるため，タイムラプス画像における GUV 膜の形

状評価を行った．GUV の形状は同様の膜変形を解析した先行研究 71 を参考に，形状を

楕円近似し，その長軸と短軸のアスペクト比で評価した．集計には，チャンバ内の対流

がおさまる超短 CNT 曝露後 50 秒後からの画像を使用した．さらに解像度の観点から画

像中において，面積が 38 ピクセル以上の GUV（直径 10 m 以上の球形 GUV の面積に

相当）を集計対象とした．なお GUV 同士の重なり等により単一 GUV のアスペクト比

が算出できない GUV は除外した．Figure3.8 に各 CNT 濃度（赤線：High concentration，

黄線：Low concentration，緑線：Lipid，青線：Control）における画像中 GUV の平均アス

ペクト比の時間変化を示す．横軸は超短 CNT 曝露後からの経過時間を示している．超

短 CNT を曝露しない場合（Lipid, Control）と比較すると，超短 CNT を曝露した場合

（High concentration, Low concentration）では，平均アスペクト比が時間経過とともに上

昇した．また High concentration と Low concentration では，CNT 濃度が高い High 

concentration の方が平均アスペクト比の増加開始時間が早かった（High concentration: 

170 秒, Low concentration: 350 秒）．なお超短 CNT の曝露が GUV の平均アスペクト比の

増加へ影響したかを検討するため，曝露後 1730 秒後のデータにおいて Bonferroni 法に

より「調整化された有意水準（'）」を求め，各比較ペアの Welch の t 検定結果の確率値

に対して'（0.003）で多重比較検定を行った．その結果， High concentration, Low 

concentration, Lipid, Control 間の比較において，超短 CNT を曝露した場合（High 

concentration, Low concentration）の GUV アスペクト比はいずれも曝露していない場合

（Lipid, Control）に比べ有意に高かった． 

膜変形以外によると思われる GUV の崩壊について，Table3.1 に崩壊した GUV の数と

崩壊までに経過した平均時間，および崩壊率を示す．なお集計対象は膜変形解析に用い

た GUV 群で，崩壊率は曝露後 50 秒後の GUV 数に対する割合を示している．表より

GUV の崩壊は CNT または脂質を曝露した時のみに発生し，その崩壊率はいずれも

15 ％以下で，崩壊する時間は平均して曝露後 4 分以内であった．なお GUV 膜同士の

融合は観察されなかった． 
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Figure 3.8 Time variation of mean GUVs aspect ratio (n = 99 ~ 351, Error bar: SE). 

 

Table 3.1 Number of collapsed GUVs and mean time of collapse (SE). 

 High conc. Low conc. Lipid Control 
Count 13 12 3 0 

Mean time (s) 104±25 180±68 203±74 N/A 
Destruction rate (%) 6.1 12.1 1.7 0 

 

典型的に見られた GUV 膜変形については， 超短 CNT を曝露しない場合（Lipid, 

Control）と比較すると，超短 CNT を曝露した場合（High concentration, Low concentration）

では，曝露後 1730 秒後の GUV のアスペクト比が有意に高かったことから，超短 CNT

の曝露が原因であることがわかる．また GUV アスペクト比は一定時間経過した後に増

加するが，その時間は超短 CNT 濃度が高い方が短い．このことは GUV 膜変形に超短

CNT の濃度依存性が存在することを示す．変形した GUV の形態は球形から扁平状を経

て最後には複数の小胞が連結したような形状に変化した．この変形を，脂質分子の二重

層によって構成される GUV の形状を説明する際に用いられる，面積差弾性（Area 

difference elasticity, ADE）モデル 72を使って考察する．ADE モデルでは，GUV の形状は

余剰面積と固有面積差𝛥𝑎଴という 2 つのパラメータによって決定される．ここで換算体

積は GUV 体積に対する表面積の比を表す無次元パラメータであり， 

 𝜉 ≡
𝑅௦

𝑅௩
− 1 （3-1） 
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で記述される．なお Rs と Rv は，GUV と同じ膜表面積と体積を持つ球の半径に相当し，

