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 1. は じ め に 

両親媒性の リ ン脂質分子がシー ト 状にず ら り と 並

び ， それが二枚 ， 疎水部を内側に ， 親水部を外側に

し てサン ド イ ッ チ状の向かい合わせにな っ た も の

が ， リ ン脂質二分子膜 （ 厚 さ は約5 nm ） であ る ． こ

の構造が ， 細胞膜やオルガネ ラ 膜の主要な構成要素

であ り ， 細胞お よ び細胞器官の内外を隔て る 役割を

し ， 膜 タ ンパ ク 質が動 き 回 る 流動的な場を提供 し て

い る ． こ の リ ン脂質二分子膜が ， 水中で nmm ス

ケールの小胞 と な っ た も の を リ ポ ソ ーム と よ ぶ ． 中

で も 特大サ イ ズ （ 直径 1-100 m 程度 ） のジ ャ イ ア ン

ト ・ リ ポ ソ ームは ， 細胞 と 同程度の大 き さ の閉 じ た

微小空間であ り ， 最 も 単純な細胞モデル ， あ る い

は ， 細胞モデルの “ 器 ” と し て長 く 興味をひ き つけ

て き た 1) ． し か し ， 特に生理学的な溶液条件下で

は ， 細胞サ イ ズの リ ポ ソ ーム作製には時間 と 手間が

かか り ， 生成効率 も 総 じ て高い と はいえなかっ たた

め ， 細胞機能を模倣す る モデル と し てはかな り 単純

な も のに と ど ま っ ていた ． と こ ろが近年 ， 新たな手

法が続々 と 試 さ れ ， DNA や タ ンパ ク 質な ど を任意

に封入す る こ と が可能 と な り ， こ れを利用 し て細胞

機能を人工的に再構成す る 試みが発展 し つつあ る ．

本稿では ， 筆者 ら の も のを中心に ， こ れ ら の手法に

ついて紹介 し たい ．  

 2. 新た な 方向性 

 従来 ， ジ ャ イ ア ン ト ・ リ ポ ソ ームは ， 有機溶媒を

揮発 さ せた あ と に形成 さ れ る リ ン脂質の乾燥フ ィ ル

ム を ， 自発的に ， あ る いは交流電場を かけなが ら ，

水和 ・ 膨潤 さ せて得 る のが主流であ っ た ． し か し 近

年 ， Pautot ら が ， リ ン脂質を溶か し た油中に水を分

散 さ せて ， 界面が リ ン脂質に覆われた微小な油中水

滴を得 ， こ れを遠心力でマ ク ロ な水相に落 と し 込む

こ と で ， ジ ャ イ ア ン ト ・ リ ポ ソ ームの作製に成功 し

た 2) ． 同手法を用いて ， Noireaux ら は内部で膜 タ ン

パ ク 質を発現 し ， 機能 さ せ る リ ポ ソ ームの作製 3) ，

ま たPontani ら は リ ポ ソ ーム内部でのア ク チン コ ルテ

ッ ク ス の形成を実現 し てい る 4) ． こ れ ら の例におい

て膜 タ ンパ ク 質-hemolysinが機能 し てい る こ と か

ら ， 得 ら れた二分子膜の実用性が確認 さ れてい る ．

さ ら に ， サ イ ズ制御を目的 と し て ， マ イ ク ロ 流路を

用いた研究 も 活発化 し た ． Funakoshi ら は ， リ ン脂質

に覆われた油水界面同士を接触 さ せ ， そ こ に形成 さ

れ る 二分子膜にジ ェ ッ ト 水流を吹 き つけ る こ と で ，

均一サ イ ズのジ ャ イ ア ン ト ・ リ ポ ソ ーム を作製 し て

い る 5) ． ま た ， Sugiura ら は ， 均一サ イ ズの油中水滴

を流路を用いて効率 よ く 生成 し ， 内部を凍結 さ せた

のち ， 界面活性剤を リ ン脂質へ ， 油相を水相へ ， そ

れぞれ置換 し て ジ ャ イ ア ン ト ・ リ ポ ソ ーム を得 る 手

法を開発 し た 6) ．    

 上に挙げた手法に共通す る のは ， リ ン脂質二分子

膜を得 る 過程で油水界面を援用 し てい る と い う 点で

あ り ， ジ ャ イ ア ン ト ・ リ ポ ソ ーム作製の新たな方向

性 と 言え る だろ う ． 筆者 ら は ， Pautot ら と 同 じ く リ

ン脂質に覆われた油中水滴を リ ポ ソ ームのテ ンプ レ

ー ト と し てい る が ， 遠心力を用いない最 も 簡便な手

法を用いてい る ． 次節に概要を述べ る ので ， 興味を

持たれた読者はぜひ試 さ れたい ．  

  3. 液滴か ら リ ポ ソ ームへの自発的転移現象 
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 筆者 ら の手法では ， 顕微鏡観察下 ， 油中水滴を自

