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ジャイアントベシクルを利用したバイオ分析

ベシクルとは，水中で両親媒性分子が会合した袋状の二分子膜である。細胞の生体膜と

同じ構造であることから生体膜模倣の反応場として注目されている。中でも，細胞と同じ

大きさ（1 nm 以上）のベシクルはジャイアントベシクル（GV）と呼ばれ，細胞そのもの

の化学モデルとみなされている。本稿は，GV にクローズアップして，そのバイオ分析研

究への応用例を解説し，GV によるバイオ分析の有用性を述べる。

豊 田 太 郎， 森 田 雅 宗

1 GV の必要性と魅力

水になじみやすい親水性部位となじみにくい疎水性部

位を併せ持つ両親媒性分子が水中で会合すると，ミセル

やベシクルという構造体があらわれる。ベシクルは，疎

水性部位を向き合わせた両親媒性分子の二分子膜が閉じ

た構造体で，袋になっているという幾何的な特徴をもつ

反応場といえる。粒径が 1 nm 以上のものはジャイアン

トベシクル（GV）と呼ばれる1)。GV は細胞と同じサイ

ズを有し，光学顕微鏡で個別にリアルタイム観測できる

ことから，細胞そのものを模倣する化学モデルとして，

化学にとどまらず，物理学，生命科学，工学といった幅

広い学問領域で近年関心を集めている。

粒径が 1 nm 以下のベシクルは，比較的容易にサイ

ズ・形状・内部構造を均一化できるため，水溶性物質の

膜透過測定から薬物送達システムの運搬体に至るまで幅

広く利用されているが2)3)，GV を用いた研究は
れい

黎
めい

明期

にあった。その理由は，従来法で調製された GV はサイ

ズ・形状・内部構造のばらつきが大きく，GV を再現性

良く定量的に取扱うことは困難だと考えられてきたため

である。2008 年に筆者（豊田）は本誌に寄稿4)した際，

ベシクルの特徴を
い

活かした分離濃縮法，高感度分析，生

体分子機能解析，バイオイメージングについて解説し，

一方の GV 研究は発展途上であると結んだ。それから

12 年，ばらつきを極力抑えた GV 分散液調製法が続々

と開発され，現在，GV 研究は成長期に入っている。そ

の結果，より高次の機能を有する化学センサーの構築

や，細胞培養・濃縮場への活用といった，GV をバイオ

分析へ応用する研究が活発である。本稿ではそれらを取

り上げ，細胞模倣反応場としての高機能 GV の特徴を解

説する。

2 GV の調製法

GV には，脂質の二分子膜が 1 枚からなるジャイアン

トユニラメラベシクル（GUV）と何枚かの膜が重なっ

て閉じたジャイアントマルチラメラベシクル（GMV）

がある。どちらも細胞の化学モデルとして扱われるが，

特に GUV は，細胞膜の基本構造であるため，GMV に

比べて報告例が多い。ここでは，GUV や GMV などを

つくり分ける GV 分散液調製法を解説する。調製法は，

◯１薄膜膨潤法，◯２エマルションテンプレート法，◯３

ジェッティング法，◯４ダブルエマルションテンプレート

法の四ついずれかに関連付けられ（図 1），それらの原

理・特徴，および，ハンドリングの利点・欠点を表 1

に記した。

1969 年に，最初の GV 調製法（乾燥脂質膜を用いる

◯１薄膜膨潤法5)6)）が報告された後，GUV のみ効率よく

調製する手法（油中水滴を用いる◯２エマルションテンプ

レート法7)8)）など，これまで様々な GV 調製法が開発

されてきた。さらに 2000 年代に入り，微細加工・微小

な電気機械システム（MEMS）技術の進展によって，

均一粒径・粒径制御が可能な GV 調製法の開発が飛躍的

に進んだ。

まず初めに，微細加工・MEMS 技術と◯１薄膜膨潤法

を組み合わせた調製法を紹介する。Taylor らは，マイ

クロパターニング技術を利用し，スタンプするように乾

燥脂質膜をガラス基板に貼り付け，膨潤させることで粒

径分布が 13±4 nm の GV を調製する手法を報告してい

る9)。さらに Howse らは，このパターニング技術を応

用・改良し，粒径を制御した手法を開発している10)。

次に，微細加工・MEMS 技術と◯２エマルションテン

プレート法を組み合わせた調製法を紹介する。Tan ら

は，均一粒径の油中水滴をマイクロ流路中で調製し，一

旦回収した後，別の容器で GUV を調製する手法を考案

した11)。また，Matosevic らは，マイクロ流路中で，油

中水滴から GUV までを一気通貫で作製するデバイスを
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図 1 GV 調製法の模式図（ａ 薄膜膨潤法，ｂ エマルション

