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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、膜超分子モータの機能解明の効率化を可能とする実験プラットフォームを、マイ
クロ・ナノ加工技術を利用して実現することを目的とした。まず、マイクロ・ナノ加工技術を
利用して、小型チップ上に再現性よく、安定して脂質膜を再構成できる計測プラットフォーム
の実現を試みた。マイクロ加工により、小孔のサイズを調整し、平面膜の安定化に挑戦した。
さらに、小孔を独立にアレイ化し、異種の膜タンパク質の膜電流計測、物質輸送イメージング
を選択的行えるシステムを開発した。加えて、マイクロ流体デバイス技術の特長をいかし、マ
イクロチャンバと人工膜を組み合わせた実験系の構築に関しても検討した。さらに、10 ミクロ
ンサイズのマイクロビーズを流路中でハンドリングするダイナミックマイクロアレイや、ピコ
リットルオーダの液滴内の溶液を交換するシステムなど、マイクロデバイス中で微小物体や分
子を効率的に操作するための基本的なデバイスを実現した。また、水、有機溶媒を交互に流し、
微小孔に再現性良く脂質 2重膜（平面膜）を形成する方法を開発し、マイクロデバイス中でア
レイ化することに成功した。これらの平面膜変形させ、均一直径のリポソーム膜を生成する方
法を開発した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Membrane proteins play very important roles in cells. Here, I will propose our 

microfluidic technologies to form lipid bilayer membrane and vesicles. These technologies 

are useful for producing a membrane protein chip: an array of single-species-specific 

membrane proteins reconstituted into (1) planar lipid bilayers formed in microfabricated 

holes and channels and (2) giant vesicles (giant liposomes) Planar lipid bilayers are 

formed at apertures, 100 micron in diameter, by flowing lipid organic solution and buffer 

alternately into an integrated microfluidic channel. Using this technique, multiple lipid 

bilayers are formed simultaneously in a single chip, and channel currents through peptide 

ion channels was recorded in parallel. Regarding giant vesicles, "blowing" a planar lipid 

bilayer and deforming it into vesicles (like blowing soap bubbles). We have also developed 

a simple method to make an array of the vesicles on a microfluidic chip. We believe that 

these devices are useful for an efficient and rapid analysis of single-species-specific 

membrane proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
 

膜構造の再構成技術は、各種の膜タンパク
質の機能や特性の解明に必要不可欠なプラ
ットフォームとである。また、本研究で注目
する膜分子モータに限らず、イオンチャンネ
ルや、薬剤排出とトランスポータなどへの応
用も期待できる。これまでの国内外で発表さ
れている人工平面膜法は、一分子の機能解析
が可能で、膜電流が計測不能なトランスポー
タなどの活性計測にも有効であるが、脂質２
重膜の再構成プロセスは運まかせで、再構成
膜の再現性、安定性は極めて低いという問題
があった。また、複数の脂質膜を同時に再構
成するのは至難の業であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究では、膜超分子モータの機能解
明の効率化を可能とする実験プラットフォ
ームを、マイクロ・ナノ加工技術を利用して
実現することを目的とした。 

具体的には、マイクロ加工により、小孔の
サイズを調整し、独立にアレイ化し、異種の
膜タンパク質の膜電流計測、物質輸送イメー
ジングを行えるシステムの開発を目指した。
また、マイクロ流体デバイス技術の特長をい
かし、マイクロチャンバと人工膜を組み合わ
せた実験系の構築に関しても検討した。分担
者の宗行（中央大学）は、誘電泳動システム
利用して F1 の回転を制御し、回転分子モー
タの機能解明の一層の効率化を図った。 
 
 
３．研究の方法 
 
以下の 2 項目に分けて、研究を進めた。 
(1)膜分子が再構成可能な脂質 2重膜アレイ
の実現  
(2)一分子観察のための簡便なマイクロチャ
ンバーの実現  
 ここでは、マイクロ・ナノ加工技術を利用
して、膜形成のための小孔を作成することで、
再現性、安定の問題に取り組んだ。続いて多
チャンネル化を行い、最後にシステム全体を
評価する実験を行った。また、分担者の宗行
（中央大学）の誘電泳動システムを利用して
F1 の回転を制御する方法も検討した。 
 