発的に水相へ と 移行 さ せて リ ポ ソ ーム を得 る こ と が

で き る 7) ．  

 実験の概要図を図 1 に示す ． 厚 さ 5 mm 程度の

poly-( dimethylsiloxane) （ PDMS ） シー ト に直径 

4 mm 程度の穴を開け ， カバーガ ラ ス に密着 さ せた

も のをチ ャ ンバー と し て用い ， まず ， こ の中に水平

な油水界面を形成 さ せ る （ 図 1 左 ） ． こ の と き ， 油

相に リ ン脂質を溶解 さ せてお く こ と に よ り ， 油水界

面は直ちに リ ン脂質膜に覆われ る ． 次いで ， リ ポ ソ

ーム内に封入 し たい溶液数l を ， エ ッ ペンチ ュ ーブ

内な ど で リ ン脂質を含む油中に滴下 し て乳化 さ せ ，

細胞サ イ ズの油中水滴を得 る ． こ の油中水滴相を顕

微鏡観察下 ， チ ャ ンバー内の油水界面上に滴下す る

と ， 油中水滴が重力に よ っ て油水界面に到達 し ， 自

発的に界面を越え ， 水相へ と 移行 し て リ ポ ソ ーム を

形成す る （ 図 1 右 ） ． すなわち ， チ ャ ンバー内にあ

ら か じ め静置 さ れた水相が リ ポ ソ ームの外部を満た

す溶液相 と な り ， 油中水滴に封入 さ れた溶液がその

ま ま リ ポ ソ ーム内部 と な る ．  
 本手法では ， 生理学的な塩濃度の溶液であ っ て も

リ ポ ソ ーム内に容易に封入す る こ と がで き ， リ ポ ソ

ーム内外の溶液は ， 浸透圧 さ え等 し ければ自在に選

ぶ こ と がで き る ． ま た ， リ ポ ソ ームに封入す る サン

プル量は数l と 少量で よ い と い っ た利点があ る ． さ

ら に ， 乳化か ら リ ポ ソ ーム形成に要す る 時間は数分

程度 と 短いため ， 生化学反応系を封入 し た場合な

ど ， 反応開始直後か ら の観察が可能であ る ． 本手法

に よ っ て得 ら れ る リ ポ ソ ームは ， 上部が油水界面に

接着 し てい る ため ， 多数の リ ポ ソ ームが同時に観察

さ れ ， 各々の リ ポ ソ ームの時間変化を追 う こ と が可

能 と な る ． ま た ， 内外溶液の比重を変えれば ， 重力

に よ っ て自発的に油水界面か ら 引 き 剥がす こ と も で

き る 8) ． さ ら に ， 次節に述べ る よ う に ， チ ャ ンバー

内の油水界面を覆 う リ ン脂質 ， 油中水滴表面を覆 う

リ ン脂質に ， それぞれ別の も のを用いれば ， リ ポ ソ

ームの内 ・ 外層膜の脂質組成が異な る 「 非対称 リ ポ

ソ ーム 」 を作製す る こ と がで き る ．  

 こ の よ う に ， 本手法に よ っ て ， 従来法では困難で

あ っ た様々な条件のジ ャ イ ア ン ト ・ リ ポ ソ ーム を得

る こ と がで き る ． し か し なが ら ， 膜間にわずかに油

が残存 し てい る 可能性が排除で き ない こ と か ら ， 目

