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研究成果の概要（和文）：近年，新薬開発において心臓への副作用のリスク評価が必須となり，これを簡便かつ
正確に評価するための人工細胞膜系の構築が期待されている．本研究では，人工細胞膜系での世界初の活動電位
の発現とそれに基づく薬物副作用評価系の構築を目指し，そのための最大のボトルネックであったチャネルタン
パク質の包埋効率の問題について検討した．その結果，チャネルの包埋過程において，膜系全体に適切な遠心力
を負荷することにより，包埋確率を従来の約６％から約７０％へと１０倍以上も向上させることに成功した．こ
の他，ハーグチャネル含有膜に基づく副作用評価の高効率化を進め，多数のハーグチャネル電流の同時記録に成
功した．

研究成果の概要（英文）：In recent years, the risk evaluation of potential drug side effects to the 
heart is indispensable in drug discovery, and it is highly desirable to construct an artificial 
system for this evaluation. In this study, we tried to develop a screening platform for potential 
drug side effects based on artificially formed bilayer lipid membranes (BLMs) that can express 
action potentials. However, we faced an issue of a low efficiency in incorporation of ion-channels 
that are necessary for generation of action potentials. To address this issue, we investigated the 
process of ion channel incorporation and found that application of appropriate centrifugal forces 
during the incorporation process lead to a dramatic enhancement of the incorporation probability 
from ca. 6% to ca. 70%. We also investigated development of high-throughput assay systems for the 
ion channels and succeeded in simultaneous recordings of hERG channel activities in BLM systems.

研究分野：バイオ分析
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１．研究開始当初の背景 
イオンチャネルタンパク質は，創薬における主
ターゲットであり，イオンチャネルへの薬物作用
評価法の開発は重要である．特に近年は，心筋
のイオンチャネルへの致死性の薬物副作用の
問題から，心筋細胞中のイオンチャネル（human 
Ether-a-go-go Related Gene (hERG)チャネルや
Nav チャネル）への薬物作用を効率よく評価する
方法の開発が盛んである．これらの薬物作用の
特徴は，特定のイオンチャネルのみによるもので
はなく，複数種のイオンチャネルに作用して活
動電位の変調を引き起こすことである．しかし，
これまでの研究の多くは，研究代表者らが進め
てきた半導体微細加工に基づく薬物副作用セ
ンサも含めて，薬物に特に敏感といわれるhERG
チャネルへの抑制作用を指標に副作用リスクを
評価しており，多種のチャネルへの作用の結果
として現れる活動電位の変化を評価する新しい
方法の開発が望まれていた． 
 

 
２．研究の目的 
本研究では，細胞膜の基本構造を成す脂質
二分子膜をシリコンチップ中に人工的に形成し，
その中に活動電位の主要構成要素である Na チ
ャネル（Naｖチャネル）とKチャネル（hERGチャネ
ル）を包埋することにより，世界初の人工膜系で
の活動電位の発現を目指す．さらに，この人工
活動電位への変調作用から薬物副作用を評価
する新しい方法論の提案についても検討する．
また，そのためのボトルネックでもあり，人工脂質
二分子膜に基づくイオンチャネル再構成系の大
きな課題でもあった，イオンチャネルの脂質膜中
への包埋効率が低いという課題の解決にも挑む．
この包埋促進法に基づいて人工活動電位の発
現を目指すとともに，これまでの hERG チャネル
電流に基づく副作用評価法の high throughput
化を進め，本研究の目指す新評価法の精度・確
度・信頼性等について評価する．  
 
 
３．研究の方法 
窒化珪素(SiN)層が堆積されたシリコン基板中
に，滑らかなエッジをもつ微細孔を作製し，その
微細孔中で脂質分子の単分子膜を貼り合せて
二分子膜を形成した．hERG，Nav1.5 チャネルを
それぞれ発現した細胞から膜画分を抽出，ベシ
クル化することにより，チャネル含有リポソーム
（プロテオリポソーム）を調製した．イオンチャネ
ルの脂質二分子膜への包埋は，このプロテオリ
ポソームと脂質二分子膜との膜融合によって行
った．種々の条件下における膜融合確率につい
て比較し，最適な膜融合条件について検討した．
また，活動電位計測の際に必要な電流固定測
定モードを立ち上げ，非常に高抵抗な人工脂質
二分子膜系を用いて電流固定測定モードを可
能にする条件について検討した．また，脂質二
分子膜を多数配列させたアレイ型測定系の設
計と構築を行い，hERG チャネル等のヒトイオン
チャネル電流の同時記録を試みた．  

