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1. はじめに

生体膜は，脂質二分子膜を基本構造とする 2次元の
液晶であり，分子が側方拡散して会合や相互作用でき
ることが膜機能に重要な役割を果たす．生体膜におい
ては分子が均一に分布しているのではなく，特定の脂
質とタンパク質が動的なドメイン構造を形成している
ものと考えられている．特に，飽和脂質，コレステ
ロールが濃縮した「脂質ラフト」が情報伝達など生体
膜機能に重要な役割を果たすことが近年の研究より推
定されている 1)．しかし，脂質ラフトはサイズが数ナ
ノメートルから数十ナノメートルしかない微小かつ動
的な構造であると推測され，その存在や機能的役割は
まだ充分には分かっていない 2)．細胞膜で多様な信号
を受容し医薬品の主要標的分子である Gタンパク質
共役型受容体（GPCR）も，機能調節にラフトが関わ
ると考えられている 3), 4)．しかし，GPCRのラフトと
の相互作用や機能調節機構の検証はその動的かつ微小
な構造ゆえに困難である．
我々は生体膜を単純化したモデル系を固体基板表面

に構築して，脂質や膜タンパク質の物性や機能を定量
的に評価する技術を開発してきた 5), 6)．ガラスなどの
親水性基板表面において，光重合性脂質からなる脂質
二分子膜を光リソグラフィー技術でパターン化重合し
天然由来の流動性を持つ脂質膜と組み合わせること
で，パターン化人工膜を形成できる．その応用例とし
て，コレステロールが濃縮し膜厚や物性がラフトに類
似した膜領域への膜タンパク質の分配を計測すること

で，ラフト親和性を評価することが可能になる．この
総説ではパターン化人工膜の特徴や物性を概説し，生
体膜研究に活用するための可能性と課題について述べ
る．

2. 人工膜の系譜

生体膜を単純化したモデル系（人工膜）は，これま
で生体膜の構造や機能に対する理解に大きく貢献して
きた（図 1）7)．最も初期の人工膜としては，ラング
ミュア単分子膜が挙げられる．脂質分子が水面（水 /
空気界面）に形成する単分子膜は，生体膜の基本構造
が二分子膜であることを推定する基礎となった．その
後，閉じた球形構造を持つ脂質二分子膜（ベシクルも
しくはリポソーム）やテフロン板に微細な穴を開けて
脂質膜を張った黒膜（Black lipid membrane: BLM）を
用いて，脂質膜の物質透過性，側方拡散（流動性），
非対称性などの物性が研究され，Singer-Nicolsonによ
る流動モザイクモデルの提唱につながっている．一
方，1980年代には，固体基板表面に脂質二分子膜を
物理的相互作用もしくは化学結合で平面状に吸着した
人工膜（Substrate supported planar bilayer: SPB）が開発
された 8)．ガラスなどの親水性基板では，物理的相互
作用によって吸着した脂質膜と基板との間には水和層
が存在するため 9)，脂質分子が生体膜と同様に側方拡
散することができる．SPBには，他の形態の人工膜と
異なるユニークな特徴がある．1）固体基板に支持さ
れているためベシクルや BLMに比較して機械的安定
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して働くだけでなく，流動性脂質膜を側方から支持し
て安定化する効果がある 13)．
我々は，パターン化人工膜において脂質膜のパター
ン化相分離を引き起こし，脂質ラフトのモデル系を形
成する技術を開発した 14)．光重合時に紫外光照射量を
調節してポリマー脂質膜形成量を制御することで，ポ
リマー脂質膜と流動性脂質膜が 25 ± 10 nm程度のド
メイン構造として混合された部分重合膜を形成できる
（図 3）6)．ポリマー脂質膜を全く含まない領域（R0）
と部分重合膜領域（R1）からなるパターン化ポリマー
膜に，単一脂質（DOPC）および蛍光プローブ（TR-
PE）からなる流動性脂質膜を導入した場合，R1では
流動性脂質膜の面積がポリマー脂質膜により減少し
ているため，TR-PEの蛍光は R1よりも R0において強
く観測される（図 3A）．一方，脂質分子混合膜（不
飽和リン脂質（DOPC），飽和リン脂質（DPPC），コ
レステロール（Chol））を導入すると，DPPCと Chol
が濃縮した秩序液晶相（Liquid ordered phase (Lo)）と，
DOPCが濃縮した不秩序液晶相（Liquid disordered 

