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研究成果の概要（和文）：細胞膜は分子・細胞・組織という階層の中で生理機能の中核となる反応の場であり、
細胞膜に存在する様々な膜蛋白質の内イオンチャネルは細胞機能だけでなく組織の情報伝達の基礎となる。しか
し細胞膜は極めて複雑な構成であるため、チャネルが膜という環境の中でどのように機能するか明らかにするこ
とは難しい。本研究では生体膜の特徴を抽出し単純化した脂質2重膜を使い、生体膜機能を再現させるような実
験系を確立することが目的である。研究代表者らが独自に開発した方法によって、細胞膜で起こる物理学的な張
力変化などを負荷させ、これに対するチャネルの応答を捉えることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Cell membrane is a core platform for the cellular activity, in which ion 
channel proteins, embedded in the membrane, operate their function through interaction with the 
membrane. However, cell membrane has complex structure, and elucidating molecular mechanism of 
channel-membrane interaction is very difficult. To circumvent this difficulty, we established a 
simple lipid bilayer membrane, in which channel proteins were incorporated. We developed a method to
 synthesize channel protein in this lipid bilayer system, where newly synthesized channel proteins 
were transferred into the membrane and exhibited channel activities. Changes in chemical composition
 of the membrane and force generated in the membrane were reproduced, and we found that channel are 
subject to change its activity by membrane stretch under quantitative evaluation of the membrane 
tension. Effect of various types of native lipids and other hydrophobic substances were examined for
 the molecular mechanism.     　 

研究分野：一般生理学

キーワード： 脂質2重膜　接触バブル2重膜法　膜張力　イオンチャネル　コレステロール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生理学は「細胞や組織をありのままで観察することでその機能を明らかにする」という伝統的手法が使われてき
たが、複雑系である生体の機能を明らかにするにはこのような方法だけでは不十分である。このようなトップダ
ウンとは逆の「ボトムアップアプローチを行うことによって生体機能を明らかにする」というコンセプトに基づ
くのが本研究の学術的意義である。そしてこのようなアプローチを行うには方法論が不可欠であるが、そのため
の基礎的方法を独自に開発したことが本研究の戦略となる。この方法をもとに、生体膜の複雑性を次々に再現
し、この実験系ならではの解析力によってチャネルと膜の相互作用についてその分子機構を明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

細胞とはどういうものか、どのように機能を生み出しているのか。このような生命の基

本問題に医学・生物学が取り組んできた中で、分析的な手法による研究が大きな成果を残し

てきた。一方、生理学は全体性を重んじて細胞機能を統合する研究が行われてきた。ここで

本研究が提案するのは、分析的でも統合的でもない第 3 の方法としての再構成的アプロー

チである。分解した細胞の要素をシステムとして組み上げ、そのシステムの機能を明らかに

する過程でシステムの構築原理を理解するという方法である。「細胞要素が実際に働く場で

どのように運用されているか」、ということを、それらの構成要素を変えながら実験するこ

とで、より多様な機能を理解できる。この考え方は工学では常套手段であるが、生物学で根

付いていないのは対象を自由に操作できる系が存在しなかったからである。 

対象とするのはチャネル－膜系である。私達はチャネル分子の機能を明らかにする研究

を長年続けてきたが、チャネルが働く場である膜のことを必ずしも重視してきたわけでは

なかった。もちろんチャネルの電気現象を追うには膜に埋め込むことが不可欠であり、その

技術的な進展には一方ならず傾注してきたのは事実である。しかしそれは電気的測定に不

可欠な絶縁体を形成し、チャネル電流測定の場を提供するものとして捉えていたという側

面が強かった。そして今になってチャネルと膜が関係しあい、働きあう統合体としての意味

を持つことに改めて気が付いた。そのように考えると脂質平面膜法は単にチャネル電流を

測定する方法ではなく、チャネル－膜系を自在に組み立てられるシステムであると考えら

れる。 

このような考え方の転換ができたのは私達が従来のパッチクランプ法と脂質平面膜法を

融合した contact bubble bilayer (CBB)法を独自に開発し、この系で従来の脂質平面膜法の

みならずパッチクランプ法をも凌駕する自由な実験が可能になったからである。 

方法の開発において、従来、脂質平面膜法で培ってきた物理化学的知識が重要である。

膜の物理化学的物性の知識のみならず、電気生理学的測定において、主に単一チャネル電流

測定を行ってきたことで、測定に関わる電気的知識のみならず、一分子解析法についても最

先端の知識を備えていることが大きな利点である。膜張力などの力学的な特性に関する知

識と経験も蓄積しつつある。 

 
 