GUV の膜表面積を S，体積を V とした場合, 

 
𝑅௦ = ൬

𝑆

4𝜋
൰

ଵ
ଶ
 （3-2） 

 
𝑅௩ = ൬

3𝑉

4𝜋
൰

ଵ
ଷ
 （3-3） 

となる．また固有面積差𝛥𝑎଴は 

 𝛥𝑎଴ = (𝑁୭୳୲ − 𝑁୧୬)𝑎଴  （3-4） 

で記述される．なお，𝑎଴は分子の断面積，Noutと Ninはそれぞれ二重膜の外層と内層の脂

質分子の数を表す 73．ここで GUV が球形から複数の連結した小胞に変形する場合，余

剰面積と固有面積差𝛥𝑎଴が増加することが知られている 74 ．ここで余剰面積は GUV

表面積の増加または GUV 体積減少によって増加する．本実験において GUV 表面積の

増加の原因は超短 CNT の膜挿入が考えられる．一方で体積減少の原因は，GUV 外に添

加した超短 CNT サンプルが含む残留脂質の存在によって GUV 膜に浸透圧差が生じ，

GUV外が高張になったことが挙げられる．しかし脂質分子のみをGUVに曝露したLipid

条件では膜変形が観察されなかったため，今回の実験では GUV 膜への浸透圧差の影響

は少なく，GUV の表面積が増加したことが余剰面積増加の原因と考えられる．固有面

積差𝛥𝑎଴に関しては，二重膜外層面積の増加または二重膜内層面積の減少によって発生

する．本実験では外部から超短 CNT が曝露されているため，二重膜外層面積の増加が

固有面積差𝛥𝑎଴増加の要因であると考えられる．実験によって確認された超短 CNT の膜

挿入や CNT 吸着脂質の膜への集積と，ADE モデルによる以上の知見を統括すると，超

短 CNT による GUV 膜変形のメカニズムは，次のように考えられる（Figure3.9）．すな

わち脂質分子が表面に吸着した超短 CNT が膜に挿入されると，膜に CNT と脂質分子が

補充され，膜面積の増加につながる．さらに，今回の実験系では超短 CNT を GUV 外か

ら曝露しているため，膜の内層よりも外層に脂質分子が補充され固有面積差𝛥𝑎଴が増加

したと予想される．同様のメカニズムは，GUV 外部からの PEG 脂質 71や人工ペプチド

75の膜挿入によっても観察される．なお増加した余剰面積と固有面積差𝛥𝑎଴は脂質二重

膜内層・外層間の脂質分子移動（フリップフロップ）によって解消されるが，その半減

期は DOPC においては数時間から数日とされており 76，今回の実験系では無視できる現

象と考えられる． 

膜崩壊は，超短 CNT と脂質の曝露時に観察されたため，超短 CNT や脂質分子，切断

過程に混入した超音波ホモジナイザー由来の金属粒子が影響したと思われる．膜を横切
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るイオン電流を計測した際に，超短 CNT と Lipid 条件においてイオン電流が計測され

たことから，膜との相互作用により生じた膜構造の乱れが崩壊を誘引した可能性がある．

一方で，GUV 崩壊までの平均時間が曝露後 4 分以内であることから，曝露時に発生し

た観察チャンバ内の対流が引き起こしたせん断力による崩壊の影響は除外できない． 

GUV 膜同士の融合が確認されなかった理由については，一つに CNT 長さが挙げられ

る．GUV の膜融合は疎水性 CNT によって膜分子が引き寄せられることによって発生す

る 47．GUV 同士が引き寄せられるには，超短 CNT の場合，数～数十 nm の間隔で GUV

が密着した状況が必要である．そのため数百 nm～数 m の長さの CNT の場合と比較

した場合，超短 CNT では膜融合する確率は低い．しかしながら超短 CNT 挿入後に生

じた小胞同士のように，本実験でも密着した GUV は確認されている．この場合，膜融

合が観察されなかった理由として GUV の小胞サイズが挙げられる．数十～数百 nm サ

イズの SUV では超短 CNT も膜融合を引き起こすことが報告されているが，小胞サイズ

が増加して秩序立った膜構造が形成されるのに従い，膜融合が発生しにくくなることが

予測されている 77, 78．今回使用した GUV は直径 10 m 以上と SUV より小胞サイズが

大きいため，小胞が密着した状態であっても膜融合が進行しなかったと考えられる． 

 

 

Figure 3.9 Schematic of membrane insertion of Ultrashort CNTs. 
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3.6 結言 

本章では，GUV を用いて超短 CNT が脂質二重膜の変形に及ぼす影響を蛍光顕微鏡に

よる観察にて評価した．結果として，超短 CNT が GUV の形状を球形から連結した小

胞へと変形させることが示された．また超短 CNT の膜挿入を電気生理学的手法により

確認し，蛍光標識によって超短 CNT に吸着した脂質分子の GUV 膜への集積を確認し

た．さらにその変形形態を ADE モデルと比較することにより，GUV の膜面積と曲率の

増加が超短 CNT の膜挿入により発生していることが示唆された．よってこのことから

膜の融合を引き起こす長い CNT とは異なり，超短 CNT では膜挿入によって脂質分子や

ペプチドの膜挿入と同様な膜変形メカニズムを持つことが考えられる．以上により

GUV への超短 CNT 組み込み時における膜変形を制御するための知見を得ることがで

きた．さらに本研究では顕微鏡観察でのリアルタイムな観察が可能なマイクロスケール

の GUV を観察対象にしたことにより，これまでのナノスケールの観察では観察されて

いなかった超短 CNT による膜形態変化を新たに発見することができた．一方で，今回

考察した膜変形メカニズムの実証のためには，超短 CNT に吸着した脂質分子の GUV 膜

への取り込みについて，本研究で計測した膜への集積だけではなく，いまだ未評価であ

る膜内層・外層への非対称的な取り込みについて検証する必要がある． 
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第 4 章 GUV のイオン透過性評価手法の開発 

