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研究成果の概要（和文）：本研究では、イオンチャネルの機能を効率良く解析できるプラットフォームを構築す
ることを目的とした。まず、マイクロチップ上で人工的に細胞膜を形成する技術を基盤とした膜プラットフォー
ムの製作・集積化を行い、次にその膜の中に効率良く標的となるイオンチャネルを再構成する手法開発に取り組
んだ。開発プラットフォームの実用性を検証するため、創薬で重要とされるイオンチャネルについて阻害剤・亢
進剤を用いた機能評価を行い、特に一分子計測においてその有用性を示すことができた。本成果を受けて、提案
システムを新規のイオンチャネル解析プラットフォームとして実用化することを目指している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a high-throughput platform for analyses of ion 
channel functions. A cell membrane model was artificially reconstructed on a microchip, in which we 
optimized the efficiency and reproducibility of the membrane formation and integrated the number of 
the membrane on a single chip. Accordingly, we examined reconstitution techniques of ion channels 
into the membrane on the chip, and finally verified the developed platform using functional assays 
of drug-target ion channels. The results demonstrated the feasibility of our platform, especially 
for precise ion channel analyses with a single-molecule level. Based on the developed technologies, 
we continuously improve the performance of the platform, hoping for practical use in drug screening 
of ion channels.

研究分野：生体融合MEMS、膜タンパク質チップ、構成的組織形成工学
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１．研究開始当初の背景 
イオンチャネルは細胞膜上に存在する膜タン
パク質であり、K+、Na+、Ca2+、Cl-等のイオンを選
択的に透過させ、膜電位の維持・変化を担って
いる。神経伝達系や感覚受容機構、心筋拍動
周期などに関与し、生命維持に重要な膜タンパ
ク質群である。創薬においては薬効（薬剤の標
的として効用があるか）と薬害（副作用を及ぼさ
ないか）の両面で重要とされ、中でも hERG チャ
ネルは心拍制御に深く関わっており、全ての新
薬に対する安全性薬理試験が日・米・欧の各国
において省令で定められている。その一方で、
イオンチャネルの機能計測に欠かせない電気生
理技術は、訓練された技術者がガラス細管を細
胞に押し当てて計測する古典的パッチクランプ
法が今も主流であり、一日当たりに取得できるデ
ータ数も極めて少ない。こうした計測技術革新の
空白はイオンチャネルを標的とした創薬の発展
を遅らせている一因と考えられる。 
人工的に形成した脂質二重膜（Bilayer Lipid 

Membranes, BLMs）に膜タンパク質を再構成す
る人工細胞膜システムは、こうした従来の培養細
胞を用いた研究手法に比べ、標的膜タンパク質
の純粋な機能（例えば、薬剤応答性など）を観
測できるほか、低コスト化や短時間化の面でも利
点を持つと考えられており、学術研究のみなら
ず、創薬やバイオセンサ開発においても活用が
期待される技術である。1960 年代の刷毛塗り法
による脂質二重膜（黒膜）形成法に始まり、近年
では、安定で再現性の良い BLM形成技術を目
指してマイクロ流体技術を応用した膜デバイス
が多く開発されている。 

2006 年に我々が発明した接触法（Droplet 
Contact Method, DCM）は、簡単に再現良くかつ
迅速に BLM を作成することができる。接触法は、
脂質分子を分散させた有機溶媒中に水滴が存
在すると、その表面に両親媒性の脂質の単分子
膜が自己組織化によって形成され、この水滴 2
つが接触する界面では単分子膜が重なり合って
脂質二重膜となることを利用している（図 1）。
2006 年の初報以降、様々な研究グループで接
触法を応用した研究が行われるようになった。
我々はこの接触法を応用したこれまでの研究を
通して、イオンチャネル機能を一分子レベルで
効率的に計測できるデバイスの基盤技術を研
究・開発してきた。将来的にはこれらの成果を更
に展開し、イオンチャネルを標的とした新規薬剤
開発を効率化する評価システムを構築すること、
すなわち薬剤候補物質に対するイオンチャネル
の活性を高感度・高再現性・高速に機能評価す
るシステムを創ることを目指している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々がこれまでに研究を行って
きた人工脂質二重膜形成方法を発展させ、より
汎用的なマイクロデバイスを作製し、そのデバイ
スにイオンチャネルを再構成することで、イオン
チャネルの機能を高速・並列に解析可能なプラ
ットフォームの基盤技術を構築することを目的と
した。 

