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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞膜に局在する膜タンパク質を計測するための新しいサンプリング法と
して、基板上に作製した脂質二分子膜に生体細胞を融合させる技術を確立し、その手法を活用した細胞膜の膜タ
ンパク質分離、並びに計測方法を開発することを目的とした。基板上に細胞膜を展開し、それを観測するための
全反射蛍光観察システムを作製し、それを用いた脂質固定化膜形成の観察、平面化した細胞膜の観察を行い、細
胞膜に局在する膜タンパク質の計測法開発を行った。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed the development of the method to incorporate 
membrane proteins in real biological cells into supported lipid bilayers and its application to the 
separation and determination of the membrane proteins.  We constructed a system for observing total 
internal reflection fluorescence.  We fabricated the supported lipid bilayers and incorporated 
biological cells into the supported lipid bilayers in order to develop the analytical method of the 
membrane proteins localized in biological cell membranes.

研究分野： 分析化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 膜タンパク質計測の重要性 

膜タンパク質は生体細胞の構造維持、物質

移動、情報伝達などの様々な役割を果たす極

めて重要なタンパク質である。例えば、細胞

内のイオン濃度を調節するイオンチャンネル

や異物を排出する膜輸送体はいずれも膜タン

パク質であり、細胞の生命維持に重要な役割

を果たしている。したがって、生命活動の機

構解明には、機能を維持したままで膜タンパ

ク質を計測、分離する方法を開発することが

重要な課題である。 

(2) 従来の計測法とその問題点 

従来法の問題点は、いずれの方法でも膜タ

ンパク質を界面活性剤により変性させなけれ

ばならない点にある。現在、主流となってい

る膜タンパク質の計測法は、界面活性剤によ

り膜タンパク質を可溶化し、ウエスタンブロ

ッティングなどにより測定するものである。

しかし、この方法では、膜タンパク質は変性

してしまうため、その機能を評価することは

できない。我々もまた、キャピラリー電気泳

動／レーザー励起蛍光検出法に基づくがん細

胞の膜輸送体タンパク質、MRP1の分析法に関

する研究を行ってきたが、MRP1の抽出は変性

条件で行わなければならず、機能評価の研究

に発展させることはできなかった。 

一方、膜タンパク質の分離精製の多くは、

遺伝子工学的な手法を用いるものである。こ

の方法は、目的とする膜タンパク質にヒスチ

ジンタグ（His-tag）を融合した組換え膜タン

パク質を大腸菌などで発現させ、可溶化、精

製、リポソームへの再構成などを行うもので

ある。この方法は目的とする膜タンパク質の

みをHis-tagにより捕捉して精製するため、純

度の高い膜タンパク質を得ることはできるが、

操作が煩雑、高度な技術が必要でコストが高

い、構造が実際の発現タンパク質と完全に同

じではない、などの問題点がある。また、遺

伝子工学を用いる場合でも、抽出には界面活

性剤による可溶化が必要であり、変性を生ず

る可能性がある。 
 
２．研究の目的 

本研究では、膜タンパク質分析における障

害となっている界面活性剤での可溶化法を

用いず、細胞膜にある状態のままで基板上に

作製した脂質二分子膜に融合させ、分離、計

測する方法を開発する。すなわち、基板上に

作製した脂質二分子膜に、直接、細胞を融合

させる方法を開発し、その膜内で細胞膜タン

パク質を分離、計測する方法を確立する。 

脂質二分子膜を利用した脂質や脂質結合

タンパク質の分離法として、近年、流体力学

的な駆動力や電気泳動現象を利用して分離

や濃縮を行う方法が考案されている。例えば、

Tanaka らはガラス基板上の高分子薄膜上に

脂質単分子膜を積層し、脂質膜に埋め込んだ

タンパク質を流体力学的に移動させること

に成功した[1]。一方、Graves ら[2]や Monson

ら[3]は、基板に保持した脂質二分子膜上に脂

質結合タンパク質を分散させ、電気泳動によ

り移動できることを示している。しかし、実

際に細胞の膜タンパク質を分離した例はな

く、いずれの場合も、モデル化合物に限られ

ている。これは細胞膜の膜タンパク質を直接

サンプリングする方法がないことに起因す

る。事実、これまで、脂質二分子膜に細胞を

融合させる研究は行われていない。したがっ

て、本研究で初めて、細胞融合により膜タン

パク質をサンプリングする研究に取り組ん

だ。 
 
３．研究の方法 
プリズムを利用した全反射照明蛍光観察シ