4.1 緒言 

イオンは超短 CNT チャネルの代表的な透過物質である．GUV-GUV 間，GUV-細胞間

におけるイオン透過は，小胞間でのイオン濃度勾配を利用したバイオバッテリー79や神

経との電気化学通信 80 等のバイオエレクトロニクスデバイスの開発に役立てることが

期待できる．こうした背景から，GUV に形成した超短 CNT チャネルのイオン透過性を

評価することは重要である． GUV 膜に形成した超短 CNT チャネルのイオン透過性評

価手法としては，パッチクランプ法がある 81．パッチクランプ法は，先端径が数m の

ガラスピペット電極を細胞膜に密着させて電極・細胞間に電気的シールを確保すること

で，細胞中のイオンチャネル等を流れる電流を計測する手法である．先行研究ではパッ

チクランプ法の中でも電極を細胞膜上に密着させるセルアタッチ法を GUV に適用し，

膜中に形成した超短CNTを流れるイオン電流を計測し，そのイオン透過を評価した 31． 

しかしセルアタッチ法はピペットで密着させた膜領域に存在するチャネルの透過性を

評価する手法であり，GUV 全体に形成した超短 CNT チャネルを通したいイオン透過を

確認することはできない．ガラスピペット電極により膜を局所的に破壊し電極内と

GUV 内を接続するホールセル法（Figure4.1(a)）も存在するが，GUV の崩壊を防ぐため

にピペット内表面の改質と内圧調整が必須であり（Figure4.1(b),(c)）82，計測法の習得に

は困難が伴う．また計測後の GUV は破壊されるという課題がある．GUV 以外の粒径の

脂質二重膜小胞において超短 CNT を介したイオン透過過程は，小胞内に封入した蛍光

プローブを利用して計測されてきた（Figure4.1(d)）27．透過した分子に反応して蛍光強

度変化を示す蛍光プローブの蛍光強度変化を蛍光分光光度計で測定することによりイ

オン透過の評価が可能である．しかし，本手法は，主に用いられる直径 200 nm 以下の

LUV と比較して溶液中で沈殿しやすい GUV に対しては適用されることはない．一方

LUV においても，その形状を直接観察することはできないことが課題となる．LUV に

おいては超短 CNT が LUV 同士の融合を促進することや前章の研究において超短 CNT

の挿入によって GUV が変形を起こしたことを考慮すると，蛍光強度の変化が超短 CNT

によるものなのか，GUV の変形によるものなのかを判断することは困難である．従っ

て，その透過過程のメカニズムは不明のままである．そこで本章では，蛍光プローブを

内包した GUV を蛍光顕微鏡下によって観察し，顕微鏡像から GUV の蛍光強度を計測
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することにより，超短 CNT を介したイオン透過の過程を観察する新しいアプローチを

提案した．GUV のサイズが大きいため，顕微鏡で容易にその形状を観察することがで

きる．まず先行研究において超短 CNT での透過が確認されている Ca2+を対象として蛍

光顕微鏡を用いた本アプローチの原理実証を行い，その後，本手法を用い GUV への超

短 CNT 導入濃度による Ca2+の透過過程の変化を評価した． 
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Figure 4.1 (a)Whole-cell patch clamp method83. (b)Diffusion and pore formation of GUV lipid 

membranes by intra-pipette pressure in whole-GUV patch clamp method82. (c)Diffusion of GUV lipid 

film into pipette in whole-GUV patch clamp method82. (d)Evaluation of ion permeability of ultrashort 

CNTs in LUV membranes using fluorescence spectrophotometry. 
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4.2 超短 CNT 挿入 GUV の作製 

GUV の作製は，3.2 節で行った PVA ゲルを用いたポリマーフィルム水和法を用いた．

まずプラズマ照射によって親水化したカバーガラス上に，5 w/w%の PVA 溶液 100 L を

滴下した．その後 1200 rpm で 2 分間スピンコートした．被覆した PVA ゲルを 50℃のホ

ットプレート上で 2 時間乾燥させた後，その上に 3 mg/mL の脂質溶液 80 L を 1200 rpm

で 5 分間スピンコートした．脂質溶液の組成は，モル比で DOPC :Texas Red-DHPE = 100 : 

0.15 であった．スピンコートした脂質を-0.08 MPa の真空チャンバ内で 15 分間放置し，

溶媒を蒸発させた．脂質をコートしたカバーガラスの上に PDMS で作製したチャンバ

を置き，Table4.1 に示した溶液 B または溶液 C を 150 L 充填し，1 時間かけて脂質を

水和して GUV を形成させた．溶液 B, C には Ca2+感受性蛍光プローブである Fluo-4 を

溶解させた．超短 CNT が膜に挿入された GUV（超短 CNT-GUV）を用意する場合には，

超短 CNT を含む溶液 B を用いた．対照実験に用いる超短 CNT 未挿入の GUV（Control）

を用意する場合には溶液 C を使用した． 

 

Table 4.1 Compositions of the buffer solutions inside and outside GUVs. 

 Outside GUV Inside GUV 
Buffer A Buffer B Buffer C 

Solute 

Fluo-4 0 mM 22 mM 22 mM 
CaCl2 60 mM 0 mM 0 mM 

HEPES 10 mM 10 mM 10 mM 
EDTA 1 mM 1 mM 1 mM 
Sucrose 0 mM 200 mM 200 mM 
Glucose 20 mM 0 mM 0 mM 

Solvent Pure water 
Ultrashort CNT 

dispersion 
Pure water 
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4.3 蛍光顕微鏡を用いた GUV 膜のイオン透過性評価 

