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研究成果の概要（和文）：細胞膜モデル系である脂質二重膜内において、複数の膜タンパク質分子および周囲の
脂質分子によって作られる活性状態と、その分子レベルのメカニズムを解明することを目的とした。支持脂質二
重膜(SLB)を用い、培養細胞系と無細胞タンパク質合成系それぞれにより取得したチャネルタンパク質を再構成
し、その分布と構造を観察した。SLB内において細胞膜由来の成分が独立したドメインを形成すること、その再
構成過程における膜内微小ドメインの役割を明らかにし、再構成機構を説明するモデルを提案した。無細胞合成
で発現したチャネルタンパク質の膜内分子配向が、再構成過程に依存して変化することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This project aimed to elucidate the active state created by a plurality of 
membrane proteins and surrounding lipid molecules, and relating phenomena using a cell membrane 
model system. We reconstructed ion channel proteins that were obtained from cultured cells and 
cell-free protein synthesis system, in supported lipid bilayers (SLBs). Distribution and molecular 
structures of lipids and membrane proteins were observed by fluorescence microscopy and atomic force
 microscopy. We propose a model to explain the mechanism of reconstitution by clarifying the role of
 cell membrane derived components in SLB. We revealed that the role of intra-membrane microdomains 
in the reconstitution process. It is revealed that the molecular orientation of the channel protein 
expressed by cell-free synthesis varies depending on the reconstitution process.

研究分野：界面物理化学
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１．研究開始当初の背景 
 生命活動は細胞内外での情報・物質・エネ
ルギーのやり取りで成り立っており、その授
受は細胞膜と膜タンパク質を介して行われ
ている。細胞膜反応においては脂質と膜タン
パク質が作る 2 次元集合体(クラスター・ド
メイン等)内で複数の分子が協奏的に働くこ
とによって反応の on/off 制御や高効率化と
いった機能が発現する。代表的な膜タンパク
質であるイオンチャネルのイオン電流計測
に お い て は 、 複 数 の 分 子 が 協 同 的 に
open/close する「バースト」現象が報告され
ている。研究代表者がこれまで用いてきた人
工脂質二重膜系と分子観察技術を用いるこ
とで、脂質分子と膜タンパク質複合体による
機能発現の機構を明らかにすることができ
ると着想した。 
２．研究の目的 
 イオンチャネルタンパク質を対象として、
天然物由来の脂質とタンパク質で作製した
生体膜モデル反応場を用いることとした。培
養細胞の全細胞膜成分を抽出して使用する
ことで、細胞膜に含まれる脂質・タンパク
質・糖鎖がほぼ全て含んだ系を作製すること
ができる。また、天然物から抽出した脂質を
用いて作製した脂質二重膜に無細胞合成系
を用いて発現した膜タンパク質を再構成す
ることで、脂質組成は天然に近い条件で純度
の高いタンパク質は取得することが可能で
ある。天然抽出物をそのままブラックボック
スとして用いるのではなく、培養細胞系と無
細胞タンパク質合成系を併用して制御下で
の複雑化を行った。固液界面に形成される人
工 脂 質 膜 系 で あ る 支 持 脂 質 二 重 膜
(supported lipid bilayer: SLB)を用いて、天
然物由来の脂質とタンパク質からなく生体
膜モデル系を構築し、イオンチャネルとその
周囲の脂質分子の分布および構造を明らか
にすることを目的とした。 
３．研究の方法 
 細胞から抽出したプロテオリポソーム
(PL)および、無細胞合成法によって調製した
PL を SLB 系に再構成する。あらかじめ作製し
た SLB に PL を融合する方法および、PLで SLB
を作製する方法を用い、それぞれの手法で作
製した SLBについて膜内分子分布と分子構造
を蛍光顕微鏡および原子間力顕微鏡(AFM)を
用いて観察した。膜タンパク質の失活を防ぎ、
また機能を制御するために SLBの固体基板表
面の化学修飾による制御と、電位感受性色素
による評価を行った。 
４．研究成果 
(1) 細胞由来 PL の SLB への融合と分子分布 
 チャネル電流計測に用いられる黒膜系と
同組成の SLB を作製し、細胞由来のプロテオ
リポソームが融合する過程をその場観察し
た。Chinese hamster ovary (CHO)細胞由来
の PL 成分が周囲と分離してドメインを形成
すること(図 1a)、SLB 中に存在する微小ドメ
インが融合サイトとして働いていることを

明らかにした。また、human embryonic kidney 
(HEK293)細胞由来の PL 用いた観察を行い、
PL の融合とドメイン形成は同様に進行する
ものの(図 1b)、形成されるドメインの分布と
数密度が CHO細胞由来のものとは大きく異な
ることを見出した。 
膜融合過程に関して得られた実験結果か

