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単分散エマルションを基材とした新規ベシクル調製法による

サイズ制御と内包率の向上
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A vesicle is a compartment composed of lipid bilayer of amphiphilic molecules. The vesicle is applied to carriers of
drugs, cosmetics and functional food ingredients in industries. Vesicles are also applied as a model for artiˆcial cell
membrane and expected as micro- and nano-reactors. They are generally prepared by the hydration of dry lipid ˆlm, but
there is no method to prepare vesicles of a controlled size and high entrapment yield of hydrophilic materials inside
them. In this article, a microchannel (MC) emulsiˆcation method was applied to prepare vesicles aimed at controlling
the size and improving the entrapment yield. Firstly, monodisperse water-in-oil (W/O) emulsions were prepared by the
MC emulsiˆcation method. In this process, hydrophilic materials to be entrapped were contained inside the water
droplets of the emulsions. Keeping the water droplets frozen, the emulsiˆer was replaced by a bilayer-forming lipid mix-
ture, and then the oil phase was evaporated. After hydration of lipid layers surrounding the water droplets, vesicles were
formed. We call this preparation ``lipid-coated ice droplet hydration method''. The ˆnal sizes of the prepared vesicles
were comparable to the original emulsion droplet sizes. This means that the size of vesicles can be controlled by controll-
ing the size of original water droplets of the W/O emulsions. Furthermore, calcein as a hydrophilic ‰uorescent marker
and biopolymers, such as enzyme and polysaccharide, were entrapped into the internal water phases of vesicles. The
method proposed in this study enables the formation of vesicles with a controlled size and high entrapment yields, poten-
tially useful for expanding the application ˆelds of vesicles as biocompatible carriers and micro- and nano-reactors for
biochemical reactions.

Key words―vesicle; water-in-oil emulsion; microchannel emulsiˆcation; entrapment yield; micro-nano carriers;
micro-nano reactors

1. はじめに

ベシクルは，リン脂質などの両親媒性分子により

形成される二分子膜が，その内側に微小な水相を取

り込んで閉鎖小胞構造を形成したナノからマイクロ

メートルオーダーの分子集合体である（Fig. 1）．

Bangham ら1)により，ベシクルの形成が見い出さ

れて以降，その構造上の類似性から生体膜のモデル

や，生物の機能を模倣した人工細胞の構築に向けた

ツールとして検討が進められている．2)また，天然

あるいは人工の両親媒性分子により，様々な大きさ

や構造のベシクルの調製，並びにその表面修飾が行

われるようになり，医薬品や化粧品，食品などの産

業分野で生理活性物質のキャリアとして，広範な分

野で多岐に渡る利用法が検討されている．2)特に医

療分野では，その高い生体適合性から DDS キャリ

アとして実用化され，医薬品として上市されてい

る．また，細胞に遺伝子を導入する非ウイルスベク

ターとしてベシクル試薬が市販されており，イムノ

アッセイを利用したウイルスなどの高感度診断法も

検討されている．さらには，ベシクルに酵素を内包
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Fig. 1. Schematic Representation of a Spherical Unilamellar
Vesicle Entrapping Hydrophilic Materials inside the Inner
Aqueous Phase
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し，診断や治療に利用する検討も進められてお

り，3)例えば酵素内包ベシクルを体内で治療のため

に働くナノサイズの反応器，すなわち，メディカ

ル・ナノリアクターとして利用する提案・検討が行

われている．46)

