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研究成果の概要（和文）：生体膜に存在するイオンチャネルはイオンを選択的に透過させることで、細胞におけ
る膜電位形成やシグナル電位発生等の役割を担うため、重要な創薬標的である。本研究では、油中の２つの水滴
界面に脂質二重膜を作る人工細胞膜を利用してイオンチャネルの１分子機能を電気的に計測するための基盤技術
研究を行った。本技術の膜構成要素である脂質・油相・水相の組成により脂質二重膜の形成成否と形成される膜
厚が影響を受けること、また膜形成のためのマイクロチップの表面物性・構造が膜の機械的安定性に影響を及ぼ
すことを示した。本成果にもとづき、イオンチャネルに対する化合物バリデーションの自動化を分注ロボットを
用いて行った。

研究成果の概要（英文）：Ion channels transport specific ions through cell membranes, playing 
important roles in regulation of membrane potential and signal transduction. Electrophysiological 
monitoring provides detailed characteristics of ion channels for development of candidate drug 
molecules. Here we developed a multichannel electrophysiological platform based on a planar lipid 
bilayer, aiming for automated and high-throughput assay of ion channels with the single protein 
level. We took advantage of a simple procedure of a bilayer formation at the interface between a 
pair of aqueous droplets submerged in lipid-dispersed oil, and examined the influence of the surface
 properties of the components, i.e., the lipids, oil, droplets, and the microchip, on the bilayer 
formation. Based on the results obtained, we demonstrated an automated electrophysiological assay on
 an ion channel incorporated in the bilayer by using a dispensing robot.

研究分野： 脂質膜、高分子材料、表面化学、マイクロシステム

キーワード： マイクロ・ナノデバイス　脂質　蛋白質　生物・生体工学　バイオ関連機器

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
創薬標的としても重要なイオンチャネルの機能研究は、古くから研究者の熟練を必要とする手動操作に依存して
おり、データ取得効率に課題があった。近年、マイクロチップ上に人工細胞膜を形成する技術が提案され、イオ
ンチャネル機能研究への応用が期待されている。本研究では、マイクロチップ上への人工細胞膜形成とイオンチ
ャネルの再構成を自動化するための基礎技術の研究を行った。本研究をさらに発展させ、イオンチャネルの機能
評価が自動化されることで、イオンチャネル研究の裾野は広がり、その機能解明を通した生命科学や創薬への寄
与が期待できると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 
イオンチャネルは生体膜に存在する膜タンパク質で、陽イオンや陰イオンを選択的に透過さ

せる性質をもつ。電位や基質分子に応じてイオン透過性が変化することで、細胞における膜電
位形成や、神経細胞、筋細胞、感覚細胞等でのシグナル電位発生といった、生命の根幹に関わ
る役割を果たしている。創薬では、薬剤標的として全体の 18%（アメリカ FDA データ 2016
年）を占めるとともに、心筋由来イオンチャネルに対する薬剤の副作用を調べる安全性薬理試
験でも必須の評価対象となっている。すなわち、イオンチャネル 1 分子のイオン選択性や透過
性能を把握すること、さらに膜内外のイオン濃度や基質、あるいは電位、熱、応力といった外
部刺激に対する応答性（イオン選択性・透過性の亢進や阻害）を正確に観測し理解することは、
生命科学の発展に寄与し、創薬研究に不可欠な基盤情報となる。 
パッチクランプ法は、細胞膜上のイオンチャネルを透過する微小イオン電流を計測する標準

