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研究成果の概要（和文）：膜タンパク質が細胞膜上で離合集散することが膜タンパク質の活性にどのような影響
を及ぼすのか、これまで定量的にはほとんど明らかにされていない。本研究では、独自の脂質2重膜作成技術で
あるCBB法を応用し、膜タンパク質の2次元密度を制御しつつ機能解析を行える実験手法の開発を目指した。実験
では、イオンチャネルタンパク質のKcsAを蛍光標識し、膜内でのKcsAの凝集状態の違いや、膜面積の操作による
KcsAの挙動の変化を解析した。これにより、2次元密度制御手法確立に向けた基礎的データを取得することがで
きた。

研究成果の概要（英文）：The quantitative effects of the aggregation and dispersion of membrane 
proteins on the cell membrane on their activity have not been clearly elucidated. In this study, we 
aimed to develop an experimental method that allows functional analysis while controlling the 
two-dimensional density of membrane proteins using our unique lipid bilayer formation technique, the
 CBB method. In the experiments, the ion channel protein KcsA was fluorescently labeled, and we 
analyzed differences in the aggregation states of KcsA within the membrane and the changes in the 
behavior of KcsA upon manipulation of the membrane area. Through these analyses, we were able to 
obtain fundamental data for establishing a two-dimensional density control method for membrane 
proteins.

研究分野：脂質2重膜を使ったチャネルタンパク質の機能解析
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞膜上での膜タンパク質の離合集散を実験的に制御できれば、これまで定量的に解析されていなかった集合状
態が活性に与える影響を検討することができる。そのための実験手法を、独自の脂質二重膜操作技術を用いて開
発することを目指した本研究は、タンパク質活性の新たな制御様式を解明するという学術的課題に挑むものであ
る。膜タンパク質は、細胞の物質輸送や情報伝達の中心的な役割を果たす重要な分子である。離合集散による制
御の仕組みを考慮に入れて医薬品の膜タンパク質に対する作用機序を再評価することで、より精度の高い医薬品
設計が可能になるため、社会的意義も大きい。

※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 
細胞膜上でクラスターを形成する膜タンパク質は、古細菌のバクテリオロドプシンや脳内の
グリア細胞に存在するアクアポリンなど数多く知られ、膜上で集合する分子機序や活性制御と
の関連に学術的関心が集まっている。我々は、かつて KcsAチャネルが膜上で離合集散する様子
を原子間力顕微鏡観察で捉えたことをきっかけに (J. Phys. Chem. Lett. 5, 578-584, 2014)、リガン
ド結合だけではなくチャネルの集合状態も活性に影響している可能性を予想した。しかし、膜タ
ンパク質の離合集散を制御することの難しさから、定量的な実験を行うには至っていなかった。
そうした状況の中、先行研究成果である独自の脂質 2 重膜作成技術・CBB 法を確立した。膜面
積のリアルタイム可変という CBB法の利点を応用することで、集合状態を制御しながらイオン
チャネルの 1分子機能解析が可能になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、独自の CBB法を応用し、膜タンパク質の 2次元密度を自在に制御するための基
盤実験技術を確立させる。さらに、集合状態と活性の連関が示唆されている KcsAカリウムイオ
ンチャネルの活性測定に応用し、膜上で集合することがチャネル 1 分子の開閉挙動に及ぼす影
響を初めて明らかにする。“2次元分子密度による活性制御”という新概念の展開は、脂質ドメイ
ンやカベオラ形成といった細胞膜現象の意義を新たな視点で捉え直し、理解を深化させること
にもつながる。本研究では、そのたたき台となる最も基礎的な実験データの取得を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）実験手法の確立 
脂質 2重膜上の膜タンパク質密度を自在に制御しつつ
機能・活性の変化を測定するための基盤実験技術を確
立する。これには独自の脂質 2重膜実験法・接触液胞
二重膜（CBB）法を応用する（図 1A）。CBB法では、
リン脂質単分子膜を纏った油中水滴同士の接触によ
って脂質 2重膜を作成し、そこに組み込んだ膜タンパ
ク質の活性測定を行う。本研究では、水滴を膨らませ
ているピペット位置を精密に操作し、水滴間距離を変
えることで脂質 2 重膜面積をリアルタイム制御する
（図 1B）。 
（２）実証実験 
確立した手法を KcsAチャネル活性測定に適用し、チ
ャネル密度操作の活性への影響を、最終的には１分子
レベルで解明することを目指す。その過程では以下の
検討が必要となる。 
1．イオンを通さない KcsAチャネルの作製：チャネル
2 次元密度の増大のみに寄与し、それ自身はイオン電
流を流さない不活性チャネルを作製する。その作製に
向け、KcsA の近縁チャネルの事例を参考に変異導入
を行う。近縁のカリウムイオンチャネルではイオン選
択性フィルター近傍への変異導入により、正常な立体
構造を保ったままイオン透過性のみ失う変異体がい
くつか報告されている。それらに対応する KcsAチャ
ネル変異体を作製して実験に用いる。 
2．孤立した 1 分子および高密度集団中の 1 分子の特
性解析：野生型チャネルと不活性チャネルを同時に脂
質 2重膜に組み込む。この際、大多数を不活性チャネ
ルとする一方、チャネル電流を示す野生型がちょうど
1 分子程度となるように調節する。膜面積操作により
膜内のチャネル密度を連続的に変化させながら、野生
型チャネル 1分子の電流信号を取得し、チャネル開閉
特性への影響を解析する（図 2）。 
 
