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(57)【要約】
　二分子層を生成するための方法であって、この方法は
：（ａ）疎水性媒体中に浸漬された水和支持体および親
水性体を提供するステップであって；ここで両親媒性分
子の第一の単分子層が疎水性媒体と親水性体との間の界
面上で形成され、両親媒性分子の第二の単分子層が、疎
水性媒体と水和した支持体との間の界面上で形成される
ステップと；（ｂ）この第一の単分子層と第二の単分子
層と接触させて両親媒性分子の二分子層を形成するステ
ップであって、ここで細胞膜構成要素を含む細胞膜の少
なくとも一部が、水和支持体の中もしくは上に、および
／または親水性体中に提供され、その結果、この細胞膜
の構成要素がこの二分子層形成の間または後にこの二分
子層に組み込まれるステップと、を包含する。本発明の
方法によって生成される二分子層および二分子層の使用
。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）疎水性媒体中に浸漬した水和支持体および親水性体を提供する工程；および
　（ｂ）該第一の単分子層を該第二の単分子層に接触させて、両親媒性分子の二分子層を
形成する工程
を含むことを特徴とする二分子層の製造方法であって、
　両親媒性分子の第一の単分子層が、該疎水性媒体および該親水性体の界面上に形成され
、両親媒性分子の第二の単分子層が、該疎水性媒体と該水和支持体の界面上に形成され、
　細胞膜構成要素を含む細胞膜の少なくとも一部が、該水和支持体の中または上、および
／または該親水性体中に提供され、
　該細胞膜の構成要素が、該二分子層形成中または形成後の該二分子層に導入されること
を特徴とする二分子層の製造方法。
【請求項２】
　両親媒性分子が、前記疎水性媒体中に提供される請求項１記載の方法。
【請求項３】
　両親媒性分子が、前記親水性体中および前記水和支持体上に提供される請求項１または
２記載の方法。
【請求項４】
　前記二分子層が形成された後、前記細胞膜が、前記水和支持体中および／または前記親
水性体中に提供される請求項１～３のいずれか１項記載の方法。
【請求項５】
　前記二分子層の形成前に、前記細胞膜が、前記水和支持体の中および／または上、およ
び／または前記親水性体中に提供される請求項１～４のいずれか１項記載の方法。
【請求項６】
　前記細胞膜が、二分子層の形成と同時に導入される請求項１～４のいずれか１項記載の
方法。
【請求項７】
　前記工程（ａ）が、
　　水和支持体を提供する工程、
　　細胞膜を該水和支持体の上部に積層することによって、または細胞膜を該水和支持体
中に混合する形で該水和支持体を提供することによって、細胞膜を提供する工程、
　　両親媒性分子を含有する疎水性媒体中に、該支持体を浸漬して、結果として、両親媒
性分子の単分子層が、該疎水性媒体および該親水性体の界面上に形成される工程
を含む、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか１項記載の方法によって製造された両親媒性分子の二分子層。
【請求項９】
　細胞膜の少なくとも一部が二分子層に組み込まれている、親水性体と水和支持体の間の
両親媒性分子の二分子層。
【請求項１０】
　前記細胞膜の構成要素が、細胞膜全体または細胞膜のフラグメントとして、亜細胞膜の
形成として、亜細胞小器官をそのまま、または断片化されたものとして、細胞膜のフラグ
メント由来のリポソームまたは精製された成分由来のリポソームの形態で、或いは細胞の
形質膜由来の細胞膜のフラグメントの形態で、或いは細胞内コンパートメントの形態で提
供される、請求項１～９のいずれか１項記載の方法または二分子層。
【請求項１１】
　前記細胞膜が、真核細胞であるか、または原核細胞であるか、または前記膜がウィルス
である、請求項１～１０のいずれか１項記載の方法または二分子層。
【請求項１２】
　前記両親媒性分子が、脂質分子である請求項１～１１のいずれか１項記載の方法または



(3) JP 2013-500858 A 2013.1.10

10

20

30

40

50

二分子層。
【請求項１３】
　前記脂質分子が、脂肪酸アシル類、グリセロ脂質類、グリセロリン脂質類、スフィンゴ
脂質類、ステロール類、プレノール脂質類、ポリケタイド類、リン脂質類および糖脂質類
から成る群から選択される請求項１２に記載の方法または二分子層。
【請求項１４】
　前記脂質が、モノオレイン；１,２‐ジオレオイル‐ｓｎ‐グリセロ‐３‐ホスホコリ
ン（ＤＯＰＣ）；１,２‐ジフィタノイル‐ｓｎ‐グリセロ‐３‐ホスファチジルコリン
（ＤＰｈＰＣ）；パルミトイルオレオイルホスファチジルコリン（ＰＯＰＣ）；１‐パル
ミトイル‐２‐オレオイル‐ホスファチジルエタノールアミン（ＰＯＰＥ）；１‐パルミ
トイル‐２‐オレオイル‐ホスファチジルエタノールアミン；および１－パルミトイル－
２－オレオイルホスファチジルグリセロール（ＰＯＰＥ／ＰＯＰＧ）混合物；またはそれ
らの混合物から成る群から選択される請求項１２に記載の方法または二分子層。
【請求項１５】
　１つ以上の単分子層および／または二分子層における両親媒性分子が、同じタイプまた
は異なるタイプである請求項１～１４のいずれか１項記載の方法または二分子層。
【請求項１６】
　前記水和支持体が、固体または半固体の基質を備える請求項１～１５のいずれか１項に
記載の方法または二分子層。
【請求項１７】
　前記水和支持体が親水性である請求項１～１６のいずれか１項に記載の方法または二分
子層。
【請求項１８】
　前記水和支持体が多孔性または非多孔性である請求項１～１３のいずれか１項に記載の
方法または二分子層。
【請求項１９】
　前記水和支持体が、未処理寒天、キトサンまたはゼラチン、アガロース、ポリアクリル
アミド、架橋したポリエチレングリコール、ニトロセルロース、ポリカーボネート、アノ
ディスク材料、ポリエーテルスルホン、酢酸セルロース、ナイロン、ナフィオン（Ｎａｐ
ｈｉｏｎＲ）材料、メソ多孔質シリカ、水およびガラス、またはその組み合わせから成る
群から選択される請求項１～１８のいずれか１項に記載の方法または二分子層。
【請求項２０】
　前記水和支持体がタンパク質または検体分離ゲルである請求項１～１９のいずれか１項
に記載の方法または二分子層。
【請求項２１】
　前記親水性体が、液体、固体、または半固体あるいはそれらの混合物である請求項１～
２０のいずれか１項に記載の方法または二分子層。
【請求項２２】
　前記親水性体が、水溶液の液滴を含む請求項１～２１のいずれか１項に記載の方法また
は二分子層。
【請求項２３】
　前記液滴が直径５ｎｍ～１０ｃｍである請求項２２に記載の方法または二分子層。
【請求項２４】
　前記親水性体が、水和固体または半固体支持体／基質を含む請求項１～２１のいずれか
１項に記載の方法または二分子層。
【請求項２５】
　前記疎水性媒体が油である請求項１～２４のいずれか１項に記載の方法または二分子層
。
【請求項２６】
　前記油が炭化水素であることを特徴とする請求項２５に記載の方法または二分子層。
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【請求項２７】
　前記油が、アルカン、アルケン、フッ素化油、シリコーン系オイルおよび四塩化炭素か
ら成る群から選択される請求項２５に記載の方法または二分子層。
【請求項２８】
　前記両親媒性分子の二分子層の領域が、形成された後に調整可能である請求項１～２７
のいずれか１項に記載の方法または二分子層。
【請求項２９】
　前記二分子層に１つ以上の膜結合タンパク質を含む請求項１～２８のいずれか１項に記
載の方法または二分子層。
【請求項３０】
　　前記二分子層中の両親媒性分子とのまたは前記二分子層中の膜結合タンパク質との相
互作用可能な化合物／検体を検出するための、請求項８～２９のいずれか１項に記載の二
分子層の使用法。
【請求項３１】
　前記二分子層中で再構成される前記膜の構成要素と相互作用するタンパク質または分子
を検出するための、請求項８～２９のいずれか１項に記載の二分子層の使用法。
【請求項３２】
　細胞膜タンパク質を調査および／またはスクリーニングするための；再構成された膜と
相互作用する検体用に調査および／またはスクリーニングするための；異なる細胞タイプ
由来の再構成された膜を有する二分子層と相互作用可能な化合物用に調査および／または
スクリーニングするための、請求項８～２９のいずれか１項に記載の二分子層の使用法。
【請求項３３】
　二分子層中の膜結合タンパク質の分子を膜全体にわたって輸送する能力を研究するため
の、請求項８～２９のいずれか１項に記載の二分子層の使用法。
【請求項３４】
　前記二分子層の機械的変化の二分子層中のタンパク質または二分子層自体への影響を研
究するための、請求項８～２９のいずれか１項に記載の二分子層の使用法。
【請求項３５】
　スクリーニングにおいて試験、研究および／または使用される化合物／検体を、親水性
体中および／または水和支持体中および／または疎水性媒体中に配置することによって、
二分子層中に導入することを特徴とする請求項３０～３４のいずれか１項に記載の使用法
。
【請求項３６】
　前記化合物／検体が、環境試料または生物試料から得られる、または環境試料または生
物試料に含まれることを特徴とする請求項３０～３４のいずれか１項に記載の使用法。
【請求項３７】
　１つ以上の検出手段が、両親媒性分子の二分子層または該二分子層中に挿入された膜結
合タンパク質の化学特性、生化学特性、電気特性、光学特性、物理特性および／または環
境特性を検出するのに用いられることを特徴とする請求項３０～３６のいずれか１項に記
載の使用法。
【請求項３８】
　前記検出手段が、二分子層中のタンパク質チャネルを通過するイオン電流の変化或いは
水和支持体、親水性体または二分子層中の分子の電気化学特性の変化を検出するための電
極；酵素測定；免疫測定；蛍光または放射能標識；外見上の明らかな変化；分光分析を含
むことを特徴とする請求項３７に記載の使用法。
【請求項３９】
　請求項８～２９のいずれか１項に記載の二分子層中の膜結合タンパク質の濃度を増加さ
せる方法であって、
（ｉ）水和支持体と親水性体との間に二分子層を提供するステップと、
（ｉｉ）前記二分子層中に膜結合タンパク質を導入するステップと、
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（ｉｉｉ）前記二分子層の領域を縮小して、前記二分子層中のタンパク質を凝縮させるス
テップと、
を含む方法。
【請求項４０】
　二分子層を維持しながら前記二分子層を第１の位置から第２の位置に移動させる方法で
あって、請求項８～２９のいずれか１項に記載の二分子層を提供するステップと、その後
で前記二分子層を維持しながら前記二分子層を第１の位置から第２の位置に移動させるス
テップとを含む方法。
【請求項４１】
　前記二分子層を移動させる際、前記親水性体および前記水和支持体の間の接触を維持す
ることにより前記二分子層を維持することを特徴とする請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　水和支持体に対して親水性体を移動させることにより、または親水性体に対して水和支
持体を移動させることにより、またはその組み合わせにより、前記二分子層が移動される
ことを特徴とする請求項４０または４１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記二分子層中の１つ以上の膜結合タンパク質が、位置移動されたときに前記二分子層
中に留まることを特徴とする請求項４０～４２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４４】
　前記第１の位置で前記二分子層が第１の試験試料に接触し、前記第２の位置で前記二分
子層が第２の試験試料に接触することを特徴とする請求項４０～４３のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項４５】
　前記親水性体を水和支持体全体にわたって移動させることにより前記二分子層が移動さ
れ、前記水和支持体が、２つ以上の試験される検体／化合物を備えることを特徴とする請
求項４０～４４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４６】
　前記水和支持体が、タンパク質またはＤＮＡ分離ゲルであることを特徴とする請求項４
５に記載の方法。
【請求項４７】
　請求項８～２９のいずれか１項に記載の２つ以上の二分子層の配列であって、前記２つ
以上の二分子層が、２つ以上の親水性体と１つ以上の水和支持体との間で、または１つ以
上の親水性体と２つ以上の水和支持体との間で形成されることを特徴とする配列。
【請求項４８】
　細胞から再構成された膜構成要素を含む両親媒性分子の二分子層とライブラリ中の１つ
以上の化合物との間の相互作用のためのスクリーニング方法であって、
ｉ）請求項８～２９のいずれか１項に記載の二分子層を提供するステップであって、前記
水和支持体が試験される化合物のライブラリを備えたステップと、
ｉｉ）前記親水性体を位置変化させることによって、前記二分子層を前記水和支持体の表
面全体にわたって位置変化させるステップと、
ｉｉｉ）前記二分子層と前記水和支持体および／または親水性体中の化合物との相互作用
を検出するステップと、
を含む方法。
【請求項４９】
　前記二分子層中に配置された細胞膜由来膜結合タンパク質および／または他の膜構成要
素と相互作用可能な物質を同定するための、請求項８～２９のいずれか１項に記載の二分
子層製品の使用法。
【請求項５０】
　医薬品の開発または初代細胞スクリーニングのための医療診断における、請求項８～２
９のいずれか１項に記載の二分子層製品の使用法。　
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【請求項５１】
　親水性体と水和支持体の間の両親媒性分子を含む二分子層と共に、親水性体および疎水
性媒体中に浸漬した水和支持体を含み、細胞膜の少なくとも一部が二分子層に組み込まれ
ていることを特徴とする、二分子層製品。
【請求項５２】
　本願明細書中または実施例に関連して実質的に記載される、二分子層を製造する方法ま
たは二分子層の使用法または二分子層または二分子層生成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、二分子層、例えば、脂質二分子層に、二分子層を生成する方法に、および二
分子層の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　人工的な平面の脂質二分子層は、生物学的な膜の単純化されたモデルとして役立ち、イ
オンチャネルおよびタンパク質細孔の電気的な特徴づけのために広範に用いられる（ミュ
ーラー・ピー（Ｍｕｅｌｌｅｒ，Ｐ．）ら、ネイチャー（Ｎａｔｕｒｅ）１９６２年１９
Ａ、ｐ９７９－９８０；ホワイト・エス・エイチ（Ｗｈｉｔｅ，Ｓ．Ｈ．）１９８６年．
編集、ミラー・シー（Ｍｉｌｌｅｒ，Ｃ．）プレナム・プレス（Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓ
ｓ）：ニュー・ヨーク（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）。
【０００３】
　パッチクランプもまた、生物学的な膜を研究するために用いられ、例えば、パッチクラ
ンプはシングルチャネルレコーディング（ｓｉｎｇｌｅ　ｃｈａｎｎｅｌ　ｒｅｃｏｒｄ
ｉｎｇ）（ＳＣＲ）に用いられる場合が多い（ザクマン・ビー（Ｓａｋｍａｎｎ，Ｂ．）
およびネーアー・イー（Ｎｅｈｅｒ，Ｅ．）、アニュアル・レビュー・オブ・フィジオロ
ジー（Ａｎｎｕａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ）１９８４年　４６，
ｐ４５５～４７２）。用いられる他の方法としては、切り取りパッチ（ｅｘｃｉｓｅｄ－
ｐａｔｃｈ）、チップ・ディップ（ｔｉｐ－ｄｉｐ）およびオンチップ（ｏｎ－ｃｈｉｐ
）の方法が挙げられる。
【０００４】
　細胞全体（ホールセル）のパッチクランプは、チャネルを検査する多用途で、かつ鋭敏
な手段であるが、極めて時間浪費的でかつ困難であり、細胞膜の異種の性質によって煩雑
になる場合が多い。対照的に、人工的な平面の脂質二分子層は、この系の構成要素を制御
し、かつ精製されたタンパク質を研究するために用いられ得る。
【０００５】
