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細胞小器官などの生体膜同士が接触する部位は幕接触部位と呼ばれ、2 つの膜がわずか 10-30nm
の距離で近接している。中でも小胞体は、細胞内全体に広く分布することで、ほとんどのオルガ

ネラ膜や細胞膜と膜接触部位を形成している。膜接触部位では、 脂質の交換輸送が行われている
ことがわかってきたが、その詳細なメカニズムや統合的な定量的キネティクス解析等は進んでい

ない。そこで本研究では、人工脂質二重膜（リポソーム）を用いて小胞体—細胞膜接触部位におけ
る脂質交換輸送系の再構成系の構築を目的とした。膜蛋白質化学研究室で樹立された人工脂質二

重膜（リポソーム）を用いた再構成実験系を用い、Mini-extruderを用いて、1,2-dioleoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (DOPC)をベースに、種々のリン脂質を含有するリポソームの調整方法を検討・習
得した。また、スクロース含有リポソームの調整プロトコルの確立を行い、安定的な調整プロト

コルを樹立した。さらに、脂質輸送タンパク質群の脂質結合ドメインを GSTタグ付加し、大腸菌
から精製するプロトコルを確立した。そして前述の方法により作成したリポソームと、精製した

タンパク質を試験管内で混合し、脂質交換輸送アッセイの予備的解析を行った。精製タンパク質

と混合したリポソームは、クロロホルムおよびメタノールを用いて脂質抽出を行い、脱アシル化

したのちにクロマトグラフィーにより定量した。 
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