的に よ っ ては適 さ ない こ と も あ る だろ う ． 改良の余

地は多分にあ り ， ま た従来法 も ， 着々 と 工夫が重ね

ら れて き てい る ． 様々な手法を比較 し て ， 目的に適

っ た も のを選ばれたい （ オ ン ラ イ ン ジ ャ ーナル電子

付録の比較表参照 ） ．  

 4. 応用 

  4.1 非対称 な “ 脂質組成 ” を 有す る リ ポ ソ ーム上   

   で の膜 ミ ク ロ ド メ イ ン 形成 

 筆者 ら は ， 本手法の原理を利用 し て ， リ ポ ソ ーム

の内層膜 と 外層膜 と の脂質組成が異な る 細胞サ イ ズ

非対称 リ ポ ソ ーム を作製 し ， 非対称膜上での ミ ク ロ

ド メ イ ン観察に成功 し てい る 8) ． 図 1 に示 し た よ う

に ， 本手法では ， 油水界面の単分子膜が油中液滴を

覆っ ていた単分子膜 と 結合 し ， 二分子膜であ る リ ポ

ソ ームが形成 さ れ る ． よ っ て ， 異な る 脂質組成の単

分子膜を用意す る こ と で ， 非対称な二分子膜を備え

た リ ポ ソ ーム を作 り 出す こ と がで き る ． 図 2 は外層

膜が単一脂質 ， 内層膜が 3 成分脂質 （ 飽和脂質 ， 不

飽和脂質 ， コ レ ス テ ロ ール ） か ら 成 る 非対称 リ ポ ソ

ームの蛍光像であ る ． こ の 3 成分系では ， 相分離に

よ り 膜 ミ ク ロ ド メ イ ンが形成 さ れ る ． 生細胞膜で

は ， 受容体 タ ンパ ク 質等が膜 ミ ク ロ ド メ イ ン （ 例え

ば脂質 ラ フ ト ） に集積 し ， シ グナル伝達の場 と し て

図 1  

実 験 の 概 要 図 ． PDMS に 直 径 4 mm 程 度 の 穴 を 開 け

た チ ャ ン バ ー 内 に ， 油 水 界 面 を 形 成 さ せ ， 細 胞 サ

イ ズ の 油 中 水 滴 を 加 え る （ 左 図 ） ． 油 中 水 滴 は 重

力 に よ っ て 油 水 界 面 ま で 達 し ， 自 発 的 に 水 相 へ と

移 行 す る ． 油 水 界 面 は あ ら か じ め 油 中 に 溶 解 し た

リ ン 脂 質 に よ っ て 覆 わ れ て お り ， 水 相 内 で リ ポ ソ

ー ム を 形 成 す る （ 右 図 ， 左 は 位 相 差 顕 微 鏡 像 ） ．

図 2  

非 対 称 リ ポ ソ ー ム の 相 分 離 ． 外 層 膜 の み （ Ａ ） お

よ び 内 層 膜 の み （ Ｂ ） に ， 蛍 光 色 素 を 加 え て ド メ

イ ン 構 造 を 可 視 化 し て い る ． 染 色 に は ， 流 動 性 の

低 い ド メ イ ン 領 域 を 避 け て 膜 内 に 分 布 す る 蛍 光 色

素 を 用 い た ． （ 図 は ACS ， J. Phys. Chem. B よ り 許 可

を 得 て 改 変 ． Copyright 2008 American Chemical Society ）



 

 