　平面の脂質二分子層は通常、有機溶媒中の脂質の溶液が２つの水性区画を隔てる開口に
直接加えられるペインティングによって（ミューラー・ピー（Ｍｕｅｌｌｅｒ，Ｐ．）ら
、ネイチャー（Ｎａｔｕｒｅ）１９６２年１９Ａ、ｐ９７９－９８０；ホワイト・エス・
エイチ（Ｗｈｉｔｅ，Ｓ．Ｈ．）１９８６年．編集、ミラー・シー（Ｍｉｌｌｅｒ，Ｃ．
）プレナム・プレス（Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ）：ニュー・ヨーク（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ
））、または２つの空気／水の単層が開口を過ぎて隆起されるＬａｎｇｍｕｉｒ－Ｂｌｏ
ｄｇｅｔｔ技術の変法（モンタル・エム（Ｍｏｎｔａｌ，Ｍ．）およびミューラー・ピー
（Ｍｕｅｌｌｅｒ，Ｐ．）、プロシーディングス・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・
オブ・サイエンシーズ・オブ・ザ・ユナイテッド・ステーツ・オブ・アメリカ（Ｐｒｏｃ
ｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ）１９７２
年　６９，ｐ３５６１－３５６６）によって形成される。広範に用いられるが、平面の脂
質二分子層は、調製することが困難であり、それらの寿命が短いせいで、多くの状況にお
いて、それらの使用は妨げられる。
【０００６】
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　二分子層を形成するための別のエマルジョンベースのアプローチもまた提唱されており
（ソフィーナ・エル・エム（Ｔｓｏｆｉｎａ，Ｌ．Ｍ．）ら、ネイチャー（Ｎａｔｕｒｅ
）１９６６年　２１２，ｐ６８１－６８３）、ここでは二分子層を、油中の脂質の溶液に
浸漬した水面の間で作製する。非混和性の脂質／油の溶液中に浸漬される場合、水面は自
発的に脂質単分子層を自己アセンブリし（セベク・ジー（Ｃｅｖｃ，Ｇ．）、ホスホリピ
ッド・ハンドブック（Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ　ｈａｎｄｂｏｏｋ）１９９３年、編
集、セベク・ジー（Ｃｅｖｃ，Ｇ．），マルセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅ
ｒ），ニューヨーク（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）；セダン・ジェイ・エム（Ｓｅｄｄｏｎ，Ｊ．
Ｍ．）およびテンプラー・アール・エイチ（Ｔｅｍｐｌｅｒ，Ｒ．Ｈ．）１９９５年、編
集、リポウスキー・アール（Ｌｉｐｏｗｓｋｙ，Ｒ．）およびサックマン・イー（Ｓａｃ
ｋｍａｎｎ，Ｅ．），エスゼビア（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ），アムステルダム（Ａｍｓｔｅｒ
ｄａｍ），オックスフォード（Ｏｘｆｏｒｄ））、そして２つの水性成分由来の単分子層
が接触される場合、それらは、一緒に「ジップ（ｚｉｐ）」して、脂質二分子層を形成す
ることができる（チーエン・エイチ・ティー（Ｔｉｅｎ，Ｈ．Ｔ．）１９７４年．エム・
デッカー（Ｍ．Ｄｅｋｋｅｒ）、ニューヨーク（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）；フジワラ・エイチ
（Ｆｕｊｉｗａｒａ，Ｈ．）ら、ザ・ジャーナル・オブ・ケミカル・フィジクス（Ｔｈｅ
　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｐｈｙｓｉｃｓ）２００３年　１１９，ｐ
６７６８－６７７５）。近年の研究では、微小流体の流れ（マルムシュタット・エヌ（Ｍ
ａｌｍｓｔａｄｔ，Ｎ．）ら、ナノ・レターズ（Ｎａｎｏ　Ｌｅｔｔｅｒｓ）２００６年
　６，ｐ１９６１－１９６５；フナコシ・ケー（Ｆｕｎａｋｏｓｈｉ，Ｋ．）ら、アナリ
ティカル・ケミストリー（Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）２００６年　７
８，ｐ８１６９－８１７４）および液滴（フナコシ・ケー（Ｆｕｎａｋｏｓｈｉ，Ｋ．）
ら、アナリティカル・ケミストリー（Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）２０
０６年　７８，ｐ８１６９－８１７４；ホールデン・エム・エー（Ｈｏｌｄｅｎ，Ｍ．Ａ
．）ら、ジャーナル・オブ・ジ・アメリカン・ケミカル・ソサイエティー（Ｊｏｕｒｎａ
ｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ）２００７年
　ｐ８６５０－５）を脂質／油の溶液中に接触させて、例えば、シングルチャネルレコー
ディング実験中で、適切な二分子層を作製し得ることが示された。
【０００７】
　さらに近年では、以前の特許出願、すなわち、国際公開第ＷＯ２００９０２４７７５号
パンフレットは、水和支持体（例えば、ヒドロゲル）および親水性体（例えば、水滴）を
、油中脂質型（ｌｉｐｉｄ－ｉｎ－ｏｉｌ）溶液中に浸漬して、水和支持体と親水性体と
の間の安定な人工二分子層の形成を生じることによる、人工的な脂質二分子層の形成を記
載している。このような二分子層は、二分子層に挿入された界面活性剤可溶化タンパク質
の研究のために用いられ得る。しかし、このせいで、首尾よく研究され得る種々のタンパ
ク質は限定される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の目的は、二分子層における膜構成要素の分析および研究を改善することである
。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明の第一の局面によれば、二分子層を生成するための方法が提供され、この方法は
以下：
　（ａ）疎水性媒体に浸漬された水和された支持体（水和支持体）および親水性体を提供
するステップであって；
　　両親媒性分子の第一の単分子層が、疎水性媒体と親水性体との間の界面上で形成され
、両親媒性分子の第二の単分子層が疎水性媒体と親水性体との間の界面上で形成される、
ステップと；
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　（ｂ）第一の単分子層を第二の単分子層と接触させて、両親媒性分子の二分子層を形成
するステップであって、
　細胞膜構成要素を含む、細胞膜の少なくとも一部が、水和支持体の中、および／または
上で、ならびに／あるいは親水性体中で提供され、
　その結果細胞膜の構成要素が、二分子層形成の間または後に二分子層に組み込まれるス
テップと、を包含する。
【００１０】
　驚くべきことに、水性の構成要素（水和支持体および／または疎水性体）を細胞膜に組
み込むことによって、細胞膜の構成要素の少なくともいくつかを組み込んでいる二分子層
が得られる。従って、任意の膜、または目的の膜タンパク質は、細胞膜のフラグメント由
来もしくは全体的なインタクトな細胞膜由来、または精製された真核生物膜構成要素由来
の二分子層に容易に再構成され得る。これによって、このような膜タンパク質の、例えば
、電気的レコーディングまたは蛍光顕微鏡による、直接的なインビトロの特徴づけが可能
になる。これは、細胞膜から直接ではなく、既存の二分子層に対する精製された膜タンパ
ク質またはタンパクリポソームの組み込みに一般的に関与する、先行技術の技術とは対照
的である。
【００１１】
　従って、本発明の方法は、両親媒性分子の二分子層を自発的に形成するだけでなく、水
和支持体および／または親水性体由来の細胞膜構成要素も自発的に組み込む。
【００１２】
　本発明は、膜構成要素が研究のために二分子層に容易に組み込まれ、かつ必要なサンプ
ルの準備は最小であるという利点を提供する。例えば、任意の膜タンパク質を、本発明の
方法を用いて二分子層に再構成してもよい。詳細には、この技術によって、膜調製物由来
の真核生物膜タンパク質が二分子層に再構成されることが可能になる。
【００１３】
　今まで、真核生物細胞膜構成要素は、人工の二分子層に組み込まれている。しかし、こ
れらの実験は、標的タンパク質の長期にわたる界面活性剤に基づく精製およびタンパクリ
ポソーム中への再構成、および／または二分子層とのタンパクリポソームの融合を必要と
する。これらのステップの各々は困難である。従って、この方法は、このような真核生物
膜が人工的な二分子層に容易に組み込まれることを可能にすることが特に有益である。真
核生物膜タンパク質および他の膜構成要素の直接的な再構成によって、真核生物の膜タン
パク質機能のインビトロ研究、および先行技術では以前には不可能であった、タンパク質
以外の膜構成要素の研究が可能になる。
【００１４】
　使用の容易さによって、細胞膜タンパク質および他の膜構成要素を研究するための従来
の方法よりもハイスループット（高処理能力）のかなり大きい能力が得られる。
【００１５】
　この方法の別の利点は、極めて効率的な再構成に起因して、極めてわずかな細胞物質し
か必要としない、例えば、１つの二分子層あたり１つ未満の細胞を要し得るということで
ある。発現が低レベルである膜タンパク質を用いて、目的の膜タンパク質を安定に発現す
るための十分に開発された細胞株の必要性を回避してもよい（例えば、細胞全体（ホール
セル）パッチクランプにおいてのように）。さらに、生きた細胞を必要とせず、将来の使
用のための膜タンパク質サンプル（膜物質）の長期貯蔵が可能になる。
【００１６】
　本発明は、直接的な単一分子測定または天然の細胞膜構成要素のバルク測定の利点を提
供し、これによって目的の分子が結合する機構的洞察が可能になる。
【００１７】
　有利には、細胞膜構成要素を、それらの天然の脂質環境以外のサーファクタントまたは
界面活性剤中で研究のために調製する必要はない。例えば、膜タンパク質再構成のための
規定のタンパクリポソーム（タンパク質含有の脂質小胞）の事前の調製は必要としない。
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【００１８】
　有利には、本発明は、細胞膜構成要素、例えば、膜タンパク質の研究を可能にし、ここ
ではこのタンパク質の機能的な発現、真核生物の発現系における翻訳後修飾、および界面
活性剤精製の必要性がないことによって、タンパク質機能の維持が可能になる。
【００１９】
　二分子層への目的の膜タンパク質の再構成は、活性の変化を生じないと考えられる。膜
タンパク質のサイトゾル（細胞質）タンパク質ドメインは、強調された再構成手順を通じ
て水性環境で維持される。
【００２０】
　さらに、タンパク質は、界面活性剤精製のプロトコールとは対照的に、その天然の脂質
包埋環境から除去されることはなく、ここでは天然の挙動は、疎水性膜貫通ドメインまた
は親水性ドメインのいずれかのタンパク質変性に起因して失われる場合がある。
【００２１】
　膜タンパク質のような目的の膜構成要素を含む、真核生物膜または膜フラグメントの直
接の再構成によって、細菌中の異種タンパク質発現が、発現系から人工的な脂質二分子層
への移動のために十分な量のタンパク質を必要とするという認識されることの多い概念は
、回避される。真核生物細胞株における発現によって、例えば、真核生物膜タンパク質の
正確な折り畳み、オリゴマー化および機能についての要件であることが示されている、翻
訳後修飾を行うことが可能になる。
【００２２】
　二分子層を形成するための両親媒性分子の単分子層の接触に関連して本明細書で用いる
「接触」または「接触する」という用語は、別々の両親媒性分子の単分子層から両親媒性
分子の二分子層のアセンブリを可能にする、現実的な物理的接触および／または十分な近
接性を意味することが理解される。
【００２３】
　「浸漬された」または「浸漬する」について言及する場合、この浸漬とは、部分的な浸
漬であってもまたは完全な浸漬であってもよい。
【００２４】
　「膜タンパク質」について言及する場合、この用語は、膜貫通タンパク質、内在性膜タ
ンパク質、および末梢膜タンパク質、ならびに、膜結合タンパク質または膜固着タンパク
質を包含する。この膜タンパク質は、任意の生物体由来および任意の膜由来であってもよ
い。
【００２５】
　細胞膜構成要素は、細胞膜、例としては、細胞内膜、例えば、細胞下のオルガネラおよ
びウイルス膜などの上でまたは中で典型的には見いだされる、脂質、ペプチド、タンパク
質および糖のような任意の構成要素を含んでもよい。
【００２６】
　「精製された膜構成要素」とは、界面活性剤または人工脂質を用いて精製された膜結合
タンパク質を包含し得る。
【００２７】
　ステップ（ａ）では、疎水性媒体に浸漬された、水和支持体および親水性体が提供され
るべきであり、ここでは、両親媒性分子の第一の単分子層が、疎水性媒体と親水性体との
間の界面上で形成され、かつ両親媒性分子の第二の単分子層が、疎水性媒体と水和支持体
との間の界面上で形成される。
【００２８】
　両親媒性分子の第一の単分子層は、親水性体上および／または疎水性媒体中の両親媒性
分子の供給に起因して疎水性媒体と親水性体との間の界面上で形成される場合がある。
【００２９】
　両親媒性分子の第二の単分子層は、水和支持体上および／または疎水性媒体中での両親
媒性分子の提供に起因して疎水性媒体と水和支持体との間の界面上で形成される場合があ
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る。
【００３０】
　一実施形態では、両親媒性分子が、疎水性媒体中で提供される。
【００３１】
　両親媒性分子の第一および第二の単分子層は、水和支持体および親水性体上で、各々が
両親媒性分子を含む疎水性媒体中に置かれる場合、連続的に自己アセンブルし得る。
【００３２】
　別の実施形態では、両親媒性分子が、親水性体上におよび／または水和支持体上に提供
される。
【００３３】
　両親媒性分子の第一および第二の単分子層は、水和支持体および親水性体上から、各々
が疎水性媒体中に置かれる場合、連続的に自己アセンブルし得る。
【００３４】
　両親媒性分子の提供は、疎水性媒体中に水和支持体および／または親水性体を浸漬する
前であっても後であってもよい。
【００３５】
　例えば、水和支持体および親水性体は、両親媒性分子が疎水性媒体上に添加される前に
疎水性媒体に添加されてもまたは後に疎水性媒体に添加されてもよい。好ましい実施形態
では、両親媒性分子を、水和支持体および親水性体が疎水性媒体中に浸漬される前に疎水
性媒体に添加する。
【００３６】
　水和支持体および親水性体は、疎水性媒体に任意の順序で浸漬されてもよい。好ましい
実施形態では、水和支持体は、親水性体が疎水性媒体に浸漬される前に疎水性媒体中に浸
漬される。別の実施形態では、水和支持体を、親水性体が疎水性媒体に浸漬されるのと同
時に疎水性媒体中に浸漬する。１つの実施形態では、水和支持体を、親水性体が疎水性媒
体中に浸漬された後に疎水性媒体中に浸漬する。
【００３７】
　細胞膜構成要素を含む細胞膜は、二分子層が形成された後に、水和支持体中に提供され
るか、および／または親水性体中に提供される場合がある。あるいは、またはさらに、細
胞膜構成要素を含む細胞膜は、二分子層を形成する前に、水和支持体中にもしくは上に、
および／または親水性体の中に提供され得る。従って、この二分子層が最初に形成され、
次いで細胞膜と接触させられてもよい。あるいは、細胞膜構成要素を含む細胞膜は、二分
子層の形成と同じ時点で組み込まれてもよい。
【００３８】
　細胞膜は、疎水性媒体の添加の前に水和支持体の上部に細胞膜を積層することによって
提供され得る。細胞膜は、別のオプションとしてまたは添加において、親水性体中に、こ
の親水性体が形成される時に組み込まれてもよいし、または親水性体中に、これが形成さ
れた後に注入されてもよい。細胞膜は、別のオプションとしてまたは添加において、水和
支持体中に、この支持体が形成される場合組み込まれてもよいし、または水和支持体中に
、これが形成された後に注入されてもよい。例えば、水和支持体がヒドロゲルを含む実施
形態では、細胞膜は、凝固の前にヒドロゲル中に混合されてもよく、または細胞膜は、凝
固後にヒドロゲルの上部に積層されてもよい。水和支持体がガラスまたは同様の固体基質
である実施形態では、細胞膜を、ガラスまたは同様の固体基質の上面においてもよい。
【００３９】
　細胞膜に対する本明細書における全ての言及は、細胞膜構成要素を含む細胞膜を指す。
【００４０】