4.3.1 原理実証 

Fluo-4 内包 GUV の蛍光顕微鏡観察により，GUV 膜中の超短 CNT を介したイオンの

透過を観察した（Figure4.2）．まず，カバーガラス上に GUV 懸濁液（2.5 L）をピペッ

ティングし，Ca2+を含む溶液 A を 22.5 L 加えた．共焦点スキャナユニット（CSU-X1，

Yokogawa Electric）を接続した蛍光顕微鏡（IX 70，Olympus）を用いて，GUV の蛍光強

度の変化を観察した．使用した対物レンズの倍率は 10 倍であった．Fluo-4 の励起には

波長 488 nm のレーザーを，Texas Red-DHPE の励起には波長 561 nm のレーザーを使用

した．蛍光の検出は，各波長用のフィルタを介して CCD カメラ（BU-60，BITRAN 

CORPORATION）で行った．カバーガラスは，GUV が広がったり破裂したりするのを

防ぐために，カゼイン（Wako）でコーティングした 70．GUV が完全に沈降した 3 分後，

1 フレーム/分の速度でタイムラプス画像を撮影した．撮影時には，サンプルに励起光

（波長：488 nm）を照射した．GUV 内部の Ca2+濃度が変化したかどうかを調べるため

に，画像中の GUV の内部 5×5 ピクセルの領域から，各 GUV の平均蛍光強度を算出し

た．また，蛍光強度の時間変化を評価するために，Ca2+を添加する前の GUV 内の蛍光

強度も別途測定した．さらに，蛍光強度の増加を比較するために，脂質二重膜にナノサ

イズの孔を形成する膜タンパク質である-hemolysin を外液に添加した場合（-

hemolysin-GUV）の蛍光強度の増加を測定した．これは，Control 条件において GUV 懸

濁液と混合する際に，溶液 A に-hemolysin を 50 g/mL の濃度で添加することで行っ

た． 

 また本手法では，GUV 中の蛍光物質に励起光を照射して蛍光を発生させた．そこで

励起光による光退色が蛍光強度に与える影響を評価した．上記の蛍光顕微鏡観察におい

て GUV 懸濁液の代わりに溶液 C を用いた実験を行った．なお Ca2+を含む溶液 A を添

加してから 15 分後までサンプルにレーザーを照射せずに静置し，15 分後に 488nm のレ

ーザーを照射して 1 枚だけ蛍光画像を撮影した．撮影した 100×100 ピクセル領域（n = 

5）の蛍光強度と，GUV 撮像時の画像における GUV のない 100×100 ピクセルの領域

（n = 6）とを測定し，それぞれの平均値を比較した． 
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Figure 4.2 Schematic of membrane insertion of Ultrashort CNTs. 

 

Figure4.3(a), (b)は，超短 CNT -GUV の明視野での顕微鏡像である．また，Figure4.3(c)

は Figure4.3(b)の GUV に波長 561 nm のレーザーを照射した際の蛍光顕微鏡像である．

GUV 膜に含まれる蛍光標識された脂質の蛍光によって GUV が小胞の形をとっている

ことがわかった．超短 CNT -GUV の平均粒径は 17 m（Max ＝ 34 m，Min ＝ 9 m，

n ＝ 115）であった．このことから超短 CNT 分散液を水和液に混合した状態であって

も，ポリマーフィルム水和法で GUV が形成可能であることが示された．Control の平均

粒子径は 24 m（Max ＝ 50 m，Min ＝ 10 m，n ＝ 79）であった． 
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Figure 4.3 Confocal and fluorescence microscope image of ultrashort CNT-GUVs. 

 

 Figure4.4 は，超短 CNT-GUV（Figure4.4(a), (b)），Control（Figure4.4(c), (d), (e), (f)）と

-hemolysin-GUV（Figure4.4(g), (h)）の，Ca2+を添加してから 3 分後および 10 分後の蛍

光顕微鏡像である．これらの画像を比較すると，超短 CNT-GUV と Control の蛍光強度

は，3 分から 10 分の間に減少していることがわかった．緩衝液を添加してから 3 分後

の超短 CNT-GUV に着目すると，GUV 内部の蛍光強度が背景よりも高くなっており

（Figure4.4(a)），Ca2+が GUV の外側から内側に透過されたことを示唆している．同様に，

-hemolysin-GUV も背景に比べて高い蛍光強度を示した．  Control においては，

Figure4.4(e)に示すように背景と比較して低い蛍光強度を示していたが，一方で比較的高

い内部蛍光強度を示したものもあった（Figure4.4(c)）． 

Figure4.5 は，Ca2+を含む外溶液を添加してから 15 分後までの GUV の蛍光強度の変

化を示すグラフである．グラフの縦軸は，Ca2+を含まない GUV の平均蛍光強度で除し

た GUV 内の蛍光強度を示す．また，-hemolysin-GUV の Ca2+未添加時の蛍光強度には，

Control のデータを用いた．グラフ内の赤線と黒線は，それぞれ超短 CNT-GUV と Control

の平均蛍光強度の時間経過を表しており，青線は-hemolysin-GUV の平均蛍光強度の時

間変化を示す．Table4.2 に，蛍光強度測定に用いた各条件の GUV のサンプル数と粒子

径を示す．GUV の大きさが異なることによる蛍光強度の変化を避けるために，すべて

の蛍光強度測定に 20 ~ 23 m の粒径の GUV を選択した． 
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Figure 4.4 Fluorescence microscope images of an ultrashort CNT-GUV, control, and a -hemolysin-

GUV. 
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Figure4.5 のグラフより，超短 CNT-GUV，Control，-hemolysin-GUV の蛍光強度が Ca2+