ステムを作製し、これを利用して、ガラス表

面での脂質支持膜形成、脂質支持膜に細胞小

胞が取り込まれる様子を観察した。脂質支持

膜形成はリポソームによる自己組織化を利用

して行った。蛍光脂質で標識したリポソーム

を調製し、これを観察セル内に導入し、観察



セルのガラス基板表面に脂質膜が形成される

様子を観察した。 

作製した脂質支持膜に細胞膜を融合させる

ために、細胞を小胞化し、リポソームと混合

することで、リポソームと同時に細胞小胞を

ガラス基板上に平面化させる方法を検討した。

また、新たな方法として、ガラス基板上に培

養した細胞を高濃度の塩溶液に浸し、浸透圧

により細胞内部の水を放出させて細胞を平面

化する方法について検討した。 

 
４．研究成果 

細胞膜に局在する膜タンパク質を計測する

ための新しいサンプリング法として、ガラス

基板上に作製した脂質二分子膜に生体細胞を

融合させる方法について検討した。まず、ガ

ラス基板上に脂質二分子膜を作製するために

、リポソームを利用した自己組織膜の作製法

について検討した。自作の全反射蛍光顕微鏡

を用い、リン脂質であるジパルミトイルフォ

スファチジルコリン(DPPC)と蛍光標識脂質で

あるローダミン修飾フォスファチジルエタノ

ールアミンから成るリポソームを作製し、こ

れを用いてベシクル融合法により基板表面に

脂質支持膜を作製した。脂質支持膜形成のた

めのリポソーム量の最適化を行った結果、最

適条件は、蛍光脂質含有率が1%以下，脂質濃

度が10 mM 以上であることがわかった。 

この脂質支持膜への細胞の融合を蛍光観察

するために、細胞をオクタデシルローダミンB 

(R18)で染色し、細胞の小胞化と脂質支持膜へ

の融合実験を行ったが、融合を確認すること

はできなかった。これは細胞膜と脂質支持膜

の脂質組成が異なるためであると予想された

。そこで、実験に用いているHeLa細胞の細胞

膜組成に近い脂質を用いてリポソームを作製

し、これを用いた脂質支持膜の作製について

検討した。フォスファチジルコリン、フォス

ファチジルセリン、フォスファチジン酸、コ

レステロールを混合した脂質を用いて脂質支

持膜の作製を行ったところ、フォスファチジ

ルコリン単独の場合よりも早い膜形成が確認

された。 

次に、細胞を小胞化し、細胞膜と同じ組成

の脂質支持膜上に細胞小胞を融合させる方法

について検討した。しかしながら、培養した

HeLa細胞を小胞化して脂質支持膜上に展開

した結果、融合を確認することはできなかっ

た。さらに小胞作製の際にリポソームを添加

し、細胞小胞にリポソーム形成用の脂質を取

り込むことで、リポソームと細胞小胞から成

る膜の形成を試みたが、膜形成には至らなか

った。この原因は、細胞小胞とリポソーム間

の相互作用が弱いためであると予想された。 

そこで新たな手法として、ガラス基板上に

付着させたがん細胞に高濃度の電解質溶液を

加え、浸透圧により細胞内部の水を排除し、

平面化する方法について検討した。明視野観

察下で、ガラス基板に付着させた細胞に5 M 

NaCl水溶液を添加したところ、細胞内の水が

細胞外に放出され、平面化する様子が確認で

きた。そこで、長鎖アルキル基をもつ蛍光性

分子（C18-Rhodamine）で細胞膜を染色し、暗

視野で観察したところ、細胞表面からの均一

な蛍光信号を得ることができなかった。この

結果は、細胞の平面化が不十分であるため、

エバネッセント光が細胞表面まで到達できな

いことを示している。すなわち、高濃度電解

質溶液による平面化では、細胞の厚みがエバ

ネッセント光の染み出し距離よりも暑いこと

を示唆している。 

一方、C18-Rhodamineで染色した細胞を、純

水で処理して細胞内に水を吸収させて球状化

させたところ、驚くことに細胞表面全体から

強い蛍光信号が確認された。水を吸収させた

細胞は、エバネッセント光の染み出し距離よ

りも十分に膨らんでいるにもかかわらず、細

胞表面のC18-Rhodamineを励起することが可

能であった。この現象はおそらく、全反射し

たレーザー光がWhispering Gallery Mode の

ような伝搬モードにより、球状化した細胞の



細胞膜を伝搬し、細胞膜内に光が封じ込めら

れた結果によるものと予想されるが、現段階

ではその機構は明らかではない。今後、この

偶然に発見した興味深い現象について、調査

を進めていく予定である。 

この一連の研究によって得られた結果は、

新しい研究手法により得られたものであり、

リポソームと細胞小胞の融合には、結合タン

パク質などを利用した能動的な結合形成が必

要であることを示唆するものである。すなわ

ち、細胞膜内に存在する膜タンパク質が細胞

の融合における重要な役割を果たしているこ

とを示すものであり、細胞膜の平面化のため

には、細胞膜内のタンパク質と結合する物質

をリポソーム内に埋め込むことが有効である

ものと予想される。この方法を実現ことで、

細胞膜の脂質支持膜への融合が可能になるも

のと期待される。また、本研究により、球状

化した細胞にエバネッセント光を照射するこ

とで、細胞膜表面に光を封じ込めることがで

きる可能性が示唆された。その機構は未解明

であるが、これは新しく発見された極めて興

味深い現象であり、今後の研究の展開が期待

される。 
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