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研究成果の概要（和文）：上皮様膜系を確立するにはその前段階として1枚膜の脂質平面膜を形成し、膜蛋白質を再構
成する系を確立する必要がある。従来の方法に比べて約10分の1のサイズの液滴で脂質2重膜を形成した。膜面積も小さ
く電気的背景雑音を劇的に低減させることに成功した。また異なるリン脂質のリポソームを液滴に加えることにより、
非対称組成の脂質2重膜を形成できた。さらに溶液の急速灌流が可能な系を確立した。

研究成果の概要（英文）：To develop the epithelium-like complex membrane system, we start to establish a si
ngle-membrane system with a reproducible way. Compared to the conventional droplet interface bilayer metho
d, the size of the droplet was decreased to one tenth, and the background noise was substantially attenuat
ed. The asymmetric membrane was formed by adding different liposomes composed of distinct lipid compositio
ns to the droplets. We revealed that the gating of the KcsA potassium channel was regulated by the acidic 
lipid in the inner leaflet of the membrane. The rapid perfusion system was introduced into the bilayer sys
tem, in which two glass pipettes were inserted into one of the droplet. The solution was exchanged within 
several tens of ms, and the pH-dependent activation of the KcsA channel was readily measured.    
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１．研究開始当初の背景 
生体上皮組織に範をとった全く新しい発想の
相界面膜構造をもつ「人工上皮様膜」を確立
することが本研究の目的である。生体の上皮
組織の特徴は細胞膜に極性をもつことである
が、これは細胞膜に異なる輸送特性を示す2
領域があるということになる。この上皮の基
本構築を2枚の異なる膜を形成することによ
り実現する。このような膜を形成するための
手法は申請者が長年にわたってその方法論を
改良してきた脂質平面膜法（Oiki, 2012）を
基本とする。この技術の上に最近申請者が成
功した膜蛋白質埋め込み技術（Yanagisawa et 
al., JACS, 2011）を加えることにより、膜蛋
白質を2枚の膜のどちらにでも自由な向きに
組み込むことができる。この2枚の膜の一方に
はチャネルを、他方にはポンプを再構成する
ことにより上皮として最小限の機能を生み出
すことが可能となる。このような単純な膜構
成ではチャネルとポンプの分子特性を上皮輸
送特性に直結することができ、新しい上皮輸
送研究系のプロトタイプとして基礎研究の大
きな発展が期待できる。 

 
２．研究の目的 
上皮組織は複雑な構造をもつため、その輸送
特性を明らかにする上でチャネルなどの膜
分子機能とシステムとしての物質輸送機能
を関連付けるための研究が容易ではなかっ
た。本申請では上皮組織の最も本質的な構築
を抽出した人工上皮様組織を作り出す技術
を確立し、分子レベルから組織レベルまでを
統合した新しい実験系として利用すること
を目指す。人工上皮様組織の基本技術は人工
膜と呼ばれる脂質平面膜法であり、方法論と
して十分確立している。従来 1 枚の平面膜上
にチャネルなどの膜蛋白質を埋め込み電気
生理学的実験が行われてきたが、申請者は最
近になって全く新しい 2 枚膜を形成する方
法の着想を得、これが輸送上皮としての要件
を備えていることに思い至った。このシステ
ムを上皮フィジオームの一つの実験系アプ
ローチとして確立したい。 
 
３．研究の方法 
上皮様複合膜の形成法を確立し、最小構成で
稼働可能な膜蛋白質（チャネルとポンプ）を
組み込み上皮機能を発現させる。この上皮に
対して従来から行われてきた上皮輸送特性を
明らかにする実験（経上皮電位や短絡電流の
測定、アイソトープ流束比の測定）を行う。
これらの実験で上皮機能が証明されれば、こ
の上皮系を使って従来行えなかった次のよう
な実験を行う。それはチャネルやポンプの発
現量を変化させ、その時のイオン輸送量との
関係を探ることである。もうひとつの計画は、
他のチャネルとポンプという膜蛋白質の組み

合わせを変えて異なる“上皮”を作り出すこ
とである。長期的な展望としては通常の上皮
と同様にナトリウムポンプなどを発現させて
実験を行いたい。 
 
４．研究成果 
新しい脂質 2重膜形成法の確立 
上皮様膜系を確立するにはその前段階とし
て 1枚膜の脂質平面膜を形成し、膜蛋白質を
再構成する系を自由自在に作成できなけれ
ばならない。 
 
（１）改良 DIB 法の確立 
従来の DIB（Droplet Interface Bilayer）は
液滴のサイズが大きく取り扱いにくい。これ
に比べて約10分の1のサイズの液滴で脂質2
重膜を形成した。膜面積も小さく電気的バッ
クグラウンドノイズを劇的に低減させるこ
とができた。さらにこの方法では液滴をモー
タードライブで動かすので、操作性が極めて
優れている。 

（２）非対称性膜の形成 
各液滴内に異なる組成のリン脂質で形成し
たリポソームを加えることによって、非対称
脂質2重膜を簡単に形成できるようになった。 
 
（３）非対称性膜による KcsA カリウムチャ
ネルの脂質依存性機構解明 
KcsA カリウムチャネルが膜リン脂質組成に
よってそのゲーティングを大きく変えるこ
とは知られていた。そのメカニズムを明らか
にするために脂質2重膜の組成を完全非対称
にして実験を行った。その結果、膜内葉の負
電荷リン脂質がチャネルのゲートを開状態
に保つことを明らかにした。 

 
図１．ヘキサデカンにあらかじめリン脂質
を加えておく。液滴（KCl溶液）表面に形
成されたリン脂質の単分子膜を接触させ
ることで脂質２重膜が簡単に形成される。
このとき膜の厚さは使用する有機溶媒の
分子種により、ヘキサデカンの場合、約４ 
nmの厚さの膜ができる。チャネルはリポ
ソームに再構成し、あらかじめ液滴内に加
えておく。脂質２重膜にリポソームが膜融
合し、チャネルが取り込まれる。 



 
（４）急速溶液灌流法の開発 
pH依存性カリウムチャネルである KcsA の pH
依存性を明らかにするには溶液の pH を急速
にジャンプし、その時のチャネルの応答を観
察する必要がある。液滴の一方に微小ガラス
管を刺入し、異なる pH 溶液を灌流すること
によって、数十ミリ秒で溶液を置換すること
ができた。これによってチャネルの pH 依存
性活性化だけでなく、活性化に引き続いて起
こる不活性化の時間経過を捉えることがで
きた。 
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