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研究成果の概要（和文）：細胞膜反応において反応因子として働く脂質分子の活性構造を明らかにするための新しい生
体膜モデル反応場の作製と実証を目指した。イノシトールリン脂質(PI)含有支持脂質二重膜(SLB)中に形成されるサブ
ミクロンdepressionドメインとその周辺領域がそれぞれ、PI-SLB上での膜変形モジュールタンパク質の自己組織化反応
において反応の起点として、その反応起点へのタンパク質の供給を行う領域として働く、ことを直接観察し、脂質膜内
微小ドメインのおける役割分担を明らかにした。また、膜内分子状態の計測手法開発のために、グラフェン酸化物およ
びpolyvinyl chloride膜上へのSLB形成法を確立した。

研究成果の概要（英文）：I constructed a new biomembranes model system for the investigation of the active 
structures of lipid molecules which act as reactive factors of membrane proteins at cell membrane reaction
s. I fabricated a supported lipid bilayer (SLB) including phosphatidylinositol on mica substrate, and foun
d that depression domains with 20 - 300 nm in lateral size and ~0.9 nm in depth in the PI-SLB. In-situ ato
mic force microscope (AFM) observation revealed that these submicron depression domains acted as the nucle
ation site of the self-assembly of F-BAR on the PI-SLB, a membrane deformation protein, and the surroundin
g region of the depression domains provided the F-BAR to the nucleation site. It is a novel result clearly
 showing the roles of submicron lipid domains during a protein reaction. I also established the fabricatio
n methods of SLBs on graphene oxide and poly vinyl chloride membrane for the development of the methods to
 evaluate the molecular state and membrane properties in the SLBs. 
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１．研究開始当初の背景 
 生命活動は細胞内外での情報・物質・エネ
ルギーのやり取りで成り立っており、脂質二
分子層膜を基本構造とする細胞膜は複数の
脂質分子が内膜・外膜に非対称的に存在し、
「ラフト」に代表される 2 次元ドメインを形
成することで膜タンパク質の足場となる反
応場を提供していると考えられている。ある
種の脂質分子がタンパク質の反応因子とし
て働くことは知られているが、脂質分子がた
だ存在するだけでなく、クラスターやドメイ
ンなどの集合体を形成して特定の分子配向
を取ることがタンパク質の反応に必要なこ
とが示唆されている。その分子メカニズムを
明らかにするためには、反応因子である脂質
とタンパク質抽出して系に含めた人工脂質
膜系を用いることが有効な方法であるが、人
工脂質二重膜を用いた従来の研究は脂質だ
けの膜の性質を調べた物がほとんどであり、
タンパク質の反応活性と脂質膜内の構造や
分子状態にまで踏み込んだ物はほとんで存
在しなかった。そこで、細胞膜反応における
分子の運動と構造をその場観察するための
新しい生体膜モデル反応場を構築すること
が必要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 人工脂質二重膜系の中でも固体基板上の
支持平面脂質二重膜(supported lipid bilayer: 
SLB)を用いて、半導体材料基板の表面に作製
し、脂質分子配向の制御と観察を通して反応
因子として働く脂質分子の活性構造の決定
を目的とした。イノシトールリン脂質や糖脂
質といった反応因子として働く脂質を含む
支持脂質二重膜に、実際に膜タンパク質やペ
プチドを導入することで、真に生体膜モデル
として機能する人工脂質膜系を固液界面に
構築し、膜内のドメイン構造および脂質分子
の状態とこれら生体分子への反応活性の関
連を明らかにすることを目指した。また、脂
質の分子配向制御や膜の電気的特性を計測
するために電極埋め込み基板の作製と脂質
二重膜形成を行うことを計画した。 
 
３．研究の方法 
(1)イノシトールリン脂質含有 SLB の作製 
 Phosphatidylinositol+phosphatidylcholine 
(1:1)含有脂質支持脂質二重膜(PI+PC-SLB)を、
マイカおよび熱酸化 SiO2/Si 基板上にベシク
ル融合法により HEPES buffer (pH 7.4)中にて
形成した。蛍光顕微鏡観察のために、脂質膜
中での層分配係数が異なる 2 種類の色素分子、
BODIPY-H-PC または DiI-C18 を P 混入して
PI+PC-SLB を作製し、落射蛍光顕微鏡観察
(epi-FM)または蛍光一分子追跡(single particle 
tracking: SPB)を行った。滝口(名大)らによっ
て PI 含有脂質二重膜に対して in vitro で膜変
形活性を示すことが知られている膜変形モ
ジュールタンパク質 F-BAR を PI+PC-SLB に
添加し、その自己組織化過程を AFM によっ

