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研究成果の概要： 

本研究ではフェロモンに対して非常に敏感に反応するカイコガの匂い受容系をモデルにして、
フェロモン刺激を電気信号の変化として捉えられるシステムの構築を目指した。このシステム
は昆虫の機能解明だけでなく高感度なバイオセンサとしての利用も期待された。その実現のた
めカイコガの触角中の生体組織と似た構造を人工的に作り、生体膜表面で起こる反応を電気信
号として検出するシステムを作成した。またシステムの高感度化に向け、フェロモンを感じる
物質（レセプタ）を培養細胞で大量に生産することに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
 

生体膜の反応をトランジスタによって検
出するという研究は、1991 年に最初に発表
されている(Science, 252:1290-1293, 1991)。
これは神経細胞を電界効果トランジスタ
(FET)のゲート電極上に固定し、細胞を電気
刺激した際に生じる膜の電位変化を FET に
よって捉えるというものであった。その後、
遺伝子組換えによりカリウムチャネルを大
量発現させた細胞を FET 上に固定し、細胞

膜上のイオンチャネルの働きをトランジス
タで計測するというシステムが発表された
(Nature Biotechnology, 19:121-124, 2001)。 
また甲虫の頭から切り取った触角と FET

を組み合わせて触角内の神経電位を FET で
計測する「BioFET」というシステムが発表
さ れ て い た (Sensors and Actuators B 
47:235-238, 1998)。 
これらの知見から、生体膜上のイオンチャ

ネルの挙動のような微小な反応も FET に代
表される半導体デバイスで検出でき、生体の
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反応と電子回路を組み合わせた、新しいシス
テムが出来そうだということがわかってき
た。 

さらに 2004 年のノーベル医学生理学賞が
「匂い受容体遺伝子の発見と嗅覚メカニズ
ムの解明」という業績に対して贈られ、分子
レベルで匂い受容機構を解明しようという
研究に光が当てられることとなった。 

同時に 2004 年にはカイコガのフェロモン
レセプタの遺伝子配列が決定され (PNAS, 
101:16653-16658, 2004)、カイコガのフェロ
モン受容系をモデルにした分子生物学的な
実験が行える環境が整った。 
これらの科学的、社会的背景を元に、研究

代表者らはカイコガの匂い受容系をモデル
にしてレセプタタンパク質を工学的に利用
するシステムの構築を起案した。これは、人
工生体膜（リン脂質二重膜）上にレセプタタ
ンパク質等の信号伝達に関わる生体分子群
を再構成してカイコガの触角内部を擬似的
に再現し、膜の電気的な応答を FET などの
半導体デバイスで検出する、というものであ
る。リン脂質二重膜と FET を組み合わせた
デバイスは当時（現在も）発表されていなか
ったため非常に新規性が高く、実現できれば
昆虫の刺激受容系を解析するシステムとし
て利用できるだけでなく、1 分子検出可能な
高感度なバイオセンサとして基礎科学分野
から農業、環境、食品など幅広い応用が期待
されるものであった。 
 
 
２．研究の目的 
 

カイコガやスズメガなどの鱗翅目昆虫は
メスの出す性フェロモンに対してオスが非
常に敏感に反応することが知られている。特
にカイコガは匂い受容系に関する研究が進
んでおり、2004 年にフェロモンレセプタの
遺伝子配列が決定された。しかしレセプタと
G タンパク質、イオンチャネルなどの詳細な
関係に関しては、研究応募当時から現在に至
るまでいくつかの仮説はあるものの(Nature, 
452:1002-1006, 1007-1011, 2008 など)、未だ
に不明な点が多い。 

そこで本研究では、カイコガのフェロモン
受容系のメカニズムを解析できる新しいシ
ステムの構築を目指した。具体的には、フェ
ロモン受容に関わるレセプタを始めとした
生体分子群をリン脂質二重膜上に再構成し、
刺激受容によって生じる膜の電気的な応答
を FET によって検出する、というものであ
る。 
レセプタの機能に関する研究では、哺乳類