ベシクルに物質を担持させる場合，水難溶性の抗

腫瘍性物質など疎水的な物質は，疎水相互作用によ

りベシクルの脂質膜に組み込まれる形で保持される

ため，比較的容易に担持できる．また，ベシクルの

脂質膜と静電相互作用，あるいはアフィニティー相

互作用を有する物質であれば，効率的に担持でき

る．しかし，脂質膜と相互作用しない親水的な物質

をベシクル内の微小な水相に内包化することで担持

させる場合，その内包効率は一般的に極めて低い．

上述のようにベシクルを微小な反応場として利用

し，診断や治療などを目的としたバイオリアクショ

ンシステムを構築するためには，高価な酵素をベシ

クル内に効率的に内包化する必要がある．また，ベ

シクルの大きさはキャリア及びリアクターとしての

特性に大きく影響すると考えられるため，調製時に

その粒径を制御できれば，最適なシステムの構築に

有利である．さらに，ベシクルに疎水性及び水溶性

の機能物質を効率よく同時に担持できるようになれ

ば，新たな機能を有するベシクル製品の開発も期待

される．このような背景から，親水性物質を効率的

に内包化するとともにサイズも制御できるベシクル

調製法の開発を目指し，マイクロチャネル（MC）

乳化法で調製した単分散エマルションを基材とする

新しいベシクル調製法について検討を行ったので本

稿で紹介する．

2. 単分散エマルションを基材としたベシクルの

新規調製法

本調製法の概念図を Fig. 2 に模式的に示した．

はじめに，マイクロチャネル（MC）乳化法により，

ベシクルに内包したい親水性物質を含む大きさが均

一の油中水滴型（W/O）エマルション（乳化懸濁

液）を調製する．次に，この親水性物質を包含した

水滴を脂質膜で覆うとともに，外側の油相を水相に

置き換える操作を行い，水滴がそのまま内部水相と

なるようにベシクルを調製する．この方法が実現で

きれば，物質を包含したエマルション水滴がベシク

ルの内部水相となるため，高い内包率が期待され

る．また，形成されるベシクルの大きさはエマルシ

ョン水滴の大きさを反映するため，均一なサイズの

エマルション水滴を基材として使えば，大きさの揃

ったベシクルを調製できると考えられる．このよう

なコンセプトに基づき，下記の手順でベシクルの調

製を試みた．

2-1. マイクロチャネル乳化法による単分散 W/

O エマルションの調製 マイクロチャネル（MC）

とは，微細加工技術によって作製したマイクロメー

トルスケールの微小流路のことである．本研究で

は，均一なチャネルを多数有するシリコン製の MC

基板79)を利用し，この MC 基板を介して分散相を

連続相中に圧入することで単分散な親水性物質包含

W/O エマルションを調製した．乳化の様子の一例

を Fig. 3(a)に示した．分散相として水溶性内包物

のモデル蛍光物質であるカルセインを溶解した水相

を，連続相としてソルビタンモノオレエート

（Span 80）を溶解した油相（ヘキサン）を使用した．
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Fig. 2. Schematic Illustration of the Strategy of the ``Lipid-coated Ice Droplet Hydration Method'' for Preparing Vesicles from a
Monodisperse Water-in-oil (W/O) Emulsion Aimed at Controlling the Size and Improving the Entrapment Yield

In this process, a monodisperse W/O emulsion obtained by the microchannel (MC) emulsiˆcation is converted to vesicles by exchanging outer phase from oil
to water. In principle the obtained vesicles are expected to have a comparable size with the size of the starting emulsion droplets and to entrap hydrophilic materials
inside their internal water phase with a high entrapment yield.

Fig. 3. Preparation of Monodisperse W/O Emulsion by the MC Emulsiˆcation Method
(a)Microphotograph of typical emulsiˆcation behavior using an MC plate width MC width, MC depth and terrace length of 5 mm, 2 mm and 24 mm, respective-

ly. (b) Bright-ˆeld and (c) ‰uorescent microphotographs of the obtained monodisperse W/O emulsions containing calcein in the dispersed water phase.

683No. 5

表面に疎水化処理を施した均一なサイズの MC（チ

ャネル幅 5 mm，チャネル深さ 2 mm，テラス長さ

24 mm）を介して，分散相を連続相中に圧入するこ

とで大きさの揃った W/O エマルション（平均粒径

6.6 mm，変動係数 10.4％）を調製することができ

た［Fig. 3(b), (c)]．

MC 乳化法では，Span 80 などの乳化剤を連続相

（油相）に添加すると安定的にエマルションを調製

することができる．しかし，W/O エマルションを

基材としてベシクルを調製する過程で，この Span

80 を洗浄除去し，ベシクル脂質二分子膜を形成す

るリン脂質へと置換しなければならない（Fig. 4）．

そこで，リン脂質 egg PC を乳化剤とした MC 乳化

法による W/O エマルションの調製についても検討

した．その結果，適切な条件の下で単分散な親水性

物質包含 W/O エマルションを調製できることが分

かった．このように，乳化剤としてリン脂質を使っ

てエマルションを調製すれば，合成界面活性剤であ

る Span 80 の洗浄・置換操作を省略できるため，

ベシクル調製プロセスを簡略化することができる．



hon p.4 [100%]

684

Fig. 4. Schematic Illustration of the Procedure of the ``Lipid-
coated Ice droplet Hydration Method'' for Preparing Vesi-
cles from a Monodisperse W/O Emulsion