てその場観察した。F-BARは滝口金吾博士(名
大)よりご提供いただいた。 
 
(2)SLB の観察 
 SLB 形成の有無や構造、流動性などを観察
するために、原子間力顕微鏡(AFM)、epi-FM、
SPT を用いた。全ての装置について、SLB の
観察は全て緩衝液中で行った。SPT 計測には、
通常の対物レンズ型の全反射顕微鏡観察に
利用される倒立顕微鏡装置を用い、固体基板
の透明度や屈折率に依存せずに SPT 計測を
行うための自作セルを用いて斜入射照明法
によって行った。 
 
(3)グラフェン誘導体上への平面脂質二重膜
形成 
 SLB への電場印加用の基板材料として、ま
た膜内分子位置・配向計測のためのクエンチ
ャー材料として、グラフェン酸化物(GO)を
SLB の基板として用いるために、modified 
Hummer 法による GO 作製のための設備を立
ち上げて、グラファイト粒子を原料として単
原子層のGOを作製した。GOは熱酸化SiO2/Si
基板上にドロップキャストすることで担持
した。また、この担持後の GO をヒドラジン
一水和物上記に暴露することで還元処理を
行い、還元 GO (reduced GO: r-GO)を調製した。
得られた GO をよび r-GO を走査型電子顕微
鏡 (SEM)、AFM および X 線光電子分光法を
用いてフレークサイズと厚さ、酸素含有量を
計測した。GO および r-GO 上への脂質膜形成
にもベシクル融合法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) PI+PC-SLB 上での F-BAR 自己組織化過程
の直接観察と膜内微小ドメインの役割 
 細胞膜を陥入させて細胞内へと物質を輸送
する過程(エンドサイトーシス)には、細胞膜
の形状を変形させる複数のタンパク質が関
与している。F-BAR はそのような膜変形モジ
ュールタンパク質の 1 つであり、精製した
F-BAR を単独で人工脂質二重膜の加えるだ
けで膜変形活性を示し、脂質チューブを成長
させることが報告されている。F-BAR が形状
変化を起こす前段階の、脂質膜への吸着、膜
上での拡散と会合体形成といった反応素過
程を明らかにすることを目的とし、SLB 上で
の F-BAR の自己組織化過程を原子間力顕微
鏡(AFM)を用いてその場観察することを目指
した。F-BAR 反応には PI が必要であるため、
PI+PC-SLB をマイカおよび SiO2/Si 基板上に
作製した。SiO2/Si 基板上では一度形成された
SLB が時間と共に膨潤・破裂する現象が観察
されたため、少なくとも通常の実験を行う間
は 安 定 に 存 在 で き た マ イ カ 基 板 上 の
PI+PC-SLB を用いた。AFM 観察により、
PI+PC-SLB内に横方向の大きさが20-300 nm、
深さが約 0.9 nm の微小 depression ドメインが
観察された。SPT 計測をビデオレート(30 fps 
(frames per second)) - 最大 500 fps で行い、蛍



光標識脂質の拡散係数の時空間依存性を求
めたところ、depression ドメインが誘起する
と考えられる異常拡散現象が見出された。
PI+PC-SLB 上に F-BAR を添加してその後の
様子を AFM で連続観察したところ、F-BAR
と考えられる吸着種が depression ドメイン上
に優先的に吸着した、depression ドメインが
飽和した後に depression ドメイン外の領域へ
と F-BAR 吸着領域が広がっていくことを直
接見出した。SPTおよびAFM観察の結果は、
流動性の低いサブミクロン微小 depression ド
メインがF-BARの吸着および2次元ドメイン
成長の起点として働き、ドメイン周辺の流動
的な SLB 領域が depression ドメインへと
F-BAR を供給していることを示唆している。
F-BAR タンパク質の自己組織化過程におい
て 2 種類の脂質領域の役割分担明確に示すこ
とができた。 
 
