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１．研究の目的と背景  

 グローバリゼーションが進む社会において、新型コロナ

ウィルスなどの新たな病原体が大きな脅威となり、その迅

速で精確な診断/治療法開発の重要性が再認識されている。

また、高齢化が急速に進む中、健康長寿社会の実現に向け

て、必要な薬物や栄養素を必要な時に、必要な疾患部位に

届けることができるドラッグデリバリーシステム（Drug 

Delivery System、以下、DDS）は、効率的で健康な部位へ

の副作用の少ない、人々の QOL を向上させる優れた治療/

健康増進手法として研究開発が進められている。これらの

疾患研究や DDS の発展を支える重要な物質に脂質二重層

とタンパク質からなるリポソームがあり、健康長寿社会の

実現に向けて医療から身近な化粧品など日用品まで応用

が広がっている 1-4）。 

 リポソームは、サイズに応じて small（直径 20-100 nm）、

large(100-1000 nm)、giant（1 μm 以上）に分類される。

工業的製造における課題は、物理化学的特性の僅かな差が

有効性と安全性に影響を及ぼす可能性があるため、「サイ

ズ均一性」の確保や、残留する有機溶媒や微生物の「汚染

フリー・無菌化」である。またハイスループットの実現に

加えて、患者など個々の利用者へのカスタマイズを可能と

する「原料の多様化」が重要となる。従来のリポソーム製

造法は、生物医学分野で確立されているが、高度な技術と

長い生産期間が必要であり、その量産は一般に困難である。

また、最終的な無菌化工程としての濾過滅菌を使用する場

合、無菌濾過膜を通過できないサイズの giant リポソーム

の製剤化は極めて困難であり、製造プロセス自体の簡略化

と無菌化が求められる 5-8)。近年、マイクロ流体および電

子マイクロデバイスを利用した代替手法が開発されてい

るが、確立された方法と比較してリポソームの均質性に欠

け、特定の脂質に限定されることが多く、生産性が低いと

いう課題がある 9-11)。 

また、タンパク質を含むリポソームは、特に DDS や人工

細胞の製造、疾患システムの研究において有用である。カ

スタマイズされたタンパク質をリポソームに導入するこ

とは、高濃度のタンパク質によりリポソームが不安定にな

るため難しい 12,13)。 

そこで本提案では、ハイスループットで均一なサイズ分

布を有する多様なタンパク質-脂質複合体リポソームを製 

 

図 1 本研究の目的 

レーザー誘起転写法による高濃度タンパク質導入

リポソームのハイスループット生産技術開発。 

 

造する革新的な生産技術の開発を目指す。 

具体的には、提案者が所属する産業技術総合研究所（産

総研）先進レーザープロセスグループのポテンシャル技術

である Laser-Induced Forward Transfer (LIFT)技術を駆

使した図 1 の手法開発に挑戦した 14)。本手法では、レー

ザー光を高効率に吸収性する光吸収層をガラスなどの透

明サポート板に犠牲層として設け、この犠牲層のフェムト

秒レーザーアブレーションにより、タンパク質と脂質層を

同時にレシーバー（図 1 の場合 液体）に射出し、リポソ

ーム（脂質-タンパク質複合体）を生成する（図 1）。この

際、フェムト秒レーザーパルスを用い、犠牲層のアブレー

ションを利用することで、脂質やタンパク質へのレーザー

直接照射をできる限り避け、その機能を維持した形でのリ

ポソーム形成を試みる。本手法では、単一パルスで単一の

リポソームを生成することが可能であり、高パルス繰り返

しスキャンによって、従来法に比べ、高度なサイズ制御な

らびにハイスループットのリポソーム製造が期待される。 

 



図 2 本実験の LIFT システム 

 

２．実験方法  

 2・1 実験装置の概要 

LIFT システムの光源には、中心波長 520 nm、パルス繰

り返し周波数 100 kHz、 パルス幅 350 fs のフェムト秒レ

ーザー（Spectra Physics, Spirit 1040-16-HE-SHG）を利

用した。 

実験では、メカニカルシャッターとパワーアッテネータ

ーによりタイミングと平均レーザー出力を制御し、ガルバ

ノスキャナー/F-レンズ用いて、集光ビームを高速にエリ

アスキャンした。  

 

2・2 材料 

転写原料（ドナー）となるバイオマテリアルとして、牛

血清アルブミン(BSA, 017-21273, Fujifilm)、L-α-ホス

ファチジルコリン(L-α-PC, 44924, Sigma Aldrich)を使

用した。生成したリポソームの凝集を避けるため、レシー

バ ー と な る 溶 液 に は ト リ ト ン X-100(591-12191, 

Fujifilm)を混合した。 

 

