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研究成果の概要（和文）：生体膜においてコレステロールと飽和脂質に富んだ膜ドメイン（ラフト）は、膜タン
パク質の局在や機能調節に大きな役割を果たすと考えられている。本研究は、ラフト領域（lo相）と非ラフト領
域（ld相）が明確なパターンとして形成された人工膜を用いて、ラフトの役割を定量的に評価する手法を開発し
た。ロドプシン光受容体および光シグナル伝達に関与する膜結合型タンパク質群をモデル膜タンパク質として用
いて、人工膜への再構成技術、ラフト親和性定量化技術を確立した。その結果、光活性化されたロドプシンがラ
フト親和性を高めることが示された。これは、ラフトによるシグナル伝達機能調節機構を初めて定量的に評価し
た重要な成果である。

研究成果の概要（英文）：Lipid rafts in the cell membrane are believed to affect various membrane 
functions, including the signaling by G protein coupled receptors (GPCRs). However, the regulatory 
roles of lipid rafts on membrane functions are still poorly understood, partially owing to the lack 
of the methods to quantitatively evaluate the affinity of membrane proteins to lipid raft 
(raftophilicity). We developed a new methodology to gauge the raftophilicity of membrane proteins by
 using a patterned model membrane that has patterned liquid ordered (Lo) and liquid disordered (Ld) 
bilayers. We reconstituted membrane proteins including rhodopsin (Rh) and determined their 
raftophilicities. We found that the raftophilicity of Rh was heightened upon photo-activation, 
suggesting the functional roles of lipid rafts. Patterned model membrane offers a robust and 
scalable platform for systematically and quantitatively studying the functional roles of lipid rafts
 in biological membranes including retinal disc membranes.
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１．研究開始当初の背景 
生体膜は極めて複雑で動的な構造を持って
いる。特に、コレステロールと飽和脂質に富
んだ膜ドメイン（ラフト）は、膜タンパク質
の局在や機能調節に大きな役割を果たすと
考えられている（Simons, Nature 387: 569 
(1997)）。しかし、ラフトが膜機能に果たす役
割は未解明である。細胞膜で多様な信号を受
容する G タンパク質共役型受容体（GPCR）
も、その機能にラフトが関わると考えられて
いる（Zheng, BMC Cell Biol 13: 6 (2012)）。
しかし、ラフトの微小さと動的変化が GPCR
のラフトとの相互作用や機能調節メカニズ
ムの検証を困難にしている。 
このような状況の中で、研究代表者は、生体
膜のモデル系として、ガラス基板に安定なポ
リマー脂質膜を作製し、生体膜の特性を保持
した生体脂質膜とハイブリッド化したパタ
ーン化人工膜を作製する技術を独自に開発
し（Angew. Chem. Int. Ed. 40: 172 (2001)）、
生体膜のラフト領域（秩序液晶相：lo 相）と
非ラフト領域（無秩序液晶相：ld 相）をパタ
ーン化する技術を確立した（Langmuir. 26: 
4126 (2010)）。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、ラフト領域（lo 相）と非ラフト領
域（ld 相）が明確なパターンとして形成され
た人工膜を用いて、ラフトの役割を定量的に
評価する手法を開発した。細胞膜の微小ドメ
イン構造（ラフト）は、膜タンパク質の機能
調節に重要な役割を果たすと考えられてい
る。しかし、膜タンパク質とラフトとの相互
作用が膜タンパク質機能に与える影響を生
きた細胞で定量的に評価することは極めて
難しい。本研究は、ラフト領域と非ラフト領
域への膜タンパク質分配や、両領域における
膜タンパク質の機能を測定することによっ
て、ラフトが膜タンパク質の局在と機能をど
のように調節するかを定量的に評価する新
しい方法論を確立しすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）パターン化人工膜の作製 
ガラス基板にパターン化人工膜を作製した。
光重合性リン脂質（DiynePC）二分子膜を基
板表面に累積し、UV 重合することで安定なポ
リマー脂質膜を作製した。モノマーを除去し
た部位に生体膜由来の脂質膜をベシクル融
合法で導入した。光リソグラフィー技術でポ
リマー膜量を調節することで、 (a)流動性脂
質膜（100％生体脂質）、(b)部分重合膜（生
体脂質とポリマー脂質の混合膜）、(c)ポリマ
ー脂質膜の３領域を作製した。 
 