(2) SLB 内分子計測技術の開発：グラフェン
酸化物上の SLB  
 グラフェンは単原子 2 次元炭素シート材料
であり、次世代電子デバイス材料としてだけ
でなく、光学的・物理的にも特異的な性質を
示すことから近年バイオセンシングへの応
用が始まっている。特にグラフェンおよびそ
の誘導体であるグラフェン酸化物(GO)が示
す蛍光クエンチ現象は、通常の分子間での蛍
光共鳴エネルギー移動(FRET)と比べて高効
率かつ有効距離が長く、蛍光プローブの発光
波長に依存しないという特徴を示す。このグ
ラフェン蛍光クエンチを利用することで、
SLB という厚さ 5 nm の微小空間内での分子
位置情報を高精度に計測する新規手法の開
発に繋がると着想し、本研究課題中で新たに
取り組んだ。その端緒として親水・疎水領域
がナノスケールで混在した両親媒的不均一
表面である GO 上における、両親媒性分子の
自己組織化構造である脂質膜の挙動につい
て詳細に調べた。シリコン基板上にベシクル
融 合 法 に よ っ て 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3- 
phosphocholine (DOPC)の平面膜形成を試みた。
GO上への平面膜形成は SiO2/Si基板と比べて
進行しにくかったが、緩衝液中に Ca2+存在下
でベシクル融合法を行うことによって GO 上
に流動性を保った 1層または 2層の SLBを作
製する方法を確立した。また、ヒドラジン一
水和物蒸気を用いてで条件を変えて還元度
合の異なる r-GO を調製し、r-GO の還元度合
によって脂質分子が平面二重膜、吸着ベシク
ル、単分子膜、二重膜/単分子膜積層構造とい
った多様な膜構造を自己組織的に形成する
ことを見出した。 
 GO 上の SLB は蛍光クエンチのために SPT
や fluorescence recovery after photobleaching 
(FRAP)など通常の蛍光に基づく手法では流
動性を計測することが難しい。そこで、蛍光
色素分子よりも高輝度な蛍光プローブであ
る量子ドット(Qdot)を SLBに標識して SPT計
測を行うことによりGO上の SLBについての

物性計測を試みた。共有結合を介した SLB 上
への GO 修飾についての条件検討を行い、GO
上での Qdot 一粒子の SPT 計測に成功した。
GO 修飾条件についてはまだ最適化の余地は
あるものの、拡散係数とその時空間依存性か
ら、GO 上の SLB が最も一般的な SiO2/Si 基
板上の SLB とほぼ同様の流動性を持つこと
が示された。 
 
(3) イオンイメージセンサ上への脂質二重膜
形成 
 本学で澤田・服部らによって開発された電
荷転送型イオンイメージセンサ(CCD-IIS)を
基板として用いることにより、SLB への電場
印加だけでなく膜物性の計測・評価にも用い
ることができると考え、CCD-IIS 上への SLB
形成を行った。Plasticized polyvinyl chloride 
(PVC)膜はイオン選択性電極用材料として広
く用いられており、CCD-IIS のセンサ部分を
被覆するイオン感応膜材料としても用いら
れている。PVC 膜上への SLB 形成に関する
報告は見つからなかったため、CCD-IIS 上へ
の SLB 形成の端緒として PVC 膜への脂質二
重膜の形成と流動性評価を行なった。可塑剤
などを含む PVC の THF 溶液を Si3N4/Si 基板
上にドロップキャストし、溶媒を蒸発させる
ことで PVC 膜を作製した。蛍光標識脂質
(rhodamine B dipalmitoylphosphatidylethanol 
-amine (Rb-DPPE))を 0.5%混入した DOPC の
ベシクル懸濁液を調製し、ベシクル融合法に
より PVC 膜上及び熱酸化 SiO2/Si 基板上に脂
質膜を作製した。脂質膜の流動性評価は走査
型レーザー顕微鏡を用いて FRAP 法によって
行なった。 
 Epi-FM によってベシクル融合法による脂質
膜形成後の PVC 膜上には均一に見える平面
脂質二重膜が形成されたことを確認した。
FRAP の蛍光回復曲線から回復率と脂質分子
の拡散係数(D)、拡散する脂質の割合(A)を求
めたところ、PVC 膜上の脂質膜では約 30%の
拡散しない脂質が存在していることが示さ
れた。拡散する脂質についての D は SiO2/Si
基板上の脂質分子よりも大きく、ジャイアン
トベシクルのような free-standing な脂質膜に
近い D が得られた。 

図 1. PVC 膜基板および熱酸化 SiO2/Si 上に形
成したDOPC-SLBのFRAP計測における蛍光
回復曲線。 
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