テンプレート法，ｃ ジェッティング法，ｄ ダブルエマ

ルションテンプレート法），および，蛍光色素で染色し

た GV の蛍光顕微鏡像 ｅ（薄膜膨潤法による調製）。

表 1 GV の調製法とハンドリングの利点・欠点

方 法 原理・特徴 利 点 欠 点 参考文献

◯１ 薄膜膨潤法 有機溶剤に溶かしたリン脂質を容器に入

れ，有機溶剤を揮発させ，脂質フィルム

を容器底に形成させた後，フィルムを水

和膨潤させ，自発的に GV を調製

操作が容易

脂質の制限緩い

残存有機溶剤なし

GUV と GMV が混在

サイズ均一性が低い

サンプル内包性が低い

サイズ制御難

5), 6), 9),

10)

◯２ エマルション

テンプレート法

単分子膜の油中水滴型エマルションをテ

ンプレートにして別の単分子膜を貼り合

わせ，GUV を調製

操作が容易

ほぼ GUV のみ調製

サンプル内包性が高い

脂質の制限あり

サイズ均一性が低い

サイズ制御難

残存有機溶剤あり

7), 8), 11),

12), 13), 14)

◯３ ジェッティング法 リン脂質に覆われた二つの油中水滴を接

合させて脂質二分子膜を形成し，そこに

内包したい水溶液をガラスキャピラリー

で吹き込み，GUV を調製

ほぼ GUV のみ調製

脂質の制限緩い

サンプル内包性が高い

サイズ均一性が高い

特殊装置が必要

残存有機溶剤あり

15), 16), 17)

◯４ ダブルエマルション

テンプレート法

水滴を内包する油が水中に分散している

waterinoilinwater 型エマルション

と表わされるダブルエマルションを作製

した後，自発的に脂質二分子膜間の有機

溶剤が揮発することで GUV を調製

ほぼ GUV のみ調製

脂質の制限緩い

サンプル内包性が高い

サイズ均一性が高い

サイズ制御可能

ハイスループット

特殊装置が必要

残存有機溶剤あり

18), 19)
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開発し，20～70 nm 程度の範囲で制御して均一粒径の

GUV を調整できることを報告している12)。

また，マイクロ流路を使わず，粒径制御する GUV 作

製法も考案されている。Abkarian らの cDICE（con-

tinuous droplet interface crossing encapsulation）法13)

は，回転運動の
せん

剪
だん

断力によりノズルの先端から油中水滴

を調製し，GUV を作製する。10～40 nm 程度の範囲で

均一性高く粒径を制御できることを報告している。Morita

らの DSSF（dropletshooting and sizefiltration）法14)

は，遠心力によりガラスキャピラリーの先端から水滴を

油中に飛ばし油中水滴を作製し，そのまま GUV を得

る。こちらは，粒径 10～20 nm 程度の範囲の GUV が

得られることが報告されている。また，DSSF 法は，

GUV 開発手法において，最も少ないサンプル量（0.5～

2 nL 程度）かつ短時間（数分）で GUV を調製できる

利点がある。

さらに，微細加工・MEMS 技術の台頭により構築さ

れた新しい手法を二つ紹介する。一つは，2007 年に

Funakoshi らによって開発された◯３ ジェッティング

法15)である。この手法では，当初，300 nm 程度の

GUV が で き る こ と が 報 告 さ れ た が ， そ の 後 ，

Stachowiak らによって，200 nm 程度の均一な GUV を

調製できるまで改良された16)。しかし，これらの調製

法では，脂質二分子膜間に有機溶剤が残留することが指

摘されていた。最近，Kamiya らによって，この手法で

得られる粒径が 5～10 nm 程度の GUV には残留有機溶

剤がほとんど含まれないことが報告された17)。

もう一つの手法は◯４ ダブルエマルションテンプレー

ト法18)である。この作製法は均一な水油水エマル

ション液滴をマイクロ流路で作製し，液滴からの油の相
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図 2 GV と機能性物質・タンパク質との相互作用をあらわす