の培養細胞やアフリカツメガエルの卵母細
胞などを用いた実験系が知られているが、昆
虫のレセプタ機能を解析する際に、哺乳類や

両生類といった異種の細胞を用いることは
必ずしも適しているとは言えない。本研究で
提案しているシステムは、完全に人工のデバ
イスであり、このデバイスにレセプタを組み
込んで活性を調べることで、信号伝達系に関
わるタンパク質群の定性的な考察が可能に
なるだけでなく、定量的な解析も可能になる
と期待された。 

 
 
３．研究の方法 
 
本研究は大きな 2 本の柱から成る。一つは

リン脂質膜－FET デバイス系を構築し、膜の
電気的な応答を FET で検出すること、もう
一つは、上記デバイスに組み込むためのフェ
ロモンレセプタを遺伝子組換え技術を用い
て大量発現させる系を構築すること、である。
以下それぞれについて述べる。 
 
(1) リン脂質－FET デバイス系の構築 
レセプタを固定するためのリン脂質二重

膜を形成するマイクロチャンバと、膜の電気
的な応答を検出できる FET を製作する。ま
たそれらを組み合わせたデバイスを、TAS
の技術を利用して製作し、デバイスの基本特
性を調べる。さらにレセプタのモデルとして
膜タンパク質（ヘモリシン）を導入して、
膜の電気的な応答を、製作したデバイスを用
いて調べる。 
 
(2) フェロモンレセプタの大量発現系の構築 
カイコガのフェロモンレセプタと G タン

パク質等のシグナル伝達系関連遺伝子をク
ローニングし、培養細胞等を用いて大量発現
する。対象はフェロモン応答性レセプタ
BmOR1 と BmOR3、信号の増幅に寄与する
とされている膜タンパク質 BmOR2、フェロ
モン受容特異的なGタンパク質の1種である
BmGqa の 4 種類である。カイコガ(w1-pnd)
の雄触角から RT-PCR 法によって cDNA を
得る。これらを用いて、各タンパク質の一部
を大腸菌で発現させ、得られたペプチドを抗
体作成用の抗原として用いる。この抗体は後
にレセプタ等の発現確認用に用いる。最終的
にはフェロモンレセプタと緑色蛍光タンパ
ク質 EGFP 等のマーカーを融合したタンパ
ク質を昆虫細胞で発現させるベクターを構
築し、昆虫培養細胞で発現させる。発現の確
認はマーカー遺伝子の発現による観察と抗
体反応によって行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) リン脂質－FET デバイス系の構築 
リン脂質二重膜を形成するために、直径



 

 

200m の小孔を有するポリスチレン製のマ

イクロチャンバを利用した。用いたリン脂質
溶液は、Diphytanoylphosphatidylcholine 
(Avanti Polar Lipid, Inc.) を 20 mg/ml の濃
度でデカンに溶かしたものである。これをバ
ッファー溶液(10mM Tris HCl + 100mM 
NaCl, pH7.5)中で、小筆で小孔にこすり付け
るようにして二重膜を形成した。二重膜の確
認は、顕微鏡による目視確認、膜容量計測
(0.28mF/cm2という値が文献値 0.3～
0.4mF/cm2と一致)、グラミシジンによるイオ
ンチャネル電流計測により行った。 

膜の電気的な応答を検出する半導体デバ
イスには、バッファー溶液中で使うために絶
縁ゲート型電界効果トランジスタ
(Insulated-Gate FET, IGFET)を用いた。
20m×400m のゲート電極上に絶縁層とし
てチッ化シリコン膜をスパッタリングで形
成した。この IGFET はバッファー溶液中で
安定した性能を示した。 

リン脂質二重膜形成用のマイクロチャン
バと IGFET を組み合わせて、図 1 に示すシ
ステムを構築した。3 次元加工装置(Modela 
MDX-15, Roland DG Co.)を用いて製作した
型に、シリコーンゴムの一種である PDMS
を流し込んで上下 2 つの流路を作った。この
間にポリスチレン製マイクロチャンバを挟
み込み、さらに一番下に IGFET を置いて、
それら各層を PDMS で接着してデバイスと
した。上下 2 本の流路は独立してバッファー
を流せるようになっており、駆動力には重力
を利用しているので、ポンプを使ってバッフ
ァー交換するのと違い、電気ノイズや振動等
の影響を減らすことが出来るようになって