　一実施形態では、ステップ（ａ）は以下を包含する：
　・水和支持体を提供するステップと；
　・水和支持体の上に細胞膜を積層することによって、あるいは細胞膜が水和支持体中に
混合される形態中で水和支持体を提供することによって、細胞膜を提供するステップと；
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次いで
　・両親媒性分子を含む疎水性媒体中に支持体を浸漬して、疎水性媒体と水和支持体との
間の界面上で形成される両親媒性分子の単分子層を生じるステップと；次いで
　・疎水性媒体中に親水性体を浸漬し、結果として疎水性媒体と親水性体との間の界面上
で両親媒性分子の単分子層を形成するステップと。
【００４１】
　この実施形態では、水和支持体は好ましくは、アガロースのようなヒドロゲルを含む。
親水性体は好ましくは、水滴であり、これは疎水性媒体中にピペッティングされてもよい
。疎水性媒体は好ましくは油である。両親媒性分子は好ましくは、油中脂質型溶液として
疎水性媒体中で提供される脂質である。細胞膜は好ましくは、ヒドロゲルと混合されても
よいし、または水和支持体上にピペッティングされてもよい水溶液中で提供される、細胞
膜フラグメントまたはインタクトな細胞である。
【００４２】
　細胞膜構成要素は、細胞全体（ホールセル）の細胞の膜として提供されても、または細
胞膜のフラグメントとして提供されても、または細胞内の膜調製物として提供されても、
またはインタクトもしくは断片化された細胞内オルガネラとして提供されてもよい。細胞
膜フラグメントは、細胞の原形質膜由来であっても、または細胞内区画由来であってもよ
い。細胞膜またはそれらのフラグメントは、粗抽出物として生成されてもよいし、または
それらは精製されてもよい。
【００４３】
　細胞膜構成要素は、細胞膜フラグメント由来のリポソームの形態であってもよい。細胞
膜構成要素はまた、精製された構成要素由来のリポソームとして提供されてもよく、例え
ば、界面活性剤可溶化タンパク質および合成脂質が二分子層への組み込みのためにさらに
提供されてもよい。
【００４４】
　外側細胞膜に加えて、またはそれとは別に、細胞内の構造の膜またはオルガネラ、例え
ば、ミトコンドリア膜および小胞体が、二分子層に組み込まれてもよい。
【００４５】
　細胞膜は、有益な実施形態では、真核生物性である。上記で注記したとおり、真核生物
の膜が、容易かつ直接的に人工の二分子層に組み込まれるということは以前にはなかった
。驚くべきことに、本発明は、これを達成する方法を提供する。
【００４６】
　本発明においては、真核生物の細胞膜は、二分子層に組み込まれ得ることも可能である
。本発明では、ウイルスのエンベロープタンパク質のようなウイルスの構成要素が二分子
層に組み込まれ得ることも可能である。
【００４７】
　細胞膜は、初代細胞の直接調製に由来してもよい。細胞膜は、真核生物から回収される
組織、例えば臨床に由来する哺乳動物の組織（例えば、心臓組織、脳組織、神経組織、肝
臓組織、腎臓組織、血球）由来であってもよい。この組織は、健康な組織または疾患に関
与する病理学的な組織（例えば、癌組織、損傷した心組織、血球）を含んでもよい。
【００４８】
　膜タンパク質、例えば、真核生物膜タンパク質、例としては、オリゴマータンパク質お
よび単一ポリペプチドタンパク質、例えば、イオンチャネル；レセプター；細孔；抗原；
酵素；およびトランスポーターを、細胞膜の組み込みを介して二分子層に組み込んでもよ
い。膜タンパク質は、膜に対して末梢であってもよく、すなわち、ある程度の脂質二分子
層のみを浸透してもよいし、または二分子層を貫通して包埋されてもよく、これは、脂質
二分子層のモノトピック（ｍｏｎｏｔｏｐｉｃ）またはポリトピック（ｐｏｌｙｔｏｐｉ
ｃ）な浸透を意味し得る。
【００４９】
　細胞膜構成要素を含む細胞膜は、膜タンパク質のようなタンパク質を含んでもよい。細
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胞膜構成要素を含む細胞膜は、１つ以上のイオンチャネルを含んでもよい。哺乳動物細胞
などの真核生物由来の細胞膜は、内因性に発現される膜タンパク質および／または組み換
え手段によって細胞で発現されるタンパク質、またはウイルス核酸から発現されるタンパ
ク質を含んでもよい。目的のタンパク質は、細胞の原形質膜または細胞内の膜またはオル
ガネラの膜中で過剰発現され得る。
【００５０】
　原核生物由来の細胞膜は、組み換え手段によって発現される内因性膜タンパク質または
外因性の膜タンパク質、例えば、真核生物膜タンパク質を含んでもよい。
【００５１】
　ウイルスエンベロープのようなウイルス構成要素由来の細胞膜は、ウイルスタンパク質
、あるいはウイルスの宿主細胞由来のタンパク質、または宿主もしくはウイルスのいずれ
か由来の他の膜構成要素を含んでもよい。
【００５２】
　細胞膜は、内因性に発現されるか、または組み換え手段によって発現される任意の真核
生物細胞株、例えば、任意の哺乳動物細胞株、例えば、ＨＥＫ２９３、ＳｕｐＴ１、ＣＨ
Ｏ、Ｊｕｒｋａｔ細胞または昆虫細胞、例えば、Ｓｆ９、ならびに単一細胞真核生物、例
えば、酵母細胞（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅなど）由来の膜タンパク質を含んでもよい。
【００５３】
　内因性膜タンパク質の発現レベルは、細胞膜中のタンパク質の量または濃度を上方制御
または下方制御するように調節され得る。タンパク質の発現は、特定の増殖条件下で細胞
培養物を調製することによって、または遺伝子発現レベルを調節する因子の添加を通じて
調節され得る。タンパク質の発現は、細胞環境、例えば、温度または環境のガスもしくは
化学物質の濃度の操作によって調節され得る。
【００５４】
　細胞膜構成要素は、インタクトな細胞全体（ホールセル）の膜から直接組み込まれ得る
。
【００５５】
　細胞膜構成要素は、細胞膜フラグメントから組み込まれ得る。細胞膜フラグメントは、
任意の以下の周知の方法によって作製されてもよい：
　１．低浸透圧性溶解
　２．凍結－融解
　３．超音波処理
　４．軽度－界面活性剤
　５．膜の酵素消化
　６．膜の機械的破壊
　７．膜フラグメントの生物学的生成
【００５６】
　これらの技術は下にさらに詳細に記載される。
【００５７】
　本発明の方法のステップ（ａ）で形成される単分子層では、両親媒性分子が、親水性体
および水和支持体の表面上に、水の界面から離れて、水の界面およびそれらの疎水性基（
または「テール」）に向かって、それらの親水性基（または「ヘッド」）と配列される。
単分子層中の両親媒性分子の方向は、単分子層が接触されるとき二分子層が形成されるこ
とを意味する。
【００５８】
　本発明で用いられる両親媒性分子は、脂質分子であってもよく、詳細には、サーファク
タント分子が用いられ得る。この脂質分子は、脂肪アシル類、グリセロ脂質類、グリセロ
リン脂質類、スフィンゴ脂質類、ステロール類、プレノール脂質類、ポリケチド類、リン
脂質類および糖脂質類からなる群より選択され得る。脂質は、細胞膜由来であってもよい
。
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【００５９】
　脂質とは、以下を含む任意の基を包含し得るモノオレイン；１，２－ジオレイル－ｓｎ
－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＯＰＣ）；１，２－ジフィタノイル－ｓｎ－グリセロ
－３－ホスファチジルコリン（ＤＰｈＰＣ）；パルミトイルオレオイルホスファチジルコ
リン（ＰＯＰＣ）；１－パルミトイル－２－オレオイル－ホスファチジルエタノールアミ
ン（ＰＯＰＥ）；１－パルミトイル－２－オレオイル－ホスファチジルエタノールアミン
；および１－パルミトイル－２－オレオイルホスファチジルグリセロール（ＰＯＰＥ／Ｐ
ＯＰＧ）混合物；またはそれらの混合物。
【００６０】
　蛍光または非蛍光のプローブを疎水性または親水性媒体中に組み込んでもよい。例えば
、親油性蛍光電位差測定色素、例えば、ジ－８－ＡＮＥＰＰＳを、小胞を介し、水性の親
水性体および／または水和支持体を介して二分子層に組み込んでもよい。
【００６１】
　単分子層中の両親媒性分子は、同じ種類のものであっても異なる種類のものであっても
よい。例えば、二分子層の各々の単分子層は、産生された二分子層が非対称であるように
異なる種類の両親媒性分子を含んでもよい。
【００６２】
　あるいは、各々の単分子層は、同じ種類の両親媒性分子を含んでもまたは両親媒性分子
の種類の混合物を含んでもよい。
【００６３】
　疎水性化合物が、疎水性媒体または水和支持体または親水性体、例としては、例えば、
膜タンパク質機能調節のための親油性のアゴニストおよびアンタゴニストに添加されても
よい。
【００６４】
　水和支持体は、固体または半固体の基質を含んでもよい。本明細書において用いる場合
、「固体」および「半固体」という用語は、当業者にとってそれらの通常の意味を有する
ことが理解される。本質的に、「固体」という用語は、剛性であってかつ変形に対して耐
性である基質を指し、「半固体」とは、固体と液体との間の特性を有する基質を指す。好
ましくは、半固体基質は、ある程度の可塑性を有するが、容器に入れられた場合その形状
を維持するのに十分剛直であり、容器の形状に対して直ちに従うことはない。半固体基質
の例はゲルである。
【００６５】
　水和支持体は、親水性であってもよい。水和支持体は、油中脂質型の溶液下で水の層を
維持し得る任意の親水性基質を含んでもよい。あるいは、水和支持体は、親水性でなくて
もよく、脂質単分子層は、表面に対する脂質分子の付着によって形成されてもよく、例え
ば、支持体の表面は、修飾された脂質が表面と反応し、結合して単分子層を形成するよう
な表面であってもよい。
【００６６】
　水和支持体は、親水性ゲルを含んでもよい。好ましくは、両親媒性分子の単分子層は、
疎水性媒体中で両親媒性分子の存在下に置かれた場合、水和した支持体の表面上で自己ア
センブルする。この水和した支持体は、多孔性であっても多孔性でなくてもよい。好まし
くは、この水和した支持体は多孔性である。この水和支持体はヒドロゲルであってもよい
。このヒドロゲルは、化学的架橋されても光架橋されてもよい。水和支持体は、部分的に
透明であってもまたは実質的に透明であってもよい。あるいは、この水和支持体は、ほと
んどが不透明であってもよい。
【００６７】
　水和支持体とは、タンパク質または検体の分離ゲル、例えば、電気泳動ゲルであっても
よい。分離ゲルは、タンパク質、ＤＮＡまたは他のサンプル（例えば、それらの大きさ、
分子量もしくはイオン特性に基づいて分離された）を含んでもよい。
【００６８】
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　水和支持体は、任意の厚み、好ましくは約１ｎｍ～約１０ｃｍ、さらに好ましくは約１
μｍ～約１ｃｍ、最も好ましくは約１００μｍ～約１ｃｍの基質を含んでもよい。
【００６９】
　水和支持体は、未処理寒天、キトサン、ゼラチン、アガロース、ポリアクリルアミド、
架橋したポリエチレングリコール、ニトロセルロース、ポリカーボネート、アノディスク
（ａｎｏｄｉｓｃ）材料、ポリエーテルスルホン、酢酸セルロース、ナイロン、ナフィオ
ン（ＮａｐｈｉｏｎＲ）材料、メソ多孔質シリカ、水およびガラス、またはそれらの組み
合わせから成る群から選択されてもよい。
【００７０】
　親水性体は、液体であっても、固体であっても、もしくは半固体であっても、またはそ
れらの混合物であってもよい。好ましくは親水性体は、水などの水溶液の液滴を含む。親
水性体が水溶液の液滴である場合、これは好ましくは、約５ｎｍ～１０ｃｍ以上、好まし
くは１μｍ～１ｍｍの直径を有する。一実施形態では、液滴は約１００μｍの直径である
。親水性体は、水和された固体または半－固体支持体／基質を含んでもよい。この親水性
体は、ヒドロゲル、例えば、水和されたアガロースを含んでもよい。この親水性体は、水
性の細胞膜リポソームを含んでもよい。
【００７１】
　親水性体および／または水和支持体の組成物は、電流が保持されることを可能にする妥
当な塩を含むように管理されてもよく、例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＭｇＣｌ２および／
または他の塩が含まれてもよい。親水性体はまた、ｐＨを制御するための一般的な緩衝化
剤、例えば、Ｂｉｓ－ｔｒｉｓ、Ｔｒｉｓ、Ｈｅｐｅｓ、リン酸ナトリウムおよび／また
はリン酸カリウムを含んでもよい。塩はまた、他の理由のために、例えば、タンパク質を
安定化するために、静電相互作用を制御するため、二分子層を横切る浸透勾配を制御する
ため、および／または蛍光プローブを活性化するために含まれてもよい。
【００７２】
　親水性体および／または水和支持体は、種々の量の他の構成要素、例えば、膜タンパク
質機能のアゴニストもしくはアンタゴニスト、またはタンパク質補因子、糖、例えば、ス
クロースまたはポリマー（これを用いて浸透圧を安定化し得る）、アミノ酸、ペプチド、
核酸、蛍光または非蛍光プローブ、化合物／薬物、色素、マイクロスフェアまたはビーズ
を含んでもよい。親水性体はまた、尿素またはグアニジンＨＣｌなどの変性剤を含んでも
よい。他の／追加の成分を二分子層形成および／または細胞膜取り込みの前または後に添
加してもよい。
【００７３】
　親水性体および／または水和支持体は、水と混合された、微量の有機溶媒、例えば、水
とエタノール、メタノール、ＤＭＳＯ、ＤＭＦまたはクロロホルムとの混合物中に低溶解
性の低分子化合物を含んでもよい。
【００７４】
　疎水性媒体は、油であってもよい。油は、炭化水素であってもよく、これは分岐されて
も、非分岐であってもよく、かつ置換されてもまたは非置換であってもよい。例えば、炭
化水素は、５～２０個の炭素原子、より好ましくは１０～１７個の炭素原子を有してもよ
い。適切な油としては、アルカン類またはアルケン類、例えば、ヘキサデカン、デカン、
ペンタンもしくはスクアレン、またはフッ素化油、またはシリコーンベースの油、または
四塩化炭素が挙げられる。一実施形態では、この油はｎ－アルカンである。
【００７５】
　疎水性媒体は、油中脂質型溶液であってもよく、すなわち、両親媒性脂質分子が、油中
に提供される。好ましくは、油中脂質型溶液は、油中に約１ｍｇ／ｍＬ～約３０ｍｇ／ｍ
Ｌの脂質を含む。好ましくは、油中脂質型溶液は、約５ｍｇ／ｍＬの脂質を含む。
【００７６】
　好ましくは、脂質／油の溶液は、リン脂質、例えば、ホスホコリン脂質、例えば、１，
２－ジフィタノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（ＤＰｈＰＣ）を、Ｃ１０～Ｃ
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１７ｎ－アルカンのようなｎ－アルカン、例えば、ｎ－ヘキサデカン（Ｃ１６）中に含む
。
【００７７】
　第三相は、フッ素化された油、または疎水性かつ油分をはじく脂質などのような疎水性
かつ油分をはじく両方である分子の供給によって提供され得る。
【００７８】
　追加のタンパク質が、細胞膜によって提供される任意のタンパク質に加えて二分子層に
挿入されてもよい。このタンパク質は、公知の膜タンパク質であっても、あるいは水溶性
タンパク質であってもよい。追加のタンパク質は、精製されていてもよい。追加のタンパ
ク質は、前の国際特許公開番号ＷＯ２００９０２４７７５号に開示される方法に従って挿
入され得る。
【００７９】
　二分子層を用いて、この二分子層中の両親媒性分子と、またはこの二分子層中の膜結合
タンパク質と相互作用する化合物／検体を検出してもよい。タンパク質または両親媒性分
子との相互作用は、二分子層を横切る検体／化合物の特異的または非特異的な位置変化に
よってもよく、これは、タンパク質または糖などのような他の膜構成要素によって、また
は両親媒性分子によって媒介されてもよい。あるいは、化合物／検体は、タンパク質とま
たは二分子層と相互作用して、物理的、光学的、電気的または生化学的な変化を生じ得る
。このような相互作用は、多くの異なる方法、例としては、限定するものではないが、視
覚変化、特定のキャパシタンスにおける変化によって、または二分子層の中または付近の
蛍光標識分子の活性化によって検出され得る。
【００８０】
　組み込まれた膜構成要素を有する二分子層は、この二分子層に、またはその中に、また
はそれにまたがって生じるプロセスを研究するために用いられ得る。この二分子層は、膜