技術である。イオンチャネル 1 分子に対するイオン透過性をミリ秒以下の時間分解能で計測で
きる。反面、先端径が 1 μm 程のガラス微小管を細胞表面に接触させ、膜を吸引し隔離する実
験操作は、技術的熟練に加えて細胞の状態にも左右される。データ取得効率（スループット）
が非常に低く、熟練者であっても 1 日にとれるデータ数は数えるほどで、データが 1 点もとれ
ないこともままあるといわれる。 
脂質二重膜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
おいても期待されている技術である。近年では、マイクロ流体技術を応用した人工細胞膜デバ
イスが多く開発されている[1-5]。竹内らが発明した液滴接触法は、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）[6]。液滴接触法は、溶液の滴下操作のみで膜が形成できる簡便性、液滴が油中に孤立
しており外乱（液体の蒸散や対流等）の影響が少ないことに由来する高い膜形成率と再現性の
点で、古典的方法や他の開発法に比べ優れるとされてきた。 
 
２．研究の目的 

 
研究代表者らはこの液滴接触法を利用した人

工細胞膜システムの研究を継続して行ってきた
[7-12]。本研究では、液滴接触法による脂質二
重膜形成とイオンチャネル再構成の自動化を目
的とする。自動化を達成するには、まず脂質二
重膜を再現良く形成する必要がある。そのため、
脂質二重膜を構成する脂質分子・油相・水相の
組成と膜形成との関連について研究を行う。ま
た、脂質二重膜を再現良く形成するためには、
膜が形成されるセパレータ（マイクロ孔を有す
る高分子薄膜）を再現良く作製する必要がある
ため、セパレータ作製方法に関しても開発を行
う。さらに、自動化に伴う液滴滴下のロボット
化においては、膜の物理的安定性求められるこ
とから、その基盤となる研究にも取り組む。液
滴接触法自動化のデモンストレーションとして、
脂質二重膜の形成とイオンチャネルの電気計測
を行う。 

 
３．研究の方法 

 
(1) 人工細胞膜デバイスの作製 
人工細胞膜形成デバイスは、従来の液滴接触

法に用いられている形状・構成に則って設計し
た(図 2)。図 2b にチップ外観を示す。中央に配
置された一対のウェルはそれぞれが直径 4 mm、
深さ 3 mm であり、2 つのウェルの境界は脂質
二重膜を形成するための微小孔（直径 100 μm）
が設けられた高分子薄膜フィルム（セパレータ）
で仕切られている。ウェル底面には、膜電位を
印加し、イオン電流を計測するための銀－塩化
銀電極が貫通している。電極裏面と計測器側の

 
図 1 (a)液滴接触法による脂質二重膜形成の模式
図。脂質の単分子膜が重なることで脂質二重膜と
なる。(b)井戸状のウェルに、脂質分子が分散した
有機溶媒を滴下し(1-2)、次に水滴を滴下する(3-4)
ことで、水滴が接触した部分に脂質二重膜が形成
される(5-6)。 



コンタクトプローブとで電気的接続が行われる（図 2d）。 
脂質二重膜が形成されるセパレータはデバイスの核となる。マイクロ孔を設けた厚さ 5 μm

程度の高分子薄膜と、その薄膜を補強するためのアクリル材からなる。補強材がない場合、高
分子薄膜は薄すぎるために自立した部品として利用できない。従来は、200 μm 厚のアクリル
材を補強材として用い、高分子薄膜をサンドイッチする形でセパレータとしていた（図 2c 下）。
また高分子薄膜の露出は 1 mm 径と比較的小さかった。この場合、球状の液滴は大きく変形し
ない限りマイクロ孔部分で接触できない。そこで、補強材を薄膜（約 75 μm 厚）に変更し、か
つ露出径も 2 倍に拡大する変更を行った（図 2c 上）。この変更を行うことで、液滴同士の接触
が起こりやすくなることが期待された。 

