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【序】膜タンパク質は主要な創薬ターゲットである

ことから，その研究の重要性は今後ますます高まっ

ていくと考えられる．膜タンパク質の機能を in vit
ro評価するためには，人工的な脂質膜環境を提供し
たうえで膜タンパク質を再構成する必要がある．し

かし，一般的にプロテオリポソームと人工脂質二重

膜の融合率は低く，人工脂質二重膜系における膜タ

ンパク質研究のボトルネックとなっている． 
我々は最近，黒膜系でイオンチャネル計測に用い

られている phosphatidylcholine (PC), phosphatidylet
hanolamine (PE), コレステロール(Chol)と同組成の
支持脂質二重膜(supported lipid bilayer: SLB)に微
小ドメインが存在し，プロテオリポソームの融合サ

イトとして働くことを報告した 1. この SLBの作製
に用いた鶏卵由来の PCと PEは，いずれも室温で
液晶相にあり完全混合する．部分混合する脂質同士

で形成される脂質二重膜ではゲル-液晶(固-液)相分
離が起きるが、この系ではコレステロールを添加す

ることで液体秩序-液体非秩序相間の液-液相分離
が起きることはよく知られている．完全混合する 2
種類の脂質に Chol を添加することで起きるドメイ
ン形成は，特異的な現象である．膜融合サイトとし

て働くこの微小ドメインの組成や形成機構を知る

ことは，人工脂質膜へのプロテオリポソーム融合効

率の向上に繋がる．本研究では，不飽和度の異なる

PEを用いて PC+PE+Chol-SLBを作製し，膜内微小
ドメインの脂質組成およびその形成機構を明らか

にすることを目的とした． 
【実験】SLBはマイカ基板上へベシクル融合法を用
いて作製した．ガラスバイアル中に PCと PE, Cho
l を PC:PE:Chol = 67−CPE:CPE:33 (mol%) (PE 濃度
CPE = 0–11 mol%)の組成で PE/PC 濃度比を変えて
混合した． PC は鶏卵由来の物を用い，PE は鶏卵
由来の PE (eggPE)，di-docosahexaenoyl PE (22:6-P

E), または 1-palmitoyl-2-oleoyl-PE (POPE)を用いた．
蛍光標識脂質として, 親水頭部に蛍光標識した Rb-
DPPE，および疎水尾部に蛍光標識した BODIPY-FL
-HPC，Bis-BODIPY-FL-HPC を 0.26 mol%相当添加
した．作製した SLB は緩衝液中で原子間力顕微鏡
(AFM)および蛍光顕微鏡により観察した． 
【結果と考察】ベシクル融合法による PC+PE+Chol
-SLB形成ではいずれの PEの場合でも CPE ≤ 4 mo
l%では主に吸着ベシクルが開裂せずに基板表面上
に存在したが，CPE > 6 mol%では平面膜化が進み，
基板表面のほぼ全体で均一かつ連続的な SLB が形
成された．EggPE を用いた CPE = 11 mol%の SLB
では Rb-DPPEの観察で大きさが数 µm程度の暗領
域が存在したのに対し，同じ領域が BODIPY-FL-H
PC および Bis-BODIPY-FL-HPC の観察ではそれぞ
れ周囲の SLB と同程度がより強い蛍光強度で観察
された．脂質膜内にドメインが形成され，光学顕微

鏡で観察可能な大きさまで成長したと考えられる. 
AFM 観察では蛍光像における暗領域の大きさに近

い凹んだ(depression)領域が観察されたことから，こ
の領域を蛍光像で観察された脂質ドメインと帰属

した．EggPE, 22:6-PE，POPEのいずれにおいても，
PC+PE+Chol-SLB内の depressionドメインの面積率
(θd)は CPEとともに上昇した．Egg PEと POPEでは
θdは同程度であったのに対し， 22:6-PEを用いた場
合は θdが著しく高かった．PEは PCよりも，また
不飽和アシル鎖は飽和アシル鎖よりも，Chol との
混和性が低いため，PC と Chol を主成分とする SL
B内で多価不飽和 PEが凝集してドメインを形成し
たと考えた．また、22:6-PEを用いて PC+PE+Chol-
SLB を作製することでプロテオリポソームの融合
効率は著しく向上することを示した． 
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