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研究成果の概要（和文）：細胞膜はヘテロな脂質環境を持ち膜タンパク質の膜内局在や集合は機能調節に重要な
役割を果たすと考えられている。本研究は、パターン化人工膜とナノ空間を用いて膜タンパク質の物性や機能を
定量的かつ超高感度に解析する技術を開発した。細胞膜を薬剤処理することで得られる膜小胞、および細胞より
分泌されるエクソソームを、ナノ空間において融合・展開して平面膜を形成し膜タンパク質の2次元拡散を1分子
蛍光観察することに成功した。また、厚さの制御されたナノ空間を用いて膜タンパク質を1分子蛍光観察する技
術を開発した。これらの技術により将来、多様な膜タンパク質の物性や機能を解析、理解することが可能になる
ものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Model biological membranes are useful tools to study the functions of 
membrane proteins. We have developed a model biological membrane comprising a patterned lipid 
bilayer and a nanometric aqueous space. In the present study, we developed a strategy to 
reconstitute mammalian membrane proteins into the model membrane in a nanometric gap structure using
 blebs and exosomes obtained from mammalian cells. We observed that blebs and exosomes ruptured and 
formed a continuous two-dimensional membrane in the nanometric cleft between the substrate and a 
PDMS elastomer. We also established a methodology to observe reconstituted membrane proteins in a 
nanometric gap structure with a vastly enhanced signal-to-noise ratio. These unique set of 
technologies should enable to evaluate the physicochemical properties and functions for a wide range
 of mammalian membrane proteins, contributing to a broad range of biophysical studies and biomedical
 applications.

研究分野：生体膜の生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜タンパク質は、細胞内においてシグナル伝達など重要な機能を担い、疾患などにも深く関与しているため、医
薬品の重要な標的になっている。膜タンパク質の機能は脂質膜の組成や分布にも影響を受けていると考えらてる
が、生体膜内における機能制御機構を生きた細胞を用いて詳細に検証することは非常に困難である。本研究によ
り、細胞由来の膜小胞をパターン化人工膜に組み込んで、膜タンパク質の物性や機能をナノ空間で精密に計測す
ることが可能になった。この成果は、膜タンパク質の機能を分子レベルで定量的に評価することを可能にし、疾
患メカニズムの解明、医薬品開発にも貢献できるものと考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞膜は非常にヘテロな脂質環境を持ち、例えばコレステロールと飽和脂質に富んだ微小ドメ
イン構造（ラフト）は、膜タンパク質の局在を通じて機能調節に大きな役割を果たすと考えられ
ている[1]。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[2]。しかし、ラフトの微小さと動的変化のため、その機能的役割は
未解明である。我々は、生体膜のモデル系として、安定なポリマー脂質膜と、生体膜の特性を保
持する生体脂質膜を、ガラス基板表面でハイブリッド化
したパターン化人工膜を開発した（図 1）[3]。そして、
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）が相分離した人工膜に膜タン
パク質（ロドプシン光受容体：Rh）を再構成して、lo相・
ld 相への分配から Rh のラフト親和性を定量的に評価
することに成功した[4]。また、パターン化人工膜と高分
子エラストマー（PDMS）とを接着して、厚さ 10～
100nm の水溶液相（ナノ空間）を形成し、人工膜に結
合した分子を選択的に高いシグナル・ノイズ比（S/N比）
で計測する技術を開発した（図 2）[5]。しかし、ヒトを
含む哺乳類の細胞において重要な機能をつかさどる多
くの膜タンパク質を人工膜に再構成してその物性や機
能を定量的に解析することは困難であった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、人工膜とナノ空間を用いて膜タンパク質を 1
分子蛍光観察することで、その物性や機能を定量的かつ
超高感度に解析する技術の開発を目指した。生物におい
ては、細胞内や神経細胞のシナプス間隙のように、局所
的・一時的に高濃度のタンパク質やリガンド（～μM）
が存在する微小環境が存在する。そのようなナノ空間に
再現してラフト親和性や、タンパク質・リガンドとの結
合・解離定数を「膜タンパク質の分子物性」と定義して
系統的に取得することで、複雑な膜機能を単純化して分子レベルで理解する、新しい方法論を確
立できるのではないかと考えた。そのために、本研究ではまず、パターン化人工膜と高分子エラ
ストマー（PDMS）との間に形成される微小空間（PDMS クレフト）における細胞由来膜小胞
の平面化を検討した。膜小胞として、細胞膜を薬剤処理することで得られるブレブ（blebs）を
人工膜に導入することで、哺乳類細胞の膜タンパク質の物性や機能を定量できる技術の開発を
目指した。また、がん細胞の臓器選択的転移に深く関わるとして診断の重要な標的になっている
細胞外小胞の一種、エクソソームを導入して、エクソソーム由来の膜タンパク質をナノ空間で計
測する技術を開発した。さらに、厚さの制御されたナノ空間を作製して膜タンパク質を 1 分子
蛍光観察する技術を開発した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）パターン化ポリマー膜 
パターン化ポリマー膜の作製には、光重合性脂質である 1,2-bis(10,12-tricosadiynoyl)-sn-
glycerol-3-phosphocholine（DiynePC）を用いた。この脂質は紫外光により重合するジアセチレ
ン脂質であり、SPB を作製し紫外光を照射すると脂質分子が架橋され安定なポリマー化脂質膜
が形成される[6]。DiynePCモノマーを基板表面に吸着させ、パターンが施されたフォトマスク
を用いて紫外光照射することで、任意のパターンを有するポリマー膜が作製できる。界面活性剤
を処理することにより脂質が取り除かれた部分には新たに脂質二分子膜を導入することが可能
である。 
 