機能す る と 考え ら れてい る ． 外層膜のみ （ 図 2A ）

お よ び内層膜のみ （ 図 2B ） に蛍光色素を加えた顕

微観察か ら ， 内層膜にのみ ド メ イ ン構造が形成 さ れ

てい る こ と が確認で き る ． こ の よ う に本手法を用い

て ， 細胞膜内外層の 「 縦 」 の非対称性 と ， 膜 ミ ク ロ

ド メ イ ンに代表 さ れ る 「 横 」 の非対称性を同時に再

構成す る こ と に成功 し た ． 細胞膜 イ ン タ ーフ ェ イ ス

におけ る シ グナル変換プ ロ セ ス が機能す る には ， 非

対称な脂質組成の内 ・ 外層膜で形成 さ れ る 膜 ド メ イ

ンが協同的に働 く 必要があ る ． 縦横の非対称性のカ

ッ プ リ ン グ機構の解明は ， 今後の重要な課題であ

る ． ま た ， こ れま で困難であ っ た ， 非対称 リ ポ ソ ー

ムの力学的性質や膜ダ イ ナ ミ ク ス の解析実験が可能

と な る こ と で ， 複雑な生細胞膜の物性理解の進展が

期待 さ れ る ．   

4.2 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト と HMMの共封入 

 細胞骨格の主要な構成要素の一つであ る ア ク チン

は ， 細胞が形作 ら れ ， 変形 し ， 動 く ために ， モー タ

ー タ ンパ ク 質 と 協同 し て重要な役割を担っ てい る こ

と が知 ら れてい る ． 種々の複雑な細胞機能か ら こ の

機構のみを抽出 し て理解す る ためには ， 最小限の要

素を封入 し た細胞サ イ ズ リ ポ ソ ーム を モデル と し

た ， 構成論的な アプ ロ ーチが有効であ る と 考え ら れ

る ． そ こ で ， Takiguchi お よ び筆者 ら は ， 従来は困難

であ っ た ， 高濃度のア ク チン フ ィ ラ メ ン ト と モー タ

ー タ ンパ ク 質の同時封入を ， 本手法を用いて試みた

（ 図 3 ） 9) ． その結果 ， 5 mM MgCl2 ・ 50 mM KCl 

存在下 ， 細胞内 と 同程度の濃度 （ 200 µM ） のア ク

チン フ ィ ラ メ ン ト を封入す る こ と がで き ただけでな

く ， ミ オシ ン II か ら 得たモー タ ー タ ンパ ク 質 heavy 

meromyosin （ HMM ） お よ び S-1 を同時封入す る こ

と に成功 し た ． ア ク チン フ ィ ラ メ ン ト のみ封入 し た

リ ポ ソ ーム内では ， ア ク チンは均一に分布 し ， リ ポ

ソ ームの変形は見 ら れなか っ た （ 図 3A ） ． ま た ，

ア ク チン結合部位を一つ し か持たない S-1 を過剰に

加えて封入 し た場合に も ， 同様に変化は見 ら れなか

っ た （ 図 3B ） ． それに対 し ， ア ク チン結合部位を

二つ有す る HMM を共に封入 し た場合には ， ア ク チ

ン フ ィ ラ メ ン ト の束化が起 こ り ， それに伴っ て リ ポ

ソ ームの変形が引 き 起 こ さ れた （ 図 3C ） ． こ の系

を足がか り と し ， リ ポ ソ ームの変形だけに と ど ま ら

ず ， モー タ ー タ ンパ ク 質を駆動 さ せ る こ と に よ る 自

発的な運動な ど ， さ ら な る 細胞骨格 ・ 細胞運動のモ

デルへの発展が期待 さ れ る ．  

 4.3 遺伝子発現キ ネ テ ィ ク ス の リ ア ル タ イ ム観察 

 本手法では リ ポ ソ ームへの試料封入に要す る 時間

が短 く ， 同時に多数の リ ポ ソ ーム を観察す る こ と が

で き る ． こ の特長を生か し ， Saitoお よ び筆者 ら は ，

多数の リ ポ ソ ーム内での遺伝子発現キネテ ィ ク ス

を ， 反応開始直後か ら リ アル タ イ ムで計測す る こ と

に成功 し てい る （ 図 4 ） 10) ． 必要最小限の要素を精

製 ・ 再構成 し た無細胞発現系を用い ， DNA お よ び

mRNA を テ ンプ レー ト と し て ， 発現お よ び翻訳反応

それぞれについて ， キネテ ィ ク ス を多数の リ ポ ソ ー

ムか ら 同時に得 ， 比較検討を行 う こ と が初めて可能

と な っ た ． その結果 ， 全体平均では ， バル ク 中での

反応 と 同様のキネテ ィ ク ス を示すが ， m ス ケール

図 3  

（ 上 ） モ ー タ ー タ ン パ ク 質 ミ オ シ ン II お よ び 本 実

験 に 用 い ら れ た 部 位 HMM ， S-1 と ア ク チ ン フ ィ ラ

メ ン ト （ FA ） の 模 式 図 ． （ 下 ） FA の み （ A ） ， FA

と S-1 を 同 時 封 入 し た リ ポ ソ ー ム （ B ） で は ， 内

部 の FA が 均 一 に 分 布 し ， リ ポ ソ ー ム 像 も 円 形 を 保

っ た ま ま で あ る の に 対 し ， FA と HMM を 共 に 封 入 し

た リ ポ ソ ー ム （ C ） 内 で は ， FA が 不 均 一 に 束 化

し ， リ ポ ソ ー ム の 変 形 が 認 め ら れ た ． 並 列 し た 画

像 左 は ア ク チ ン の 蛍 光 顕 微 鏡 像 ， 右 は 透 過 光 像 ．

ス ケ ー ル バ ー は 10 µm ． （ 図 は ACS ， Langmuir よ り 許

可 を 得 て 改 変 ． Copyright 2008 American Chemical Society ）



 

 

