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研究成果の概要（和文）：生体膜は液体性とモザイク性をあわせもつ極めて複雑な存在である。この複雑系上で
起こる膜蛋白質の活動は膜との相互作用が不可欠であるが、生体膜をそのまま実験対象にすると複雑すぎて捉え
どころがない。そこで生体膜機能の最小機能要素である脂質2重膜と膜蛋白質（その中で最も理解が進んでいる
イオンチャネル）を対象に、再構成膜実験系を確立した。膜の化学的組成を急速に変え、膜張力など物理的特性
を変え、それを精密に測定しつつ、チャネル活性の変化を捉える実験が可能になった。従来、KcsAカリウムチャ
ネルを主に対象としてきたが、この方法によって様々なチャネルに対する実験が効率よくできることが明らかに
なった。

研究成果の概要（英文）：Biological membranes are complex systems but can be characterized as fluidic
 and mosaic features. Membrane proteins are influenced by fluidic lipid bilayer such that bilayer 
tension modulates the activity of membrane proteins. We have established a simple membrane 
reconstitution system consisting of the lipid bilayer and ion channels (the Contact Bubble Bilayer 
method). In this method, membrane physical properties, such as membrane tension and thickness, are 
readily applied and measured with physical principles. With this system, the dynamic behavior of ion
 channels upon changes in the bilayer tension was studied, and tension-dependent channel activity 
was quantitatively evaluated. 

研究分野：生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
昨年のノーベル医学生理学賞が機械受容チャネルに対してであったように、最近、膜の力学的刺激に応答するチ
ャネルの研究が広く行われている。構造生物学などの進歩により複雑なチャネル構造が明らかになりつつある一
方、機能測定に関しては方法的限界が広く知られているにもかかわらずパッチクランプ法が未だ主な方法となっ
ている。私達が開発したContact Bubble Bilayer法は膜張力などの定量的測定が可能であるので、パッチクラン
プ法に代わって広く使われることが期待される。実際、世界の数か所の研究室が導入し成果が出始めている。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