添加前と比較して高いことがわかった．また，3 種類の GUV の蛍光強度の平均値を比

較すると，時間変化傾向に違いが見られた．Control の蛍光強度は安定して Ca2+を添加

する前の GUV の 3.0 ～ 3.2 倍の蛍光強度を示した．一方，超短 CNT-GUV の蛍光強度

は，当初 Ca2+添加前の GUV の 6.0 倍であったが，その後 5.2 倍に減少した．また，-

hemolysin-GUV の平均蛍光強度は 4.3 倍から 3.8 倍に変化した．これらの結果は，超短

CNT-GUV や-hemolysin-GUV では，Control よりも多くの Ca2+が流入した一方で最終的

には蛍光強度が減少したことを示している． 

Figure4.6 は，すべての測定でレーザーを照射した場合（「All laser」グループ，n = 6）

と，1 回だけレーザーを照射した場合（「One laser」グループ，n = 5）の背景領域の蛍光

強度を示したものである．エラーバーは標準誤差を示す．両群の蛍光強度を Wilcoxon 検

定により有意水準 5％で比較したところ，有意な差は認められなかった（p＞0.05）． 

 本実験では Ca2+ の GUV 内部への流入により，超短 CNT-GUV の内部の蛍光強度が

時間経過とともに増加すると予想していたが，実際は Figure4.5 に示すように減少した．

これは Ca2+透過に伴う蛍光強度の増加が Ca2+ を添加してから 3 分以内に起こり，計測

した Ca2+ 添加 3 ~ 15 分後の間では蛍光強度の減少していたためと考えられる．蛍光強

度の増加は，Ca2+ 添加 3 分後の超短 CNT-GUV の蛍光強度が Ca2+ 添加前の内部蛍光強

度の 6 倍であったことから判断できる．蛍光強度の低下については，レーザー照射に

よる Fluo-4 の光退色が一因として考えられる．しかし Figure4.6 のグラフより，撮影時

のレーザー照射の回数が，有意に背景の蛍光強度に影響を与えているとはいえなかった． 

Figure4.4, 4.5 における GUV 内部蛍光強度の増加は，Ca2+が GUV の外側から内側に透

過されたことを示唆している．これらの測定後のサンプルを顕微鏡で観察したところ，

GUV の破裂による膜の破壊は見られなかった．以上の結果から GUV と蛍光顕微鏡を

用いて，超短 CNT におけるイオンの透過過程を間接的に観察できることがわかった．

一方，実験方法については，実験開始後 3 分間の測定ができないことが原因で，その間

に発生する蛍光強度の上昇が確認できていないと考えられる．これはカバーガラス上に

GUV を静止させるのに時間を要するためであり，サンプル中での対流を抑える措置が

必要である． 
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Figure 4.5 Time variation in fluorescence intensity inside GUVs. 

 

Table 4.2 Particle size and number of GUV samples studied under each fluorescence intensity 

measurement condition. 

 n 
mean 
(m) 

max 
(m) 

min 
(m) 

Ultrashort CNT-GUV 14 21 23 21 
Ultrashort CNT-GUV 

(Before addition of Ca2+ ) 
15 21 23 21 

Control 11 22 23 21 
Control 

(Before addition of Ca2+) 
12 22 23 21 

-hemolysin-GUV 15 22 23 21 
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Figure 4.6 Difference in background fluorescence intensity depending on the number of laser 

irradiations. 

 

また Figure4.4 において Control では予想されていなかった GUV 内部への Ca2+流入が

示された．蛍光強度が上昇する前に GUV の明らかな変形が観察されなかったことから，

Ca2+の流入は GUV 膜のナノサイズの欠陥に起因すると考えられる．GUV の膜はイオン

を透過しないと考えられているが，脂質二重膜に欠陥があると Ca2+が通過する．先行研

究において，ポリマーフィルム水和法では膜内に PVA が残留した GUV が生成され，膜

の特性に影響を与えることが報告されている（Figure4.7）84, 85．したがって，この残留

PVA 分子が GUV の膜に欠陥を生じさせ，イオンの流入を引き起こしている可能性があ

る．もう一つの原因としては，GUV の膜に発生する浸透圧が考えられる．本実験では，

GUV の内外で浸透圧が発生しないように緩衝液の濃度を調整しているが，何らかの原

因で浸透圧が発生し，浸透圧によって膜に孔が開いた可能性がある 86．  

Figure4.5 のグラフでは，超短 CNT-GUV と-hemolysin-GUV の蛍光強度は，Control の

蛍光強度よりも高く，その後，時間の経過とともに減少している．Control より比較的高

い蛍光強度を示したことから超短 CNT は-hemolysin と同様に GUV への Ca2+流入を促
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進したと考えられる．また超短 CNT-GUV と同様に-hemolysin-GUV の蛍光強度は測定

開始時と比較して測定終了時に約 90％に減少したが -hemolysin のナノ孔は Fluo-4 を

透過できる点を考慮すると GUV から Fluo-4 が流出したためと考えられる 87． 

 

 
Figure 4.7 Residual polymer molecules in the membrane in polymer-assisted swelling method84. 
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4.3.2 超短 CNT 濃度とイオン透過性の関係 