で個々の リ ポ ソ ームについて見 る と ， 広いば ら つ き

があ る こ と が明 ら か と な っ た ．  

 5. おわ り に 

 本稿では ， 細胞サ イ ズ リ ポ ソ ームの新 し く 簡便な

作製法を紹介 し た ． 本稿が ， 細胞モデル構築 ， ひい

ては細胞機能の構成論的研究の一助 と なれば幸いで

あ る ． 近年 ， 国際的に見て ， こ う し た試みが非常に

活発にな っ てお り ， よ り “ 細胞 ら し い ” 構造や機能

を持つモデルが構築で き る よ う な時代に来てい る と

思われ る ． 今後の進展が楽 し みであ る ．  
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図 4  

多 数 の リ ポ ソ ー ム 内 で の EGFP (enhanced green 

fluorescent protein) 発 現 の 同 時 観 察 ． 発 現 反 応 開 始 か

ら ， リ ポ ソ ー ム へ の 封 入 ， 観 察 を 始 め る ま で に 要

す る 時 間 は 数 分 程 度 で あ り , 個 々 の リ ポ ソ ー ム 内

で の 発 現 キ ネ テ ィ ク ス を 追 う こ と が で き る ． 画 像

は ， 反 応 開 始 か ら 135 分 後 の 共 焦 点 蛍 光 顕 微 鏡

像 ． ス ケ ー ル バ ー は 100 µm ．  
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ジャイアント・リポソーム作製法の比較 

 

文 献 

1) Bangham, A. D., Standish, M. M. and Watkins, J. C. (1965) J. Mol. Biol. 13, 238-252. 

2) Angelova, M. I. and Dimitrov, D. S. (1986) Faraday Discuss. Chem. Soc. 81, 303-311.  

3) (a) Pautot, S., Frisken, B. J. and Weitz, D. A. (2003) Langmuir 19, 2870-2879 . (b) 手法の初出は，ナノメートルサイズのリポソーム作製における Zhang, L., Hu, J. and Lu, Z. (1997) J. 

Colloid Interface Sci. 190, 76-80.  

4) Yamada, A., Yamanaka, T., Hamada, T., Hase, M., Yoshikawa, K. and Baigl, D. (2006) Langmuir 22, 9824-9828. 

作製法 
 

Natural swelling1 Electro‐formation2 Centrifugation3  Spontaneous transfer4

（本手法） 
Microfluidics5

概要  リン脂質乾燥フィルムに

試料溶液を加え，静置す

る． 

リン脂質乾燥フィルムに

試料溶液を加え，交流電

場をかける． 

リン脂質に覆われた油中

水滴をテンプレートと

し，遠心力で水相へ落と

し込む． 

リン脂質に覆われた油中

水滴をテンプレートと

し，自発的に油水界面を

越えさせる． 

マイクロ流路を用いて均

一サイズのリポソーム，

あるいはテンプレートと

なるダブルエマルション

や油中水滴を作成する． 
難易度  易  易  易  易  難 
試料封入に要する時間  長  やや長  短  短  やや短 
試料の必要量  数 10 ‐ 100 µl  数 10 ‐ 100 µl  数 µl  数 µl  数 10 ‐ 100 µl 
生理学的塩濃度での作成  やや難

6  難
7  易  易  易 

内外で異なる溶液組成  不可（要外液交換）  不可（要外液交換）  可  可  可 
非対称膜リポソーム  不可  不可  可

8  可
9  不可 

サイズ制御  不可  やや可
10  不可  やや可

9  可 
その他  細胞モデル研究に最もよ

く使われ，広く適用可能

な手法．高塩濃度では生

成効率が低かったが，

種々の新手法が開発され

ている
6
．多重膜になりや

すい． 

一重膜のリポソームが多

量に得られる．塩濃度が

10 mM 以上になると作製

が困難だが，様々な工夫

がなされている
7
． 

試料の封入が短時間で簡

単にできる．リポソーム

が溶液中に分散されるた

め，観察視野内に得られ

るリポソーム数は少な

い．膜間に油残存の可能

性あり． 

試料の封入が短時間で簡

単にできる．多数のリポ

ソームが油水界面に接着

しており，作製直後から

のリアルタイム観察が可

能．内外溶液の比重を変

え，重力で油水界面から

剥がすことも可能
9
．膜間

に油残存の可能性あり． 

均一サイズのリポソーム

が得られる．マイクロ流

路技術が必要．膜間に油

残存の可能性あり． 
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