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研究成果の概要（和文）：チャネルが膜とどのような相互作用を起こすか明らかにするために脂質二重膜法の新
しい実験法を開発した。膜に向きをそろえてチャネル挿入するためにin vitro転写/翻訳系でチャネルを発現さ
せたこの結果すべてのチャネルが一方向向きに膜に挿入され、チャネル電流を測定することができた。この系は
あらゆるチャネル蛋白質に適用できる。このような系で膜リン脂質の組成を変えてチャネルのゲーティングに対
する影響を観察した。特に私達が開発した膜灌流法によってコレステロールを膜に加えることができ、これによ
りチャネルの活性化ゲートが閉じることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To study channel-lipid interplay in the lipid bilayer membrane, we developed
 several basic methods using the contact bubble bilayer (CBB) method. For the CBB, in vitro 
transcription/translation system was used, and the KcsA channel proteins were inserted, folded and 
assembled as functional channels detected as single channel currents. This system provides a 
versatile platform for channel protein expression-functional studies including the TREK-1 channel. 
CBB allowed formation of lipid bilayer with arbitrary lipid composition, and we developed the rapid 
perfusion method. The KcsA potassium channel closed its activation gate upon cholesterol perfusion, 
and stopping the perfusion led recovery of the channel activity because of dilution of cholesterol 
in the bilayer. Repeated on and off of the perfusion produced repeated activation and deactivation 
of the channel gating. This system allows examinations of hydrophobic drug actions to channel 
proteins.

研究分野：分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
イオンチャネルは膜の存在下で初めてそ

のイオン透過の機能を発揮する。膜が絶縁

体であるからこそ、そこに負荷される電位

差をチャネルに電場として負荷できるので

ある。このような支持体としての膜のみな

らず、膜を構成するリン脂質はチャネル機

能を巧妙に制御することは知られていたが、

実験的に膜組成を変えることは容易ではな

い。そのために私達は細胞膜ではなく脂質

平面膜での実験を長年行ってきた。しかし

この方法にも技術的な制約があり、膜組成

を変えることが精一杯であった。  

ところが私達は新しい脂質 2重膜法を開

発し、これを接触液滴 2 重膜法（Contact 

Bubble Bilayer; CBB）として確立するこ

とができた。この方法でチャネルと膜の相

互作用を様々な実験条件で研究することが

できるようになった。例えば非対称 2重膜

を簡単に形成することができ、チャネルの

リン脂質依存性が膜の内葉の酸性リン脂質

によることを明らかにした。この方法をさ

らに発展させることによりチャネル―膜相

互作用研究の新たな実験系として確立し、

様々な実験が可能になると期待できる。 
 
２．研究の目的 

CBB 法を使ってチャネルと膜の相互作

用の分子機構を明らかにすることが本研究

の目的である。まず CBB の新しい方法を

確立し、すでに特性のよくわかっている

KcsA カリウムチャネルで実験法の有効性

を検証することが第一の目的である。 

CBB 法の方法的可能性を探ることで新

しい実験が可能になる。チャネルに対して

膜は化学的・物理的影響を及ぼすが、これ

らの膜変化を CBB で実現することによっ

て従来検証困難であったチャネル―膜相互

作用の新しい局面について解明することを

目的とする。 

さらに様々なチャネル蛋白質を機能測定

するための in vitro転写/翻訳系を確立する

ことを目指す。 
 
３．研究の方法 
CBB 法によって再構成したチャネルの単

一チャネル電流を測定し、膜環境（リン脂

質組成などの化学的、張力などの物理的）

の変化によってチャネル機能がどう変化す

るかを捉える。ここで従来からの懸案事項

である「チャネルの向きをそろえて膜に組

み込む」ための方法を確立する。 

チャネルを膜に向きを揃えて組み込むた

めに、新しい方法を開発した。それはチャ

ネルを埋め込んだ膜を基板に展開するので

はなく、可溶化したチャネル蛋白質をまず

基板に結合し、その後、リン脂質を加え、

膜に埋め込む方法である。ここでも重要な

方法上のトリックを工夫することで、基板

表面を膜で埋め尽くすことができた。 

in bulla (bubbleのラテン語)転写/翻訳によ

る一方向向き再構成法 CBB のバブル内

でチャネル蛋白質を in vitro 転写/翻訳系

を使って DNA から合成し、これが膜に組

み込まれ会合して機能チャネルを単一チャ

ネル電流として捉える。 

 