構成要素の挙動を研究するために用いられ得る。この二分子層を用いて、二分子層中に再
構成される膜構成要素と相互作用するタンパク質または分子を検出してもよい。
【００８１】
　二分子層を用いて、細胞膜タンパク質を調査および／またはスクリーニングしてもよい
し；再構成された膜と相互作用する検体について調査および／またはスクリーニングして
もよいし；および／または異なる細胞種由来の再構成された膜を有する二分子層と相互作
用する化合物について調査および／またはスクリーニングしてもよい。
【００８２】
　この二分子層を用いて、二分子層中の膜結合タンパク質が膜全体にわたって分子を輸送
する能力を研究してもよい。例えば、タンパク質を通じて、または二分子層を横切る単純
に非媒介性の輸送を通じて、膜全体にわたって輸送されている分子の量は、電圧研究、質
量分析、酵素的技術、例えば、ＥＬＩＳＡを用いることによって決定されてもよいし、ま
たは蛍光もしくは放射活性で標識した基質を用いることによって決定されてもよい。
【００８３】
　二分子層を用いて、この二分子層中のタンパク質上で、またはこの二分子層自体の上で
二分子層の機械的変化の効果を研究してもよい。研究され得る機械的変化としては、例え
ば、膜湾曲、横力、表面張力などの変化が挙げられる。
【００８４】
　試験されるか、研究されるかおよび／またはスクリーニングで用いられる化合物／検体
は、これを親水性体に、および／または水和支持体に、および／または疎水性媒体に置く
ことによって二分子層に導入され得る。親水性体の中に包含される場合、この化合物／検
体は、親水性体が形成されるとき、またはこれが、後に、例えば、形成された親水性体中
への注入によって添加され得るときに組み込まれ得る。同様に、この化合物／検体が水和
支持体中である場合、これはこの水和支持体が形成されるか後に添加されるとき組み込ま
れ得る。
【００８５】
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　一実施形態では、水和支持体は、分析のためのタンパク質（検体／化合物）を含むタン
パク質分離ゲルまたは膜であってもよい。例えば、サンプルは、サイズに基づいて分離さ
れたタンパク質を含むポリアクリルアミドゲルであってもよい。この実施形態では、この
検体／化合物は、水和支持体を介して二分子層に導入される。
【００８６】
　この検体／化合物は、精製されたタンパク質であっても、または粗タンパク質抽出物で
あってもよい。
【００８７】
　試験されるべき検体／化合物は、サンプル中にあってもよい。このサンプルとは、例え
ば、血液、尿、血清、唾液、細胞または組織のサンプルであってもよい。このサンプルは
、細胞増殖培地由来の液体であってもよい。
【００８８】
　二分子層は、光学的手段によって水和支持体を通じて、例えば、倒立顕微鏡で、または
ある環境では、裸眼によってさえ可視化され得る。脂質二分子層の可視化は、二分子層の
形成、位置、サイズまたは他の特性を追跡するために用いられ得る。二分子層の可視化に
よって、標識された検体／タンパク質／化合物／細胞膜を、その二分子層でまたは中で視
認および研究することが可能になる。
【００８９】
　１つ以上の検出手段を用いて、両親媒性分子の二分子層の、または二分子層に挿入され
た膜結合タンパク質の、化学的、生化学的、電気的、光学的、物理的および／または環境
的な特性を検出してもよい。詳細には、１つ以上の検出手段を用いて、化合物／検体によ
って導入される二分子層にまたは二分子層での変化を検出してもよい。
【００９０】
　この検出手段は、電極を備えてもよく、この電極は、二分子層中のタンパク質チャネル
を通じて通過するイオン性電流の変化、または水和支持体、親水性体もしくは二分子層中
の分子の電気化学的な特性を検出するために用いられ得る。電流は、標準的なパッチ－ク
ランプ増幅器または他の低ノイズ電気増幅システムを用いて記録され得る。
【００９１】
　化学的または生化学的な変化は、酵素的アッセイまたはイムノアッセイを用いて検出さ
れ得る。あるいは、特定の条件下で活性化される、標識された、例えば、放射性または蛍
光的に標識されたタンパク質の使用を用いて、二分子層で変化をモニターしてもよい。反
応の際の光吸収における変化に応答する比色法もまた、用いて二分子層中の変化を検出し
てもよく、具体的にはこの方法を用いて二分子層のサイズの変化を検出してもよい。
【００９２】
　この検出手段は、二分子層の特性またはそこでの変化を一貫してまたは間欠的に検出で
きる場合がある。
【００９３】
　膜結合タンパク質、検体および他の化合物などの検出試薬を、親水性体および／もしく
は水和支持体への組み込み、親水性体および／もしくは水和支持体へ直接の注入、ならび
に／または疎水性媒体中への組み込みもしくはそこへの添加によって、二分子層に送達し
てもよい。親水性体および／または水和支持体への注入は、マイクロピペットを用いて達
成され得る。
【００９４】
　膜容量中における変化が研究されている実施形態では、電極を検出手段として用いても
よい。この電極とは、Ａｇ／ＡｇＣｌであってもよく、このような電極は、約１０ミクロ
ン～１ｍｍの直径であってもよい。第一の電極は、親水性体と電気的に接触されてもよく
、第二の電極は、水和支持体と電気的に接触されてもよい。二分子層の比キャパシタンス
などの二分子層の電気的特性は、電極を用いて決定され得る。
【００９５】
　蛍光画像化および強度測定を用いて、二分子層包埋の膜タンパク質の特性を測定しても
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よい。例えば、電位差測定の色素（例えば、ジ－８－ＡＮＥＰＰＳ）の封入を用いて、イ
オンチャネル、細孔または輸送体および／または他の膜タンパク質、および／またはそれ
らの機能モジュレーターの存在下で二層を横切る（ｔｒａｎｓｂｉｌａｙｅｒ）電圧を測
定してもよい。
【００９６】
　二分子層中の膜タンパク質機能は、赤外線分光法、ラマン分光法、表面プラズモン共鳴
、原子間力顕微鏡法、ＳＡＸＳおよび中性子散乱、示差走査熱量測定法、等温滴定熱量計
、円偏光二色性分光法、電子顕微鏡および質量分析法、またはそれらの組み合わせから選
択される任意の群の使用によって検討され得る。
【００９７】
　光学的および／または電気的な特徴付けによって、有利には、極めて多数の膜タンパク
質または化合物の迅速なスクリーニングが可能になる。光学的および／または電気的な特
徴付けによってまた、有利には、極めて多数の二分子層の迅速なスクリーニングが可能に
なる。
【００９８】
　二分子層の物理的、化学的または電気的な環境を、二分子層および／または親水性体お
よび／または水和支持体に対してまたはそれらから、試薬、検体、化合物および／または
タンパク質を導入、除去または封鎖することによって制御してもよく、例えば、二分子層
周囲の環境のｐＨは、親水性の水性本体および／または水和支持体に対する緩衝液の添加
によって制御され得る。
【００９９】
　一旦形成されれば、本発明によって作製される二分子層は、水和支持体の表面全体にわ
たって位置変化または移動され得る。好ましくは、これは、水和支持体の表面全体にわた
って親水性体を移動することによって達成される。好ましくは、二分子層内に組み込まれ
た膜タンパク質は、この二分子層が、水和支持体の表面全体にわたって位置変化されると
き、二分子層から解離しない。
【０１００】
　水和支持体の表面を横切る二分子層の位置変化は、親水性体または水和支持体と接触し
た部材を移動することによって達成され得る。この部材とは電極であってもよい。水和支
持体の表面を横切る二分子層の位置変化は、微小流体をポンピングして、親水性体、従っ
て水和支持体を横切る二分子層の位置変化を果たすことによって達成され得る。
【０１０１】
　二分子層の位置変化を用いて、この二分子層中のタンパク質に対して力を加えて、例え
ば、機械感覚性のタンパク質チャネルを研究するか、または二分子層自体の特性に対する
このような力の効果を研究してもよい。
【０１０２】
　二分子層の位置変化を用いて、水和支持体の表面全体にわたってスキャンして、二分子
層および／または二分子層の中の膜結合タンパク質の特性を変化する、水和支持体中の検
体／化合物を特定してもよい。
【０１０３】
　二分子層が水和支持体の表面全体にわたって位置変化する驚くべき能力によって、検体
／化合物、例えば、同じ水和支持体の異なる領域に位置するタンパク質および／または試
薬または基質を検出するために、二分子層を有する水和支持体全体にわたってスキャンで
きるという利点が得られる。これは、各々のサンプリング領域の間で二分子層を分解する
必要性なく行うことができることが有利である。
【０１０４】
　この二分子層は、異なる化合物のアレイまたはライブラリーを含む水和支持体全体にわ
たって位置変化され得る。異なる化合物を、所定の位置で支持体上にスポットしてもよい
。あるいは、この水和支持体は、タンパク質またはＤＮＡまたは低分子などの化合物（そ
れらのサイズまたはイオン特性に基づいて分離された）を含む、分離ゲルまたは膜を含ん
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でもよい。
【０１０５】
　１つ以上の二分子層の位置変化によって、細胞膜中の１つ以上の特定の膜結合タンパク
質を含む二分子層を、水和支持体中の化合物のライブラリーに対して迅速にスクリーニン
グすることが可能になり得る。このスクリーニングによって、膜結合タンパク質と相互作
用し、二分子層において特性の検出可能な変化を生じる、ライブラリー中の化合物が検出
されることが可能になり得る。ライブラリー中の化合物は、タンパク質、ＤＮＡまたは他
の低分子であってもよい。この検出可能な変化とは、例えば、コンダクタンスの変化また
は蛍光もしくは他のマーカーパターンの変化であってもよい。
【０１０６】
　二分子層は、ピペットチップのような移動性デバイス中に懸濁された水和支持体上で形
成されてもよく、これが次に細胞の表面にまたがってスキャンされてもよい。あるいは、
移動性のデバイスを用いて、種々の溶液、例えば、種々の生物学的サンプルを探査しても
よい。
【０１０７】
　一旦形成されれば、本発明によって作製される二分子層は、サイズが増大されても、ま
たは減少されてもよい。二分子層のサイズの増大または減少は、水和支持体へ向かって、
またはそれから離れて親水性体の中心を移動させることによって達成され得る。
【０１０８】
　複数の別々の二分子層を複数の別々の親水性体と１つ以上の水和支持体との間で形成し
てもよい。この親水性体は、２または３次元のアレイに配列され得る。同じ水和支持体上
の２つ以上の別々の親水性体は、同じもしくは異なる検出手段および／または異なる試薬
、および／または同じ細胞種類もしくは異なる細胞種類由来の細胞膜を含んでもよい。水
滴のアレイは、検体／化合物が検出されるとき、例えば、親水性体の蛍光または記録され
たコンダクタンスの変化によって、水和支持体中の検体／化合物の位置を検出するために
、水和支持体表面上に沈着されてもよい。
【０１０９】
　二分子層は、微小流体のチャネル中で形成され得る。微小流体のチャネルは、水性の液
体を含んでもよく、これが少なくとも部分的には親水性体を提供し得る。この微小流体の
チャネルはさらに、疎水性媒体を含んでもよい。微小流体のチャネルの少なくとも１つの
壁／床は、水和支持体を備える。
【０１１０】
　別の局面によれば、本発明は、疎水性媒体中に浸漬された親水性体と水和支持体とを含
む二分子層製品を、二分子層が細胞膜の少なくとも一部を組み込んでいるという点で特徴
付けられる、親水性体と水和支持体との間の両親媒性分子を含む二分子層に提供する。
【０１１１】
　二分子層に存在する細胞膜は、細胞丸ごと由来であっても、および／または細胞膜フラ
グメント由来であってもよい。
【０１１２】
　親水性体、水和支持体、両親媒性分子および再構成された細胞膜について好ましい実施
形態は、上記で考察されるとおりである。
【０１１３】
　二分子層は、本発明の方法によって形成され得る。
【０１１４】
　本発明の別の局面によれば、本発明による二分子層製品を蛍光顕微鏡と組み合わせた使
用が提供される。
【０１１５】
　水和支持体の性質によって好ましくは、二分子層を、顕微鏡を用いて可視化することが
できる。従って、本発明のこの局面では、水和支持体は、約２ｍｍ厚以下の層であっても
よい。この水和支持体は、約１ｎｍ～約２ｍｍ厚、あるいは約１００ｎｍ～約１ｍｍ厚で
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あってもよく、あるいはこの水和支持体は、約１００ｎｍ～約４００ｎｍ厚であってもよ
い。
【０１１６】
　観察すべき分子は、フルオロフォアで蛍光標識してもよい。
【０１１７】
　親水性の液滴および／または水和した支持体中のフルオロフォアは、全反射照明蛍光顕
微鏡または他の広視野蛍光顕微鏡の技術を用いて観察され得る。全反射照明蛍光顕微鏡は
、対物の種類またはプリズムベースの幾何形状のいずれかによって、促進され得る。全反
射照明蛍光顕微鏡を用いる観察は、電気的測定と組み合わせて用いられ得る。全反射照明
蛍光（ＴＩＲＦ）顕微鏡を用いて、二分子層のバルク特性として、または個々の分子のレ
ベルに至るまで適切な検出で、二分子層に存在する実体から蛍光を観察し得る。ＴＩＲＦ
技術は、他の分析技術と組み合わせて、例えば、電気的データの取得と組み合わせて用い
られ得る。
【０１１８】
　フルオロフォアを観察するために全反射照明蛍光を用いる利点とは、二分子層の約２０
０ｎｍ内のフルオロフォアのみが照射され、従って観察されるが、細胞膜二分子層に近く
ない他のフルオロフォアは、照射されず、観察されないということである。全反射照明蛍
光の測定を電気的な測定と組み合わせて用いることは、タンパク質－タンパク質の相互作
用が研究できる、例えば、蛍光基質の結合に対するイオンチャネルの電気的な応答が研究
できるという利点を有する。
【０１１９】
　本発明のなおさらなる態様によれば、細胞から再構成された膜構成要素を含む両親媒性
分子の二分子層とライブラリ中の１つ以上の化合物との間の相互作用のためのスクリーニ
ング方法であって、
ｉ）本発明による二分子層製品を提供するステップと；
ｉｉ）上記親水性体を位置変化させることによって、上記二分子層を上記水和支持体の表
面全体にわたって位置変化させるステップと、
ｉｉｉ）上記二分子層と上記水和支持体および／または親水性体中の化合物との相互作用
を検出するステップと、
を含む方法、が提供される。
【０１２０】
　この細胞膜構成要素は、本明細書に記載されるとおり、例えば、人工の二分子層中に再
構成されたインタクトな細胞膜または細胞膜のフラグメントであってもよい。
【０１２１】
　水和支持体および／または親水性体は、試験されるべき化合物のライブラリーを含んで
もよい。
【０１２２】
　二分子層の位置変化は、親水性体と、この親水性体を動かすように配列された微調整装
置（マイクロマニピュレーター）との直接または間接的な接触によって達成され得る。こ
の親水性体は、水和支持体全体にわたって二分子層が位置変化するように移動され得る、
電極と接触され得る。
【０１２３】
　スクリーニングの方法は、ハイスループットのスクリーニングが行われることを可能に
するように自動化され得る。
【０１２４】
　本発明の別の局面によれば、細胞膜由来の膜結合タンパク質および／または二分子層に
位置する他の膜構成要素と相互作用し得る物質を特定するための、本発明による二分子層
製品の使用が提供される。
【０１２５】
　二分子層は、調合薬の開発において、または初代細胞のスクリーニングのための医学的
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診断において用いてもよい。例えば、標的化合物または物質を、親水性体または水和支持
体のいずれかに組み込んでもよく、二分子層中のタンパク質上でのこのような化合物また
は物質の機能的な効果を探査してもよい。
【０１２６】
　相互作用または効果とは、物質または標的の化合物によるタンパク質機能の阻害または
活性化のような、この物質または標的化合物の位置変化、調節であってもよい。相互作用
または効果は、タンパク質（単数または複数）における高次構造の変化であってもよい。
【０１２７】
　本発明のわずかないくつかの局面に関して考察される本発明の全ての任意のおよび／ま
たは好ましい特徴は、本発明の全ての局面に対して適用され得ることが理解される。
【０１２８】
　本発明の実施形態／局面は、添付の図面を参照してほんの一例としてここに記載される
