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「パターン化脂質膜を用いたGタンパク質共役型受容体のラフト親和性解析」 

 神戸大学 自然科学系先端融合研究環遺伝子実験センター     森垣 憲一 

 

１ 研究の背景と目的 

生体膜は、細胞と周辺環境との界面として機能するだけでなく、細胞内においても多様

な機能を担っている。生体膜機能の変調は疾患につながり、医薬品の大部分が生体膜機

能を制御することで薬効を発現している。生体膜は、極めて複雑で動的な構造を持ち、

特にコレステロールと飽和脂質が濃縮した微小で短寿命の膜ドメイン（ラフト）は、膜

タンパク質の局在や機能調節に大きな役割を果たすものと考えられている(1)。しかし、

ラフトが膜機能に果たす役割は未解明である。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、その機能にラフトが関わ

ると考えられている。しかし、ラフトの微小さと動的変化がGPCRのラフトとの相互作

用や機能調節メカニズムの検証を困難にしている（図 1）。 

 

我々は、生体膜のモデル系として、ガラス基板にパターン化脂質膜を作製する技術を世

界的にもユニークな独自技術として確立してきた(2)。そして、生体膜のラフト・非ラフ

ト膜領域をパターン化する技術を確立した(3)。本研究では、ガラス基板に固定化したラ

フト・非ラフト領域を持つ人工膜（パターン化

脂質膜）を用いて、ラフトへのGPCRの結合(ラ

フト親和性)を定量的に測定する技術を開発す

ることを目的とした。GPCR としては、Gタン

パク質との共役機構が良く研究され、活性制御

の容易な光受容体ロドプシンを用いた。これま

で生化学的手法による定性的な知見しか得ら

れていなかったロドプシンのラフト親和性を

定量測定し、光受容機能に対するラフトの影響

を定量的に評価する技術を確立することを目

指した。 

 

 

２ 研究方法・研究内容 

（１）パターン化脂質膜の作製：生体膜をガラス基板に再現したパターン化脂質膜を作

製した。そのために、光重合性リン脂質（1,2-bis(10,12-tricosadiynoyl)-sn-glycero- 

3-phosphocholine : DiynePC）二分子膜を基板表面に累積し、光リソグラフィー技術を利

用して特定のパターンで紫外光重合することで安定な枠組みとなるポリマー脂質膜を作

製した（図 2）。モノマー脂質を除去した部分に生体膜由来の脂質膜(1,2-dioleoyl-sn-glycero- 

3-phosphocholine (DOPC), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC), cholesterol (Chol))

を組み込んで、ポリマー脂質膜と組み合わせることで、(a) 主にDPPCとCholからなる

ラフト膜領域（Liquid ordered: Lo相）が濃縮した流動性脂質膜 (R0)、(b) 主にDOPCか

らなる非ラフト膜領域（Liquid-disordered: Ld相）とポリマー脂質が混合された部分重合

膜 (R1)、の２領域を形成した。 

 

 

図1 脂質ラフトによるGタンパク質共役型
受容体（GPCR）の機能調節（概念図）
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（２）パターン化脂質膜へのロド

プシン（Rh）再構成：Rhの調製は

ウシガエル（Rana catesbeiana）桿

体外節を octylglucosideで可溶化後、

Con-A カラムを用いて行った。基

板表面にあらかじめ脂質膜を形成

しておき、界面活性剤で可溶化し

たRhを加えて膜内にRhを導入し

た。Rh および Gt の計測は、全反

射照明による蛍光 1 分子観察を用

いて行った。Rhは、蛍光標識され

た Rh もしくは C 末端に特異的な

Fab抗体を用いた。Rh の機能は、

光照射で活性化したRh（Rh*）にGタンパク質トランスデューシン（Gt）が結合するこ

と、さらにGTPを加えるとGtがRhより再解離することから確認した。 

 

（３）Rhのラフト親和性評価：RhおよびGtのラフト親和性を、パターン化脂質膜にお

ける Lo相・Ld相への分配から評価した。流動性脂質膜には Lo相（ラフト領域）、部分

重合膜部位には Ld相が存在するので、それぞれの領域での Rh、Gt存在密度より Lo相

／Ld相間の分配を測定しラフトへの親和性の指標とした。（Ld相への局在が既に分かっ

ている蛍光標識脂質（TR-PE）を分配を評価する参照分子として用いた。 

 

 

３ 研究成果 

DiynePCを光リソグラフィー技術で局所的に重

合したパターン化脂質膜は、紫外光照射量を調

節することで、ポリマー脂質膜と流動性脂質膜

とが数十ナノメートルのドメインとして混在

する部分重合領域を形成することができる(4)。

DOPCのみからなる脂質膜を導入すると、脂溶

性蛍光色素（TR-PE）の蛍光が流動性脂質膜の

みからなる領域（R0）でより強く観察された（図

3（A））。一方、3種類の脂質（DOPC/DPPC/Chol）

の混合脂質膜を導入すると、部分重合膜領域

（R1）でより強い TR-PE蛍光が観察された（図

3（B））。TR-PE は非ラフト膜領域（Ld 相）に

局在することが知られており、ラフト膜領域

（Lo相）が流動性脂質膜（R0）に濃縮し、非ラ

フト膜領域（Ld相）が部分重合膜（R1）に濃縮

するという、パターン化相分離が確認された。 

 