2・3 サンプルの準備 

透明サポート板としてガラス板を利用し、犠牲層として

約 100nm 厚の金膜を堆積させた。さらに、金のアブレーシ

ョンによる転写物の汚染をさけるべく、金膜の上にポリマ

ーをコーティングした。次に、タンパク質膜と脂質膜をス

ピンコート法により堆積させ、LIFT 用ドナーサンプルを

調製した。その後、ドナーサンプルはガラス面を上にし、

ガラスと金属層を入射レーザービーム側、バイオマテリア

ル層がレシーバーとなる溶液と接触するよう静置した。 

 

2・4 試料観察 

LIFT 後の試料について、光学顕微鏡 VHX-7000(Keyence)

および BX-53(Evident)を用いて観察を行った。得られた 

図 3 ポリマー層導入の効果 

A)金犠牲層/ガラスサンプルについて、金犠牲層をレシー

バーに直接コンタクトさせてレーザー照射を行った場合

（バイオマテリアルなし）のレシーバー液中の金粒子の分

布。B)ポリマー層/金犠牲層/ガラスサンプルに、A と同一

のレーザー条件で照射した場合のレシーバー液中の粒子

計測結果。 

 

レシーバー溶液中の粒子サイズ評価については、レーザー

回折・散乱法に基づく粒子径分布測定装置 Zetasizer

（Malvern）および Aggregates Sizer（Shimadzu）を用い

て実施した。 

 

３．研究成果  

3・1 金犠牲層とポリマー層 

本研究では、前述のように、レーザー光を高効率に吸収

してアブレーションを起こし転写の推進力を得るための

金属層を設けており、これは一般的な犠牲層と言える 16)。

一方で、アブレーションにより生じる金ナノ粒子等が転写

対象材料に混入することが問題となる場合は、本手法の適

用は難しい。そこで、金の犠牲層の上にポリマー層を新た

に設けることで、金のアブレーションによる汚染を回避し

つつ、アブレーションによるガス化で生じた体積変化を機

械的衝撃として、その上部のドナー物質を射出し転写する

という新手法開発を行った。 

この開発経緯として、金属犠牲層のみでレシーバーとな

る溶液に接触させた配置で LIFT 実験を行ったところ、レ

シーバー溶液中に 100 nm以下の粒子生成が観察された（図

3A）。そこでこの様な金粒子が目的のバイオマテリアルに

混入することを防ぐため、ポリマー層を導入した。この際

重要なポイントとして、金のアブレーションによりポリマ

ー層が瞬時に変形（凸部形成）を起こすとともに、膜破断

は起こさないようなポリマー物質・厚さを選択した。この

条件において、図 3A と同様のレーザーパラメータで照射 

実験を行ったところ、レシーバー液中への金ナノ粒子混入

がないことも確認した（図 3B）。 



図 4 表面活性剤濃度の効果 

トリトン-X 100 濃度とミセル生成の関係。 

A) 0.1％ トリトン-X 100 濃度では、水中にミセルが観察

される。B) 0.0001％の場合、ミセルは観察されない。 

 

3・2 表面活性剤濃度 

我々の初期実験において凝集した粒子が多数観察され

たため、先に示すようにレシーバーとなる水槽中に表面活

性剤としてトリトン X-100 を添加することとした。この表

面活性剤濃度を決定するにあたり、0.1％のトリトン

X-100 を添加した。図 4A に示すように、0.1％のトリトン

X-100 溶液には約 10 nm の粒子が含まれている。これらは

表面活性剤によって形成されるミセルと推察される。 

また巨大リポソームは表面活性剤濃度が 0.01％付近で

不安定化すると報告があることから 15)、トリトン X-100

の濃度を 0.0001％に減少させたところ、これら粒子が消

失する様子が確認でき（図 4B）、以下の実験は本濃度で行

った。 

 