脂質 2 重膜は膜蛋白質であるチャネルに単なる居場所を与える受動的な場ではなく、リン脂質など

の化学組成が多様に変化し、脂質 2 重膜の内部では膜張力・曲率・膜内電場などの物理特性が変化

する動的なプラットフォームである。この中でチャネルはその影響を大きく受け機能を変化させている。

そして膜の物理特性は、外部からの力学的刺激だけでなく、脂質組成の変動や膜に溶け込む小分子

（リガンドや薬物）によっても変化する。すなわち脂質 2 重膜は、リガンドや薬物が膜に入り込み化学組

成に変化が起これば、内部の物理特性を変化させ（化学－物理変換）、それをチャネルに作用させる、

一種の「化学－物理変換体」である。この機構を解明することが本研究の目的であるが、生体膜の構造

はあまりに複雑で詳細に解析することが難しい。従来チャネルの機能測定、とくに膜張力負荷時の機能

変化を測定するにはパッチクランプ法が長年使われてきた。しかしこの方法では膜張力の定量的測定

には限界がある。 

そこで膜とチャネルの相互作用機構を解明するために生体膜を解体し、脂質 2 重膜にチャネルを組

み込んだ系（再構成チャネル膜）で実験を行うことが本研究の戦略である。研究代表者らが世界に先駆

けて開発した再構成チャネル膜法（Contact Bubble Bilayer 法）によって様々な実験が可能になってき

た。この方法を展開することでチャネル－膜システムを再構成し、膜の化学組成や物理特性を変化させ

る操作を可能にし、その変化を詳細にとらえることが本研究の目的である。それによって、「脂質 2 重膜

の化学-物理変換という普遍的な機構とチャネルへの作用」を解明する。特に膜張力は様々な生理的

環境の中で変化し、その変化が直接チャネルに作用するので、膜張力をダイナミックに測定することが

不可欠である。これにより従来、静的・半定量的であった実験の精度を上げ、より詳細なチャネル－膜

相互作用について検討する。 

 
２．研究の目的 

細胞膜は分子・細胞・組織という階層の中で生理機能の中核となる反応の場であり、細胞膜に存在す

る様々な膜蛋白質の内イオンチャネルは細胞機能だけでなく組織の情報伝達の基礎となる。しかし細

胞膜は極めて複雑な構成であるため、チャネルが膜という環境の中でどのように機能するか明らかにす

ることは難しい。本研究では生体膜の特徴を抽出し単純化した脂質 2 重膜を使い、生体膜機能を再現

させるような実験系を確立することが目的である。研究代表者らが独自に開発した方法は膜の化学的組

成を自由に変えられるだけでなく、細胞膜で起こる物理学的な張力変化などを負荷させ、これに対する

チャネルの応答を捉えることを目指す。「膜を作って、操作し、解析する」という新しい研究の方法を確立

することを目指す。 

 
３．研究の方法 

脂質 2 重膜法が本研究の基本的手法であるが、数年前に研究代表者らが CBB 法という独自の方

法を開発し、代表者の研究室では従来の脂質平面膜法に完全に取って代わった。この方法は膜リン脂

質の組成を自由に瞬間的に変化させることができるという利点があるだけでなく、従来パッチクランプで

行われてきた張力測定の原理的欠点を補うことができる。この方法は油相の中にパッチクランプ用のガ

ラスピペットから電解質溶液を吹き出して液滴を作り、あらかじめ水相か油相に加えたリン脂質が油・水

界面に単分子層を形成することを利用している。２枚の単分子層を接触させることによって誰にでも簡

単に脂質 2重膜を形成することができるようになった。 

従来、膜組成の特定の成分がチャネルとどう相互作用するかということを明らかにするには技術的な

問題があった。新しい方法ではチャネル機能を測定している最中に一瞬で膜組成を変えることができる。

この方法を開発することによって生体膜組成に重要な成分のチャネルに対する効果をリアルタイムで捉

えることができるようになった。 



具体的にはチャネルと膜との相互作用を明らかにする上で、膜のリン脂質組成の中からチャネルと特

異的な相互作用を行うリン脂質をスクリーニングする。一方、膜のチャネルに対する物理的な作用を明

らかにするために、膜張力の測定系を確立する。 

さらにこの方法の普遍的適用性を示すために数種類のチャネルに対して実験を行う。 

 
４．研究成果 

私たちが開発した接触バブル 2 重膜法に様々な工夫を行った結果、膜物理測定のための方法論と

してほぼ完成の域に達した。技術的な成果としては次のようなものである。 

(1) 非対称膜形成 

様々な化学組成が異なる非対称膜を形成することができた。単に脂質頭部の化学的特性だけでなく、

アシル鎖の長さを変えたものでも自由に脂質 2 重膜を形成することができた。これによって変化する膜

厚も静電容量と膜面積を正確に測定することによって定量的に評価することができた。これらの実験に

よるチャネル活性の変化について現在論文準備中である。 

(2) 膜張力の自由なコントロールと正確な測定 

新しい圧コントローラの導入により電気ノイズの混入に苦しめられたが、これを解決することによって

応答速度の高い圧力変化実験が可能になった。一方、張力測定に不可欠な画像処理についてプログ

ラムの更新により精度が増した。これには界面科学の知識だけでなく、微分幾何学・画像解析の知識も

必要であった。また莫大な量のデータを処理するために、物理化学的特性を組み込んだプログラムを

作成した。そして張力とチャネル電流を同期して解析できるプログラムを開発した。膜張力を広い範囲

（<1 mN/m ～ 10 mN/m）で変化させることができるようになった。 

(3) 膜電位に対する応答 

膜電位は脂質 2 重膜に対して大きな力を負荷し、その結果膜張力を変化させている。このような作

用に関する実験を高い精度で行うことは極めて難しかった。CBB 法の実験・解析法を改良することによ

って従来見落とされていた膜動態を高分解能で捉えることに成功し、物理化学原理を基にした詳細な

解析を行い、膜物性を明らかにしつつある。 

様々なチャネルへの適用と成果 

チャネル種に関しては従来の KcsA カリウムチャネルだけでなく、アクアポリン・TMEM16F を含めた

数種類のチャネルの実験と解析を進めた。従来の脂質平面膜法に比べチャネル再構成という点だけか

ら見ても格段に効率を上げることができたので、膜脂質組成を変えるなど様々な実験を行うことができた。

それぞれの チャネルで見つかる新しい現象に対応する解析法を工夫することによって、従来捉えること

のできなかった新しい現象を発見することができた。  

チャネル形成毒素である polytheonamide B はペプチドであり、実験的に膜挿入が最も簡単なチャネ

ルである。様々な方法で厚さを変えた膜にチャネルを組み込み、活性がどのように変わるかを実験し定

量的な解析を行った。膜に埋め込まれたチャネルの長さと膜の厚さから、疎水性不適合を定量的に評

価することができた。さらに膜挿入過程を分子動力学シミュレーションによって再現することに成功し、そ

のクリティカルなステップを解明した（Kalathingal et al. Biophys. J. 2021）。 

KcsA カリウムチャネルは放線菌由来であるが、その取扱いの簡便性から結晶構造が初めて得られ、

豊富な構造情報と様々な生物物理学的実験の蓄積から最も深くその分子機構が解明したチャネルで

ある。このようなモデルチャネルとしての利用される一方、KcsA が本来放線菌の細胞膜上でどのような

機能を果たしているのか全く手つかずであった。様々なリン脂質の KcsA チャネルへの結合を測定する

実験系を確立し、放線菌の膜に豊富に存在するリン脂質が KcsA に強い親和性を持つことを発見した。



そしてこのリン脂質がチャネルを活性化させることを初めて示すことができた。さらに CBB 法で非対称膜

の実験を行い、チャネル活性の新しいメカニズムを明らかにした。 

カリウムチャネルのカリウムイオン選択性機構は長年議論されてきた。特にカリウムチャネルがカリウ

ムイオンよりもサイズの小さなナトリウムイオンを排除する機構は決着がついていなかった。私達は KcsA

チャネルでどの程度ナトリウムイオンを透過するかを単一チャネル電流で初めて示した。そしてナトリウム

イオンが透過しにくい機構を分子動力学シミュレーションによって解析し、その機構を明らかにした

（Mita et al. PNAS 2021）。 

KcsA カリウムチャネルは機械受容チャネルでないことは知られていたが、私達はチャネルを酸性ｐH

下で準備状態にすると、膜張力に対して応答することを発見した。このことは従来機械受容チャネルと

分類されていなかったものでも内在的に張力応答性を持つことを示した。そして測定法が精密化した結

果、さらに新しい特性を発見することができた。KcsA チャネルに張力を負荷すると、張力増大相におけ

る応答と減少相における応答が一致しない。これは履歴現象と呼ばれるものである。膜張力に対して履

歴現象が見つかったのは初めてであり、このような現象がどのような分子機構で起こるかについて検討

した（Iwamoto & Oiki, JACS Au 2021）。 
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