 
(2) 膜の物理的安定性 
液滴滴下を分注ロボットで行うようになると、滴下時の振動等の負荷による膜破壊が課題に

なると考えられる。これは、脂質二重膜が約 5 nm ほどの大変薄い膜であり、また脂質分子同
士の結合が炭化水素鎖の疎水性相互作用である点に起因している。膜を破裂させる振動に対処
するためには、膜の固有振動数と液滴の固有振動数の 2 つについて検討する必要がある。振動
の周波数が固有振動数に近づくと、共振を起こし強い力を起こすからである。膜の固有振動数
に関しては、先行研究において膜の大きさと分子組成が加振に対する膜の強度に与える影響を
調査した[9, 13]。その結果、液敵同士が接触する面積、すなわち脂質二重膜の径を小さくする
ほど低周波数では壊れにくくなり、固有振動数をより高周波へとシフトできることが分かった。
液滴の固有振動数に関しては、振動を加えた時、特に共振状態において液滴が大きくうねりだ
すスロッシング現象により膜が破壊されることが明らかとなった。本研究では特に微小液滴の
共振現象に着目し、デバイスの表面性状と微小液滴の固有振動数の関係を明らかにした。マイ
クロリットルスケールにおける液滴の固有振動数を表す理論として、重力と表面張力の比であ
るボンド数を考慮する必要がある[14]。この理論にもとづくと、液滴径や液高さに加えて、微
小液滴においては、表面エネルギーが固有振動数に影響を及ぼすと考えられた。そこで、デバ
イスのウェル表面を疎水加工し、振動現象について観察を行った。 

 
(3) 自動化システムによる脂質二重膜の形成と人工細胞膜の電気計測 
イオンチャネルを再構成するための脂質二重膜は、セパレータに設けた直径 100 μm の微小

孔に液滴接触法により形成した（図 1）。まず、脂質を分散した有機溶媒をウェルに滴下する。
続いて、水溶液をそれぞれのウェルに滴下する。滴下後、脂質分子が液滴表面に単分子膜が自
発的に形成され、両ウェルの液滴が接するセパレータの微小孔で合わさることで、脂質二重膜

 
図 2 (a)16 ウェル並列型の人工細胞膜デバイスとデバイスを搭載するマウントシステム。コネクタ部分
から計測装置に接続する。(b)デバイスのウェル部分拡大図。(c)セパレータの拡大写真と構造の模式図。
(d)デバイスとマウントシステムとの接点（コンタクトプローブ）の写真と断面模式図。 



となる。本研究では、脂質として DPhPC（1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine）お
よび混合脂質 DOPC：DOPE（1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine : 1,2-dioleoyl-sn- 
glycero-3-phosphoethanolamine）を用いた。有機溶媒として、n-decane および hexadecane
を用いた。脂質二重膜形成を確認するため、再構成されると膜にナノメートルサイズの孔（ナ
ノポア）を形成する α-hemolysin を水溶液中に添加している。脂質二重膜にナノポアが形成さ
れるとイオン電流が流れ、階段状の電流上昇として確認できる。本研究の実験条件では、約 1 nS
分の上昇値が観測される。液滴は有機溶媒よりも密度が高く沈むため、ウェル底面に設けた銀
－塩化銀電極によりイオン電流を計測することができる。また、イオンチャネルのシグナル電
流計測では、精製されたイオンチャネルを液滴に添加することで、脂質二重膜に再構成し、電
極間に定電圧を印加した状態で電気計測を行った。 

 
４．研究成果 

 
(1) 人工細胞膜デバイスの基礎評価 
作製したデバイスに対して、脂質二重膜の形成効率および性能に関して評価を行った。一般

に、セパレータの孔径が大きいほど高い膜形成効率が期待できるが、脂質二重膜が大きいほど
物理的安定性は低く破壊されやすい。また、静電容量が大きくなるため電気計測においてはノ
イズ増大、応答性低下の要因となる。一方で、セパレータ孔径が小さい場合、上述の通り液滴
を接触させるための薄膜化が必須となる。本研究では高分子フィルム（ポリパラキシリレン）
と補強材の双方を薄膜化し、液滴接触法における膜形成に適する構造を得た。補強材の薄膜化
前後で、膜形成率の評価を行ったところ、単位時間当たりおおよそ 2 倍の頻度で膜が形成され
るようになった。電流ノイズに関しては、セパレータ孔径 600 μm と 100 μm で 0.58 pA rms
から 0.31 pA rms まで半減できた。 
本研究では、作製するセパレータの再現性を高めるため、東レエンジニアリング株式会社と