模式図。ａ 合成界面活性剤で表裏反転する GV。ｂ a ヘモリシ

ンで蛍光分子を放出する GV。ｃ インテグリンを介して基板上

の細胞外マトリックスに結合する GV。ｄ 高密度アクチン繊維

で変形する GV。ｅ 微小管とキネシンの複合体で変形する GV。

ｆ アクトミオシンで変形する GV。
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分離を利用して GUV を得る。その粒径は 50 nm 程で

あるが，こちらにおいても GUV 膜に有機溶剤が残る問

題が指摘されていた。しかし，近年，Deshpande ら

は，マイクロ流路中でダブルエマルションを作製する際

に，使用する有機溶剤をオクタノールにすることで，光

学顕微鏡で観察する限りでは均一な GUV を作製するこ

とに成功している19)。

この他の GV 調製法について興味深い例も紹介したい。

Ota らは，マイクロ流路内の微小チャンバー上部に，脂

質二分子膜を形成，チャンバー下部から押し出し，均一

粒径の GUV を調製している20)。Weiss らは，マイクロ

流路で作製した油中水滴内でナノサイズのベシクルを融

合させ，GUV を調製し，取り出す手法を考案した21)。

これら手法も含め，マイクロ流路を利用した GV 調製法

には試薬や適用粒径などの汎用性に課題がありつつも，

さらなる技術発展がもたらされると期待される。

3 GV を用いた生体分子の機能解析

3･1 生理活性物質の GV 膜への作用

細胞膜は，細胞が外環境因子と化学的に相互作用する

最初の反応場であり，外環境因子が細胞膜の構成分子と

どのように相互作用するか，を明らかにすることは生命

現象の理解に重要である。構成分子の素性や組成があら

かじめわかっている GV は，外環境因子の細胞膜への作

用機序の解明に大きく貢献する。Yamazaki らは，毒性

ペプチド22)を GV に作用させ，GV の穿孔過程を詳細に

検討した。Hotani らは，合成界面活性剤23)，界面活性

ペプチド（メリチン)24)の脂質二分子膜への作用機序を

GV を用いて調べた。中でも，合成界面活性剤を添加し

た際に，GV が
せん

穿
こう

孔後にめくれ表面と裏面を反転する

insideout という挙動（図 2a）をリアルタイム観察し

た結果は，赤血球がみせる同様の反転現象が袋状脂質二

分子膜の安定性のみで理解できることを実験的に支持し

たもので，世界の注目を集めた。

Takagi らは，アルツハイマー病の一つの要因と考え

られているアミロイド b というペプチド（タンパク質

の変性体）が細胞膜に与える影響の有効な評価法とし

て，アミロイド b による GV 変形実験を提案した25)。

Chiba らは，溶血素である a ヘモリシンという毒性のタ

ンパク質を GUV に添加し，GUV が形状を維持しつつ

も内容物質を徐々に放出することを示す実験を行い（図

2b），電子顕微鏡を用いずとも GUV が確かに一枚の脂

質二分子膜で形成されていることの証左に a ヘモリシ

ンが利用できることを示した26)。

3･2 生体膜局在タンパク質の機能解析

細胞膜や生体膜に局在して機能するタンパク質は，イ

オンチャネル，イオンポンプ，接着斑構成タンパク質

（接着斑とは細胞が細胞外基質に接触し足場にして極性

化や細胞運動する際に形成されるタンパク質集合体であ

る）など多数知られている。これらが脂質二分子膜の構

成分子そのものや膜流動性・粘弾性などに依存して機能

するかどうかを調べる一つの手法として，GV へこれら

タンパク質を取り込ませる再構成実験がある。KcsA と

いうカリウムイオンチャネルは，GV に取り込ませた時

に内向きと外向きの配向で機能が変化しうることを

Yanagisawa らが報告した27)。また，接着斑構成タンパ

ク質の一つであるタリンは，GV に作用すると GV が開

くように脂質膜の縁に局在し，極めて高曲率の脂質二分

子膜に結合しやすいことが示された28)。Sackmann ら

は，接着斑構成タンパク質の一つであるインテグリンに

着目し，細胞外基質を表面修飾した基板上で，インテグ

リンを結合させた GV がどのように変形するかを詳細に

観測し（図 2c），インテグリンの力学特性を評価した29)。

GV を利用したこれらの研究は，細胞由来の
きょう

夾
ざつ

雑物を

極力抑えることができる点で GV の有用性を高めている。

3･3 細胞骨格系タンパク質などの GV 内構造形成

細胞骨格系タンパク質も GV 内で再構成することで機

能解析する実験が可能になったのは，微量で貴重なこれ

らタンパク質を確実に GUV へ内包することが可能な調

製法が発展してきたためである。アクチンやチューブリ

ンを内包し，内部でアクチン繊維や微小管を再構成する

ことで，GV が変形することを最初に報告したのは

Cortese らである30)。Takiguchi らは，天然ではみられ

ないほど高濃度にアクチンを GUV に内包すると，アク
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図 3 GV と生物との相互作用をあらわす模式図。ａ 組織マー

カーとして利用されている GV 凝集体。ｂ コネキシンを介して

細胞に結合する GV。ｃ グルコースに応答してインスリンを放

出する入れ子型の GV。ｄ 細胞と酵素を内包したモデル人工細

胞(i)および微生物培養器としての GV(ii)。
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チン繊維が配向の
そろ