ら、以下のことが明らかになった。(1) 
PC+PE+Chol-SLB 内では脂質分子が側方拡散
していた；(2) 膜融合は特定のサイトから進
行し、そのサイトは PC+PE+Chol-SLB 内に AFM
で観察される微小ドメインであった；(3) PL
融合後の PC+PE+Chol-SLB 領域には微小ドメ
インが観察されず、PL 由来のドメインは境界
付近に膜タンパク質が少ない領域が存在し
た；(4) 細胞種によりドメインの密度と大き
さが異なった。これらの結果をもとに、膜融
合の機構として、SLB への PL の融合過程には
①微小ドメインへの PL 融合と、②その後の
分子側方拡散を介した微小ドメインの消失、
の 2 つの素過程が含まれていると考察した。
この機構に基づく速度論モデル(図 2)を構築
してドメイン成長のシミュレーションを行
った結果から、①の膜融合過程の速度定数の
違いによって少数のドメインが大きく成長
する(CHO 細胞由来、図 1a)か、多数の小さな

図2. SLBへの PL融合過程と速

度論モデル。 

図 1. (a)CHO 細胞、(b)HEK293 細胞由来

PL 融合後の SLB の蛍光顕微鏡像。 

a
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ドメインが生じるか(HEK293細胞由来、図 1b)
の違いを説明することができた。 
 
 (2) 無細胞合成 PL の SLB 系への再構成 
 多くのイオンチャネルは整流性を持つた
め，人工脂質二重膜系においてイオンチャネ
ルが再構成されるか向きを知り、制御するこ
とは重要な課題である。無細胞合成法によっ
て調製したイオンチャネル(KAT1)を含有す
る PL を用いて SLB にイオンチャネルを再構
成し、AFM 観察することで、イオンチャネル
の分子配向について調べた。あらかじめ形成
した支持脂質二分子膜に PLを融合させると、
PL 内に含まれる膜タンパク質は PL 外側の膜
外領域が上側を向く”outside-up”の配向
を取ると予想される(図 3a)。一方，PL を基
板上で開裂させて SLB を作製すると，PL内に
含まれる膜タンパク質は PL 内側の膜外領域
が SLB 上側を向く”inside-up”の配向を取
ると予想される(図 3b)。 
 KAT1を再構成したSLB内にはAFM形状像に
多数の隆起物(protrusion)が観察された．
個々の protrusion の高さを計測して得られ
た分布をヒストグラムには、高さ約 1.6 nm
と約 2.7 nm の 2 つの成分が存在した。これ
らは上向きまたは下向きの KAT1 の大きさの
異なる膜外領域に由来すると考えられる．PL
の融合による再構成(図 3a)では 1.6 nm の成
分比が大きく、この成分は outside-up で PL
外側に位置していた KAT1 の膜外領域である
と推定される。一方，PL の開裂(図 3b)の場
合，形成時の PL 濃度が低く時間が短い場合
には高さ約 2.7 nm の成分割合が大きく、ま
た高さ成分の割合が PL 濃度と形成時間に依
存して変化した。この結果から、初期におい
ては PL の開裂(図 3b)が進み、脂質二分子膜
が形成されてその被覆率が上がるとその膜
への融合(図 3a)が起きた、と説明できる。あ
らかじめ超音波を印加して膜内分子配向を
乱した PL を用いた場合には，2つ成分の割合
はインキュベーションの条件に依らずほぼ
50:50 であった。以上の結果から、無細胞合
成法で調製したイオンチャネルの分子配向
が PL 内で揃っていること、また支持脂質二
分子膜系での KAT1 の分子配向を制御しうる
ことが示された。 
 
(3)基板表面を活用した脂質膜制御 
 SLB系において脂質二重膜は厚さ約1~2  
nm の水の層を介して固体基板に存在する
ため、SLB の構造や物性が固体基板の影響
を受けうることが知られている。本研究課
題で脂質二重膜の構造と膜流動性を計測す
る過程において、SLB 内の分子速報拡散性
が固体基板材料に強く依存し、異方性や非
対称性が現れることを見出した。蛍光一粒
子追跡法で熱酸化 SiO2/Si、マイカ、単結
晶 Al2O3 基板上の SLB の拡散係数を計測
した。SiO2/Si 基板上では等方的な 1 成分
の拡散係数が検出されたのに対し、マイカ

表面では2成分の拡散係数が、単結晶Al2O3

上では基板表面原子ステップに並行方向と
垂直方向で拡散係数が異なる異方性が検出
された。細胞膜内に発現する脂質二重膜の
非対称性や異方性を、固体基板表面を用い
て SLB 系で再現出来たと言える。 
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