２．研究の目的 

細胞膜は分子・細胞・組織という階層の中で生理機能の中核となる反応の場であり、細胞

膜に存在する様々な膜蛋白質の内イオンチャネルは細胞機能だけでなく組織の情報伝達の

基礎となる。しかし細胞膜は極めて複雑な構成であるため、チャネルが膜という環境の中で

どのように機能するか明らかにすることは難しい。本研究では生体膜の特徴を抽出し単純

化した脂質 2 重膜を使い、生体膜機能を再現させるような実験系を確立することが目的で

ある。研究代表者らが独自に開発した方法は膜の化学的組成を自由に変えられるだけでな

く、細胞膜で起こる物理学的な張力変化などを負荷させ、これに対するチャネルの応答を捉

えることを目指す。「膜を作って、操作し、解析する」という新しい研究の方法を確立する

ことを目指す。 

具体的にはチャネルと膜との相互作用を明らかにする上で、膜のリン脂質組成の中から

チャネルと特異的な相互作用を行うリン脂質をスクリーニングする。一方、膜のチャネルに

対する物理的な作用を明らかにするために、膜張力の測定系を確立する。 
 



 
３．研究の方法 

脂質 2 重膜法が本研究の基本的手法であるが、数年前に研究代表者らが CBB 法という独

自の方法を開発し、従来の脂質平面膜法に完全に取って代わった。この方法は膜リン脂質の

組成を自由に瞬間的に変化させることができるという利点があるだけでなく、従来パッチ

クランプで行われてきた張力負荷の欠点を補うことができる。この方法は油相の中にパッ

チクランプ用のガラスピペットから電解質溶液を吹き出して液滴を作ると、あらかじめ油

相に溶かしたリン脂質が油・水界面に形成されることを利用しており、誰にでも簡単に脂質

2重膜を形成することができるようになった。 

従来、膜組成の特定の成分がチャネルとどう相互作用するかということを明らかにする

には技術的な問題があった。新しい方法ではチャネル機能を測定している最中に一瞬で膜

組成を変えることができる。この方法を開発することによって生体膜組成に重要な成分の

チャネルに対する効果をリアルタイムで捉えることができる。 

 
 
４．研究成果 

CBB 法の利点を利用して、従来不可能であった新しい実験を行い、チャネルと膜の物理的・

化学的相互作用とその分子機構を明らかにすることができた。 

細胞膜ではそのリン脂質組成が時々刻々と変化しているが、このような変化を実験的に

起こしてチャネルの応答を見る方法が限られており、また組成変化も極めて遅かった。CBB

法を使うことによって一瞬にして（< 1 秒）膜のコレステロール組成を変化させることに成

功し、チャネルが活性を失うことを発見した。 
 
(1) 非対称膜形成 

生体膜に倣い、脂質 2重膜の外葉（outer leaflet）と内葉（inner leaflet）の脂質組成を

非対称にし、KcsA チャネルが内葉に存在する酸性リン脂質によって活性化ゲートを開くこ

とを発見した。またチャネルの部分構造である M0ヘリックスが酸性リン脂質のセンサーで

あることを解明した。 

(2) 膜組成の急速変化 

膜灌流法により、チャネル電流を記録中にコレステロール濃度を急速に変化させ、チャネル

が閉じることを発見した。この効果はコレステロールに限らず、他のステロールでも同等の

効果を示すことを見出した。 

(3) 膜張力の測定 

上記のステロール効果が、分子種によらないことから物理的な作用を予想し、膜張力測定法

を確立した。この方法と膜灌流法により、ステロールの効果が膜張力を低下させることでチ

ャネル活性を抑制することを初めて明らかにした。膜張力測定法はさらに方法を改良しつ

つある。 

(4) 膜張力の自由なコントロール 

化学組成の変化による膜張力の変化だけでなく、純粋に力学的に膜張力を変化させること

にも成功した。膜張力を減少させることで KcsA チャネルが閉じることを明らかにし、この

ことから上記のステロールの効果が膜張力を介するものであることを証明した（Iwamoto & 



Oiki PNAS 2018）。 

(5) CBB 上へのチャネルの発現 

従来、チャネル蛋白質は大腸菌で発現させ、分離・精製の過程が不可欠であった。そこでチ

ャネル蛋白質を CBB の液滴の中で蛋白質合成し、膜に組み込む方法を確立した。これを in 

bulla 法と呼ぶ。In vitro 転写・翻訳系の中でも pure system は精製した既知の最小限の

組成からなり、チャネルの DNA を加えることで蛋白質生成を開始する。電気的測定をしなが

ら生成を開始したところ、約 10 分ではじめのチャネル活性を捉えることに成功した

（Iwamoto et al. ACS Synth. Biol. 2018）。従来の数日間という準備期間に比べて劇的な

短縮である。この方法をさらに使い易いものにしていきたい。 

(6) CBB 法のさらなる簡易法の確立 

CBB 法ではガラスピペットを利用し、パッチクランプ並みの技術的手技が必要である。これ

をさらに簡単に誰でもできる方法を開発した。試験管での実験と同等の簡便さで脂質 2 重

膜実験が可能である。これを drop-in-well 法と呼ぶ（Urakubo et al. Method. Enzymol. 

2018）。 

 

パッチクランプ法でも脂質平面膜法でも従来不可能であった実験が可能になり、完全人

工再構成系のチャネル－膜系がほぼ完成したことになる。再構成生理学に向けて着実に方

法論が備わってきつつある。またこのようなシステムによってチャネルと膜という極めて

基本的な関係の様々な側面が明らかになってきた。さらに様々な方法の適用により、その分

子機構を解明することができた。 
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