共同でポリイミド材料を使用したセパレータの開発も行った。フォトリソグラフィを利用した
バッチプロセスを開発し、20 cm 角のポリイミドフィルム上に約 300 ピースのセパレータを作
製することに成功した。このポリイミドセパレータに関しては、膜形成効率および性能ともに
ポリパラキシリレンセパレータと遜色がないことを確認している。本成果は、国際会議におい
て報告した（成果学会発表 15）。 

 
(2) 膜の物理的安定性 
液滴滴下時の物理的安定性を高めるため、デバイスの表面性状が液滴の振動現象に与える影

響について検討を行った。本研究では、液滴を滴下するアクリル材料からなるウェル表面を、
フッ素系コート剤（AGC セイミケミカル；SFCOAT）により撥水・撥油加工した。その結果、
表面加工前後で振動に対する最大波高さが 1/3 程度に抑制され、また共振周波数もコート前の
30 Hzから 40 Hzへ上昇することが分かっ
た。この現象は、微小サイズの液滴のスロ
ッシング現象において、表面エネルギーの
影響を考慮すべきことを示している。また、
先行研究における理論で、液滴とウェル表
面との間の動的接触角に起因する復元力
を低く見積もっている可能性があること
を示した。本成果は、国際誌に詳細を発表
している（成果論文 3）。 

 
(3) 自動化システムによる脂質二重膜の形
成と人工細胞膜の電気計測 
作製した人工細胞膜デバイスについて

は、手動操作による液滴滴下によって脂質
二重膜を形成し、またイオンチャネルを再
構成してその機能を電気計測により評価
できることを確認した。大学・研究機関や
製薬企業から提供を受けた多様なイオン
チャネルのシグナル電流計測に成功して
いる（図 3、成果論文 1）。 
また、製薬企業との共同研究では、標的

イオンチャネルに対する化合物スクリー
ニングを実施した。培養細胞に発現させ精
製した標的イオンチャネルを脂質二重膜
に再構成した。その際、対象化合物を加え
ることで、応答変化するイオンチャネルの
シグナル電流を評価した。化合物（ここで
は活性化剤）がイオンチャネルと相互作用

 
図 3 作製した人工細胞膜デバイスによるイオンチャネ
ル電流計測の結果。4 種類のイオンチャネルそれぞれに
特徴的なシグナル電流が観測された。 



すると、イオンチャネルが開状態に遷移するため、シグナル電流の開確率も増加する傾向とな
る。化合物濃度と開確率の関係から、化合物の 50%効果濃度（EC50）を求めることができる。
この成果については、国内外学会において報告した（成果学会発表 2-5） 

16 ウェル並列型の人工細胞膜デバイスに対して、分注ロボットを使用した脂質二重膜の形成
および電気計測を行った。まず、安定的に脂質二重膜を形成することができる DPhPC につい
て、脂質を分散した有機溶媒とバッファ水溶液それぞれの滴下位置、滴下速度、滴下量に関す
る検討・最適化を行った。さらに、イオンチャネルの機能評価で用いられる混合脂質 DOPC：
DOPE（1:3 または 3:1）についても、滴下量に関する最適化を行った。ナノポアを利用した電
流計測で脂質二重膜形成率を評価したところ、ロボットによる自動化後も、ウェルの約 8 割で
再現良く脂質二重膜を形成できることが、いずれの脂質組成においても確認できた。 
以上、本研究を通して、液滴接触法による脂質二重膜形成とイオンチャネル再構成の自動化

を達成した。今後はこの成果を発展させ、自動計測システムの実用化研究に向けた取り組みを
行っていく。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
評価できるシステムを目指したい。 
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