
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０４

挑戦的萌芽研究

2015～2014

CCDイオンイメージセンサを用いたチャネルタンパク質スクリーニングアレイの開発

Development of ion channel screening array applying CCD ion image sensor

４０３９０６７９研究者番号：

手老　龍吾（Tero, Ryugo）

豊橋技術科学大学・工学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２６６３０１５６

平成 年 月 日現在２８   ６ １７

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：チャネルタンパク質は細胞内外での物質・情報のやり取りに直接関わる膜タンパク質であり
、創薬ターゲットとしても重要視されている。本研究課題では特定のカチオンに選択的に応答する半導体イオンイメー
ジセンサ(CCD-IIS)を、チャネルタンパク質の活性計測へ応用するための要素技術を開発することを目的とした。CCD-I
IS上に人工細胞膜モデル系である脂質二重膜を作製し、その構造と物性を評価した。脂質二重膜形成前後でのイオン応
答を計測し、センサ上に形成された脂質膜にイオン遮蔽効果があることを示した。

研究成果の概要（英文）：Ion channels are one of membrane proteins crucial for the transportation of 
materials and information into and out of cells, therefore are important target of drug discovery. In 
this research we aimed to apply semiconductor-based ion imaging sensor (CCD-IIS) which selectively 
response to a specific cation to the detection of the activity of ion channels, and established the 
fundamental techniques for this purpose. We fabricated an artificial lipid bilayer membrane on CCD-IIS, 
and evaluated the structure and physical properties. We measured the ionic response before and after the 
formation of the bilayer formation using CCD-IIS. The artificial lipid bilayer showed sufficient ion 
screening effect under the exchange of buffer solutions.

研究分野：界面物理化学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞膜は細胞の内と外とを隔てる膜であ
り、細胞内外での物質・情報・エネルギー
の全ては細胞膜を通してやり取りされてい
る。細胞膜内に存在してこれらの働きを担
う膜タンパク質の 1種がチャネルタンパク
室である。チャネルタンパク質は創薬ター
ゲットとして主要な位置を占めており、チ
ャネルタンパク質に対する薬剤スクリーニ
ング手法が待望されている。一般的にチャ
ネルタンパク質研究では、タンパク質を通
過するイオン流量を電流として計測するが、
高価な電流増幅器や、実験技術の習熟が必
要である。そのため大規模な並列化が難し
く、スループットの向上が課題とされてい
る。本課題では人工細胞膜モデル系の 1つ
である支持平面脂質二重膜(supported lipid 
bilayer: SLB)を CCD イオンイメージング
センサ(CCD-IIS)上に形成することで、チャ
ネルタンパク質の活動をイオン濃度変化と
して計測することを着想した。化合物ベー
スでの成功率が 3 万分の 1 と言われる現
在の新薬開発に対して、多画素の CCD-IIS 
をチャネルタンパク質計測用アレイとして
応用することにより薬剤スクリーニングの
新規技術開発に繋がると期待した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では特定のカチオンに選択的に応
答するCCD-IISをチャネルタンパク質の活
性計測へ応用するための要素技術を開発す
ることを目的とした。チャネルタンパク質
を含めて膜タンパク質は両親倍性分子の自
己組織化構造である脂質二重膜内に包埋さ
れることで正しい構造と機能を保持するこ
とができる。CCD-IIS 上に均一かつ適正な
構造と物性を持つ脂質二重膜を形成する手
法を確立することが必要である。 
 本研究課題で用いる CCD-IISは、イオン
感応膜としてイオノフォアを混ぜたポリビ
ニルクロライド(PVC)膜によって被覆され
ている。これまでに PVC 膜上で SLB を作
製した例は無かったため、PVC 膜上への
SLB形成について、実験条件の最適化を行
うことを最初の目標とした。 
 また、CCD-IIS では、溶液中のカチオン
濃度に依存してイオノフォアが捕らえるカ
チオン量を、表面ポテンシャルの変化とし
て検出している。溶液と PVC膜が平衡状態
に達することが原則である。チャネルタン
パク質の働きによるイオンの濃度上昇
(open 時)、および、その後の拡散による濃
度減少(close時)にどの程度追随できるかは、
PVC 膜内のイオン拡散速度や膜厚に依存
する可能性があることが予想された。そこ
で、SLBを形成した CCD-IIS素子上での溶
液交換における時間応答を確認し、必要に
応じて PVC膜の膜厚、イオノフォア濃度、
可塑剤との配合比などを改善することを次
の目標とした。 

 
３．研究の方法 
 SLB形成はベシクル融合法によって行っ
た。球殻状の脂質二重膜である脂質ベシク
ル(=リポソーム)の懸濁液を CCD-IIS 表面
に滴下し、ベシクルの吸着・開裂・融合過
程を経て平面状の脂質二重膜である SLB
を作製する手法である。ベシクル融合法に
一般的に用いられる直径 30 nm－200 nm程
度のベシクルのほか、本課題では 1 µm－20 
µm 程度の直径を持つ巨大単層膜ベシクル
(GUV)も用いた。真核生物の細胞膜の最も
主要な成分は phosphatidylcholine であるた
め、1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(DOPC)を用いた。SLB 形成の有無および、
構造や均一性については、原子間力顕微鏡
(AFM)および蛍光顕微鏡による観察によっ
て調べた。 
 CCD-IIS 上へのイオン感応膜形成は、
PVC、K+イオノォアである valinomycinと、
可塑剤などを溶解した tetrahydrofran溶液を
滴下して溶媒を揮発させることで作製した。
イオン応答計測には KCl 緩衝液(100 mM 
KCl，25 mM HEPES，pH7.4，NaOH)と
NaCl緩衝液(100 mM NaCl，25 mM HEPES，
pH7.4，NaOH)を用い、両者を混合して
K+濃度を調整した。参照電極には Ag/AgCl
電極を使用した。 
 