３．研究の方法 
(1)イオンチャネル機能解析デバイスの作製 
脂質二重膜を簡便・迅速かつ再現良く形成で
きるマイクロデバイスの研究を行った。評価デバ
イスには、イオンチャネルを再構成し機能計測を
行うため、脂質二重膜を安定的に形成できなけ
ればならない。また、微小電流（ピコアンペアレ
ベル）を高い時間解像度（マイクロ～ミリ秒）で計
測するため、脂質二重膜およびデバイスに良好
な電気的特性が求められる。これらを目的とした
デバイスの作製と評価を行った。 

 
(2)イオンチャネル機能解析デバイスの評価 
マイクロデバイス上に形成された脂質二重膜
に対して、イオンチャネルを再構成し機能計測
を行うことで、デバイスの評価を行った。まず、標
的となるイオンチャネルを効率良くデバイス中の
脂質二重膜に再構成するための条件について
検討した。その後、イオンチャネルの機能観測を
通してデバイスの性能評価を行い、デバイスの
構造等の最適化のためのフィードバックを行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1)イオンチャネル機能解析デバイスの作製 
接触法による脂質二重膜は、当初、液滴同士
が直接接触した全面に形成していた。しかしな
がら、脂質二重膜はおよそ 5 nm と薄く、膜面積
の増大と共に容易に不安定化し破裂する。そこ
で、液滴間にセパレータ（隔壁）を設置し、セパ
レータに設けたマイクロ孔で液滴が接触するよう
にすることで膜面積の制限を行った。膜面積の
制限により、脂質二重膜の固有振動数は高周
波数側に変化し、生活周波数域（～50 Hz）での
安定性が向上することを実験的に明らかにし
た。 
また、膜面積の制限は電気的特性にも貢献
することが知られている。脂質二重膜は、コンデ
ンサとしての性質を持つ。このため、イオンチャ
ネル（膜タンパク質）の開閉に伴う速いイオン電
流変化に対して充電を起こし、イオンチャネル本
来の機能を隠してしまう。静電容量は膜面積に
比例するため、膜面積が小さいほどイオンチャ
ネルの機能解析に適する。 
一方で、脂質二重膜の形成率は、膜が形成さ
れるマイクロ孔の直径とセパレータの厚みに関
係することも実験的に分かってきた。すなわち、
セパレータの厚みに対してマイクロ孔の直径が