４．研究成果 
生体チャネルは細胞膜脂質に包まれたリポソ
ームの状態で抽出され，脂質二分子膜との膜融
合によって膜中に包埋される．平野グループで
は自発的な膜融合による hERG チャネルの包埋
に成功しているが，その包埋確率が極めて低い
ことが課題となっていた．本研究では，一過性の
種々の物理的摂動による膜融合促進について3
種類のヒトイオンチャネルを対象に検討した結果，
膜融合時に遠心力を負荷することにより，チャネ
ル包埋確率をこれまでの約 6％から約 70％にま
で向上させることに成功した（Biophys. J. 2016, 
110, 2207.）．この遠心促進法により，人工活動
電位の発現に必須のNaｖチャネル及びhERGチ
ャネルを，ともに約 70％の高い包埋確率で脂質
二分子膜に包埋できるようになった．さらに，こ
の融合過程のメカニズムについて検討し，融合
したプロテオリポソームが脂質二分子膜内でドメ
イン構造を形成し，周りの脂質分子と混じりあわ
ないこと，脂質分子のフォスファチジルエタノー
ルアミンの多いドメインが融合サイトになることを
明らかにした（Sci. Rep. 2017, 7, 17905）． 

上述の遠心力によるイオンチャネル包埋促進
においては，包埋確率を著しく向上できるが，一
部の脆弱な膜は遠心力の負荷により壊れてしま
うことも分かり，更なる膜安定性の向上が必要で
あることが判明した．脂質二分子膜の安定性の
向上のためには，膜面積を小さくするアプロー
チが一般的だが，膜面積の減少はチャネルの
包埋確率も下げてしまう．したがって，膜面積を
減ずることなく膜安定性を向上させることが必須
となる．我々はこのためのアプローチとして，(1)
膜形成場となる微細孔の縁部をテーパー構造と
し，さらにそのナノ・マイクロ構造を制御すること，
(2)膜の保持体となるシリコンチップの表面を修
飾することにより保持体に接していない自立部
分の膜安定性の制御を試みること，の２つの観
点から検討を行った（図）．その結果，(1)微細孔
の縁部が，m スケールのテーパー構造の上に
nm スケールのテーパー構造が重畳した構造を
もつこと，そして(2)シリコンチップ表面が疎水性
かつ疎油性を併せ持つように化学修飾すること
により，脂質二分子膜の安定性を著しく向上で
きることを見出し（Sci. Rep. 2017, 7, 17736., 
Langmuir, in press.），高いチャネル包埋確率と

 

図. 膜安定性向上のためのアプローチ 



高い膜強度とを兼ね備えた脂質二分子膜系を
構築することに成功した．次に我々は，イオンチ
ャネルの共包埋による活動電位の発現と計測を
試みた．しかし，脂質二分子膜の高すぎる膜抵
抗（＞100 G）のために膜電位が計測不能にな
ってしまうという新たな課題に直面した．脂質膜
に作用する化学物質を投与すれば膜抵抗の制
御は可能性だが，薬物に敏感な hERG チャネル
を含有する膜には不適切である．そこで，化学
物質フリーのアプローチについて検討した結果，
適切な大きさの遠心力の負荷により，膜電位計
測が可能なレベルまで膜抵抗を調節できること
を明らかにし，人工活動電位発現における最大
の課題を解決することに成功した． 
この他，hERG チャネル含有膜に基づく副作
用の high throughput 化を進め，多数の二分子
膜から hERG チャネル電流の同時記録を達成し
た（投稿準備中）． また，神経細胞の自発的な
活動電位によって発生する細胞外信号を，細胞
膜の高抵抗性を利用して増幅記録することに成
功した（Appl. Phys. Lett. 2016, 108, 023701.）． 
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