。
【図面の簡単な説明】
【０１２９】
【図１】図１は、水和支持体二分子層上の液滴（ｄｒｏｐｌｅｔ－ｏｎ－ｈｙｄｒａｔｅ
ｄ－ｓｕｐｐｏｒｔ　ｂｉｌａｙｅｒ）（ＤＨＢ）として本明細書に言及される、水和支
持体二分子層上の水滴（親水性体）を図示する；図１Ａは、水和支持体二分子層上の液滴
の略図である。脂質単分子層は自発的に、各々が疎水性油中の脂質の溶液中に浸漬された
時、水性（水）液滴および水和支持体（ヒドロゲル）の水面上で形成する。２つの構成要
素の単分子層が接触されるとき、それらは脂質二分子層を形成する；図１Ｂは、倒立顕微
鏡で下から可視化された液滴二分子層（ＤＨＢ）を示す－この画像は、ヒドロゲル表面上
に指示される、電極なしの液滴を示す。液滴の中心の単一の連続二分子層領域は、その界
面での屈折率の大きな変化に起因して容易にみられる。
【図２】図２は、本発明による二分子層中の細胞膜の組み込みの模式図を示す。
【図３】図３は、二分子層に組み込まれたＨＥＫ２９３細胞膜中のｈＥＲＧチャネルのシ
ングルチャネルレコーディングの結果を示す。
【図４】図４は、二分子層中に組み込まれた３Ｔ３細胞膜中のＮＭＤＡチャネルのシング
ルチャネルレコーディングの結果を示す。
【図５】図５は、二分子層中に組み込まれたＭｉｎ６細胞膜中のＫＡＴＰチャネルのシン
グルチャネルレコーディングの結果を示す。
【図６】図６は、二分子層中に組み込まれたＳｕｐＴ１細胞膜中のＫｖチャネルのシング
ルチャネルレコーディングの結果を示す。
【図７】図７は、図６に考察されるＳｕｐＴ１細胞からのＫｖチャネルＩ－Ｖ曲線を示す
。
【図８】図８は、開確率に対する図６および図７で考察したＫｖチャネルの電圧依存を示
す。
【図９】図９は、ヒト赤血球由来細胞膜二分子層のシングルチャネルレコーディングの結
果を示す。
【図１０】図１０は、二分子層中の蛍光性の膜電位差測定プローブの使用を図示しており
、ここでは交流で外部から加えられる電位差が、付随する蛍光強度の変化を駆動する。
【図１１】図１１は、二分子層中の蛍光性の膜電位差測定プローブの別の使用を図示する
。
【図１２】図１２は、（Ａ）マイクロピペットまたは（Ｂ）マルチボア（ｍｕｌｔｉ　ｂ
ｏｒｅ）キャピラリーを有するマイクロピペットからの注入によって水滴中に試薬が導入
され得る方法の図を示す。
【図１３】図１３は、水和支持体二分子層上の液滴上の全反射照明蛍光顕微鏡を図示する
。
【図１４】図１４は、二分子層のアレイを生じるためのデバイスを示す。
【図１５】図１５は、実験的なスクリーニングに用いた、六角形のＰＤＭＳスタンプで形
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成された二分子層のアレイを示す。１５０ｍｍ直径のウェルを製造し、結果として１ｃｍ
２あたり３６０の二分子層という二分子層密度を生じる。
【図１６】図１６は、ＫｃｓＡ－ＣｈｉＩＶでのカリオトキシン（ＫＴＸ）の滴定の際の
電流ブロッキングの結果を示す。
【図１７】図１７は、Ｅ．ｃｏｌｉ宿主膜から直接的に二分子層中に再構成された細菌由
来のＫｃｓＡ－ＣｈｉＩＶのシングルチャネルレコーディングの結果を示す。
【図１８】図１８は、ミトコンドリアチャネルの陽電位および陰電位でのシングルチャネ
ルレコーディングの結果を示す。
【図１９】図１９は、ホスホリパーゼＣでのＳｕｐＴ１細胞の膜の酵素的消化の結果を示
す。Ａ：ＤＭＥＭ中のＳｕｐＴ１細胞　Ｂ：ホスホリパーゼＣでのＤＭＥＭ中のＳｕｐＴ
１　Ｃ：ホスホリパーゼＣ、超音波処理（２分）でのＤＭＥＭ中のＳｕｐＴ１　Ｄ：ホス
ホリパーゼＣ、超音波処理（２分）、凍結－融解（３×）でのＤＭＥＭ中のＳｕｐＴ１。
【図２０】図２０は、本発明による脂質の二分子層への真核生物イオンチャネルを組み込
むために用いられる再構成システムを模式的に図示する。（１）細胞は、機械的に分裂さ
れ、膜が単離される（２）。細胞膜フラグメントは、ヒドロゲルコーティングされたカバ
ースリップ上に沈着されるか、またはヒドロゲル（３）中に組み込まれる。油中脂質型溶
液を添加して、脂質単分子層は、界面で形成する（４）。脂質単分子層を有する水滴を、
油中に添加する（５）。両方の脂質単分子層は、一緒になって脂質二分子層を形成し；脂
質二分子層中の細胞膜フラグメント中のイオンチャネルの再構成が、このプロセスの間に
生じる。電極を水滴中に導入して、二分子層を横切るイオン流束を測定する（６）。
【図２１】図２１は、細胞株において過剰発現されたイオンチャネルのシングルチャネル
レコーディング（ＳＣＲ－上部パネル）およびバルクイオン電流を示す（下部パネル）。
（ａ）ポーリンなしのＥ．ｃｏｌｉ株ＰＣ２８８９で発現されるＫｃｓＡのＳＣＲ（１５
０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのコハク酸、ｐＨ４の中で＋５０ｍＶ）。棒グラフは、１５０
ｍＭのＢａ２＋の有無におけるバルク電流レコーディングを示す（エラーバーは、５つの
実験からの標準偏差である）（ｂ）ＨＥＫ２９３細胞中で発現されるｈＥＲＧチャネルの
ＳＣＲ（３５０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５中で＋１００ｍＶ）。
棒グラフは、ブロッカーＥ－４０３１の有無におけるバルク電流レコーディングを示す。
（ｃ）３Ｔ３細胞における過剰発現からのＮＭＤＡレセプターのＳＣＲ（液滴中で１４０
ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５、およびアガロース中で１４０ｍＭ
のＮａＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、１０μＭグリシン、１０μＭグルタミン酸塩、ｐＨ
７．５、＋５０ｍＶ）。棒グラフは、グルタミン酸塩の有無におけるバルク電流を示す。
（ｄ）Ｍｉｎ６細胞で発現されるＫＡＴＰチャネルのＳＣＲ（１４０ｍＭのＫＣｌ、１０
ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５、＋５０ｍＶ）。棒グラフは、グリベンクラミド（ＧＢＣ
）の有無におけるＫＡＴＰチャネルのバルク電流を示す。
【図２２】図２２は、リンパ球膜における電圧ゲートカリウムチャネルを示す。（ａ）液
滴脂質二分子層中に再構成されたリンパ球膜からのＫ＋チャネルのシングルチャネルレコ
ーディング（１５０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５，＋２５ｍＶ）。
（ｂ）リンパ球膜から得られるＫ＋チャネルの電流－電圧曲線。（ｃ）全ポイントの電流
ヒストグラムであって、チャネル開確率の電圧依存を示している。（ｄ）４－ＡＰを用い
るリンパ球膜からのカリウムチャネルのバルク電流ブロック。４－ＡＰの存在下では、イ
オン流束は、ブロッカーの非存在下における測定に比較して９６％まで低下される。（ｅ
）カリオトキシン（Ｋａｌｉｏｔｏｘｉｎ）（ＫＴＸ）によるリンパ球膜からのＫ＋チャ
ネルのバルク電流ブロック。ＫＴＸの存在下では、イオン流束は、ＫＴＸの非存在下にお
けるイオン流束（左）に比較して９９．４％（右）に低下される。エラーバーは、５つの
実験からの標準偏差として決定される。
【図２３】図２３は、初代細胞およびオルガネラにおける電流レコーディングを示す。（
ａ）５ｍＭのＣａ２＋の有無において記録した赤血球細胞膜からの正規化されたバルク電
流（１５０ｍＭのＫＣｌ、Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７、＋５０ｍＶ）。エラーバーは、５つの実
験からの標準誤差として決定される。（ｂ）ミトコンドリア膜におけるカリウム導電性チ
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ャネルのシングルチャネルレコーディング（１５０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ
、ｐＨ７．５，＋５０ｍＶ）（ｃ）種々の陽イオン（Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋）のコンダ
クタンスを試験する再構成された鎌状赤血球膜のバルク電流レコーディング。鎌状赤血球
膜は、全ての陽イオンに対して高度に導電性であるが、一方では健常な固体からのコント
ロールの膜はコンダクタンスを示さない。（ｄ）ナトリウムを伝導する、ＨｂＳＳ遺伝子
型を有する赤血球のサンプルのシングルチャネルレコーディング（１４０ｍＭのＮａＣｌ
、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．４、＋１２５ｍＶ）。底部：（ｄ）の拡大断面。
【発明を実施するための形態】
【０１３０】
　「水和支持体二分子層上の液滴（ｄｒｏｐｌｅｔ－ｏｎ－ｈｙｄｒａｔｅｄ－ｓｕｐｐ
ｏｒｔ　ｂｉｌａｙｅｒ）」（またはＤＨＢ）または「液滴脂質二分子層」とは、特定の
実施例で言及される場合、前に考察されたように、「両親媒性分子の二分子層」と同じで
ある。特定の実施例中で言及される水性本体とは、前に考察されるような親水性体と等価
である。
【０１３１】
　方法
　材料
　１，２－ジフィタノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌ
ａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ）、ヘキサデカン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を、さらに精製す
ることなく用いた。
【０１３２】
　水和支持体二分子層上の液滴の作製
　ヘキサデカン（Ｃ１６）中の１０ｍＭの１，２－ジフィタノイル－ｓｎ－グリセロ－３
－ホスホコリン（ＤＰｈＰＣ）を、全ての実験において脂質／油溶液として用いた。この
溶液に浸漬した水性の容積は、ＤＰｈＰＣ単分子層を自発的に自己アセンブルして、２つ
の構成要素の単分子層が接触させられる時、それらは自発的に脂質二分子層を形成する（
Ｔｓｏｆｉｎａ，Ｌ．Ｍ．ら、１９６６．Ｎａｔｕｒｅ　２１２，６８１－６８３；Ｍａ
ｌｍｓｔａｄｔ，Ｎ．ら、２００６．Ｎａｎｏ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　６，１９６１－１９６
５；Ｆｕｎａｋｏｓｈｉ，Ｋ．ら、２００６．Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　７８，８１６９－８１７４；Ｈｏｌｄｅｎ，Ｍ．Ａ．ら、２００７．Ｊｏｕｒｎａｌ
　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ－印刷中）。水
和支持体二分子層上の液滴は、水滴をヒドロゲルのような多孔性の水和支持体と接触させ
ることによって形成される（図１Ａ）。融合を防ぐためには単分子層を接触させる前に少
なくとも５分の安定化期間が必要であった。この期間後、二分子層形成は、水滴と水和支
持体との接触の２～３秒～１分内にほとんど１００％の効率で観察された。水和支持体二
分子層上の液滴は、倒立顕微鏡で可視化され（図１Ｂ）、この技術を用いて、実験の間に
脂質二分子層の位置を追跡した。
【０１３３】
　脂質二分子層は、極微操作装置（マイクロマニピュレーター）を用いて液滴中（図１Ａ
）に１００μｍの直径のＡｇ／ＡｇＣｌワイヤ電極を挿入することによって電気的にアク
セスされた。水和支持体中の対応するＡｇ／ＡｇＣｌ接地電極を用いて、脂質二分子層を
横切る電気的測定を行った。電流を、パッチクランプ増幅器（Ａｘｏｐａｔｃｈ　２００
Ｂ；Ａｘｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）で記録し、種々の周波数でデジタル化した（Ｎ
ａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　Ｎｉ－ＤＡＱ）。電気的なトレースを、獲得
後にフィルターにかけて（１００Ｈｚの低域通過Ｇａｕｓｓｉａｎフィルター）、Ｗｉｎ
ＥＤＲを用いて分析した。脂質二分子層は典型的には、過剰の１００ＧΩ中でシールを保
持しながら、ほぼ３００ｍＶまで電圧に抵抗できた。電気的ノイズレベルは典型的には、
１００ｋＨｚの記録帯域幅で±０１．０ｐＡ　ｒ．ｍ．ｓの大きさであった。これは、こ
の装置の限界を反映しており、水和支持体二分子層上の液滴中の固有のノイズではない。
【０１３４】
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　蛍光のための水和支持体二分子層上の液滴
　薄い水和支持体上に横たえられた水和支持体二分子層上の液滴は、全反射照明蛍光顕微
鏡（ＴＩＲＦ）顕微鏡を用いて蛍光的に試験できる。
【０１３５】
　図１３は、水和支持体二分子層上の液滴に対する全反射照明蛍光顕微鏡を図示しており
、薄層のアガロースから構成される支持基質が、ガラスのカバースリップ上で形成される
。この薄型基質は、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）マイクロチャネルデバイスを
水性アガロースで充填することによって再水和される。このデバイスウェルは、油中脂質
型溶液で充填される。水滴は、ヒドロゲルの頂部、油の下部に置かれる。脂質二分子層は
、２つの水性相の間の界面で形成される。エバネセント場は、脂質二分子層中でフルオロ
フォアを照射する、水和支持体二分子層上の液滴中に伝播する。
【０１３６】
　脂質二分子層中に膜タンパク質を組み込むための方法
　１．アガロースのようなヒドロゲルは、平面の固体支持体、例えば、ガラススライド上
に沈着される。
　２．細胞膜フラグメントまたはインタクトな細胞を含む溶液を、ヒドロゲル上にピペッ
ティングする。
　３．ヒドロゲルを油中脂質型溶液の中に浸漬する。
　４．水滴を、油中脂質型溶液中にピペッティングして、ヒドロゲルとの接触の際、膜タ
ンパク質を含む二分子層を形成する。
【０１３７】
　別の実施形態では、細胞膜はまた、下にあるヒドロゲルではなく水滴中に存在するフラ
グメントまたは細胞から組み込まれてもよい。
【０１３８】
　液滴脂質二分子層のギガオームの電気的シールに起因して、シングル－チャネル分解電
気測定が可能であり、あるいはホールセル（細胞丸ごとの）電気的レコーディングと同様
のバルク電流測定を行ってもよい。平面のヒドロゲル基質によってまた、二分子層内のタ
ンパク質の挙動を探査する手段としてこの二分子層の高感度の光学画像化が可能になる。
【０１３９】
　インタクトな細胞全体（ホールセル）に由来する膜タンパク質の直接組み込み
　細胞膜構成要素を、膜をなんら破壊することなく、インタクトな細胞全体の直接的な組
み込みによって二分子層に組み込む。インタクト／丸ごとの細胞を、等張性の培地中に置
いて、ヒドロゲル（水和支持体）または水滴（親水性体）のいずれかの水相に組み込む。
【０１４０】
　細胞膜フラグメントの調製
　タンパク質含有膜フラグメントを、以下の任意の手段によって作製する：
【０１４１】
　１．低浸透圧性溶解
　細胞を、低浸透圧性の水性培地、例えば、蒸留水または低浸透圧性緩衝液（約１４０ｍ
Ｍ未満の総オスモライト）に入れ、ここでこの細胞の内側から及ぼされる浸透圧は、細胞
を膨張させて、自然な膜の崩壊をもたらし、細胞膜フラグメントを形成する。次いで、全
ての細胞質成分を含む細胞成分を、大きい膜フラグメントに加えて、懸濁培地中に自由に
拡散させる。
【０１４２】
　２．凍結－融解
　細胞を、その細胞と等張性の、水性／緩衝化培地に入れ、ここで次にこれらを、繰り返
して少なくとも０℃までゆっくり凍結させて、氷を作製し引き続いて融解する。氷の結晶
を融解する作用は、細胞膜を剪断して細胞の崩壊をもたらすことであり、さらに繰り返せ
ば、細胞膜フラグメントを形成し、膜フラグメントを漸進的に縮小する。フラグメントの
大きさ、従って二分子層への再構成のための細胞膜タンパク質の量を希釈により制御する
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ために、この過程を仕立てて（すなわち、繰り返しの回数）もよい。
【０１４３】
　３．超音波処理
　凍結－融解と同様に、水性／等張性緩衝化培地中の細胞を、超音波浴または超音波プロ
ーブの使用によって剪断する。浴中の加えたパワーの増大（プローブの周波数がより高い
、または振動の距離）は、インキュベーション時間の増大で生じるように、細胞膜フラグ