性が高い，2）固液界面に存在するので界面分析手法
（例：表面プラズモン共鳴（SPR））によって高感度に
分析することが可能である，3）半導体微細加工技術
を用いることで 2次元のパターン化・集積化が可能で
ある 10)．そのため，これまでも SPBを用いて生体膜
機能の研究が多くなされてきた 11)．

3. パターン化人工膜

SPBの高感度分析，集積化を活用し，脂質二分子膜
の安定性を向上するため，我々は光重合性を持つリン
脂質から形成された二分子膜をパターン化重合し，生
体膜に存在する天然リン脂質二分子膜と組み合わせる
パターン化手法を開発してきた（図 2）5), 6)．重合性リ
ン脂質は，熱や光により重合する官能基を分子中に持
つ合成脂質で，リポソームを安定化して医薬品用カプ
セルに用いることを目的として開発されてきた 12)．そ
の中で，我々は光重合性部位としてジアセチレン基を
持つホスホコリン（DiynePC）を用いてポリマー脂質
膜を作製した（図 2B）．DiynePCには 1分子あたり 2
カ所のジアセチレン基があるため，二分子膜中で光重
合すると架橋された 2次元ポリマーができる．フォト
マスクを用いて脂質膜に紫外光照射することでパター
ン化光重合を行い，光照射しなかった部位からモノ
マー脂質膜を界面活性剤で選択的に除去すると，パ
ターン化ポリマー膜が形成される．そして，天然の生
体膜を模倣した脂質組成を持つ脂質膜をベシクル融合
法により導入することで，ポリマー脂質膜と生体由来
の脂質膜がハイブリッド化される（図 2C）．生体由来
の脂質膜は，分子が側方拡散できるという生体膜の基
本物性（流動性）を保持しており，生体膜のモデルと
なる．ポリマー脂質膜は，生体由来の脂質膜と同じ二
分子膜構造を持っているため，脂質分子の拡散障壁と

図 1  
生体膜を単純化したモデル系（人工膜）の種類と特色．

図 2  
光重合性リン脂質（DiynePC）を用いたパターン化人工膜作製技
術：（A）パターン化工程，（B）光重合性リン脂質，（C）ポリマー
脂質膜と流動性脂質膜の蛍光画像（区画サイズは 50 μm）．

図 3  
パターン化相分離膜：（A）単一脂質膜（DOPC/TR-PE）導入．（B）
混合脂質膜（DOPC/DPPC/Chol/GM1/TR-PE）導入による自発的パター
ン化相分離．
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ルグルコシド）を用いて可溶化し，あらかじめ形成し
たパターン化相分離膜表面において界面活性剤を含ま
ないバッファーで急速希釈することで脂質膜に再構成
した．膜内で 2次元拡散する Rhと Gtを観察するこ
とで拡散速度や Lo/Ld相分配を決定できる．Rhと Gt
が活性を維持していることは，光照射で活性化した
Rh（Rh*）に Gtが結合して Gtの拡散速度が低下する
こと，さらに GTPを加えると Gtが Rhより解離して
拡散速度が再度上昇することから確認した．ラフト親
和性（Praft）は，Ld相に局在することが既に分かって
いる Rho-PEを参照分子として用い，Lo相および Ld
相における分子密度（dLo, dLd）から次の式で算出した．

 Praft = dLo/(dLo + dLd)

Praftは 0と 1の間の数値となり，数値が高いほどラ
フト親和性が高い（0では 100%非ラフト領域に分配，
1では 100%ラフト領域に分配）．Rh単量体と Gtは，
Praftがそれぞれ 0.19，0.27となり，非ラフト領域への
局在を示した．これは，従来の生化学的手法による定
性的な結果と一致している 17)．以上の結果から，Rh
と Gtをパターン化人工膜に再構成し，ラフト親和性
を定量する技術を確立できた．現在，光シグナル伝達
に関与する分子群や，ロドプシン以外の GPCRにつ
いて，ラフト親和性の系統的検討を進めている．これ
まで定性的な知見しか得られていなかったラフト親和
性を定量測定することで，シグナル伝達機能に対する
ラフトの影響を定量的に評価することが可能になるも
のと考えられる．ラフトの存在や様態が様々な角度か
ら議論される中，このような単純化された系で得られ
た物性値に生物学的な意義があるか疑問視する見方も
あるものと思われる．しかし，生物における議論が複
雑で混沌とした状況であるほど，分子の物性を規格化
された方法論を用いて取得し，議論を整理することが
今後重要になるものと考えられる．