 前項では Fluo-4 内包 GUV と蛍光顕微鏡を用いることで，膜の形状を観察しながら，

GUV に内包された Fluo-4 の蛍光強度が増加することを確認した．この結果は，Ca2+が

超短 CNT を介して GUV 内に透過されたことを示唆しており，超短 CNT のイオン透過

過程を間接的に観察することができることを示した．本項では，提案手法を用い GUV

形成時の超短 CNT 濃度を変化させた際の GUV 膜のイオン透過性を評価する． 

 GUV の作製は，前項と同様にポリマーフィルム水和法により作製した．まず，5 w/w% 

PVA 溶液 50 L をカバーガラス上に塗布した．塗布した PVA ゲルを 50℃で 2 時間乾燥

させた後，1 mg/mL の脂質溶液を 10 L 塗布した．脂質溶液の組成は，DOPC： texas 

red-DHPE ＝100：0.15 のモル比であった．カバーガラスを真空チャンバ内に 15 分間放

置し，コーティング脂質の溶媒を蒸発させた．GUV 膜に 超短 CNT を組み込むため，

Table4.3 に示す溶液 A を 150 L 滴下し，約 1 時間水和して GUV を調製した．溶液

A は，GUV 膜に超短 CNT を組み込むための超短 CNT 分散液を含む．超短 CNT 濃度

は，超短 CNT 分散液の 1/10, 1/30, 1/100 に希釈したものを用いた．対照実験として，

超短 CNT を含まない GUV（Control） も調製した． 

 膜中の GUV と超短 CNT を介したイオンの透過も前項の方法に従った．ただし，前

項の手法では，蛍光強度の上昇が溶液の対流による GUV の移動によって観察できなか

ったため，観察するサンプルの体積を調整した．具体的にはまず，GUV 懸濁液（2 L）

をカバーガラス上に滴下した．さらに，Table4.3 に示す溶液 B を 9 L 加え，GUV を

カバーガラス上に静置した．約 5 分間静置した後，Ca2+を含む溶液 C を 9L 添加した．

なお溶液 C に含まれる Ca2+の濃度は前項の実験から変更した．GUV 内外の Ca2+濃度

差が膜の力学的性質を変化させ，膜に孔を生じさせる要因と考えられるためで 88，生体

内環境に近い Ca2+濃度に変更して同様の測定を行った．以上の操作を 4 種類の GUV 

サンプルである，1/10 超短 CNT（1/10 希釈した超短 CNT 分散液で水和した GUV），1/30

超短 CNT （1/30 希釈した超短 CNT 分散液で水和した GUV），1/100 超短 CNT（1/100

に希釈した超短 CNT 分散液で水和した GUV），Control に対して行った． 

 作製した  GUV に波長  561 nm のレーザーを照射し，膜の形態を観察した．

Figure4.8(a) ~ (d)に，4 種類の GUV 試料（（a）1/10 超短 CNT，（b）1/30 超短 CNT，（c）

1/100 超短 CNT，（d）Control）の蛍光画像を示す．図に示すように，すべてのサンプル

で GUV の形成が確認できた．ほとんどの試料で膜の極端な変形は観察されなかった

が，超短 CNT の濃度が最も高かった 1/10 超短 CNT では，Figure4.8(a)に示すように，
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GUV の変形が観察された．後述する GUV の蛍光強度測定では，変形した GUV を除

外し，変形していない GUV の蛍光強度を測定した．測定は膜の観察が容易な粒径 20 

m 以上の GUV で行った．Table4.4 に測定した GUV のサンプル数と粒子径を示す． 

GUV に 488 nm のレーザーを照射し，GUV 中の Fluo-4 の蛍光強度を経時的に測定し

た結果をFigure4.9のグラフに示す．横軸はCa2+を含む溶液C添加後の経過時間である．

縦軸は GUV 内の蛍光強度を示す．数値は測定開始時からの GUV 内の蛍光強度増加値

を測定開始時の GUV 内の蛍光強度値で除した値である．赤線は 1/10 超短 CNT の平均

蛍光強度，青線は 1/30 超短 CNT の平均蛍光強度，緑線は 1/100 超短 CNT の平均蛍光強

度，黒線は Control の平均蛍光強度を示す． 

超短 CNT を添加した 3 種類の GUV の蛍光強度は，Control の蛍光強度よりも高かっ

た．これは，超短 CNT が Ca2+の透過を促進したことを示唆する．一方，脂質二重膜は 

Ca2+を透過させないため，Control では 蛍光強度が増加しないことが予想されるが，

Figure4.9 が示すように蛍光強度は上昇している．これは，前項でも触れた膜中の欠陥や

GUV 外の Fluo-4 が Ca2+と反応した蛍光によるためと考えられる． 

超短 CNT 濃度が Ca2+透過性に与える影響については， 超短 CNT 濃度が高いほど，

GUV 中の 超短 CNT の挿入率が高くなり，Ca2+透過性が高くなると予想されたが，結

果は異なった．Figure4.9 に示すように，1/100 超短 CNT は 1/10 超短 CNT や 1/30 超短

CNT よりも Ca2+を透過している．この点から，GUV 形成時の超短 CNT の濃度と GUV

膜への超短 CNT の取り込み率は比例しないことが示唆される．特に比較的高濃度の超

短 CNT サンプルの場合では，膜中にある超短 CNT がチャネルを形成できなかった，ま

たは超短 CNT を多数含んだ GUV を形成できていなかったことが考えられる．そのた

め今後は GUV 膜中に存在する超短 CNT と Ca2+透過性の関係について着目する必要が

ある． 

 

Table 4.3 Compositions of the buffer solutions inside and outside GUVs. 

 Solution 
 A B C 
Fluo-4 5 μM 0 μM 0 μM 

CaCl2 0 mM 0 mM 1 mM 

EDTA 1 mM 1 mM 1 mM 

Sucrose 200 mM 0 mM 0 mM 

Glucose 0 mM 200 mM 197 mM 

Ultrashort CNTs diluted to 1/10, 1/30, 1/100   
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Figure 4.8 Fluorescence microscope images of GUVs (Scale bar: 20 μm) 

 

Table 4.4 Particle size and number of GUV samples. 

 n Mean (μm) Max (μm) Min (μm) 
1/10 ultrashort CNT 54 25 34 20 

1/30 ultrashort CNT 54 26 41 20 

1/100 ultrashort CNT 62 28 66 20 

Control 57 29 55 20 
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Figure 4.9 Time variation in fluorescence intensity in GUVs (Error bar: SE). 
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4.4 結言 

 本研究では， GUV-GUV 間，GUV-細胞間におけるイオン透過をバイオエレクトロニ

クスデバイスの開発に役立てることを前提に，GUV に形成した超短 CNT チャネルのイ

オン透過性の評価手法を提案した．提案した蛍光プローブを内包した GUV と蛍光顕微

鏡観察を組み合わせた評価手法は，既存のパッチクランプ法と比べ，膜へ機械的な干渉

がなく比較的操作が簡便であるという点で新規性がある．本研究では Ca2+感受性蛍光プ

ローブを内包した GUV にて提案手法の実証を行い，膜中に挿入した超短 CNT チャネ

ルの Ca2+透過を確認することができた．また GUV 膜の形態観察と内部蛍光強度の測定

を並行して行った結果，超短 CNT による GUV 膜の変形に起因するイオン透過の可能

性を排除した評価が可能になった．さらに，超短 CNT の添加濃度を変えて GUV を作

製し，GUV 膜の Ca2+透過性の違いを評価した．添加する超短 CNT の濃度を上げると膜

中のチャネル数が増加してCa2+の透過性が上昇すると考えられたが，添加する超短 CNT

濃度と Ca2+の透過性の間に相関は見られなかった．比較的高濃度の超短 CNT サンプル

の場合では，膜中にある超短 CNT がチャネルを形成できなかった，または超短 CNT を

多数含んだ GUV を形成できていなかったことが考えられる．そのため今後は GUV 膜

中に存在する超短 CNT と Ca2+透過性の関係について着目する必要がある． 
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第 5 章 結論 