3・3 水中への LIFTによるリポソーム形成 

以上に基づき、準備したドナーサンプルをレシーバーと

なる水に直接コンタクトでき、さらにコンタクト面積を大

きくかつ水量は微量とすることで、高精度分析に必要な粒

子の高濃度化を図れるよう、図 5A に示すガラス製のチャ

ンバーを製作した。 

このチャンバーを用いると、計算上 150 μL の水中に約

90,000 個の粒子を LIFT 形成可能であり、濃度 600,000 個

/mL を達成できることから粒子サイズを測定するのに十

分であると考え採用した。 

図 5Bに本チャンバーを用いてLIFT法を実施したレシー

バーとなる水中の粒子分布について代表的な結果を示す。 

図 5B では、直径数 nm から本装置で測定できる上限値であ

る 10 m まで幅広い分布をもった粒子が観測された。また

図 5B の上限値での急激なカットオフは、より大きな粒子

の存在を示唆している。 

これらの粒子が LIFT 法で直接形成された粒子であるか

を確認するため、ドナーサンプルをレシーバーとなる水に 

図 5 A)LIFT 用ガラス製チャンバー。B)チャンバーを用い

た LIFT 実験後の水中の粒子分布計測データ。C)参考のた

めに、LIFT 実験前（レーザー未照射）の水中の粒子分布

計測データ。 

 

コンタクトさせただけでレーザー照射を行わない場合の

試料についても、同様の粒子分布計測を行った結果を図

5C に示す。レーザー照射を行わない場合も同程度のサイ

ズ分布を有する粒子が観測されることから、ドナーサンプ

ルを水にコンタクトさせた際の振動などにより、幅広いサ

イズ分布を有するリポソームが生成されてしまった結果

と考えている。レーザー未照射の段階でのリポソーム形成

は、LIFT 法によりサイズ制御した giant リポソームを形

成するという我々の目的からは好ましくない。そこで、ド

ナーを水へコンタクトさせた状態で LIFT を行いリポソー

ム形成する当初のシステムではなく、次章で示す新たなシ

ステムを検討した。 

 

3.4 固体基板への LIFTと再水和によるリポソーム形成 

我々は 3.3 節で見出した課題解決に向け、レシーバーと

して水を用いた LIFT ではなく、あらたに固体基板を用い

た LIFT に着目した。その結果、図 6A に示すように、脂質

-タンパク質構造の転写に成功した。この際、転写の推進

力となるポリマー層には、レーザー集光スポットに相当す 

る箇所に凸部が形成され、アブレーションされた金はこの

凸部とガラスの内部にある空間に閉じ込められている様

子が観察されており、アブレーションされた金による汚染

はないことを SEM-EDX 測定より確認している。 

図 6B では、LIFT により得られた脂質-タンパク質構造

（左）に 0.001％ トリトン X-100 を含む水を滴下するこ

とで再水和（中央）を行った様子を示す。水中の緑色蛍光

色素と BSA の青色自己蛍光の融合蛍光画像（右）では、緑



色背景に対してリポソームの外膜と、高濃度のタンパク質

からなる青色中心部が観察できる。このことから、本手法

による giant リポソーム形成を基礎実証できたと考えて

いる。 

図６ LIFT により転写した脂質-タンパク質構造とその

再水和によるリポソーム形成 

A)固体基板上に LIFT 法により転写形成した脂質-タンパ

ク質構造の光学顕微鏡イメージ。B)左：LIFT 後の脂質-タ

ンパク質転写構造。中央：再水和したサンプル。右：水中

の緑色蛍光色素と BSA タンパク質の青色自己蛍光の観察

像。黒点線の円がリポソームの外膜を示し、白点線の円が

高濃度タンパク質に相当。図中のスケールバーは 50 μm

を表す。 

 

本方法によれば、例えば、30 mm 角のドナーサンプルを

用意するだけで、約 250,000 粒子の giant リポソーム形成

が可能であり、現実的な再水和の体積からの単純な試算で

は、達成可能なリポソーム密度は 500,000 から 2,500,000

粒子/mL となる。もちろん形成されるリポソームの安定性

に大きく依存するが、将来のハイスループット合成に向け

て、本レーザープロセスの有用性を基礎実証することがで

きた。 

 

４．結論 

本プロジェクトでは、フェムト秒レーザー誘起前方転写

（LIFT）法によるタンパク質を含むリポソームのハイスル

ープット生産を目指し、その基礎実証に取り組んだ。その

結果、金属とポリマー層からなる特殊な犠牲層を設けたド

ナーサンプルの開発と、固体基板上への LIFT の適用によ

り、脂質-タンパク質複合体をパターン転写することに成

功した。さらに、これらを再水和させることで、タンパク

質を含む giant リポソームが形成できることをデモンス

トレーションできた。本手法を用いれば、1 mL 当たり 50

万から 250万個の giantリポソーム粒子が作製可能である

と推定され、LIFT プロセスだけを試算するなら 1 分も要

しない工程となり、ハイスループットな生産手法としての

可能性を秘めている。 
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