（２）細胞膜小胞（blebs：ブレブ）の作製 
CHO 細胞に、精神疾患に関わる GPCRドーパミン受容体（D2R）を、細胞質側に Haloタグを
つけた状態で発現させた。そして、Halo タグに特異的に結合できる蛍光色素誘導体
（SaraFluor650-Halo）を細胞に加え、SaraFluor650を D2Rに共有結合させた。次に、細胞に
対してホルムアルデヒド－ジチオスレイトール処理を施し、細胞膜表面から膜小胞を発生させ
た。回収した細胞膜小胞を遠心にかけ、溶液置換・濃縮を行い、大きさが約 100nmの細胞膜小
胞を得ることができた。 
 
 

図2 ナノ空間を用いたタンパク質の1分子計測
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（３）膜小胞（エクソソーム）の作製 
エクソソームマーカータンパク質（CD9, 
CD63, CD81など）に Haloタグをつけて
マウス繊維芽細胞由来のＬ細胞株で発現
させた。次に、培養培地中に分泌されたエ
クソソームにおいてマーカータンパク質
を蛍光色素誘導体（SaraFluor650-Halo）
で標識し、マーカータンパク質に対する抗
体もしくはホスファチジルセリンに結合
するTIM4ビーズを用いたアフィニティ精
製により回収した。得られた小胞は、平均
直径が 80ナノメートル以下であった。 
 
（４）PDMSクレフトにおける細胞膜小胞
を用いた再構成 
厚さ 1 mm の高分子エラストマー
（polydimethylsiloxane: PDMS）シートに
直径 3 mmの穴を開けて、ポリマー化脂質
膜を表面に持つガラス基板に接着するこ
とで再構成用のセルを作製した。セルに膜小胞（ブレブもしくはエクソソーム）懸濁液を添加し
た。PDMSシートとガラス基板との間にできた厚さが極めて薄い空間（PDMSクレフト）に浸
み込んだ膜小胞の平面膜化、膜タンパク質の拡散をを蛍光顕微鏡で観測した（図 3）。 
 
（５）ナノ空間の作製 
パターン化人工膜と PDMSを接合してナノ空間を形成した。厚さの制御された接着層として、
親水性高分子で被覆されたシリカ微粒子（100nm）を用いた。ポリマー脂質膜を DiynePC/ 1,2-
bis(10,12-tricosadiynoyl)-sn-glycerol-3-phosphoethanolamine（ DiynePE）より作製し、
DiynePE にビオチン基を結合することで、ビオチン・ストレプトアビジン特異的結合を利用し
てポリマー脂質膜とシリカ微粒子を接着した。また、PDMS表面にはウシ血清アルブミン（BSA）
を非特異的に吸着してビオチン基を付与しシリカ微粒子と接着した。 
 