生体膜と比べて膜脂質組成を自由に変化

させることのできる脂質 2重膜法でチャネ

ルとリン脂質、チャネルと膜の関係につい

てその構造・機能の両面から基礎的な実験

結果を蓄積する。チャネル機能に関しては

CBB 法を土台にして新しい方法を開発し

た。この方法によって脂質 2重膜のリン脂

質組成を自由に変えられるだけでなく、単

分子層レベルで組成を変え、非対称膜を実

現させることに成功した。またこの方法を

さらに発展させ、疎水性物質を膜に投与す

る方法を開発した。チャネル機能の測定は

膜組成によっては室温で行うことが難しい

ことがある。そのため温度コントロール下

で単一チャネル電流を測定する系を確立す



る。 

膜還流法の開発 生体膜で膜組成を任意

に変えることは極めてむつかしい。唯一生

体膜内のコレステロールを β-cyclodextrin

で引き抜くことができるが、短時間での変

化は望めない。私達は CBB の特徴的な相

を利用し、脂質 2重膜の脂質組成を瞬間的

に変える方法を着想し、膜灌流実験法とし

て確立することができた。 
 
４．研究成果 

向きをそろえてチャネルを脂質 2重膜に

再構成することを 2つの系で確立し成功し

た。原子間力顕微鏡のための雲母表面上と

CBB膜とである。 

雲母上でチャネルが向きをそろえて組み

込まれている様子を原子間力顕微鏡によっ

て動画で捉えることに成功した(Sumino 

et al. 2017)。KcsAチャネルのブロッカー

である agitoxin 2 を加えることによって、

表面に細胞外領域を向けて膜に挿入されて

いることが証明された。 

一方、脂質 2 重膜上にも in vitro 転写/

翻訳系を利用して KcsAチャネルを再構成

することに成功した。証明法は省略するが、

KcsA チャネルが細胞質側の pH でゲート

がコントロールされている特性を利用した

（Iwamoto et al. 2018）。 

チャネル機能に関しては CBB 法によっ

て、膜リン脂質の組成を膜リーフレット毎

に変えられることを利用し、チャネル活性

へのリン脂質の効果を詳細に検討した。

KcsA チャネルには膜内葉の酸性リン脂質

を捉える脂質センサーがあることを発見し

た。さらに膜灌流法により脂質 2重膜に急

速にコレステロールを加えることができた。

コレステロールは様々なチャネルに影響を

与えることが知られているが、KcsA カリ

ウムチャネルの変異型を使うことによって、

活性化ゲートがコレステロールによって直

ちに閉じることを明らかにした。しかしコ

レステロールの注入を止めるとコレステロ

ールが有機溶媒バルク相に戻るため、チャ

ネル機能は短時間で回復した。このような

可逆的なチャネル機能制御が明らかになっ

たのは初めてである。 

さらに様々な薬物がチャネル活性を変え

ることを明らかにした。 

他のリン脂質組成では脂質 2重膜を形成

できないことがあった。これは当該リン脂

質の相転移温度が室温より高いからである。

このような場合、チェンバーの温度を上げ

ることで脂質 2重膜が形成された。十分高

い温度になればどんなリン脂質組成でも脂

質 2重膜が形成できることになり、実験の

多様性が広がった。 

以上のように膜環境を自由に変えチャネ

ルの単一チャネル電流の変化をリアルタイ

ムで捉えることができる系を確立すること

ができた。 
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