いる。またバッファー交換の際に二重膜が壊
れることは無い。 

信号計測には図 2 に示す回路を用いた。こ
れは、リン脂質二重膜の電気的な応答に応じ
て IGFET のソース・ドレイン間を流れる電
流値が変化するので、その変化をオペアンプ
による電流－電圧変換回路で電圧に変換し
て計測するものである。 
このデバイスの基本特性を図 3 と図 4 に示

す。図 3 は二重膜の上側の塩濃度を初期濃度
(100mM)から変化させたときの応答を記録
したものである。塩濃度の変化は膜電位の変
化に相当するので、このグラフより我々が製
作したシステムで、二重膜の膜電位変化に比
例した応答が記録できることが示された。 

また図 4には二重膜をパルス電流刺激した
際の電流の振幅とそれに対応したデバイス
出力を示した。これより、計測回路の抵抗
Rf に 20kを用いると、数 pA の電流変化も
記録できることがわかった。イオンチャネル
電流は通常数 pA 程度なので、10 個程度のチ
ャネルが同時に開けば数 10mV の電圧変化
として記録できる可能性が示せた。パッチク
ランプ用のアンプを用いず、FET と簡便な電
子回路の組み合わせで数 pA の電流変化を記
録できる可能性が示せたことは画期的な成
果であると思われる。 

レセプタのモデルとして膜タンパク質の 1
種であるヘモリシンを二重膜へ導入した。こ
の膜タンパク質は二重膜中で 7量体を形成し
二重膜に穴を開ける作用があるので、チャネ

図 1: リン脂質膜－FET デバイス 

 

図 2: 信号計測回路 

 
図 3: 塩刺激とデバイス出力の関係 

 

図 4: 電流刺激とデバイス出力の関係 



 

 

ルレセプタのモデルとして好適であると考
えた。図 5 にヘモリシンの導入前後のデバイ
ス出力を示す。これより、ヘモリシンの導入
によりデバイス出力の増加が認められた。こ
れはヘモリシンの作用により、膜電流が流れ、
それによって膜電位が変化し、この膜電位変
化を IGFET デバイスが捉えた、と考えられ
た。これは二重膜中の膜タンパク質の作用を
FET によって捉えた世界初の成果である。た
だし予想された出力変化が数 10mV であっ
たのに対し、実際には数 mV しか出力が変化
しなかった。これは、膜に導入されたヘモリ
シンの量が少なかった、膜にかかるべきバイ
アス電圧が適当でなかった、計測回路系の感
度が十分でなかった、等の理由が考えられ、
今後の検討課題として残った。 

 
(2) フェロモンレセプタの大量発現系の構築 

カイコガ(w1-pnd)の雄触角から、RT-PCR
法を用いて 3 種類のフェロモンレセプタ
(BmOR1、BmOR2、BmOR3)とフェロモン
受容特異的 G タンパク質の 1 種(BmGqa)の
遺伝子をクローニングした(図 6 参照)。この
うち BmOR3 では、NCBI のデータベースに
ある遺伝子配列と比較し 3箇所において変異
のある配列が得られたが、アミノ酸配列には
変化が無かったので、機能的には問題ないと
思われた。 

細胞でのタンパク質発現確認用の抗体作
成のため、フェロモンレセプタと G タンパク
質の部分配列（親水性が高いと予想される細
胞外あるいは細胞内ドメイン）を複数作成し、
発現ベクターpTrcHis (Invitrogen Co.)に載
せ、大腸菌 Top10 (Invitrogen Co.)で部分ペ
プチドを発現させた。特に使用頻度と重要度
が高いと判断したBmOR1とBmOR2の部分
ペプチドについては、大腸菌を大量培養し、
His タグを利用して Ni キレートカラム
HisTrapHP (GE ヘルスケアバイオサイエン
ス)でペプチドを精製し、これを抗原として抗
体を作成した。 

