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研究分野： 
科研費の分科・細目： 
キーワード：膜タンパク質，マイクロデバイス，マイクロチャンバ，MEMS，MicroTAS，Lab on a 

Chip 
１．研究計画の概要 
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
することを目的とする。具体的には、マイク
ロ・ナノ加工技術を利用して、膜形成のため
の小孔を作製し、再現性や安定性の向上を図
る。 
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。 そこで、こ
こではマイクロ・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を実
現する。マイクロ加工により、小孔のサイズ
を調整し、平面膜の安定化を図る。また、微
小流路と組合せ、脂質の量や液体導入圧力を
制御し、再現性を向上させる。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
行えるシステムを世界初で開発する。さらに
ここでは、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する。 

 
２．研究の進捗状況 
平面膜チップの研究に関しては、マイク
ロ・ナノ加工技術を利用して、微小孔のアレ
イを作製し、その孔に膜を形成することで、
再現性、安定の問題に取り組んでいる。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。 
また、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
で覆うこともできるようになってきた。 
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ている。 
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 膜の実験では、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
計測できることが分かってきた。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できるようにな
ってきた。また、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
図っている。 
 誘電泳動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
討することでを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． 
 
４．今後の研究の推進方策 
 おのおのの要素技術が確立してきたので、
さらにシステムとしての完成度を高める研
究を推進していく。さらに、今後は領域内の
他の研究者との共同研究を進め、実際に膜サ
インエスに利用可能なマイクロデバイスを
実現する。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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