5.1 本論文のまとめ 

GUV は外部環境から隔離された微小空間を提供可能であるため，生物学的プロセス

や生命の起源の探求を目的とした人工細胞研究のみならず，生物学を参考にしたマイク

ロリアクタやバイオセンシングの開発においても重要なツールとなっている． GUV を

基盤としたデバイスにおいて，複雑な化学反応系の構築や細胞との通信のために，単一

GUV 内のシステム構築にとどまらず，GUV 内での化学反応の出力を他の GUV や細胞

に入力する機能が重要となる．典型的に GUV を利用したシステムにおいてはチャネル

を通した外部への分子信号拡散によって行われるが，標的への信号の減衰が発生するた

め，GUV-GUV 間，GUV-細胞間の分子情報伝達には．両者をつなぐチャネルの形成が必

要となる．GUV ベースのデバイスにおける小胞間の分子伝達経路において超短 CNT チ

ャネルが有用であるものの，GUV における超短 CNT の形成についての試みがほとんど

ないことが課題であった．そこで本研究では，GUV における超短 CNT チャネルの形成

を本研究の目的とし，目的達成にあたり課題となる，超短 CNT 挿入が GUV の膜形態

に及ぼす影響評価および，GUV における超短 CNT チャネルのイオン透過能評価手法の

開発を行った．以下に各章で得た結論についてまとめる． 

 第 2 章「超短 CNT の作製」では，GUV に超短 CNT チャネルを形成するための前段

階として，超短 CNT を作製した．自発的な脂質二重膜への挿入を可能とするために，

超音波破砕による切断とともに DOPC による物理吸着による水性溶媒中での分散を手

法として採用した．作製した超短 CNT の長さに対しては，TEM 観察 AFM 観察，DLS

分析を行うことで，CNT が 60 nm 以下の範囲に切断されていることを確認した．切断

によって膜挿入に必要な CNT 長が得られたと考えられるものの，その長さ分布は広く，

30 nm を超える長さの超短 CNT については，膜挿入不能であるか，挿入後に膜内部の

疎水性部分へ埋没すると考えられる．また超短 CNT のラマンスペクトルを得たところ，

CNT のみならず脂質分子固有のスペクトルが観察され，分散液中に脂質分子と CNT の

存在を確認できた．さらに CNT の RBM より超短 CNT の直径が 0.9 nm と 1.6 nm であ

ることが推定できた．最後に，超短 CNT を曝露した脂質二重膜に固定電圧を印加した

状態での電流計測により，超短 CNT の脂質二重膜におけるチャネル形成能力について

評価したところ，チャネル形成を示唆するステップ状の電流波形が観察された．さらに
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ヒストグラムにおけるコンダクタンスの離散的な分布より単一超短 CNT のコンダクタ

ンスが 0.4 nS であることが推定された．この数値は既報の値と同様のオーダーを示して

おり，超短 CNT が膜に挿入されたことが示唆された．以上より，今回作製した超短 CNT

は数～数十 nm に切断されており，脂質二重膜に自発的に挿入できる特性を持つことを

確認した． 

 第 3 章「超短 CNT 挿入による GUV 変形解析」では，GUV を用いて超短 CNT が脂質

二重膜の変形に及ぼす影響を調査することを目的とした．そのために蛍光顕微鏡による

観察にて超短 CNT に曝露した GUV の膜形状を評価した．結果として，超短 CNT が

GUV の形状を球形から連結した小胞へと変形させることが示された．また超短 CNT の

膜挿入を電気生理学的手法により確認し，蛍光標識によって超短 CNT に吸着した脂質

分子の GUV 膜への集積を確認した．さらにその変形形態を，膜全体の弾性エネルギに

よる膜変形モデルと比較することで，GUV の膜面積と曲率の増加が超短 CNT の膜挿入

により発生していることが示唆された．このことから膜の崩壊や融合を引き起こす長い

CNT とは異なり，超短 CNT では膜挿入によって脂質分子やペプチドの膜挿入と同様な

膜変形メカニズムを持つことが考えられる．以上により GUV への超短 CNT 組み込み

時における膜変形を制御するための知見を得ることができた．さらに本研究では顕微鏡

観察でのリアルタイムな観察が可能なマイクロスケールの GUV を観察対象にしたこと

により，これまでのナノスケールの観察では観察されていなかった超短 CNT による膜

形態変化を新たに発見することができた． 

 第 4 章「GUV のイオン透過性評価手法の開発」では，GUV に形成した超短 CNT チ

ャネルのイオン透過性の評価手法を提案した．提案した蛍光プローブを内包した GUV

と蛍光顕微鏡観察を組み合わせた評価手法は，既存のパッチクランプ法と比べ，膜へ機

械的な干渉がなく比較的操作が簡便であるという点で新規性がある．本研究では Ca2+感

受性蛍光プローブを内包した GUV にて提案手法の実証を行い，膜中に挿入した超短

CNT チャネルの Ca2+透過を確認することができた．また GUV 膜の形態観察と内部蛍光

強度の測定を並行して行った結果，超短 CNT による GUV 膜の変形に起因するイオン

透過の可能性を排除した評価が可能になった．さらに，超短 CNT の添加濃度を変えて

GUV を作製し，GUV 膜の Ca2+透過性の違いを評価した．添加する超短 CNT の濃度を

上げると膜中のチャネル数が増加して Ca2+の透過性が上昇すると考えられたが，添加す

る超短 CNT 濃度と Ca2+の透過性の間に相関は見られなかった．そのため，今後は GUV

膜中に存在する超短 CNT と Ca2+透過性の関係について着目する必要があると分かった． 
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  5.2 今後の課題と展望 