細胞での発現に用いたのは、Sf9 と BmN

の 2 種類の昆虫組織由来の培養細胞である。
昆虫細胞は哺乳類の培養細胞と違って、培養
時に CO2インキュベータを必要とせず、培養
温度も室温(20～25℃)で済むことから、培養
にかかる手間と費用を節約できるという利
点がある。 
先にクローニングした遺伝子のうち、重要

性からBmOR1とBmOR2をまず発現させる
ことにした。マーカーとして BmOR1 には緑
色蛍光タンパク質 EGFP を、BmOR2 には橙
色蛍光タンパク質 KusabiraOrange (MBL 
Co. Ltd.)をそれぞれ C 末端側に融合させた
遺伝子を作成し、これらを昆虫細胞用発現ベ
クター（pBluescriptII SK(+), (Stratagene)
を改変したもの）に載せて培養細胞にトラン
スフェクションし、融合タンパク質を発現さ
せた。トランスフェクション試薬には
Lipofectamine2000 (Invitrogen Co.)を用い
た。トランスフェクション後 48 時間以上培
養を続けた後、蛍光顕微鏡（図 8 参照）や共
焦点レーザ顕微鏡（図 9 参照）で細胞を観察
し、蛍光マーカーを利用してレセプタの発現
を確認した。 
また膜タンパク質抽出キット

(ProteoExtract Native Membrane Protein 
Extraction Kit, Calbiochem)を用いて、タン
パク質を可溶性画分（細胞質画分）と不溶性

 
図 5: ヘモリシン導入による出力変化 

 
図 6: フェロモンレセプタ等の RT-PCR 増幅

 
図 7: BmOR1 の部分ペプチド（赤三角印）の

精製結果 
（M: マーカー、Ori: 大腸菌抽出液、FT: 

HisTag カラムのフロースルー液、EL: 
HisTag カラムから溶出後の溶液） 



 

 

画分（膜画分）に分けて抽出し、ドットブロ
ット法を用いて抗体処理をしてレセプタの
発現を調べた。図 10 に BmOR1-EGFP の結
果を示すが、これより EGFP 抗体と BmOR1
抗体の両方でシグナルが検出できるのが、
BmOR1-EGFP のみを発現させた細胞の膜
画分と、BmOR1-EGFP と
BmOR2-KusabiraOrange を共発現させた細
胞の膜画分であり、期待通りの結果が得られ
ている。なお、通常用いられるウエスタンブ
ロッティング法を用いなかったのは、様々な

条件で SDS-PAGE を行ったが、
BmOR1-EGFP と BmOR2-KusabiraOrange
がゲルに入らず、PAGE でうまく分離できな
かったためである。 

今後に残された課題として、発現させた
BmOR1 と BmOR2 が予想される機能を発現
しているかどうかを確認する必要がある。そ
のため、ホールセルクランプ法などの電気生
理学的な手法を用いる予定である。その上で、
抽出した膜画分をリン脂質膜－FET デバイ
ス系に組み込んでレセプタの作用による二
重膜の電気的な応答を FET で捉えることに
チャレンジしていく。 
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図 10: ドットブロット法による発現確認 
（S: 可溶性画分、I: 不溶性画分、 
N: プラスミドをトランスフェクションして
いない細胞、 
E: EGFP のみ発現させた細胞、 
K: KusabiraOrange のみ発現させた細胞、
1: BmOR1-EGFP を発現させた細胞、 
2: BmOR2-KusabiraOrange を発現させた
細胞、 
12: 1 と 2 を共発現させた細胞） 

  
図 8: レセプタを発現させた BmN 細胞の 

蛍光顕微鏡観察像 
（左: BmOR1-EGFP、 

右: BmOR2-KusabiraOrange、 
細胞の大きさは直径約 20m） 

 
図9 BmOR2-KusabiraOrangeを発現させた

BmN 細胞の共焦点レーザ顕微鏡観察像 
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