Firstly, water droplets in a W/O emulsion prepared by the microchannel
emulsiˆcation method were frozen immediately to prevent droplet coales-
cence. And then Span 80 in the continuous oil phase was replaced to bilayer-
forming lipids. With keeping water droplets frozen, the oil phase was re-
moved by evaporation. After hydration of lipid layers surrounding water
droplets, vesicles entrapping hydrophilic materials were formed.
Microphotographs taken at bright-ˆeld mode (B. M.) and ‰uorescence
mode (F. M.) show that the ˆnal sizes of the prepared vesicles were com-
parable to the original emulsion droplet sizes and calcein was entrapped in-
side the internal water phase of the vesicles.
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W/O エマルションの生産性を向上させるため，

シリコン基板に非対称構造の貫通孔を作製した非対

称貫通型 MC 基板10)によるエマルションの調製に

ついても検討した．5 インチサイズのシリコン基板

には，基板 1 枚当たり数百万個の貫通孔を作製でき

るため，W/O エマルション生産性の大幅な向上に

つながる．この MC 基板により，基板 1 枚当たり

最大で約 0.1 l/h 程度の分散水滴を生産することが

できた．この基板を複数集積化したモジュールの開

発により実用レベルの生産性が達成できると期待さ

れる．

2-2. W/O エマルションを基材としたベシクル

の調製

MC 乳化法により調製した W/O エマルションを

基材として，ベシクルを調製した．W/O エマルシ

ョンからのベシクル調製手順を Fig. 4 に模式的に

示した．まず，MC 乳化法により作製した W/O エ

マルション［Fig. 4(上段)］を液体窒素で凍結させ

たのち，これを 0°C 以下に保つことで，水相である

エマルション水滴が固体化した氷滴が，液体状態の

油相（ヘキサン）に分散した懸濁状態を得た．続い

て，水相を凍結させたまま油相の一部を除去し，こ

こにベシクル構成脂質を溶解した油相を添加する操

作を繰り返すことで，連続相中に含まれる Span 80

を希釈・洗浄すると同時に，ベシクルの形成に必要

な脂質を含む連続相へと置換した．この操作により

Span 80 は希釈・洗浄の倍率に応じた割合で除去さ

れる．通常の操作では 1000 倍に希釈・洗浄し，

Span 80 の 99.9％が除去されるため，ベシクル形成

に対する残存 Span 80 の影響はないと考えられる．

ベシクルを構成する脂質としては，主に egg PC，

コレステロール及びステアリルアミンの混合物を使

用した．また，上述のようにリン脂質を乳化剤とし

て使用して W/O エマルションを調製し，これを基

材としてベシクルを調製する場合，この Span 80 の

洗浄・置換操作を省略することができる．

次に，サンプルの温度を 0°C 以下に保ったまま油

相のヘキサンを蒸発・除去することで，ヘキサンに

溶解していた脂質を氷滴の周囲に析出させ，氷滴の

周囲を脂質膜の層で覆った［Fig. 4(中段)]．これ

に外水相溶液を添加して脂質膜を水和することで，

ベシクルを調製することができた［Fig. 4 (下

段)]．1113)調製されたベシクルの内水相が蛍光を発

していることから，水溶性のモデル内包物であるカ

ルセインを内包したベシクルが形成されていること

が分かった．また，ベシクルの平均粒径は 36.3 mm

（変動係数 31.4％）であり，基材としたエマルショ

ンの平均粒径 37.3 mm（変動係 11.9％）を反映した

大きさのベシクルが調製できた．この結果，本調製

手順により親水性物質を内包し，かつ粒径が制御さ

れたベシクルを調製できることが分かった．

ベシクル調製法の基材として使用する W/O エマ

ルションの液滴サイズは，MC 乳化に使用する MC

基板のチャネルサイズや形状などにより制御するこ
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とができる．様々な大きさの単分散 W/O エマルシ