４．研究成果 

CBB 法において 2 つの油中水滴間距離を変えて接
触面積（脂質 2重膜面積）を制御し、これに連動させて接触膜に組込まれている膜タンパク質の
2次元密度を変化させることを試みた。この操作によって実際に膜タンパク質の密度あるいは集
合状態が変化したことを確認するには、膜タンパク質を蛍光標識して可視化する必要がある。
我々は、Alexa532で蛍光標識した KcsAカリウムイオンチャネルを接触膜に組み込み、膜での挙

 

図 1．CBB法での膜面積制御 
A.リン脂質が分散した油中では油中
水滴表面に自発的に脂質単分子膜が形
成する。それらを接触させて脂質 2 重
膜を作成する。B. 2 つの油中水滴間距
離の操作によって膜面積を制御でき
る。 



動の観察を試みた。従来の CBB 法では 2 つの油中水
滴を水平方向に横並びにして接触させる。よって、接
触面は垂直となり、接触膜面を顕微鏡で観察すること
はできない。そこで、2 つの油中水滴を垂直方向に重
ねるように配置することで水平な接触面を形成させ、
その観察を試みた。しかし、油中水滴内のリポソーム
に存在し接触膜に組み込まれていない蛍光標識 KscA
チャネルに由来するバックグラウンド蛍光により、接
触膜に組み込まれたチャネルの蛍光を区別して観察
することはできなかった。この問題を克服するため、
上下に重ねる油中水滴のうち下の水滴を極めて薄い
水層に代え、全反射蛍光(TIRF)観察を行うこととした。
TIRF観察ではカバーガラスのごく近傍にある（～100 
nm）の蛍光色素のみが励起されるため、バックグラン
ド蛍光の影響を排除できる。また、水層は薄いながら
も TIRF 観察ができる範囲で適度な厚さも確保する必
要があった。これは、後の電気生理測定を考慮し、電
極から膜面までの電気抵抗を可能な限り小さくする
ためである。そこで、カバーガラス表面に水層として
ハイドロゲル薄膜を作成し、その上にリン脂質が溶解
したオイルを添加し、ハイドロゲルとオイルの界面に
リン脂質単分子膜を形成させた。そしてオイル層に蛍
光標識チャネルを再構成したリポソーム懸濁液の油
中水滴を滴下した。油中水滴表面にはリン脂質単分子
膜が形成するので、ハイドロゲル表面の単分子膜と接
触させることで接触面に脂質 2重膜を形成させた。油
中水滴中のリポソームに組み込まれている膜タンパク質は膜融合によりハイドロゲル上の脂質
2重膜に組み込まれると考えられ、接触膜に組み込まれた蛍光標識チャネルの輝点を多数観測す
ることができた。ここで、上の油中水滴を移動させると、蛍光輝点は脂質 2重膜が形成されてい
る部分に合わせて移動することが分かった。また、従来の CBB法の手順による電気生理実験に
おいて、巨視的電流が測定できるほどの KcsAチャネル分子を脂質二重膜に組み込んだ後、膜面
積を減少させながら巨視的電流を観測したところ、電流値は膜面積の減少に対して大きく変化
しなかった。この電流測定の結果と上述の蛍光輝点観察の結果から、膜面積操作を行っても既に
接触膜に組み込まれた KcsAチャネル分子数は変わらず、結果として膜内での分子密度を変える
ことができることがわかった。 
ここで、各輝点が１個のチャネル分子に由来するものなのか、あるいは複数のチャネル分子
が集合しているものなのかを判別することは、集合状態の影響を解析するうえで必須である。そ
こで、輝点の蛍光消光ステップ数を解析することでその判別を試みた。KcsA チャネルはホモ 4
量体で形成されるため、1つのチャネルには 4分子の蛍光色素が結合する。よって、輝点が 1つ
のチャネル分子に由来するのであれば、その輝点は最大 4ステップで消光することになる。この
実験に際し、励起光強度と撮影時間、そして撮影した映像から各輝点の消光ステップ数をカウン
トする方法について検討を行い、最適な実験手順を確立させた。それにより蛍光輝点の消光ステ
ップ数を解析したところ、興味深いことに、KcsAチャネルには膜上に単一のチャネル分子とし
て存在している状態と、いくつかのチャネル分子が集合している状態があることが示唆された。
さらに、各状態の確率は溶液のpHや膜脂質組成によって変化する可能性を示す結果が得られた。
溶液の pH は KcsA チャネルの活性化因子であり、また、酸性 pH で活性化した KcsA は膜脂質
組成によって活性修飾を受けることが明らかになっている。よって今回得られた結果は、集合状
態と活性の関係を反映している可能性があり、今後より詳細な検討を行う必要がある。 
一方、当初の研究計画遂行に必要な、2次元密度のみに関与する不活性な KcsA変異体の作製
については難航しており、適切な変異導入部位の発見にはまだ至っていない。チャネルの集合状
態には影響を与えず電流を流さない特性を持った変異体チャネルの探索は今後の課題である。 
 
 

 
図 2．KcsAチャネルを用いた 2次元密
度制御実験の概略 
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