（６）蛍光顕微鏡観察 
ナノ空間に導入された膜タンパク質の観察は、蛍光顕微鏡 (Olympus IX73)を用いて行った。励
起光源としてキセノンランプ（UXL-75XB, Olympus）を用い、撮影は CMOS カメラ（Orca-
Fusion BT, Hamamatsu Photonics）により行った。ポリマー化脂質膜および流動性脂質膜は緑
色蛍光（励起：470−490 nm・蛍光：510−550 nm）で観察し、膜タンパク質は赤色蛍光（励起：
630−650 nm・蛍光：670−720 nm）もしくは近赤外蛍光（励起：740-760 nm・蛍光：780-840 
nm）で観察した。撮影した画像は、Image-J, Fiji, Matlabを用いて解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１）細胞膜小胞（ブレブ）を用いた再構成： 
精神疾患に関わる GPCRドーパミン受容体（D2R）を発現した細胞膜小胞（ブレブ）を、PDMS
と基板との間に形成されるナノ空間（PDMS クレフト）において、パターン化人工膜に再構成
した。巨視的な水溶液と接するパターン化人工膜では、融合促進用ベシクル（POPC もしくは
POPC/PEG-PE (0.5mol%)）を導入することでブレブの不安定化が誘起され平面膜が形成された
が、再構成され平面膜内を 2次元拡散する D2R分子の密度が極めて低かった。一方、PDMSク
レフトにおいてはブレブ由来の平面膜が
形成され、D2Rが高密度で再構成されるこ
とが分かった（図 4）[7]。平面膜が形成さ
れるメカニズムは現時点では不明である
が、この現象は PDMS と基板とが完全に
接合している部分や、PDMSと基板との間
に大きな間隙（マイクロメートル以上）が
ある場合には観察されなかった。したがっ
て、ナノ空間における小胞体の局所的な集
積と膜不安定化が関与しているものと推
定される。分子密度は区画ごとに大きく異
なったが、１平方マイクロメートルあたり
１分子以上となり二量体化も観測された。
これは、D2Rが生理的な条件に近い密度で
再構成されたことを示唆するものである。
1 分子の側方拡散を追跡して拡散速度を決



定しヒストグラムとすることで D2Rの拡散係数は 0.09 m2s-1と見積もられた。PDMSクレフ
ト内に再構成された D2R分子は、アゴニスト結合能を保持すること、動的なダイマーを形成す
ることが観測された。これらの結果から、PDMSクレフト内に再構成された人工膜が GPCR分
子物性評価や機能計測に用いることが可能であることが示唆された。 
 
（２）膜小胞（エクソソーム）を用いた膜再構成： 
PDMS と基板との間に形成されるナノ空
間で細胞膜由来の膜小胞（ブレブ）が平面
膜化するというユニークな結果にもとづ
き、がん細胞の臓器選択的転移に深く関わ
るとして診断の重要な標的になっている
細胞外小胞エクソソームについても、
PDMS クレフトにおいて平面膜を形成す
ることを試みた。エクソソームマーカータ
ンパク質（CD9, CD63, CD81）に Haloタ
グをつけてマウス繊維芽細胞由来のＬ細
胞株で発現させ、培養培地中に分泌された
エクソソームに含まれるマーカータンパ
ク質を蛍光色素で標識してアフィニティ
精製により回収した。PDMSシートに直径
3 mmの穴を開けてポリマー化脂質膜を表
面に持つガラス基板に接着した再構成用セルエクソソーム懸濁液を添加すると、ブレブの時と
同様に PDMSクレフトに浸み込んだ膜小胞が平面膜化して膜タンパク質が 2次元拡散している
ことが観測された（図 5）（Yoshimura et al. 2022年生物物理学会年会）。この平面膜を用いて、
エクソソームに存在するタンパク質の膜内での動的な挙動を検証することが可能になる。 
 