メントの大きさを減少させる。細胞膜フラグメントの大きさ、従って二分子層中への再構
成のための細胞膜タンパク質の量を希釈により制御するために、この過程を仕立ててもよ
い。
【０１４４】
　４．温和な界面活性剤
　温和な親油性の界面活性剤（例えば、ＣＨＡＰＳ、ＤＭ、ＯＧ）を用いて、細胞膜を分
散させる。一旦分散されれば、残りのタンパク質含有細胞膜フラグメントを希釈して、Ｄ
ＨＢ中に再構成されるタンパク質の量を制御してもよい。
【０１４５】
　５．膜の酵素的消化
　リン脂質消化性酵素、例えば、ホスホリパーゼは、インタクトな細胞膜を消化して、よ
り小さいタンパク質含有細胞膜フラグメント（タンパクリポソーム）を生じ得る。生成さ
れるフラグメントの大きさは、酵素濃度およびインキュベーション期間の注意深い制御、
従ってＤＨＢ中に再構成されるタンパク質の量に影響することを通じて制御される。例え
ば、図１９は、ホスホリパーゼＣでのＳｕｐＴ１細胞の膜の酵素的消化の結果を示す。Ａ
：ＤＭＥＭ中のＳｕｐＴ１細胞　Ｂ：ホスホリパーゼＣを含むＤＭＥＭ中のＳｕｐＴ１　
Ｃ：超音波処理した（２分）ホスホリパーゼＣを含むＤＭＥＭ中のＳｕｐＴ１　Ｄ：超音
波処理（２分）、（凍結－融解）（３×）した、ホスホリパーゼＣを含むＤＭＥＭ中のＳ
ｕｐＴ１。
【０１４６】
　６．膜の機械的破壊
　ホモジナイザーおよび「フレンチ・プレス」のような圧力駆動デバイスを使用して、そ
れらから生成した膜およびフラグメントを破断して圧縮してもよい。例えば、ノズルのよ
うな、細胞を破断するために剪断力を利用する他のこのようなデバイスを用いて、細胞膜
を破断してもよい。ノズルまたはフィルターを通じた押し出し（公知の寸法を有する）を
用いて、精密にサイズ化された膜フラグメントを調製してもよい。
【０１４７】
　７．膜フラグメントの生物学的生成
　細孔形成剤（ペプチド、タンパク質、ポリマー）を用いて、細胞の浸透圧バランスを動
揺させ、自発的な細胞の崩壊を生じ、その後すぐ、細孔形成剤の除去後、目的の膜タンパ
ク質を含む膜フラグメントがＤＨＢ中に再構成される。さらに、タンパク質を同時発現し
てもよく、これが膜小胞形成、または細胞膜崩壊を誘導し、原形質膜からの既定のタンパ
ク脂質小胞の出芽または膜の崩壊のいずれかをもたらす。
【０１４８】
　膜フラグメントの大きさの操作について上記される全ての方法は、そのフラグメントの
要件に依存して、任意の組み合わせでまたは個々に行われてもよく、すなわち標的の膜中
のタンパク質発現の密度が高いほど、膜フラグメントの正確な希釈のため低レベルの標的
タンパク質発現についてよりも大きい膜剪断が必要であり得る。従って、これによって、
ＤＨＢ中に再構成されるタンパク質のレベルを正確に制御することが容易になる。この調
製方法は、任意の組み合わせで、および任意の順序で行ってもよい。
【０１４９】
　膜フラグメントを、ミセルまたは小胞のいずれかのような、溶解された脂質を含む任意
の水媒体と混合してもよい。この手順は、膜フラグメントの大きさを操作するために上記
の方法の前に行ってもよい。
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【０１５０】
　細胞の細胞質構成要素を含む、細胞膜の得られたフラグメントを、遠心分離または透析
などの標準的な生化学的技術によって分離して回収してもよい（容積を減らすため、およ
び／または細胞質構成要素を取り除くため）。細胞膜フラグメントの得られた調製物を、
緩衝化して、ＤＨＢの各々の側の上のいずれかの水相（水和支持体または親水性体）中に
組み込むことによってＤＨＢ中に組み込んでもよい。これらの技術によって調製した膜フ
ラグメントは、このフラグメント調製物からＤＨＢ中に担持される包埋されたイオンチャ
ネルの電気的活性をモニターすることによって決定されるように、脂質二分子層中に自然
に組み込まれる。
【０１５１】
　目的の標的膜タンパク質を含む細胞膜画分の調製
　例として、哺乳動物細胞培養由来の細胞株、例えば、ＨＥＫ２９３細胞を、培養培地か
ら、剥離することまたはトリプシン（プロテアーゼ）処理で増殖容器からそれらを引き離
すことによって回収する。この細胞を等張性緩衝液中で洗浄して、過剰の緩衝液中で細胞
を懸濁することおよび細胞を低速で遠心分離することによって培養培地を取り除く（１０
０×ｇで１０分間）。このプロセスを繰り返して、残りの細胞培養培地をサンプル中で希
釈する。
【０１５２】
　インタクトな細胞から膜画分を調製するために、それらを最初に上記のとおりペレット
化する。細胞は、浸透圧に起因して膨張して破裂し、結果として大きい原形質膜フラグメ
ントが生成される。細胞の細胞質構成要素は培地中に放出される。次いで、遠心分離後の
培地を低浸透圧培地によって置き換えて、再遠心分離して、フラグメントをより高いｇ力
、例えば２５，０００×ｇで３０分間保持する。
【０１５３】
　濃密な膜画分および細胞内オルガネラを、高速の遠心分離（例えば、２５，０００×ｇ
）の間に上清を繰り返し交換することによって培地から分離する。スクロース勾配を調製
して、細胞内区画を、高速遠心分離の間にそれらの異なる沈殿特性を生かすことによって
分離してもよい。濃密でない種（すなわち、ミトコンドリア）は、このアプローチを用い
て、より大きい小胞体および原形質膜から分離される。
【０１５４】
　膜フラグメントの遠心分離調製の手順の間、緩衝化条件を変更して、培地を、任意の所
望の塩濃度、ｐＨ、オスモライト含量、リガンドおよびタンパク質補因子、目的のアゴニ
ストおよびアンタゴニストで置き換えられてもよい。
【０１５５】
　次いでサンプルを、ヒドロゲル脂質二分子層上の液滴（ｄｒｏｐｌｅｔ－ｏｎ－ｈｙｄ
ｒｏｇｅｌ　ｌｉｐｉｄ　ｂｉｌａｙｅｒ）（ＤＨＢ）システム中に組み込むために準備
する。
【０１５６】
　ヒドロゲル脂質二分子層上の液滴（ＤＨＢ）水性および疎水性媒体の調製
　標的タンパク質を、ＤＨＢの親水性基質側面から挿入することが必要な場合、上記の膜
フラグメント調製物を、ＤＨＢ基質調製の前に温かい（直ちに約５０℃まで冷却）溶融ア
ガロースへの直接添加によって組み込む。このようなアガロースは、所望の緩衝液中でア
ガロース粉末を溶融することによって調製する（最も一般的には、電解質、例えば、ＫＣ
ｌまたはＮａＣｌおよび緩衝化化合物を含み、そのｐＨは、酸または塩基で所望の値に、
最も多くの場合は中性のｐＨに滴定する）。低容積の温かいアガロース（約５０℃）を、
等容積の膜フラグメント調製物の所望の希釈物に添加するとすぐ引き続いて急速な冷却が
生じる。水性アガロース膜フラグメント混合物を、ＤＨＢ基質調製物について表面（好ま
しくは、画像化のための光学的に透明な表面）にわたって広げる。
【０１５７】
　ＤＨＢデバイスの調製
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　基質の水性アガロース層をここで、ｎ－デカン（例えば、ヘキサデカンＣ１６）であっ
て、５～１０ｍＭのホスホコリン脂質がその中に溶解されている（例えば、１，２－ジフ
ィタノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン）ｎ－デカンの油中脂質型溶液下での浸
漬のために準備する。プラスチックの保持デバイスを、電解質含有水性アガロースおよび
油中脂質型溶液のリザーバーを備えるＤＨＢ基質の上に置く。次いでこのデバイスを用い
て、水滴と基質の親水性の水性アガロースとを接触させる。
【０１５８】
　液滴の調製
　水滴を、ＤＨＢデバイスの調製のために用いられる同一の油中脂質型溶液、あるいは非
対称性の二分子層のための異なる油中脂質型溶液のいずれかの中にピペッティングする（
または、微小流体のデバイスによって生成してもよい）。最も一般的には非対称性二分子
層が必要であり、ここでは両方の二分子層の小葉が同一の脂質を含む。これらの油中脂質
型溶液中の短期間の平衡後、脂質の単分子層が、水滴と疎水性の油中脂質型溶液との間の
界面で形成する。典型的には、これに要するのは５分未満であるが、平衡化の時間の長さ
は、水浴溶液中の脂質濃度によって影響され得る。
【０１５９】
　脂質－平衡化水滴と脂質－平衡化親水性アガロース基質との接触
　液滴を、基質の近傍にピペッティングすることによって（あるいは、微小流体のポンピ
ング、重力沈降または直接注入によって）、調製された脂質平衡化ＤＨＢ基質アガロース
上に導入する。水媒体（液滴および基質）の間の界面で脂質二分子層が形成されるために
必要なのは短期間、例えば、約１分であってもよい。
【０１６０】
　タンパク質再構成の確認
　ヒドロゲル脂質二分子層上の液滴中へのタンパク質再構成は、自律的に生じる。なぜな
ら目的の標的タンパク質を含む膜のフラグメントは、脂質二分子層形成の間または後の任
意の段階で脂質二分子層に自然に組み込まれるからである。このプロセスは、ＤＨＢ中に
存在するイオンチャネル電流の電気生理学的なレコーディングによって、またはタンパク
質と会合する蛍光特性の直接の画像化によって確認される。
【０１６１】
　実験
　脂質二分子層形成および目的の標的膜タンパク質を含む細胞膜フラグメントの再構成の
際、任意の電気生理学的なプロトコールを行って、再構成されたイオンチャネルの機能を
探査してもよい。条件は、このシステムの化学的構成要素によって規定され得る。脂質二
分子層を横切る外部から印加された電圧は、二分子層のいずれかの側で電解質含有の水媒
体へ電極を組み込むことによって提供され得る。組み込まれたタンパク質の特性は、電位
差測定色素または他のフルオロフォアのいずれかを用いて蛍光的に画像化され得る。例え
ば、表面プラズモン共鳴、円偏光二色性分光法、ラマン分光法などの光学的な技術によっ
て、再構成された膜タンパク質機能を探査するために他の生物物理学的実験を行うことが
可能であるということはこの分野に習熟した当業者には明白である。
【０１６２】
　安定なＤＨＢの確立の際、別々の化学的構成要素を、例えば、膜タンパク質のリガンド
などをシステムに、すなわち、アゴニスト、アンタゴニスト、または他の化学的種を、液
滴への直接注入によってまたは液滴注入によって脂質二分子層のいずれかの側の水性区画
へ組み込んでもよい。例えば、これは、ブロッカーの添加の前にイオンチャネルの挙動を
モニターするために用いてもよく、ここではタンパク質機能がアゴニストまたはアンタゴ
ニストの添加の前後にモニターされ得る。
【０１６３】
　以下の実施例は、シングルチャネルによって決定されるとおり、イオンチャネルを含む
広範な種々の細胞膜二分子層の組み込みを実証する。
【０１６４】
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　ＨＥＫ２９３細胞中のｈＥＲＧチャネル
　図３は、ＨＥＫ２９３細胞で過剰発現され、二分子層に組み込まれるｈＥＲＧチャネル
のシングルチャネルレコーディングの結果を示す。ＨＥＫ２９３細胞膜を、３５０ｍＭの
ＫＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５（４℃でペレット化した）の中で洗浄した。
１：４００００希釈を、基質アガロース（５ｕＬ）と混合した後に、デバイスをアセンブ
ルして、油中脂質型溶液（ヘキサデカン中にＤＰｈＰＣ）に浸漬した。印加した電圧（示
したトレース）：＋１００ｍＶ。緩衝液：３５０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、
ｐＨ７．５。
【０１６５】
　３Ｔ３細胞中のＮＭＤＡチャネル
　図４は、３Ｔ３細胞で過剰発現され、二分子層に組み込まれるＮＭＤＡチャネルのシン
グルチャネルレコーディングの結果を示す。１細胞あたり約１０，０００個のレセプター
を有するＮＭＤＡ発現性の３Ｔ３細胞を、１４０ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ
、ｐＨ７．２５（３×）中でペレット化することによって洗浄した。次いで細胞を、３回
の凍結－融解のサイクルに供し（室温（ＲＴＰ）～－８０℃）、その後に４℃で３分間水
浴中で超音波処理した。サンプルを、基質アガロース層（５ｕＬ）について１：２５００
０希釈までアガロースと混合した後、デバイスをアセンブルして、油中脂質型溶液（ヘキ
サデカン中にＤＰｈＰＣ）に浸漬した。
【０１６６】
　印加した電圧（示したトレース）：＋５０ｍＶ。緩衝液：液滴中で１４０ｍＭのＮａＣ
ｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５。緩衝液：アガロース中で１４０ｍＭのＮａＣｌ
、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、１０ｕＭのグリシン、１０ｕＭのグルタミン酸塩、ｐＨ７．５
。
【０１６７】
　Ｍｉｎ６細胞中のＫＡＴＰチャネル
　図５は、Ｍｉｎ６細胞で過剰発現され、二分子層に組み込まれるＫＡＴＰチャネルのシ
ングルチャネルレコーディングの結果を示す。Ｍｉｎ６細胞を、１４０ｍＭのＫＣｌ、１
０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５の中で洗浄して、ペレット化して５分間超音波処理した
。１：１００００希釈を、基質アガロース（５ｕＬ）と混合した後に、デバイスをアセン
ブルして、油中脂質型溶液（ヘキサデカン中にＤＰｈＰＣ）に浸漬した。緩衝液：１４０
ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５。印加した電圧（示したトレース）：
＋５０ｍＶ。
【０１６８】
　ＳｕｐＴ１細胞中のＫｖチャネル
　図６は、ＳｕｐＴ１細胞で過剰発現され、二分子層に組み込まれるＫｖチャネルのシン
グルチャネルレコーディングの結果を示す。ＳｕｐＴ１懸濁細胞を、ＤＭＥＭ中で増殖し
、次いで２０ｕＬ中に１００，０００個の細胞を有する溶液を－８０℃で凍結した。この
細胞を、室温へ４回の凍結－融解に供し、次いで１：８０，０００希釈して、ガラスのカ
バースリップ上に広げた５ｕＬの基質アガロース層上にピペッティングした。印加した電
圧（示したトレース）：＋１０ｍＶ。緩衝液：１５０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥ
Ｓ、ｐＨ７．５。
【０１６９】
　図７は、上記の実験によるＳｕｐＴ１細胞からのＫｖチャネルＩ－Ｖ曲線を示す。図８
は、開確率に対する上記のようなＫｖチャネルの電圧依存を示す。チャネルは、電圧の増
大とともに増大した特徴的な開確率を示す。
【０１７０】
　ヒト赤血球
　図９は、ヒト赤血球由来細胞膜二分子層の電気レコーディングの結果を示す。ヒト赤血
球は、１４０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５中で繰り返し洗浄して、
白血球を含めて血清を除去した。続いて、低浸透圧緩衝液中で５分間超音波処理した。１
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：１０００００希釈を基質アガロース（５ｕＬ）と混合した後にデバイスを組み立てて（
アセンブルし）、油中脂質型溶液（ヘキサデカン中のＤＰｈＰＣ）に浸漬した。緩衝液：
２ＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５。印加された電圧（示されたトレース
）：＋１００ｍＶ。
【０１７１】
　ＫｃｓＡ－ＣｈｉＩＶのチャネルレコーディング
　図１６は、ＫｃｓＡ－ＣｈｉＩＶでのカリオトキシン（ＫＴＸ）の滴定の際の電流ブロ
ックの結果を示し、図１７は、Ｅ．ｃｏｌｉ宿主膜から直接二分子層に再構成された細菌
からのＫｃｓＡ－ＣｈｉＩＶのシングルチャネルレコーディングの結果を示す。
【０１７２】
　ミトコンドリアチャネルレコーディング
　図１８は、ミトコンドリアのチャネルの陽電位および陰電位でのシングルチャネルレコ
ーディングの結果を示す。
【０１７３】
　二分子層中の蛍光性の膜電位差測定プローブの使用
　図１０を参照して、電位差測定色素（ジ－８－ＡＮＥＰＰＳ）を、油中脂質型溶液に組
み込む。これは、脂質と平行な両方の小葉中の脂質二分子層の平面に対して垂直にある。
色素からの蛍光は、脂質二分子層を横切る電位差によって変化する。ここで、外部から印
加された交流の正弦波電位差は、＋／－１５０ｍＶの間でＤＨＢ全体にわたって与えられ
る。色素は、ＤＨＢを横切る電位差を明確に示す報告であり得る。なぜなら正弦波は交流
であって、加えられた波で正確な時間的相関関係を示すからである。
【０１７４】
　図１１は、二分子層中の蛍光性の膜電位差測定プローブの別の使用を示す。ここで、電