本研究で形成した GUV 膜中での超短 CNT について，GUV ベースのデバイスとして

の課題を以下に示す． 

(1) CNT 長さの不均一性 

本研究で用いた超短 CNT は 60 nm 以下の長さ分布を有しているが，これは先行研究

31 で報告されている脂質二重膜の挿入に適しているとされる 10 nm 前後の長さ以外の

CNT を有していることを意味する．脂質分子でコーティングされた 1 m 長さの CNT

は膜に挿入しないことがわかっているものの，数十 nm の長さの CNT についてはチャ

ネルを形成できるかは不明である．分子動力学シミュレーションによる研究でそれらの

CNT は脂質二重膜に挿入できないか，膜内部の疎水性部分に埋め込まれると予測され

ているため 45，今回脂質二重膜に曝露した超短 CNT は挿入されなかったものも存在し

たと考えられる．そのため，今後は実際に TEM 等で GUV 膜内に存在する超短 CNT の

膜に対する姿勢を観察する必要がある．とくに脂質小胞の観察に用いられるネガティブ

染色法では CNT の観察が困難であるため，染色工程がなく生体材料の撮像が可能な低

温電子顕微鏡法の適用が考えられる．また，サンプル中の超短 CNT 長さの均一性につ

いても，密度勾配遠心やクロマトグラフィーにより特定長さの CNT の抽出を行うこと

で検討していく． 

(2) CNT 挿入数の計測 

単一超短 CNT の透過性については 2 章の電気生理学的測定によって単一 CNT のコ

ンダクタンスから評価を行った．しかしこの測定では 3,4 章で GUV に曝露した CNT 濃

度での曝露をしていないため，GUV 膜中の CNT の数は推定できない．今回の電気生理

学的測定に用いた平面膜は油層中水滴の油水界面に形成した脂質の単分子膜を利用し

たものだが，高濃度の超短 CNT を添加した場合では液滴同士の融合が発生しやすくな

り計測が非常に困難であった．そのため有機溶媒を使用しない脂質二重膜に超短 CNT

を曝露し，曝露 CNT 濃度と透過性の関係性から GUV における挿入された CNT 数を推

測していく． 

(3) 膜形状の正確な測定 

今回 GUV の膜形状の計測においては変形の指標として，GUV を楕円近似した際の

長軸短軸のアスペクト比を使用した．変形過程を簡易的に評価する際にはアスペクト比

で可能であるものの，GUV の体積や表面積の変化の定量的評価は未実施であった．今
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後は GUV の共焦点顕微鏡で撮像した二次元スライス画像から GUV の三次元構造を再

構成し，モデルと比較することが必要となる． 

(4) 膜内外の脂質分布の測定 

3 章では蛍光標識した脂質分子を用いて，超短 CNT に付着した脂質分子の GUV 膜で

の集積を評価したが，脂質二重膜内層・外層における集積の分布の検証は未実施であっ

た．今後は，超短 CNT 吸着脂質と GUV 膜の膜分子に対してそれぞれドナーとアクセ

プターとなる蛍光分子で標識し，超短 CNT を挿入した際の蛍光共鳴エネルギ移動

（Fluorescence Resonance Energy Transfer: FRET）を利用して評価を行う必要がある．膜

の内層・外層一方のみを蛍光標識した際の，超短 CNT 挿入後の GUV 膜の蛍光強度変

化を評価することで，分布の非対称性を評価することができると考えられる． 

(5) CNT による GUV 間の接続 

 先行研究等では 10 ~ 20 nm 長の超短 CNT がナノスケールの小胞を接続したことが報

告されているものの，本研究では GUV-GUV 間を超短 CNT で接続しての分子伝達は計

測していない．しかしながら脂質二重膜の厚さが約 4 nm であり，膜間の水層の厚さが

1 nm 以上であると仮定すると GUV 間の接続には 9 nm 以上の長さの超短 CNT が必要

であると考えられ，本研究で作製した超短 CNT は密着した GUV 間を接続するのに十

分な長さを有していると考えられる．今後は超短 CNT チャネルを形成した GUV と他

の GUV を隣接させることで，GUV 間の分子伝達路形成を行い，本研究で確立した GUV

における超短 CNT チャネルの形成手法およびイオン透過性評価手法を用いて評価・検

討を行う．また今回使用した CNT の径は 1 nm 前後であるが他の径の CNT を利用する

ことで透過できる物質の種類が変更できると考えられる．さらにチャネルの開孔部は現

状空いたままであるが，GUV ベースのデバイスに使用するにあたって透過性のスイッ

チングが必要になる．超短 CNT は開口部の電荷を変更することによって荷電物質の透

過性の変更が可能である．また開口部に化学修飾を行うことが可能であるため 89，蓋状

構造を結合することで透過性のスイッチングの検討を行う． 

 

以上の課題を解決することで，今後，GUV 間の効率的な分子伝達経路を通して，複

数の GUV 間ネットワークを利用した複雑な化学反応が設計できる．超短 CNT チャネ

ルはイオンを透過できるため，小胞間でのイオン濃度勾配を利用したバイオバッテリー

や神経との電気化学通信等の革新的なバイオエレクトロニクスデバイスの開発に役立

てることが期待できる．また小分子の透過や電気泳動を利用した単鎖 DNA の輸送が可
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能であるため，マイクロリアクタの高機能化を通して，生物工学分野において貢献でき

る．  

さらに国内では学術変革領域（A）「分子サイバネティクス―化学の力によるミニマル

人工脳の構築」のプロジェクトの例に挙げられるように，センサ，プロセッサ，アクチ

ュエータ等の機能をもつ分子システムを実装した GUV などの小胞を結合することによ

り，化学計算機能による人工知能研究が行われている 90．この点においても各機能を持

つ小胞間の分子透過をつかさどる超短 CNT チャネル形成は，新しい生分解性と情報処

理能力を兼ね備えた知能デバイス実装に貢献できるといえる（Figure5.1）． 

 

 

Figure 5.1 Future outlook on the thesis. 
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