5. まとめと展望：人工膜に求められるもの

生体膜は生命が長年の進化により築いてきた超分子
システムであり，多くの分子が関与するダイナミック
な自己組織化現象である．その構造や機能の理解に
は，分子の自己組織化をボトムアップ的に操作する人
工膜が有効であり，流動モザイクモデル，脂質ラフト
などの重要な概念を形成してきた．一方，現在，遺伝
子組換えにより細胞に目的タンパク質を発現して解析
する手法が主流となり，かつて大きな流れとなってい

phase (Ld)）がパターン化相分離することが示された
（図 3B：Ld相マーカー（TR-PE），Lo相マーカー（糖
脂質 GM1に結合するコレラ毒素サブユニット B：CTB）
を観察）．Ld相が部分重合膜に濃縮するのは，Ld相
の方が Lo相よりも曲げ弾性率（κ）が小さいため，ポ
リマー膜との境界において局所的に生じる膜ゆがみの
エネルギーコストが相対的に低いことが原因であると
考えられる．

4. 膜タンパク質と脂質ラフトとの親和性解析

脂質ラフトの実態はまだ解明されていないが，膜内
のタンパク質・脂質組成の動的なゆらぎによって局所
的にコレステロールや飽和脂質が濃縮された部位と見
なされている．従って，パターン化相分離 Lo/Ld相に
おいて，コレステロールが濃縮し膜厚や物性がラフト
に類似した Lo相への膜タンパク質の分配を測定する
ことで，生体膜における脂質ラフトとの相互作用（ラ
フト親和性）の指標とすることができると考えられ
る 15)．従来はトライトン X-100を用いた抽出における
不溶画分がラフト組成と定義されてきたが，ラフト親
和性の定量的評価は困難であった．パターン化人工膜
を用いたラフト親和性定量を検証するため，代表的
GPCRである光受容体ロドプシンを用い Lo/Ld相への
分配を計測した 16)．ウシガエル（Rana catesbeiana）由
来のロドプシン（Rh）および Gタンパク質トランス
デューシン（Gt）を蛍光標識して，パターン化相分
離した人工膜に再構成し，全反射蛍光顕微鏡による 1
分子蛍光観察を行った（図 4）．膜貫通型タンパク質
である Rhは，視細胞円板膜から界面活性剤（オクチ

図 4  
パターン化相分離膜への Rh，Gt再構成と 1分子蛍光観察．（左）
概念図．（右）蛍光顕微鏡観察（赤色：TR-PEが濃縮した R1，黄色：
Rh，Gt分子の軌跡）．Rhと Gtは，それぞれ Cy7，Hilyte Fluor 750
で蛍光標識した．画像の一部は文献 15より転載された．
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た生化学的手法や再構成を用いた人工膜での解析は傍
流となっている印象をうける．また，計算技術の発達
に伴うシミュレーションの興隆が現在の顕著な流れに
なっている 18)．そのような中で人工膜や生化学手法
は，生体膜研究において，生体分子や分子間の相互作
用，反応定数に関する規格化された物性値や速度定数
を提供することで，細胞や生体を用いた In vivo研究
とシミュレーションによる In silico研究をつなぐ役割
を果たすのではないか（図 5）．これまでの人工膜は
比較的単純な構造のものが多く，得られる情報の定量
性やスループットに限界があった．現在，微細加工技
術や新しい計測・イメージング技術と組み合わせられ
ることによって，人工膜に大きな技術革新が起こり，
膜タンパク質を含む膜機能を定量的に評価するための
強力なツールが生まれつつある．特に，SPBは集積
化，高感度分析などの特性ゆえに，今後大きな発展が
見込まれる．我々がこれまでに開発してきたパターン
化人工膜は，ポリマー脂質膜と生体脂質膜とを組み合
わせることで安定性を確保し，形状や脂質組成を設計
することで，膜機能を定量的に解析する強力なツール
となることをめざしている．今後，幅広い膜タンパク
質や脂質の機能解析を行ってゆくためには，膜と基板
との距離制御 19)，膜タンパク質の再構成，ナノ空間と
の融合 20)など，多くの技術革新が必要である．
本 研 究 は， 科 研 費（#26291031, #17H03666, 

#17KT0024）およびひょうご科学技術協会の支援をい
ただき，林文夫博士，谷本泰士博士（神戸大学）との
共同研究として遂行されました．ここに厚く御礼申し
上げます．

図 5  
生体膜機能解析のために人工膜に求められるもの（概念図）．画像
の一部は文献 2，17より転載された．
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