図 1. 液滴接触法による脂質二重膜の形成原理。 



小さくなりすぎると、マイクロ孔で液滴同士が接
触できなくなるためと考えられる。マイクロ孔の径
を微細化し、膜面積を小さくするためには、セパ
レータの薄膜化も必要であることが明らかとなっ
た。このため、マイクロ孔を設ける部分の材料と
して 5 μm厚のパリレン（poly(chloro-p-xylylene)）
を用い、さらに液滴接触部の近傍を除いてアクリ
ルフィルムで補強することで、自立性を有するセ
パレータを作製した。マイクロ孔の直径は 100 
μm として、脂質二重膜の形成位置の不確定性
を補うために複数のマイクロ孔を設けた。 
他方、脂質二重膜を多量に形成する手法とし
て、液滴同士を物理的に接触させるデバイスを
考案した。これまでの接触法では、液滴の滴下
と同時に液滴同士が接触するようにウェル形状
を規定していた。一方で、油中液滴をひとつず
つ別個に作成しておき、続いてそれらを接触さ
せることで、迅速に膜形成が行われることを明ら
かにした。4 対のウェルを設けたデバイスにおい
て、30分間で 250以上の膜形成が可能であるこ
とを示した。この手法を更に発展させることで、イ
オンチャネルの機能解析を高速化するデバイス
の開発につながるものと考えられる。 
イオンチャネルを用いたデバイスの評価を通
して、デバイスの使用回数には制限があることが
分かった。これは、実験で使用するタンパク質な
どによるデバイスの汚濁が原因の一つと考えら
れた。イオンチャネルの機能解析を行う際には、
複数のデバイスを製作・使用する必要があるた
め、製作デバイスの再現性や、製作工程の簡略
化も重要な研究課題となった。 
デバイスは、基材となるアクリル板と電極材料
（銀、アルミなど）、セパレータからなる。研究開
始当初は、アクリル部品の点数も多く、また真空
蒸着を用いた電極配線や部品の接着工程が複
数存在していたため、製作工数がかかり、デバ
イスの再現性も低いものとなっていた。そこで、
デバイスの設計要件は保存しつつ、製作工程を
簡略化するための設計変更を行った。図 2a に
示すように、ウェルを設けた基板を主部品として、
ウェル底面にスルーホール電極を埋設した。こ
れにより、配線作業が不要となった。部品の接着
についてもセパレータ以外の接着工程を不要と
なるよう変更した。セパレータ作製工程において
も治具を導入し、均一な部品を効率良く得られ
るように見直した。 
ウェル底面の銀塩化銀電極は、イオンチャネ
ルを介したイオン電流をパッチクランプ増幅器に
よって観測するために使用する。改良したデバ
イスでは配線をなくしたため、増幅器と接続する
ための専用マウンタを新たに製作した（図 2b,c）。
マウンタは、デバイス設置部分にコンタクトピンを
配列させた構造とした。コンタクトピンを採用する
ことで、デバイス底面の電極との接触・通電の信
頼性を確保した。デバイスで得られたイオンチャ
ネル電流は、マウンタ上のコンタクトピン、出力
端子を介して増幅器において観測される。デバ
イスに直接リード線を接続する必要がなくなった
ことで、作業性の向上のみでなく、電気的・物理
的要因のノイズ低減効果も得ることができた。 

上記の研究開発により、製作の再現性が高く、
工数も十分に短いイオンチャネル機能計測デバ
イスのプロトタイプをつくることができたと考えて
いる。しかしながら、製作するマイクロデバイスの
実用化においては、セパレータの材料費・製作
過程が高額であることから、特にセパレータの材
料や製作工程について更に検討を進めている。 
 
(2)イオンチャネル機能解析デバイスの評価 
機能解析の標的となるイオンチャネルを、デ
バイス中の脂質二重膜に再構成する条件につ
いて検討を行った。一般的に、標的イオンチャ
ネルは、培養細胞で発現した後、直径 100 nm
程度の微小な脂質膜小胞（リポソーム）に再構成

図 2. (a, b) 製作した脂質二重膜デバイスと増幅
器に接続するためのマウンタ。(c) デバイスの
ウェルに設けたスルーホール型の銀塩化銀電極
にマウンタのコンタクトピン（金色）が接触し、
通電する構造となっている。 



したプロテオリポソームをサンプルとして用いる。
液滴中にプロテオリポソームを混合することで、
デバイス中の脂質二重膜とプロテオリポソームは
自発的に融合し、脂質二重膜にイオンチャネル
が再構成される。この再構成を効率化するため、
プロテオリポソーム内部の浸透圧を調整した。プ
ロテオリポソーム内部の浸透圧が高いほど、脂
質二重膜との融合が促進される。その一方で、
融合頻度が高くなりすぎると脂質二重膜が破壊
されることも分かった。液滴中のプロテオリポソー
ム濃度についても同様にイオンチャネル 1 分子
のシグナルを得るための最適条件があることを
明らかにした。 
本研究では、従来使用していたペプチドやバ
クテリア由来タンパク質（いずれもシグナル取得
が容易とされる）を離れ、創薬の標的となるような
ヒト由来イオンチャネルを用いたデバイス評価を