ラフト膜領域（Lo 相）と非ラフト膜領域（Ld 相）が相分離したパターン化脂質膜に、

RhおよびGt再構成を再構成した。Gtは三量体Gタンパク質であり、, の二つのサブ

ユニットに脂質修飾がされている。水溶液中に加えられたGtは膜に結合し、膜表面で側

方拡散することが 1分子蛍光顕微鏡観察より示された。図 4は、Gtの軌跡（黄色い線）

(B) DOPC/DPPC/Chol

(A) DOPC
Fluid membrane

TR-PE (Ld phase)

Polymer membrane

R0

R１

CTB-488 (Lo phase)
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図2 パターン化脂質膜を用いたラフトモデルの
構築、およびRh再構成（概念図）
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と TR-PE 蛍光（Ld 相の分布）を示したもの

である。TR-PE蛍光が見られない球形の部分

には、Lo 相が濃縮されている。従って、Gt

がLo相とLd相の間を自由拡散していること

が分かる。一方、Rhは 7回膜貫通型タンパク

質であり、大きな疎水性ドメインを持つため、

界面活性剤で可溶化された状態のタンパク質

を水溶液に加えて、界面活性剤濃度を急速に

低下させることで膜への組み込みを行った。

再構成を行うセルの形態、タンパク質（Rh）、

脂質、界面活性剤の濃度（および相対比）、溶液攪拌、などの実験条件を最適化すること

で、Rh 分子の凝集を防ぎ膜に再構成することができた。図 4 に示されるように、Rh が

Lo相と Ld相の間を自由拡散していることが観察された。 

 

Rhは、蛍光色素（Cy7）による直接標識、およびRhに対する Fab抗体をHiLyte Fluor 750 

(HL750)で標識して結合するという二種類の蛍光標識法を用いて可視化した。1分子蛍光

の軌跡をMean square displacement (MSD)法により解析することで各分子の拡散速度を算

出し、速度分布を比較した（図 5）。いずれの蛍光標識法でも同じ速度（中央値）（0.28 

mm2s-1）で分子が側方拡散していることが示された。また、膜の脂質組成（DOPC もし

くはDOPC/ DPPC/ Chol）によって拡散速度は大きく変化した。これらの実験結果より、

Rh が脂質二分子膜を貫通する形で再構成さ

れ、膜内を自由に側方拡散していることが示

された。再構成された Rh が本来の光受容機

能を保持していることは、Rhと Gtを同時に

再構成して、光照射に伴うRhとGtとの結合

（Gt拡散速度の低下）、およびGTP添加に伴

うGtのRhからの脱離（Gt拡散速度の大幅な

上昇）を観察することから示された。一般に

基板表面に吸着した脂質膜に膜貫通型タンパ

ク質を組み込むことは難しいとされる。従っ

て、本研究で GPCR の一種である Rh を、側

方拡散、機能を保持してパターン化脂質膜に

組み込めたことは極めて重要な成果であると

言える。 

 

Rhと Gtのラフト親和性は、両分子の流動性

脂質膜（ラフト膜領域：Lo相）と部分重合膜

（非ラフト膜領域：Ld相）における存在確率

を多数の分子の軌跡解析から算出することで

定量化した。図 6に TR-PE, Rh, Gtの非ラフト

膜領域／ラフト膜領域分布比（P1）を示す。

この数値が高いほど、非ラフト領域への親和

性が高い。Rh、Gtは、TR-PEと同様に非ラフ

ト膜領域（Ld 相）への強い局在性を示した。

これは、従来の生化学的手法による分離結果
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と一致している(5)。 

 

以上の結果から、本研究においては、Rh と Gt をパターン化脂質膜に再構成し、ラフト

親和性を定量する技術を確立できたと言える。残された課題は、Rhの多量体（ダイマー、

オリゴマー）や Rh-Gt複合体のパターン化脂質膜における形成、それらのラフト親和性

定量である。そのためには、多量体や複合体が形成されるために十分な高濃度の Rh、

Gt 分子を膜に再構成する必要がある。現在は高濃度な Rh を拡散性、機能を保持したま

ま再構成する手法を開発中である。この技術が確立すれば、Rh光シグナル伝達の制御に

対する脂質ラフトの役割について、これまでにない詳細かつ定量的な情報を得ることが

出来るものと期待される。 

 

 

４ 生活や産業への貢献および波及効果 

本研究では、代表的なGPCRであるロドプシンを用いて、ラフト親和性を定量する技術

を開発した。GPCR を介したシグナル伝達は、視覚、味覚、臭覚など幅広い感覚を担っ

ているほか、体内における調節（ホルモンの作用）、脳神経、免疫など体内のありとあら

ゆる機能において中心的な役割を果たしている。従って、GPCR は、医薬品の標的分子

として最も重要なものとされる。GPCR によるシグナル伝達は、シグナル増幅と抑制の

バランスを精密に制御する必要がある。そのような制御に脂質ラフトが関わっていると

推測されるが、その制御機構は未知である。本実験で開発されたロドプシンと脂質ラフ

トとの親和性定量技術は、今後、光受容シグナル伝達における脂質ラフトの役割につい

て重要な知見をもたらすものと期待される。また、他のGPCRにも応用することで多く

のGPCRのラフト親和性を定量的に評価できるようになれば、脂質ラフトによるGPCR

機能調節のメカニズムが明らかになり、医薬品分子によるGPCRの機能調節機構の研究

を飛躍的に発展させるものと考えられる。その結果、高い薬効と低い副作用を実現する

新薬の開発を加速して、社会における健康・長寿の促進に役立つものと期待される。 
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