（２）パターン化人工膜への膜タンパク質の
再構成 
GPCR のモデル分子として、構造・機能解析が

最も進んだロドプシン光受容体（Rh）を用い
た。また、光シグナル伝達に関与する膜結合
型タンパク質群（G タンパク質トランスデュ
ーシン（Gt）、ロドプシンキナーゼ 1（GRK1）、
フォスフォジエステラーゼ 6（PDE6）など）
もパターン化人工膜に再構成し、ラフト親和
性を定量した。タンパク質の調製は、ウシガ
エル（Rana catesbeiana）桿体外節に存在す
る円板膜を用いて行った。人工膜への再構成
は、基板表面にあらかじめ脂質膜を形成して
おき、界面活性剤で可溶化した Rh を加えて
膜内に Rh を導入した。Rh は、蛍光標識され
た Rh もしくは C 末端に特異的な Fab 抗体を
用いて可視化した。また、Rh 二量体、光活性
化さ Rh（Rh*）―Gt 複合体を円板膜表面で形
成してから精製し人工膜に再構成した。 
 
（３）膜タンパク質のラフト親和性測定 
再構成された膜タンパク質のラフト親和性
は、パターン化人工膜における Lo 相・Ld 相
への分配から評価した。流動性膜部位には lo
相、部分重合膜部位には Ld 相が存在するの
で、それぞれの領域での分子密度を全反射照
明による蛍光 1分子観察により測定した。ラ
フト親和性は、Lo 相・Ld 相における分子密
度から、次のように定義した。 
 
P = D(Lo)/ [D(Lo) + D(Ld)] 
 
（P：分配率；D(Lo)：Lo 相における分子密度、
D(Ld)：Ld 相における分子密度） 
 
 
４．研究成果 
（１）Rh および光シグナル伝達に関与する膜
タンパク質群の再構成 
パターン化人工膜に、Rh および光シグナル伝
達に関与する膜タンパク質群を再構成する
技術を開発した。Gt は三量体 Gタンパク質で
あり脂質修飾がされている。水溶液中に加え
られた Gt は膜に結合し膜表面で側方拡散す
ることが1分子蛍光顕微鏡観察より示された。
図１は、Gt の軌跡（黄色い線）と脂質膜蛍光
（Ld 相に特異的に分布する TR-PE）を示した
ものである。TR-PE 蛍光が見られる部位、お
よび見られない部位（円形）には、Lo 相・Ld
相が濃縮されており、両相の間を自由拡散し
ていることが分かる。一方、Rh は 7回膜貫通
型タンパク質であるため、界面活性剤で可溶
化された状態のタンパク質を水溶液に加え
て、界面活性剤濃度を急速に低下させること
で膜への組み込みを行った。再構成を行う際
のセル形態、タンパク質（Rh）、脂質、界面
活性剤の濃度（および相対比）、溶液攪拌、
などの実験条件を最適化することで、Rh分子
の凝集を防ぎ膜に再構成する条件を確立し
た。図１に示されるように、Rh が Lo 相・Ld
相を自由拡散することが観察された。 
他の膜結合型タンパク質（PDE6, GRK1 など）
についても同様の手法でパターン化人工膜



に再構成し、1 分子蛍光観察することに成功
した。 
 

Gt Rh

 
図 1：パターン化人工膜に再構成された Gt お
よび Rh の 1 分子蛍光観察画像。Gt, Rh 軌跡
（黄色い線）および脂質膜（Ld 相に特異的に
分布する TR-PE）が示されている。円形区画
のサイズは 4μm。 
 