実施した。製作したデバイスやマウンタの性能評
価をイオンチャネルの機能解析を通して行った。
イオンチャネルの再構成効率や取得した電気的
シグナルの品質など、計測結果をフィードバック
することで、プラットフォームの設計・最適化に反
映させた。 
上記のデバイス改良・評価の流れの中で、培
養細胞からの標的イオンチャネルを含むプロテ
オリポソームの調製法、導入法の検討について
も継続して検討した。これは、デバイス中の脂質
二重膜に対するイオンチャネルの導入条件が
個々のイオンチャネルに依存することが分かっ
てきたからである。その要因として、イオンチャネ
ル固有の構造による場合や、発現効率の度合
い、あるいは脂質分子が関係する場合などが考
えられた。これらについて深い知見を得るには
多くのイオンチャネルについて検討を重ねること
が不可欠であるため、共同研究先などから提供
を受けたイオンチャネルについて広範に再構成
条件を探索した。 
本研究の成果として、創薬スクリーニングにお
いて不可欠な hERGカリウムイオンチャネルのシ
グナル取得の成功が挙げられる。その他にも、
共同研究先から薬剤標的となるイオンチャネル
の提供を受け、それらの 1 分子レベルの機能観
測に成功している。本プラットフォームの特長は、
膜タンパク質 1分子レベルの精密機能解析が可
能である点、また培養細胞系では困難なイオン
チャネルの評価や評価条件を設定できる点にあ
る。こうした特長を示すイオンチャネル機能解析
結果の蓄積を行い、本プラットフォームのアプリ
ケーションノートの作成・拡充を進めている。 
 
(3)センサへの成果展開 
本研究を通してデバイスにおける脂質二重膜
形成の確実性や迅速性が高くなったことで、創
薬支援技術としてのイオンチャネル機能解析プ
ラットフォームに留まらない成果の展開を考える
ことができるようになってきている。その一つとし
て進めているのがセンサへの応用である。 
我々は、本研究以前にDNAアプタマーとナノ
ポアタンパク質を組み合わせた人工細胞膜コカ

図 5. 携帯型のセンサを目的とした試作チッ
プ・計測システム。現在、チップの簡易化や計
測器の無線化を進めている。 

図 3. (a-e) 製作したデバイスを用いたイオンチ
ャネルシグナル計測例。Sci. Rep. 2013, 3, 
1995. Copyright 2013 Nature Publishing Group. 
 

 

 

図 4. hBK チャネルに対する阻害剤イベリオト
キシン（IbTX）の影響。イオンチャネルの細胞
外側（上）、細胞内側（下）からそれぞれ作用さ
せたときのシグナル変化の様子を示している。
細胞外側のドメインにイベリオトキシンが作用
しイオンチャネルの阻害が起こることが分か
る。Sci. Rep. 2013, 3, 1995. Copyright 2013 
Nature Publishing Group. 



インセンサを提案した。DNA アプタマーとは、特
定の配列を持つことで標的分子に対して特異的
に結合し、複合体となる DNA である。脂質二重
膜に再構成したナノポアタンパク質において、
標的となる分子がない場合はナノポアを通過す
るイオン電流が観測できるが、標的分子の存在
により複合体が形成されるとナノポアを閉塞し、
電流が観測できなくなる。この差異から標的分
子を検出できる。このアプタマーとナノポアを利
用した標的分子検出原理を、本研究で最適化し
たデバイスと組み合わせ、匂い分子（揮発性有
機分子）検出デバイスを開発している。また、屋
外利用や携帯可能なデバイス・計測システムの
開発も行っており、試作機を製作した（図 5）。こ
れら成果をもとに、住友化学株式会社と連携し、
災害時の人検知を目的とした匂いセンサ研究開
発（NEDO委託事業）へと成果展開している。 
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