揃った相（ネマチック相）を形成し

（図 2d），それが重合・脱重合の動的状態を保つために

環境応答し GUV もそれに合わせて極性化することを示

した31)。Dogic らは，微小管とそれに結合するキネシン

（モータータンパク質）を高濃度ポリエチレングリコー

ルとともに GUV に内包すると，高分子どうしの枯渇効

果によって微小管とキネシンが GUV 膜裏近傍に寄るこ

とで，その場で高い配向場（動的ネマチック相と呼ぶ）

が形成され，そのネマチック相の欠陥点では微小管とキ

ネシンのスライド運動のバランスが崩れ GUV が突起を

形成する（図 2e）ことを示した32)。Loiseau らは，

GUV 内に再構成したアクトミオシン（アクチンとモー

タータンパク質であるミオシンの複合体）の一部を

GUV 膜へ結合させると，GUV がブレッビング（泡状

に突出する形態変化）を示す（図 2f）ことを報告した33)。

Sato らは，光応答性 DNA でキネシンの一部を GUV 膜

へ結合させ，微小管を GUV へ内包しておくと，光照射

時のみ小刻みなブレッビングを誘導できることを示し

た34)。これらの結果は，細胞の極性化や細胞運動の機

構解明に貢献するものである。

3･4 無細胞翻訳技術とタンパク質 in situ 機能評価

様々な機能性タンパク質を，GV 内で DNA や RNA

から転写・翻訳してその場（in situ）で機能解析する技

法が誕生したのも，微量で貴重な生化学反応液（無細胞

タンパク質合成液）を確実に GUV へ内包することが可

能になってきた所以である。この技法は，生細胞から

ターゲットとなるタンパク質を抽出する手間を省けると

いう技術的課題を解決するだけでなく，生細胞の形質転

換で目的のタンパク質の機能を調べる際に問題となる生

細胞由来の生理活性物質からの干渉も抑えられることが

期待されている35)。

Noireax らは，a ヘモリシンをコードする RNA と無

細胞タンパク質合成液を GUV に内包し，a ヘモリシン

を合成させると，GUV 外側に高濃度アデノシン三リン

酸（ATP）を溶解させた環境下で，a ヘモリシン合成

に正のフィードバックが働き加速することを示した36)。

Matsuura らは，膜透過物質であるヒスタミンに応答す

る RNA を用いたタンパク質合成系を，無細胞タンパク

質合成液を内包した GV で構築し，ヒスタミン応答する

人工細胞型センサーを報告した37)。Hamada らは，2 種

の膜タンパク質が複合化した昆虫ホルモン受容体を

GUV で合成し，電気生理的方法により，この受容体が

GUV で機能することを示した38)。このように，基質特

異性や反応特異性の高い人工細胞型センサーの研究は今

後も飛躍するだろう。

4 GV と生物との相互作用

近年の医療現場では，少子高齢化に伴って，超高齢や

早産に対応した低侵襲型医療技術の発展が強く望まれて

おり，腹腔鏡手術はその代表例である。病巣に直接手を

触れることのできない腹腔鏡手術では，綿密な術前シ

ミュレーションと術中に精確に臓器内部の病巣位置を執

刀医に指し示すことのできるナビゲーションが重要であ

る。これまで使われている X 線 CT や MRI の結果を基

に，病巣の位置をナビゲーションシステムでモニターに

表示できるようにするには，位置合わせ誤差が問題と

なっていた。Toyota らは，この課題に対し，各検査装

置の造影剤と近赤外蛍光腹腔鏡で用いられる蛍光色素を

高密度に同一 GV に内包した生体マルチモーダルマー

カーを提案してきた。これまでに，X 線 CT と近赤外蛍

光カメラで注入箇所をにじみなく視認できる GV 凝集体