ョンを基材として用いてベシクルの調製を行った結

果，各エマルション液滴の大きさを反映した様々な

大きさのベシクルを調製することができた．なお，

Fig. 4 に示したベシクルの形成プロセスを踏まえ，

本ベシクル調製法を“脂質被覆氷滴水和法（lipid-

coated ice droplet hydration method）”と呼んでいる．

3. 内包率の向上と生体高分子の内包化

上記のベシクル調製法により種々の水溶性物質を

ベシクルに効率的に内包化する手法について検討し

た．水溶性の蛍光物質カルセインをモデル内包物質

として用い，ベシクル調製時に使用する脂質量，内

水相量及び外水相量を変化させてベシクルを調製し

た結果，ベシクルへのカルセインの内包率はこれら

の操作因子の影響を受けることが分かった．そこ

で，ベシクル調製時の［(脂質量)／(内水相量)］比

率に着目し，内包率に及ぼす影響を系統的に調べた

ところ，この比率の増加に伴い内包率が向上するこ

とが分かった．

その一方で，この［(脂質量)／(内水相量)］比率

が高すぎると，脂質膜の水和操作を行った際にベシ

クルが凝集する傾向が観察され，均一なベシクルを

作製することが困難になった．そこで，過剰な脂質

を使用せずにさらに高い内包率を達成できる操作条

件について検討した．その結果，脂質膜の水和に用

いる外水相溶液に粒径 100 nm 以下の小さなユニラ

メラベシクルを共存させておくことや，水和操作を

行う際に内壁を疎水化処理したガラス容器を用いる

ことにより，内包率が向上することを見い出した．

これらの検討の結果，カルセインに対して 43％と

いう高い内包率を達成することができた．

さらに，生体関連高分子であるデキストラン，ウ

シ血清アルブミン及び aキモトリプシンも本調製

法により効率的にベシクルに内包することができ

た．内包率は 2050％程度であり，内包効率が比較

的高い方法として知られている逆相蒸発法14)や凍結

融解法15)などの既往の調製法に匹敵する高い内包率

を達成できた．本ベシクル作製法は，このような高

い内包率に加えて，ベシクルのサイズ制御を同時に

達成できる点が大きな特長である．特に，マイクロ

メートルオーダーのジャアントベシクル16)への内包

率としては極めて高い値を実現できる調製法である

ことが分かった．12,13)

本調製法でベシクルに内包された aキモトリプ

シンの反応性を評価するため，脂質膜透過性の基質

であるベンゾイル -L- チロシン -p- ニトロアニリド

をベシクル外水相に加え，17)ベシクル内で加水分解

により生じる p- ニトロアニリンの生成濃度を吸光

度により測定した．その際，外水相にはキモトリプ

シンインヒビターを加え，外水相での反応を阻害し

た．その結果，p- ニトロアニリンの生成が観測さ

れ，その濃度は経時的に増加した．これは，外水相

に添加した基質がベシクル脂質膜を透過してベシク

ル内水相に入り，ベシクル内でキモトリプシンによ

り加水分解されたことを示す．この結果，本調製法

により aキモトリプシンは活性を保持した状態で

ベシクルに内包化されていることが分かった．ま

た，本法で調製したベシクルの脂質膜は既存法で調

製されたベシクルと同様の物質透過能／バリア能を

有することが示唆された．

4. おわりに

本調製法では，上述の親水性の生体関連高分子の

みならず，微粒子などの懸濁液を内水相としたベシ

クルの調製も可能と考えられ，ベシクルを生理活性

成分のキャリア，あるいは，微小なリアクターとし

た新たなシステムの開発に向けた有用な基礎技術で

ある．取り分け，ベシクルが細胞類似の特殊な閉鎖

環境を提供できるという特徴を活かし，酵素などの

生体機能性分子を組み込んだマイクロあるいはナノ

サイズのバイオリアクターを作製し，通常の in

vitro 環境下では行えない反応系を構築することが

できれば，有用物質の生産や分析・診断などに応用

できると考えられる．

ベシクル 1 つの内水相は数フェムトピコリット

ルという極微小量である一方，数ミリリットルのベ

シクル懸濁液には 106 から 1012 個程の莫大な数のベ

シクルが存在する．個々のベシクルをリアクターと

捉えて反応を行い，その結果を分析・評価して分別

することができれば，スクリーニング検査などの網

羅的な分析・診断技術の飛躍的な効率化が期待され

る．その際，本稿で紹介したベシクルの調製技術が

応用できると考えられる．また，ベシクル内で反応

を行うためには，ベシクル内で反応物質を混合する

必要がある．脂質膜を透過する物質の場合は，上述

の aキモトリプシン内包ベシクルのように外水相

に添加する方法が考えられる．一方，膜を透過しな



hon p.6 [100%]

686686 Vol. 128 (2008)

い物質の場合は，ベシクル同士を融合させて内水相

を混合する方法が考えられる．18)

以上，マイクロチャネル（MC）乳化法で単分散

エマルションを調製し，これを基材としてベシクル

を調製することで親水性物質を効率的に内包化する

とともにサイズも制御できる新規なベシクル調製法

について紹介した．両親媒性分子の集合化により形

成されるベシクルは，分子間のミクロな相互作用が

系のマクロな挙動を引き起こし，単独の分子では発

揮し得ない機能をダイナミックに発現する．それ

は，生物が分子の組織化と連携により高度な機能を

体現するかのようである．このミクロとマクロ両方

の視点で現象をみつめながら，今後，更なる検討・

改善を進め，広く実用に供せられるベシクル調製技

術となるよう知識と技術を系統的に集積していきた

い．
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