 
４．研究成果 
 
(1)膜超分子モーターが再構成可能な脂質二
重膜アレイの実現 

平面膜チップの研究に関しては、マイク
ロ・ナノ技術を利用して、膜を形成すること
で、再現性、安定の問題に取り組んだ。複数
同時に膜形成が行なえれば、そこに複数種の
膜タンパク質を導入し、同時に多くの機能解
析を行なうことができる。膜タンパク質の機
能計測のうち、イオンチャンネル電流計測は
比較的簡単に行うことができる。これまでに
我々は、脂質を溶解させた有機溶媒中に２つ
の液滴を用意し、それらの界面に形成された
脂質の単分子膜を接触させる方法によって
脂質二重膜を効率的に形成する方法（接触法
と名づけた）を確立している。この接触法に
より形成した膜に、チャンネル性の膜タンパ
ク質などを導入し、膜の両端にかかる電圧を
固定した条件でのイオンチャンネル電流の
計測に成功した。実験では、膜タンパク質の
中でも、比較的分子量が小さく、扱いの容易
なチャンネルタンパク（グラミシジン Aやα
-ヘモリシンなどのペプチドやタンパク質）
を利用した。これらは、多量体化によりナノ
ポアを形成し、チャンネル電流を発生させる。
実際の膜タンパク質の再構成は、一般的に膜
融合法が用いられる。これは、膜画分やリポ
ソーム中に精製した膜タンパク質を平面膜
上にばら撒くことによって融合をさせる方
法である。この融合により、スパイク状のチ
ャンネル電流を計測できた。また、これらの
方法を利用して多チャンネル膜形成用のデ
バイスを試作し、実際に各部に再構成した膜
から、ペプチドなどからのイオンチャンネル
電流を複数同時に計測することに成功した。 
 
(2) 一分子観察のための簡便なマイクロチ
ャンバーの実現 

ここではマイクロチャンバを利用した実
験システムの構築においては、マイクロ流路
を組み合わせることで一層の効率化を図っ
た。マイクロ流路を作成し、ここに水層と油
層を交互に流すことによって、チャンバを作
成する方法を考案した。本方式は、長時間大
量のチャンバを観察する実験に適している
ことが分かってきた。また、このデバイスに
脂質を混入させた有機溶媒を用いることに
よって、チャンバの開口部を脂質二重膜で覆



うこともできた。 
 分担者の宗行は、誘電泳動の原理を用いて
回転分子モーターである F1-ATPase に時間・
空間的にほぼ均一な外部トルクをかけて、そ
の応答を観察する研究を行った。この実験系
では溶液のイオン強度を下げなければなら
ないため、実験条件下での ATPMg と ATP、Mg
の平衡関係や F1-ATPase の活性等を検討し、
最適と考えられる実験条件を模索した。さら
に実験手順を洗練して外部トルクの校正を
全ての実験について個別に行うことにより、
データのばらつきをある程度減らすことに
成功し、外部トルク存在下でのステップ回転
の挙動を論文として発表した。この時点では、
電場をかけることによる発熱が問題となっ
ており、定性的な考察しかできなかったが、
その後、回転電場法による温度上昇の問題を
溶液条件、セルの構造、回転観察用ビーズの
大きさなどを検討することで問題にならな
い程度まで軽減した。また録画系、データ処
理系に関しても改良を行い、1000fps で撮影
した動画を撮影と同時に重心解析をしなが
らハードディスクに取り込むシステムを構
築した。このことにより以前に比べると飛躍
的に実験が楽になり、順調にデータがとれる
ようになった。 
 さらに最終年度までに、脂質膜で囲われた
マイクロ油中水滴の電気融合・分裂現象をベ
ースにした溶液交換チャンバーを実現する
ことに成功した。このシステムにより、膜超
分子モーターを含む生体高分子の構造変化
や機能発現の様子を生体高分子の周囲の溶
液を数十から数百ミリ秒オーダーの高速で
交換しながら観察し解析することができる
ようになった。 
 以上のシステムを集積化することで、再現
性・安定性・ハイスループット性の高いデバ
イスの構築が可能であり、膜超分子モーター
の機能解明の一層の効率化が可能になるシ
ステムを開発することができたと考えられ
る。 
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