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研究成果の概要：本研究ではイオンチャネル蛋白質の機能を調べるための新しい電気生理測定

系の開発を目指した。従来、測定対象とするイオンチャネルの存在環境（人工脂質膜中または

細胞膜中など）によって異なる測定系を用いる必要があったが、新たに開発した測定方法では

この制約を無くす事ができた。従って、多種多様なイオンチャネルに対し共通のプラットフォ

ーム上での機能評価、およびイオンチャネルを標的とした創薬研究への応用が期待される。 
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１．研究開始当初の背景 

イオンチャネルは全ての細胞に普遍的に
存在する膜蛋白質である。電気的、化学的、
あるいは機械的な刺激を受容し、自身を介し
膜を横切る受動的なイオンの流れをコント
ロールしている。その結果、細胞の電気的応
答をはじめ、細胞内イオン濃度や細胞体積の
コントロールなど、多くの生理現象を司って
いる。また、種々の薬物の作用点となる得る
ことから、イオンチャネルは創薬における重
要なターゲット分子でもある。 

イオンチャネルの機能は膜を流れる電流

として比較的容易に観測することができる。
従って、電気生理学的手法を用いたチャネル
電流測定がイオンチャネル研究の常套手段
である。電気生理学的測定には、人工膜上に
再構成したチャネルを測定する脂質平面膜
法、そして、細胞膜上のチャネルを直接測定
するパッチクランプ法などがある。脂質平面
膜法は、機能を保持したまま単離できるチャ
ネルのみへの適用となるが、溶液のみならず
脂質組成も自由にコントロールすることが
できる。またパッチクランプ法は、バクテリ
アなどの小さな細胞やウイルスに存在する
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チャネルの測定は困難であるが、細胞膜上に
発現したチャネルの電流を直接測定するこ
とができる。このように各手法には特色があ
るが、測定対象となり得るチャネルの種類や
用いる装置・技術が異なり、全てのイオンチ
ャネルを対象とする電気生理学的測定系は
存在しない。測定対象の発現・存在環境に依
存しない電気生理学的手法の開発は、創薬に
おけるハイスループットスクリーニングと
いう観点からも待ち望まれる。 

本研究代表者は脂質平面膜法とパッチク
ランプ法の両測定を日常的に行う中で、脂質
平面膜法の測定技術を改変し、細胞の測定に
も応用できる電気生理測定チェンバーを開
発する発想を得た。このような測定系が実現
すれば、多種多様なイオンチャネルの機能評
価を共通のプラットフォーム上で行うこと
ができ、網羅的な解析へ応用できる可能性が
ある。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、人工脂質平面膜から細胞膜ま

で、イオンチャネルの存在環境に依存しない
電気生理学測定プラットフォームの開発を
目指す。また、実際のイオンチャネルの測定
を通して、開発した測定系の有効性を実証す
る。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 電気生理測定チェンバーの開発 

新しい電気生理測定プラットフォームを
開発するにあたり、次の点を考慮した。 
① 最小限の変更で様々な膜系に対応できる

こと 
 脂質平面膜法をベースに、膜を保持す
る小孔のみを専用のものに取り替えるだ
けで、各種膜系での電気生理測定が行え
るようにした。 

② イオンチャネルを含む膜の両側の溶液か
ん流が行えること 
 一般的にパッチクランプ法ではピペッ
ト内の溶液潅流には特殊な技術が必要な
上、かん流の効率も良くはない。本研究
では膜の両側の溶液かん流を効率よく行
えるチェンバーの形状の工夫、および送
液システムとの組み合わせを試みた。ま
た通常人工脂質膜は振動に弱く、溶液か
ん流を行うと容易に破裂する。本研究で
は人工脂質膜を保持する小孔の形状等を
最適化し、溶液かん流に耐え得る強度を
持った人工膜の調製を試みた。 

③ 倒立顕微鏡上での観察、および分光学的
測定の適用が可能であること 

 電流の測定のみならず、分光学的な手
法との同時計測が可能なプラットフォー
ムを目指した。膜を保持する小孔を有す
るチェンバー隔壁には通常テフロンを用
いるが、本研究では光の透過性の高いガ
ラス製の隔壁を用いた。 

 
 
(2) 種々の膜系にあるイオンチャネル電流
測定への応用 
① 人工脂質平面膜を用いた実験 

 直径約 50μm の小孔を持つガラス製
の基板をチェンバー隔壁に用いた。測定
対象には精製した KcsA カリウムイオン
チャネルおよびペプチド型陽イオンチャ
ネルを用いた。脂質は 20mg/mL デカン
溶液とし、パスツールピペット先端に少
量付け小孔に吹きかけて平面膜を調製し
た。 

② リポソームを用いた実験 
 直径約 1 ~ 5μm の小孔を持つガラス
基板をチェンバー隔壁に用いた。KcsA
チャネルを組み込んだ直径 20μm 以上
の巨大一枚膜リポソーム（ＧＵＶ）を調
製し、測定に用いた。ＧＵＶを上部チェ
ンバーに添加し、顕微鏡下で操作用のマ
イクロガラスピペットを用いて小孔の直
上に移動させた。続いて下部チェンバー
を陰圧にしてＧＵＶを小孔辺縁部に密着
させた。 