位差測定色素を用いて、二分子層中の細菌の細孔形成毒素α溶血素の存在を検出する。二
分子層中に膜タンパク質が存在するとき、蛍光強度の顕著な増大がある。
【０１７５】
　蛍光についての水和支持体二分子層上の液滴
　薄い水和支持体上に沈着した水和支持体二分子層上の液滴は、全反射照明蛍光（ＴＩＲ
Ｆ）顕微鏡を用いて蛍光的に検査できる。
【０１７６】
　図１３は、水和支持体二分子層上の液滴に対する全反射照明蛍光顕微鏡を図示しており
、アガロースの薄層から構成される支持基質が、ガラスのカバースリップ上で形成される
。この薄い基質は、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）マイクロチャネルデバイスを
水性アガロースで充填することによって再水和される。このデバイスウェルを、油中脂質
の溶液で充填する。水滴は、油の下のヒドロゲルの頂部に置く。脂質二分子層は、２つの
水相の間の界面で形成する。エバネセント場は、水和支持体二分子層上の液滴中で増幅し
、これが、脂質二分子層およびフルオロフォアを液滴中で照射する。
【０１７７】
　ＴＩＲＦ技術はまた、他の分析技術と組み合わせて、例えば、電気的データ獲得と組み
合わせて用いてもよい。データの組み合わせによって、タンパク質機能に対する情報の改
善が得られ得る。
【０１７８】
　二分子層形成の間の細胞膜タンパク質の導入のさらなる実施例
　本発明の方法の実現可能性をさらに実証するために、多数の代表的なリガンドゲートお
よび電圧ゲートのイオンチャネルを研究した。ある範囲の異なる条件（これは、原核生物
タンパク質から哺乳動物由来の初代組織サンプルにおよぶ）を研究した。イオンチャネル
活性をバルク中で、およびシングルチャネルから記録した。電流は、ＮＭＤＡレセプター
、ｈＥＲＧおよびＫＡＴＰを含めて多数の過剰発現される真核生物タンパク質から記録し
た。内因性に発現されるチャネルも研究した。鎌状細胞およびミトコンドリアを含めて、
それらの大きさまたは形状に起因してパッチクランプが現在困難である、細胞からのイオ
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ン電流のシングルチャネルレコーディングを得た。
【０１７９】
　上記で記載されるとおり、細胞膜フラグメントを、二分子層形成に対して脂質二分子層
に導入した。
【０１８０】
　方法
　細胞株、タンパク質、膜の調製、および電気的レコーディング
　ＫｃｓＡは、ポーリンなしのＥ．ｃｏｌｉ株ＰＣ２８８９を用いてｐＱＥ６０（Ｑｉａ
ｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）中で過剰発現された。細胞を、圧力に基づく細胞ホモジナイザ
ー（ＴＣ５－６１２，Ｓｔａｎｓｔｅｄ　Ｆｌｕｉｄ　Ｐｏｗｅｒ，ＵＫ）を用いて分解
して、膜を水中の遠心分離によって単離した後に液体窒素中で凍結した。沈降した膜を、
１５０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５中に再懸濁した。膜調製物は、
それぞれ、バルクおよびシングルのチャネルレコーディングについて、１：１０６（全て
の場合について、希釈は、別段言及しない限り容積：容積として報告する）および１：１
０８に希釈した。バルクおよびシングルのチャネルレコーディングは、１５０ｍＭのＫＣ
ｌ、１０ｍＭのコハク酸、ｐＨ４の中で行った。ブロッキング実験は、１５０ｍＭのＢａ
Ｃｌ２、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５（＋５０ｍＶ、ｎ＝５）を含む液滴を用いて
行った。
【０１８１】
　ｈＥＲＧ。－８０℃で保管したＫＣＮＨ２遺伝子を過剰発現する増殖停止したＨＥＫ２
９３細胞（Ｉｎｖｉｔｒｇｅｎ，ＵＫ）を超音波処理した（Ｓｏｎｏｒｅｘ，Ｂａｎｄｅ
ｌｉｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ，３２０Ｗ，４℃，３分）。次いで、膜を遠心分離によって単離
し、緩衝液（３５０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５）中で洗浄した。
最終的に、膜を同じ緩衝液中に１：１０４希釈した。次いで膜を冷却している低融点アガ
ロース（Ｓｉｇｍａ，総容積１０μＬ，１：１０サンプル：アガロース，１．５％，＜６
０℃）中に組み込み、デバイスアセンブリの前にカバースリップ上に沈着した。電圧依存
性の電流応答は、メタンスルホンアニリド薬物Ｅ－４０３１　（１ｍＭのＥ－４０３１，
ｎ＝５，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＫ）の有無で測定し、ここでは＋１００ｍＶの電圧を
印加した。シングルチャネルのレコーディングのために、本発明者らは、細胞膜調製物を
さらに希釈する（１：２０）。
【０１８２】
　ＮＭＤＡレセプター。ヒトＮＲ１－１ａ／ＮＲ２Ａレセプターサブユニットは、接着し
たマウス線維芽３Ｔ３細胞株中で発現された。培養フラスコから細胞を機械的に剥離した
後、細胞を等張性緩衝液で洗浄し（１４０ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ
７．５で３回）、次いで細胞を３０秒の超音波（Ｓｏｎｏｒｅｘ，Ｂａｎｄｅｌｉｎ，Ｇ
ｅｒｍａｎｙ，３２０Ｗ）および４回の凍結－融解サイクルによって機械的に破壊した。
上記の緩衝液中での遠心分離および洗浄によって膜を単離した後、サンプルを同じ緩衝液
中に希釈した（１：１０３）。次いで、膜を含むアガロースを、デバイスのアセンブリの
前にカバースリップ上に配置した。次いで、膜を、それぞれバルク電流レコーディングに
ついては１：５０００およびシングルチャネルレベルについては１：５０００００の総希
釈で凝固の前に、冷却しているアガロース（１．５％）中に組み込んだ。１４０ｍＭのＮ
ａＣｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５の中の１０μＭグルタミン酸塩および１０μ
Ｍグリシンの添加によって、膜の脱分極後にレセプターの活性化が生じた（＋５０ｍＶの
電圧を印加した，ｎ＝５）。膜調製物（１：１００）のさらなる希釈の際に、シングルチ
ャネルが記録され得る（＋５０ｍＶの電圧を印加）。
【０１８３】
　ＫＡＴＰ。ＫＡＴＰチャネルに関しては、Ｋｉｒ６．２およびＳＵＲ１（スルホニル尿
素レセプター）がＭｉｎ６細胞で同時発現された。凍結された細胞を、３回の凍結－融解
サイクルに供した後に、それらを１分間超音波処理した（４℃，Ｓｏｎｏｒｅｘ，Ｂａｎ
ｄｅｌｉｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ，３２０Ｗ）。遠心分離による膜の単離後、膜を、等張性緩
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衝液（１４０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５）中で洗浄して、１：５
０００希釈した。膜を、冷却しているアガロース（１．５％）と混合することによって（
１：１０のｖ：ｖ）、アガロース中に組み込んで、デバイスのアセンブリの前にカバース
リップ上に沈着した。シングルチャネルレコーディングのために、サンプルをさらに１０
倍に希釈した。電気的なレコーディングを、１４０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ
、ｐＨ７．５中で、液滴およびアガロース支持体の両方の中で行った。バルク電流のブロ
ックは、グリベンクラミド（１ｍＭ、＋５０ｍＶ、ｎ＝５）を用いて得た。
【０１８４】
　リンパ球。ＳｕｐＴ１細胞を、懸濁培養物として増殖して、緩衝液（１５０ｍＭのＫＣ
ｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５）中で４回洗浄した。次いで、細胞を低浸透圧性
ショックによって溶解し、膜を遠心分離および等張性緩衝液（１４０ｍＭのＫＣｌ、１０
ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５）中での洗浄によって単離した。膜を１：１０４希釈して
、この溶液の１μＬをアガロースコーティングしたカバースリップ（１．５％）の上に沈
着した。バルク電流ブロッキングのために、４－アミノピリジン（非特異的なＫ＋チャネ
ルブロッカー）を用いた（５ｍＭ，＋５０ｍＶ）。特異的なブロッキングのためには、カ
リオトキシン（Ｋａｌｉｏｔｏｘｉｎ）（特異的なＫｖ－チャネルブロッカー）を用いた
（５０μＭ，＋５０ｍＶ）。
【０１８５】
　赤血球。以前に公開されたプロトコール（Ｇｉｂｓｏｎら，Ｊ　Ｐｈｙｓｉｏｌ：５１
１（ＰｔＩ），２２５－２３４（１９９８））に従って、赤血球を、鎌形赤血球または健
常な個体の全血から、遠心分離とＰＢＳ緩衝液（１３７ｍＭのＮａＣｌ、２．７ｍＭのＫ
Ｃｌ、１０ｍＭのリン酸水素二ナトリウム、２ｍＭの一塩基性リン酸カリウム、ｐＨ７．
４、１％グルコース含有）中での４回の洗浄と、残りの血液構成要素を吸引によって除去
することによって単離した。細胞を低塩緩衝液（１５ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＥＤＴ
Ａ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７）中での低浸透圧性ショックによって溶解した。次い
で、膜を遠心分離によって沈降させ、低塩緩衝液中で４回洗浄した後に、等張性緩衝液（
１５０ｍＭのＮａＣｌまたはＫＣｌまたはＣａＣｌ２、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．
４）中に再懸濁した。Ｇａｒｄｏｓチャネル実験のために、膜を、１５０ｍＭのＫＣｌ、
１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７を含有する等張性緩衝液中に再懸濁した。Ｃａ２＋の有無
の液滴（１５０ｍＭのＫＣｌ、＋／－５ｍＭのＣａＣｌ２、＋／－５ｍＭのＫＣｌ、１０
ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７、＋５０ｍＶ、ｎ＝５）を用いてＣａ２＋依存性のＫ＋流を観
察した。鎌形赤血球およびコントロールの膜の電気的なレコーディングのために、膜調製
物を、等張性緩衝液（１５０ｍＭのＮａＣｌまたはＫＣｌまたはＣａＣｌ２、１０ｍＭの
Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７．４）中に１：１０５希釈して、アガロース（１．５％，ｖ／ｖ　１
：１０希釈）中に組み込み、次にこれをデバイスのアセンブリの前にカバースリップ上に
沈着した。シングルチャネルレコーディングのためにはさらに１：２０の希釈が必要であ
った。
【０１８６】
　ミトコンドリア。以前に公開されたプロトコール（Ｂａｓｏａｈら、ＦＥＢ　Ｌｅｔｔ
：５７９，６５１１－６５１７（２００５））に従って、ブタ肝臓細胞を、モーター式攪
拌器によって駆動されるＴｅｆｌｏｎガラスホモジナイザーを用いて、氷上で溶解した（
Ｈｅｉｄｏｌｐｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。インタクトな細胞を含む大きい砕片を、４℃で１
０分間１，１００ｇで遠心分離することによって除去した。ミトコンドリアは最初に、４
℃で１０分間１１，０００ｇでスピンすることによってペレット化し、次いで５ｍＬのＰ
ＢＳで１回洗浄した後に、１１，０００ｇで５分間スピンして、最終のミトコンドリアペ
レットを得た。ミトコンドリアペレットを氷冷の酸素消費緩衝液（０．２５Ｍのスクロー
ス、５ｍＭのＭＯＰＳ、５ｍＭのＫＨ２ＰＯ４および５ｍＭのＭｇＣｌ２、ｐＨ７．４）
中に再懸濁し、－８０℃で保管した。融解後、ミトコンドリアを等張性のカリウム緩衝液
（１５０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５）中で２回洗浄し、５分間超
音波処理し（Ｓｏｎｏｒｅｘ，Ｂａｎｄｅｌｉｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ，３２０Ｗ）、緩衝液
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（１５０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５）の中に１：１０４希釈した
。次いで、膜を冷却アガロース（Ｓｉｇｍａ、総容積１０μＬ，１．５％）中に１：１０
希釈して、デバイスのアセンブリの前にカバースリップ上に沈着させた。
【０１８７】
　液滴二分子層デバイスの再構成およびアセンブリ
　１ｍＬあたり５×１０６個の細胞という出発濃度から１：１０４～１：１０７という膜
フラグメントの希釈の変化によって、二分子層中のチャネルの数をコントロールすること
ができる。チャネル取り込みは、冷却しているが凝固してない１～１．５％のアガロース
支持体に対して細胞フラグメントを１：１０の比（総容積１０μＬ）で添加することによ
って、またはヒドロゲル支持体の頂部でこの膜をピペッティングすることによって達成さ
れ得る。マイクロチャネルデバイスを、前に記載のとおり、ポリ（メチルメタクリレート
）から微細加工した（Ｔｈｏｍｐｓｏｎら、Ｎａｎｏ　Ｌｅｔｔ：７，３８７５－３８７
８（２００７））。このデバイスを、スライドの頂部においた後に、アガロース支持体層
を、ヘキサデカン－ＤＰｈＰＣ溶液（無水ヘキサデカン中に１０ｍＭの１，２－ジフィタ
ノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホコリン，Ｓｉｇｍａ）中に浸漬する。液滴を含む緩
衝液を最初に、別の油中脂質型溶液中にピペッティングして、これによって、液滴周囲の
単分子層の形成を可能にする。これらの油中脂質型溶液（２－１５分）中での短期間の平
衡後に、脂質の単分子層は、水相と疎水性の油中脂質型溶液との間の界面でアセンブルさ
れる。次いで、液滴を、ピペッティングによって、調製された脂質－平衡化アガロース基
質上に導入する。ヒドロゲルの表面上の脂質単分子層との接触の際、二分子層が形成され
る。液滴二分子層は、倒立顕微鏡（Ｔｉ－Ｅｃｌｉｐｓｅ；Ｎｉｋｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍ
ｅｎｔｓ）を用いて画像化された。
【０１８８】
　電気的レコーディング。バルクおよびシングルチャネルのレコーディングは、本発明者
らの以前に記載した方法を用いて行った（Ｈｅｒｏｎら、Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ：
１２９，１６０４２－１６０４７（２００７））。マイクロマニュピュレーターを用いて
、電極を、液滴（１００μｍの直径、Ａｇ／ＡｇＣｌ，Ｎａｓｈｅｇｅ，Ｊａｐａｎ．図
１Ａ）中に挿入した。電流を、この電極と対応するＡｇ／ＡｇＣｌ接地電極（アガロース
支持体中）との間で測定する。電流を、パッチクランプ増幅器（Ａｘｏｐａｔｃｈ　２０
０Ｂ；Ａｘｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）を用いて記録した。このシグナルは、ＮＩ－
ＤＡＱ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，ＵＫ）を用いてデジタル化した。
電気的トレースは、獲得後にフィルターにかけて（１００ＨｚのローパスＧａｕｓｓｉａ
ｎフィルター）、ＷｉｎＥＤＲ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｓｔｒａｔｈｃｌｙｄｅ
，Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ）を用いて分析した。脂質二分子層は典型的には、１５０ｍＶの電圧に抵抗
できたが、シールは１００ＧΩの過剰で維持されていた。電気的なノイズレベルは典型的
には、±０１．０ｐＡｒｍｓ程度の大きさ（１００ｋＨｚの記録帯域幅）であった。
【０１８９】
　バルク電流ブロッキング。それぞれの細胞株の再構成後、ブロッカーの有無において液
滴のバルク電流を測定して、平均値および標準偏差を決定した（全ての場合にブロッカー
が有無の両方でｎ＝５）。
【０１９０】