４．研究成果 
①PVCイオン感応膜上への SLB作製 
 まず PVC 膜上へベシクル融合法による
SLB形成を行った。CCD-IISのセンサ最表面
の材料である Si3N4を Si基板上にスパッタ蒸
着し、その上に PVC膜を形成して実験条件の
検討を行った。脂質ベシクル懸濁液中で保持
した PVC/Si3N4/Si 基板を蛍光顕微鏡および
AFMで観察したところ、蛍光顕微鏡では 100 
µm オーダーの視野範囲で均一な輝度を持つ
SLBが形成されたことが確認できた。しかし、
AFMによる 1 µmオーダーの視野範囲での観
察では、SLBに幅数十 nm程度の欠陥が存在
していることが確認された。また、レーザー
走査型蛍光顕微鏡を用いて fluorescence 
recovery after photobleaching (FRAP)法による
SLBの流動性計測を行ったところ、標準試料
である SiO2/Si基板上の DOPC-SLBと比較し
て、PVC 膜上の DOPC-SLB は拡散係数が小
さく、また流動性成分が小さいことが明らか
になった。 
 PVC膜自体の詳細な AFM観察から、PVC
膜は組成成分がサブナノメートルのスケー
ルでは均一に混合しておらず、その表面上で
は主に親水性領域が占める中に数十～数百
nm の疎水性領域が混在していることを見出
した。ベシクル融合法による DOPC-SLB形成
では固体基板表面の構造と性質が平面膜形
成に関わる要因の 1つである。PVC膜上に露
出する疎水性領域が SLB の欠陥形成に関与
していると考えた。平面膜形成に使うベシク



ルの大きさが表面の疎水性領域の大きさと
同程度か小さいため、疎水性領域に吸着した
ベシクルからの SLB形成が進行しない。そこ
で、巨大単層膜ベシクル(GUV)の展開による
SLB形成を試みた。Electroformation法によっ
て形成した GUVを基板上で展開して SLB形
成を行うことで、欠陥がほとんど存在しなく
なり、また FRAP計測での拡散係数と流動性
成分が大幅に改善した。これらの結果から、
PVC 表面に欠陥の無い SLB を形成する方法
を確立したといえる。 
 
②CCD-IIS上に形成したSLBのイオン遮蔽効
果とイオン濃度変化への応答の計測 
 K+イオン感応膜として valinomycin 含有
PVC 膜で被覆した CCD-IIS 素子上で、K+

濃度の異なる緩衝液を交換して時間応答を
調べることにより、平面脂質膜によるイオ
ン遮蔽効果を検証した。平面脂質二重膜形
成前のCCD-IIS上で電位計測を行いながら、
100 mM KCl緩衝液と 1 mM KCl緩衝液(99 
mM NaCl を含む)をペリスタポンプを用い
て交換した。Ag/AgCl 電極を用いているた
め溶液の Cl濃度を一定に保つ必要があり、
また、溶質濃度の異なる溶液では浸透圧が
SLB に影響を及ぼす可能性がある。
Valinomycin の K＋選択性は Na+に比べ 1万
倍であるため、100倍程度の NaCl/KCl濃度
比による計測への影響は無視して良い範囲
であるといえる。  
 SLB形成前のCCD-IISではセンサの基準
性能通りの時間応答が得られ、溶液交換開
始後 5秒以内に濃度変化が完了した。ベシ
クル融合法によって DOPC-SLB を形成し
た後は、多くの画素において溶液交換から
濃度変化が完了するまでに遅延が見られた。
半減期で約 10秒、90%以上の濃度変化到達
までに 30秒程度を要したことから、画素上
を被覆した脂質二重膜によるイオン遮蔽が
起きていることが示唆された。 

CCD-IISにおいてK+イオンの濃度変化は
Nernstの式に従って濃度 1桁当たり 59 eV
の表面電位変化として検出される。
DOPC-SLBによる被覆が確認された画素に
ついて、被覆前後でのイオン濃度への感度
はそれぞれ 56 mV/decade、58 mV/decadeで
あり、ほぼ理論通りの応答が得られていた。
一方、同じ参照電位下でも CCD-IISの出力
電位自体は、同じ K+濃度でも被覆前と比べ
て約 7%低下した。センサ面直上に絶縁膜
の層が形成されたことによりセンシングエ
リア直下の電気容量が低下したことによる
と考えられる。また、画素間で濃度変化に
対する時間応答および脂質膜形成による出
力電位低下のばらつきが大きかった。これ
は画素を覆う SLB の被覆率や欠陥の密度
にばらつきがあることを示唆している。多
くの画素を高絶縁性の脂質二重膜で被覆す
るために、GUV形成の効率化およびフィル
タリングによるサイズ選別を行った。 

 本研究課題によって、半導体イオンセンサ
であるCCD-IIS上に人工細胞膜モデル系を作
製し、イオン応答を計測するための要素技術
を確立することができた。これらの萌芽的成
果に立脚して、今後は SLBにチャネル機能を
持つモデルペプチドや細胞から抽出したタ
ンパク質を再構成することで新規チャネル
計測技術の開発につなげる。 
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