型組織マーカー（図 3a)39)40)が報告されている。

マーカーとして利用される GV は細胞と直接相互作用

するようにデザインされていない。一方で，細胞と積極

的に相互作用する GV も開発されるようになった。例え

ば，Kaneda らは，細胞間をつなぐギャップ結合を形成

する膜貫通タンパク質であるコネキシンを，GV 膜に再

構成した41)。細胞とのギャップ結合を介して，細胞内

部に GV 内の分子を輸送し（図 3b），細胞内でレポー

タータンパクを発現させ，GV細胞間コミュニケー

ションを実現した。また，GV と細胞を電圧印加で融合

させ，GV にあらかじめ内包した物質を細胞内部に取り

込ませる方法も報告されている42)。これらは細胞治療

法の新しい要素技術として応用が期待される。さらに医
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療応用性の高い GV 研究として，Gu らの研究グループ

による，グルコースに応答してインスリンを放出する人

工の膵臓 b 細胞の構築が挙げられる。この GV は，イ

ンスリンを内包したナノメートルサイズのベシクルをあ

らかじめ取り込ませておいたもので，グルコースの刺激

に応答して，GV の内側から膜融合を介してインスリン

を放出する（図 3c）。血糖値の高いマウスにこの GV を

移植したところ，血糖値が下がって正常値に戻ることが

報告された43)。

今後，幅広く生物との相互作用の観点で応用展開する

には，GV と微生物とのかかわり合い方も注目されてい

る。Elani らは，細胞内小器官における役割を模倣させ

るために細胞や微生物を GV 内部に封入し，内部の細胞

を化学反応スキームの一つに組み込んだ人工細胞システ

ムの構築（図 3di）に成功し，分子センサーなどに利

用している44)45)。また，Morita らは，GV そのものを

微生物培養器として利用し，GV 内部で微生物が分裂を

繰り返し，増殖する様子（図 3dii）の連続観察に成功

している46)。また，Juskova らは，微生物を封入した

GV の調製から観察チャンバーまでを一つのマイクロ流

路内に集約したシステムを報告している47)。ゲルや油

中水滴とは異なり，GV の脂質二分子膜の特異的な物質

透過性に注目した細胞や微生物の生育環境（反応場）の

研究は，人工物と生物とを利用するハイブリッドシステ

ムの新手法となることが期待される。

5 お わ り に

これまで解説してきたように，GV の技術開発が進む

ほど，GV そのものが細胞や細胞内小器官に近しくなっ

ていくことが今や読者にも容易に想像されるだろう。す

べて素性のわかっている分子で構築された GV 型セン

サーは将来，“自身の生存”という強い制約条件のある

細胞そのものを用いたセンサーに比べ，安価で制御しや

すく工学的な利用価値が大きくなる可能性がある。

さらに一歩踏み込んで，GV を基にして細胞機能を再

構成する人工細胞研究には，生物学・生物工学的な意義

もある。例えば，最後に紹介した GV のような微小かつ

貧栄養状態の小胞内で，微生物が生存するために分裂を

繰り返しながら増殖する様は，真核細胞の起源とされる

細胞内共生（微生物が別の微生物に共生したとする仮説）

をなぞらえた現象なのだろうかと知的好奇心を刺激す

る。工学利用のみにとらわれない純粋なサイエンスも

GV 研究の魅力であり，学問分野にとらわれず複眼的な

視座をもつ研究者や若い世代が存分に能力を発揮してほ

しいと著者は願っている。
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