　組み換え過剰発現細胞からのイオンチャネルの電気的レコーディング
　細菌のカリウムチャネルＫｃｓＡを過剰発現するポーリンなしのＥ．ｃｏｌｉ株から単
離された膜を、本発明の方法によって二分子層中に組み込んだ。膜調製物を、等張性緩衝
液中に希釈した後、アガロース支持体中に組み込む。Ｂａ２＋の添加によって、電流中の
９３％ブロックが生じた（図２１ａ）。膜調製物のさらなる希釈の際、シングルチャネル
が低い開確率および６２＋／－２．６ｐＳというコンダクタンス（図２１ａ）で観察され
た。形質転換なしのＥ．ｃｏｌｉ細胞を用いるコントロールの実験では、イオン電流は示
されなかった。
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【０１９１】
　液滴二分子層への真核生物イオンチャネル再構成
　液滴二分子層への真核生物イオンチャネルの再構成に必要なステップを図２０に示して
おり、ここでは（１）真核生物細胞が破裂され；（２）細胞膜が単離および希釈され；（
３）膜がヒドロゲル中に組み込まれ；（４）油中リン脂質の混合物が次に加えられ、単分
子層は、ヒドロゲル－油の界面で自己アセンブルする；（５）ナノリットルの水性液滴を
導入し、ここでまた第二の脂質単分子層が得られる；（６）二分子層は、両方の単分子層
が接触されるときに形成する。イオンチャネルの自発的な挿入が、二分子層形成の間に生
じる。
【０１９２】
　真核生物のイオンチャネルの再構成のためのこの方法は、種々のサンプルおよび条件に
適合され得る。本明細書に含まれるこの実施例では、細胞は組織（図２３ｂ）、血液（図
２３ａ、ｃ、ｄ）または細胞培養物（図２１ｂ－ｄ，２２）由来；懸濁物（図２２）また
は接着性の細胞株（図２１ｂ－ｄ）由来であった。細胞の破壊は、超音波（図２１）、凍
結－融解，（図２１）、低浸透圧性ショック（図２３ａ、ｃ、ｄ）または押し出しを用い
て達成した。ヒドロゲル支持体への膜の組み込みは、支持体作製の間に細胞フラグメント
を添加すること、または膜溶液をヒドロゲル支持体上にピペッティングすることによって
達成された。膜フラグメントの希釈を変化することによって、二分子層中のチャネルの数
を制御することも可能であった。
【０１９３】
　本発明のこの方法の普遍性を試験するため、ある範囲の代表的な真核生物イオンチャネ
ルを選択した。最初に、電圧ゲートのカリウムチャネルＫｖ１１．１（遺伝子ＫＣＮＨ２
）を過剰発現する細胞由来の膜にまたがるイオン流束を測定した。Ｋｖ１１．１（または
ｈＥＲＧ）チャネルは、心筋活動電位の間の再分極に対して重要である１８。ｈＥＲＧを
過剰発現する増殖停止したＨＥＫ２９３細胞を、超音波処理によって機械的に破壊して、
膜を遠心分離によって単離して、洗浄した。最終的に、膜を緩衝液（３５０ｍＭのＫＣｌ
、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５）中に再懸濁し、希釈した後にアガロース層に組み
込んだ。電圧依存性のバルク電流応答が観察され、イオン電流は、ｈＥＲＧブロッカー，
Ｅ－４０３１によってブロックされた（９７％　図２１ｂ）１９。細胞膜調製物のさらな
る希釈の際、シングルチャネルトレースを、前に報告された値と同様の８＋／－０．２１
ｐＳという平均コンダクタンスで記録した（図２１ｂ）。
【０１９４】
　リガンドゲートのイオンチャネル型のＮ－メチル－Ｄ－アスパラギン酸塩（ＮＭＤＡ）
レセプターも研究した。組み換えヒトＮＭＤＡレセプターを発現するマウスの線維芽細胞
（ｌｔｋ－）細胞を、等張性緩衝液中で洗浄した後に、機械的破壊、膜の単離および希釈
（１４０ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．５）をした。次いで、二分子
層形成の前に膜をアガロース層中に組み込んだ。グルタミン酸塩（１０μＭ）およびグリ
シン（１０μＭ）の添加によって、レセプターの活性化と一致してイオン流束の９８％増
大が示された（図２１ｃ）。細胞調製物をさらに、希釈したとき、シングルチャネルが観
察され、これによって、ＮＭＤＡレセプターに典型的な緩徐な開口と閉鎖の事象が示され
た。４７．３ｐＳ（＋／－３．２）での観察されたコンダクタンスレベル、および３６．
２ｐＳ（＋／－３．５５）というサブ－コンダクタンスレベルは、文献中で以前に報告さ
れた値に相当する。
【０１９５】
　ＫＡＴＰを過剰発現するＭｉｎ６細胞由来の膜を横切るイオン流束を測定した。これら
のチャネルは、４つのＫｉｒ６．２および４つのスルホニル尿素レセプターサブユニット
からなり、これが膜上でアセンブルして活性な複合体を形成する。バルク電流は、グリベ
ンクラミド（１ｍＭ）（特異的なＫＡＴＰチャネルブロッカー）によってブロックされた
（９１％；図２１ｄ）２５。細胞調製物のさらなる希釈によって、シングルチャネル（図
２１ｄ）が卵母細胞中での以前の観察と同様に５０＋／－３．１ｐＳというコンダクタン
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スで明らかになった。
【０１９６】
　初代細胞およびミトコンドリアからのイオンチャネルの電気的レコーディング
　シングルチャネル電流および初代リンパ球中の内因的に発現される電圧ゲートのカリウ
ムチャネルからのバルク電流の電圧依存を記録した（図２２ａ）。リンパ球カリウムチャ
ネルは、免疫応答の間のシグナル伝達に重要であり、Ｔ細胞の膜電位およびカルシウムシ
グナル伝達を調節する。ＳｕｐＴ１細胞の懸濁物を、低浸透圧性ショックによって溶解し
て、膜を遠心分離によって単離して、等張性緩衝液中で洗浄した。次いで、膜を希釈した
後に、アガロース－コーティングしたカバースリップ上に沈着した。Ｋｖ１．３に典型的
な電圧ゲートの挙動が観察され、ここではより高電圧で開確率が増大した（図２２ｂ）。
Ｋｖ１．３の同一性は、非特異的な（５ｍＭの４－アミノピリジン，９６％ブロック、図
２２Ｄ）Ｋ＋および特異的なＫｖ－チャネルブロッカー（５０μＭ　カリオトキシン、９
９％ブロック、図２２Ｅ）を用いて確認した。この薬理学的なプロフィールおよび電流電
圧挙動（図２２Ｂ）から、チャネルをＫｖ１．３と特定した。
【０１９７】
　本発明の方法の１つの利点は、従来のパッチクランプを用いてアクセスが極めて困難で
ある膜からイオン電流を測定することができるということである。これは、赤血球および
ミトコンドリアの膜の両方を用いて検査した。
【０１９８】
　それらのサイズに起因して、赤血球は、パッチクランプによってアクセス可能な最小か
つ最も困難な細胞の１つである。全血からの赤血球の単離後、細胞を低浸透圧性ショック
によって溶解し、膜を等張性緩衝液中に再懸濁する。Ｃａ２＋（５ｍＭ）の有無で実験を
行うことによって、Ｃａ２＋誘導性のＫ＋流束が観察され、これは、Ｇａｒｄｏｓチャネ
ル由来の電流と一致してカルシウムの存在下で７倍に増大した（図２３ａ）。Ｇａｒｄｏ
ｓ　Ｋ＋イオンチャネルは、赤血球の膜において最も普遍的なチャネルである。
【０１９９】
　赤血球の膜を、健常な個体および鎌状赤血球貧血に罹患した個体の両方から再構成した
。鎌状化は、赤血球細胞膜の陽イオン透過性の変化を介して生じることが公知であり、細
胞の脱水をもたらす；しかしこの初めの段階の分子基礎は、依然として議論の対象である
。
【０２００】
　赤血球膜を、ヒドロゲル中に組み込んで、本発明の方法で研究した。健常な個体から再
構成した膜は、コンダクタンスをほとんど示さないかまたは全く示さず、鎌形赤血球由来
の膜は、Ｎａ＋、Ｋ＋およびＣａ２＋について極めて伝導性であって、本質的にオーム応
答であった（図２３ｃ）。サンプル調製物（１：２０）のさらなる希釈の際、シングルチ
ャネルレコーディングを、健常な個体の膜には存在しない鎌形赤血球由来の膜から得た（
図２３ｃ）。明らかにこの実験単独では、このチャネル活性が特定のチャネルに帰するこ
とはできないが、このことは、赤血球膜内に存在するイオンチャネルがこの手順を用いて
研究できる容易さを強調するように機能する。
【０２０１】
　赤血球よりも小さいオルガネラおよび細胞を、従来のパッチクランプで検討するのは極
めて困難である。本発明の方法は、研究される細胞の大きさで制限されないので、ブタの
肝臓から単離されたミトコンドリア膜を、本発明による二分子層で再構成した。単離され
たミトコンドリアの機械的な破壊後、膜を分離して、等張性緩衝液中で洗浄した後、液滴
二分子層中に再構成した。シングルチャネルおよびバルク電流の両方が、カリウム塩また
はカルシウム塩のいずれかを用いて決定された（図２３ｂ）。
【０２０２】
　考察および適用
　本明細書に示されるデータは、広範な種々のイオンチャネル型およびサンプル条件から
の膜タンパク質の首尾よい再構成を示す。これらの実験には、鋭敏な電流増幅器以外に専
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門的な装置を必要とせず、膜タンパク質再構成は、全ての場合に信頼性があり、再現可能
である。
【０２０３】
　本発明の方法を用いて、真核生物膜含有のＤＨＢの調製は迅速、直接的であり、かつＤ
ＨＢアレイにおける大規模平行測定に容易に拡大できる。ＤＨＢアレイに存在する個々の
二分子層由来のイオン電流および蛍光シグナルをモニターすることができる（１ｃｍ２あ
たり約１０１２個の二分子層）。真核生物の膜タンパク質を含むＤＨＢアレイによって、
電気的および化学的な刺激に対する種々の膜タンパク質の応答を測定することが可能にな
る。
【０２０４】
　本発明の方法の重要な特徴は、界面活性剤精製の必要なしに合成の脂質二分子層中の細
胞膜から直接のイオンチャネルの取り込みである。界面活性剤なしの再構成プロトコール
は、１９７０年から報告されているが、これらのアプローチは、信頼できず、かなりのサ
ンプル調製を必要とする。この領域において近年の研究がないことはおそらく、この方法
を用いて効率的なタンパク質取り込みを達成するのが困難なことを示す。
【０２０５】
　原核生物および真核生物の両方のチャネルを二分子層に組み込むことが比較的容易であ
ることで、多くの実験に関して、本発明の方法はパッチクランプに対する有用な代替であ
ることが示される。赤血球およびミトコンドリアからのイオンチャネルの再構成はまた、
本発明の方法が他の小さい細胞および細胞区画（最も習熟したパッチクランパー以外は現
在アクセス不能である）の研究において適用を有することを示す。今のところ、より小さ
い対象は、巨大プロテオリポソームの使用によって、または膜ウイルス構成要素の非定型
的に大きい改変体を研究することによって、パッチピペットのナノスケールの制御を通じ
てのみパッチされ得る。本発明の方法を用いて、シングルチャネルのレコーディングは、
比較的直接的なサンプル調製によって、およびパッチピペットの顕微鏡的位置決めの必要
性なしに達成され得る。
【０２０６】
　イオンチャネルは、大部分はチャネル機能のハイスループットの問い合わせ（ｉｎｔｅ
ｒｒｏｇａｔｉｏｎ）ができる技術がないせいで、開発中の目標クラスのままである。多
数の液滴二分子層を、本発明の方法を用いて生成することが容易であるので、そこでは現
在、過剰発現される標的および初代細胞の両方を用いて、イオンチャネルのハイスループ
ットのスクリーニングの見込みのあるツールがある。
【０２０７】
　例えば、数百のクローニングされたイオンチャネルに対する結合親和性について薬物ラ
イブラリーを平行してスクリーニングすることが可能であり得、ここでは細胞全体（ホー
ルセル）のパッチクランプ電気生理学のものよりも解明度が大きい。このアプローチによ
って、薬物開発の間の潜在的な望ましくない副作用についての情報を得ることができる。
【０２０８】
　現在の方法におけるよりもかなり多数の膜タンパク質を迅速にスクリーニングする能力
に起因して、安全性トライアルもまた、患者での一般的な薬物試験において通常は見出さ
れない膜タンパク質の異なるアイソフォームおよび変異体のクローンで行ってもよい（す
なわちここでは変異体が集団の小画分に存在する）。初代組織サンプルからタンパク質を
再構成することが可能であるので、ここではごくわずかな細胞しか必要としない。薬物は
、送達の時点で患者組織に対する副作用についてスクリーニングされ得る。
【０２０９】
　この再構成方法に必要な少量の材料（１測定あたり１個未満の細胞）、電気的コントロ
ール、および二分子層の両側に対するアクセスは、この技術の特に利点である。二分子層
を画像化する能力によってまた、膜タンパク質応答の広範な光学的測定が開発される。イ
オンチャネルと同様に、本発明の方法はレセプターキナーゼ、Ｇタンパク質カップリング
レセプターおよびトランスポーターを含む膜タンパク質の他のクラスを問い合わせる（ｉ
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ｎｔｅｒｒｏｇａｔｅ）ために用いられ得る。
【０２１０】
　薬物安全性およびＱＴ延長スクリーニング。
　心電図のＱＴ間隔とは、心室再分極を測定するものである。この間隔は、特定の薬物と
イオンチャネルとの相互作用によって有害に延長され得る。ＱＴ間隔の延長は、頻脈性不
整脈および心室性不整脈をもたらし得、もしこれが心疾患または他の心臓疾患と合併して
生じれば、突然死が生じる場合がある。ｈＥＲＧ（Ｋｖ１１．１）イオンチャネルの阻害
は、ＱＴ間隔延長の最も一般的な原因である。
【０２１１】
　この遅延した心室再分極は特定のＦＤＡの認可した薬物によって誘導され得るという発
見のために、薬物のライセンシングを管理するいくつかの国家機関は、ｈＥＲＧ規制要件
に対する新規な化合物のスクリーニングを行った。ｈＥＲＧイオン電流における有害な変
化についての新規な化合物のスクリーニングは、製薬会社にとって主要な課題である。ｈ
ＥＲＧチャネルについて低コストのハイスループットスクリーニングアッセイの必要性は
、現在製薬産業において不可欠である。
【０２１２】
　現在のインビトロスクリーニング方法は、電圧－クランプ、蛍光または結合のアッセイ
を包含する。このような方法のうち、電圧－クランプ電流レコーディングのみが、現在、
ｈＥＲＧ阻害を決定するのにおける「究極の基準（ｇｏｌｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ）」をも
たらす。
【０２１３】
　予備実験によって、ＤＨＢのプロトタイプのアレイは、数百程度の二分子層として１ｃ
ｍ２あたり１０１２個という二分子層密度で作製され得ることが示された。各々の個々の
二分子層からのシングル－チャネルまたはバルクの電気レコーディングを記録してもよい
。各々の二分子層からの電流応答は、蛍光顕微鏡を用いて画像化され得る。
【０２１４】
　図１２によって、試薬が、マイクロピペット６１９またはマルチボアキャピラリー６２
１を有するマイクロピペットからの注入によって水滴６０９中に導入され得ることが図示
される。これによって、既存の液滴へ化合物を導入する簡易な方法が得られる。
【０２１５】
　二分子層のアレイを生成するためのデバイス
　図１４は、二分子層のアレイを生じるために用いられ得るデバイスを示す。このデバイ
スは、ベース８４２およびリッド８４１を備える。このベース８４０は、下部チャネル中
にアガロースを充填され、次いで脂質／油溶液を充填されて、平衡にされ、その結果単分
子層がアガロース基質を形成する。細胞膜フラグメントまたは細胞全体（ホールセル）を
、二分子層への組み込みのためにアガロース上にピペッティングしてもよい。リッド８４
１は、バルク水溶液に浸漬され、リッドを作製するために用いられるプラスチックとの親
水性相互作用を通じて、小滴がリッド上に残る。次いで、リッドをベースの中で低くして
、その結果液滴は、油中に平衡するまで保持され、次いでその後にリッドが低くされて、
さらに液滴が下にあるアガロースと接触される。次いで二分子層のアレイが自然に形成さ
れ、ここで液滴がアガロース表面と接触する。このリッドを通じた液滴の各々に対して接
続された電極を用いること、およびアガロース中の共通の電極によって、アレイ中の各々
の二分子層は個々に、電気的測定のためにアクセス可能である。デバイスのこの性質によ
って、個々の二分子層８４４を顕微鏡で下から画像化することが可能になる。
【０２１６】
　図１５に示されるとおり、二分子層のアレイは、実験的スクリーニングに用いられる、
六角形のＰＤＭＳスタンプで形成され得る。１５０ｍｍ直径のウェルを製造し、結果とし
て、１ｃｍ２あたり３６０個の二分子層という二分子層密度を生じた。
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