（３）ナノ空間における膜タンパク質の 1分子計測： 
上記の PDMSクレフトにおける膜小胞由来平面膜の形
成は、ガラス基板表面で膜小胞が展開・融合して 1枚の
連続した 2 次元膜を形成するという極めてユニークな
現象であるが、そのメカニズムは明らかでない。また、
PDMSクレフトがPDMSと基板との間に偶発的に形成
されたナノ空間であるため、平面膜形成を制御すること
も困難であると考えられる。従って、より精密に制御さ
れたナノ空間に膜タンパク質を再構成する技術を確立
することが大切である。そのため、パターン化人工膜と
PDMS とを厚さの制御された接着層（高分子被覆シリ
カ微粒子）を介して接着し厚さが 100nm程度で制御さ
れた水溶液相（ナノ空間）を作製した。そして、ナノ空
間に面した平面膜に膜タンパク質を再構成して 1 分子
蛍光観察する技術を開発した。モデル膜タンパク質とし
て、ロドプシン光受容体（Rh）を Cy7で蛍光標識して
用いた。Rh-Cy7は界面活性剤（オクチルグルコシド：
OG）によって可溶化された状態で、図 2に模式的に示されるように導入孔で平面膜に再構成さ
れた。この手法では、界面活性剤の急激な希釈によって膜タンパク質が平面膜に再構成されるが、
水溶液中での膜タンパク質の凝集、平面膜の可溶化などが同時に起きるため、導入孔付近の平面
膜では多くの Rh-Cy7 凝集体が非特異的に基板表面に吸着していることが観測された（図 6）
[8]。一方、導入孔と接続されたナノ空間においては、導入孔において平面膜に再構成された Rh-
Cy7 分子のみが膜内の側方拡散により効率的に導入されるので、再構成された Rh-Cy7 分子の
みを凝集や非特異的吸着の影響を排除して 1分子蛍光観察することができた。このことにより、
従来技術よりも高い S/N比で膜タンパク質を 1分子蛍光観察することが可能になった。 
 
（４）考察および今後の展望 
本研究は、パターン化人工膜とナノ空間を用いて膜タンパク質を効率的に再構成し 1 分子蛍光
観察する技術を開発した。特に、大量発現・精製が難しい哺乳類膜タンパク質を含んだ細胞膜小
胞（ブレブ）や、診断の重要な標的になっている細胞外小胞（エクソソーム）を、ナノ空間にお
いて平面膜化して、膜内分子の側方拡散、相互作用、機能を計測する新規手法を開発した。高分
子エラストマー（PDMS）と基板との間に形成されるナノ空間（PDMS クレフト）において、
ブレブ、エクソソーム由来の平面膜が効率的に形成されることが示された。いずれの膜も膜機能
解析に重要でありながら平面化が極めて難しい材料であるため、ナノ空間を用いた平面化技術
は、これまで解析が難しかった膜内分子の側方拡散、局在、会合、相互作用など動的な挙動解析
を可能にして、これまでブラックボックスだった膜内での膜タンパク質の組成や動的挙動を詳
細に解析する新しいツールを提供することが期待される。一方、PDMS クレフトにおける膜小



胞由来平面膜の形成はそのメカニズムは明らかでなく、PDMSクレフトが PDMSと基板との間
に偶発的に形成されたナノ空間であるため、平面膜形成を制御することも現時点では困難であ
る。従って、より精密に制御されたナノ空間において細胞外小胞由来の膜を平面化する技術が将
来重要である。本研究では、パターン化人工膜と PDMSとを高分子被覆シリカ微粒子を介して
接着することで厚さの制御されたナノ空間を作製し、その中で膜タンパク質の 1 分子蛍光観察
を行う技術を開発した。ナノ空間においては、導入孔において平面膜に再構成された Rh-Cy7分
子のみが膜内の側方拡散により効率的に導入されるので、凝集や非特異的吸着の影響を排除し
て再構成された Rh-Cy7 分子のみを 1 分子蛍光観察することができた。このことにより、従来
技術よりも高い S/N 比で膜タンパク質を 1 分子蛍光観察することが可能になった。今後、この
ナノ空間と膜小胞とを組み合わせることで幅広い細胞由来の膜タンパク質のナノ空間における
再構成、1分子計測が可能になる。パターン化人工膜の脂質組成は自由に変えることができるた
め、膜タンパク質に対する脂質の影響を詳細に調べることができる。この成果は、膜タンパク質
の機能を分子レベルで理解することを可能にし、疾患メカニズムの解明、医薬品開発にも貢献で
きるものと考えられる。特に、エクソソームは近年、がん細胞の臓器選択的転移に深く関わると
して、診断の重要な標的になっている。従って、エクソソーム由来 2次元膜を用いて膜タンパク
質を計測する技術は今後、診断にも役立つ基盤技術となる。エクソソーム膜に関する知見は、体
内における動態や細胞との相互作用に直接関与するため、診断技術・医薬品開発に極めて大きな
インパクトを与えると考えられる。 
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