 
（２）再構成された Rh の光受容機能 
再構成されたRhの膜内における拡散速度を、
1分子蛍光軌跡の Mean square displacement 
(MSD)により解析することで評価した。Rh の
拡散速度は、膜の脂質組成（DOPC もしくは
DOPC/ DPPC/ Chol）によって大きく変化した。
また、再構成された Rh が本来の光受容機能
を保持していることは、Rh と Gt を同時に再
構成して、光照射に伴う Rhと Gtとの結合（Gt
拡散速度の低下）、および GTP 添加に伴う Gt
の Rh からの脱離（Gt 拡散速度の大幅な上昇）
を観察することから示された（図 2）。一般に
基板表面に吸着した脂質膜に膜貫通型タン
パク質を組み込むことは難しいとされる。従
って、本研究で GPCR の一種である Rh を、側
方拡散、機能を保持してパターン化脂質膜に
組み込めたことは極めて重要な成果である
と言える。この成果は、2015 年に Biophysical 
Journal 誌に発表した（主な発表論文(5)）。 
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図 2：パターン化人工膜に Gt と Rh を再構成
して Gt の拡散速度を測定した。（A）光照射
による変化、（B）光照射および GTP 添加によ
る変化、（C）光照射なしで GTP 添加した際の
変化。 
 

（３）Rh および光シグナル伝達関連分子のラ
フト親和性 
Rh および光シグナル伝達関連分子のラフト
親和性は，パターン化人工膜における Lo 相・
Ld 相への分配から評価した。Rh 単量体、Rh
二量体、Rh*-Gt 複合体のラフト親和性は、
0.19, 0.62, 0.41 であった（図 3）。二量体
および光活性化された Rh（Rh*）と Gt の複合
体が高いラフト親和性を持つことは、ラフト
の機能的役割を示唆する極めて重要な結果
である。光を受容した Rh*と Gt の複合体が高
いラフト親和性を持つことはこれまでに生
化学的に示されている（J.Biol.Chem. 276: 
20813, (2001)）が、定量的な評価は初めて
である。 
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図 3：Rh 単量体、Rh 二量体、Rh*-Gt 複合体
のラフト親和性。 
 
 
また、Gt、Gt-αサブユニット（Gαt）、PDE6 
のラフト親和性は 0.27、0.19、0.03 であっ
た。これらの結果は、PDE6 が円板膜において
非ラフト領域（辺縁部）に局在すること、光
活性化した Rh に結合して GTP により脱離し
た Gαt が辺縁部に移行するという観察結果
と一致している。さらに、活性化された Rh
をリン酸化して光シグナル伝達を負に調節
する GRK1 も比較的低いラフト親和性を持つ
ことが明らかになった（0.16）。この結果は、
光活性化されたロドプシンがラフトに局在
することで、リン酸化効率が下がり、結果と
してシグナル増幅効率が増大することを示
唆している。 
 
現在は、円板膜を用いた計測、および反応速
度モデルを用いた in silico 解析を行って、
人工膜で得られたラフトによる機能調節機
構を実証しようとしている。この効果が証明
されれば、ラフトによるシグナル伝達機能調
節機構を初めて定量的に評価した重要な成
果になるものと考えられる。 
 
 
 
（４）GPCR および GPI-アンカー型膜タンパ
ク質（GPI-AP）の再構成とラフト親和性評価 
ロドプシンと光シグナル伝達関連タンパク



質分子以外にも、細胞内で多様な機能を司る
GPCR と GPI-AP についてラフト親和性を定量
する技術の開発を行った。GPI-AP については、
蛍光タンパク質（GFP）GPI アンカーとを結合
しキメラ分子を作製し、細胞発現、精製、再
構成する技術を確立した。また、GPCR として
は、ドーパミン受容体をモデル分子とした検
討を進めた。これらの分子は、ロドプシンな
どに比べて得られるサンプル量が小さいた
め、従来の界面活性剤に可溶化した状態では
なく、より効率的に膜タンパク質を再構成す
ることが重要であることが分かった。この点
を踏まえて、現在、本研究の後継研究課題（基
盤研究 B（一般））において、大量発現・精製
が難しい哺乳類膜タンパク質の再構成およ
びラフト親和性定量化技術の開発を進めて
いる。 
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