③ 培養細胞を用いた実験 
 直径約 1μm の小孔を持つガラス基板
をチェンバー隔壁に用いた。HERG カリ
ウムイオンチャネルを安定に発現する
HEK293 細胞を測定対象に用いた。細胞
を上部チェンバーに添加し、ガラス隔壁
上に沈殿した細胞を顕微鏡下で観察した。
適当な形状の細胞を選定し、操作用のマ
イクロガラスピペットを用いて小孔の直
上まで移動させた。続いて下部チェンバ
ーを陰圧にして細胞を小孔に密着させた。 

 
 
 
４．研究成果 
(1) 新しい電気生理測定プラットフォーム 

作製した測定チェンバーは上下 2層から成
り、両チェンバー間に測定対象に応じたサイ
ズ・形状の小孔を有するガラス製基板（隔壁）
を挟む構造とした。上部チェンバーは外部か
らのアクセスが容易な構造、下部チェンバー
は底面から倒立顕微鏡対物レンズで観察可
能な構造とした。また、下部チェンバーには
溶液かん流および圧力制御に用いる流路を
３本設け、マイクロシリンジポンプや圧力制
御装置に繋いだ。 



 

図１．本研究で作製した測定チェンバーの設
計図（左）と実際に倒立顕微鏡ステージに設
置した様子（右）。 
 
 
(2) 人工脂質平面膜系での電流測定への応
用 

通常の脂質平面膜法ではテフロン製の隔
壁を用いるところをガラス製としたので、安
定な膜を得るために加工・表面処理を検討す
る必要があった。まず、小孔の立体的な形状
をテーパー状に加工した。小孔に高電圧放電
を行ってガラス表面を溶融させ、辺縁部を平
滑化させた。さらに使用直前、ピラニア溶液
（濃硫酸：過酸化水素水＝７：３）で化学的
洗浄し、ガラス表面の疎水化処理（トリオク
チルシラン）を行った。その結果、溶液かん
流に耐える非常に安定な人工脂質二重膜を
小孔に形成させることができた。実際に低ノ
イズの単一チャネル電流測定を行うことが
でき、８時間以上にわたる長時間のチャネル
電流記録を行うことも可能であった。 
 
 
(3) リポソーム系での電流測定への応用 

ＧＵＶに組み込んだイオンチャネルのマ
クロスコピック電流を測定することができ
た。ＧＵＶは不安定な構造であるため、小孔
に密着させる際の下部チェンバーへの陰圧
付加により破裂することが頻繁に起こった。
この問題は、陰圧付加をごく短時間の瞬間的
なものにすることである程度改善されたが、
実験の成功率を高めることが今後の課題で
ある。 
 
 
(4) 細胞膜系での電流測定への応用 

当初、細胞と小孔辺縁部とをギガオーム以
上の電気抵抗で密着（ギガシール）させるこ
とが困難であった。細胞測定用の直径 1μｍ
の小孔は、平面膜実験用の小孔（φ50μm）
と同様な高電圧放電による辺縁部の平滑化

が行えないためと考えられた。そこで濃アル
カリ処理による平滑化を行ったところ、ギガ
シール形成に改善が見られた。しかし従来の
パッチクランプ法と比較するとギガシール
達成率は低かった（10～20%程度）。また、セ
ルアタッチモードでの電流測定は可能であ
ったものの、そこから細胞膜を破りホールセ
ルモードにすることができなかった。従って、
全細胞電流を測定するためには、穿孔パッチ
法の適用などを今後検討する必要がある。 

 

 
図２．操作用マイクロピペット（右）で細胞
（中央）を小孔付近（左）に移動させている
様子。 
 
 
(5) まとめと今後の展望 
本研究では多様な膜系に対応できる電気

生理測定チェンバーを開発した。上部チェン
バーを外してガラス隔壁を替えるだけで、人
工脂質平面膜、リポソーム膜、そして細胞膜
など幅広い膜系の電気生理測定を行うこと
ができた。この様な電気生理測定系はこれま
でに無く、今後更なる改良が必要ではあるが、
多種多様なイオンチャネルの機能評価を共
通のプラットフォーム上で行えるようにな
ると考えられる。従って、イオンチャネルの
網羅的な解析に応用し、イオンチャネルをタ
ーゲットとした創薬研究にも貢献できるで
あろう。 
また、本研究では当初の予想とは別の成果

も得ることができた。本測定系での人工脂質
平面膜実験の性能を従来のものより高める
ことができ、脂質平面膜法の応用可能性を広
げた点である。単一チャネル電流からマクロ
スコピック電流まで長時間安定に記録でき
る本測定系の利点を生かし、チェンバー内に
in vitro発現系を構築してイオンチャネルの
発現と機能を分光学的および電気生理学的
にモニターするという新しい研究方法への
発展も期待できる。 
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