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(57)【要約】        （修正有）
【課題】人工的な支持された膜、並びにそのような膜の
調製の方法、又はそれらの構成要素タンパク質及び脂質
からの細胞膜の再構築の方法を提供する。
【解決手段】二重層と支持体との間に間隙を作出するリ
ン脂質テザー（Ｐ）により支持体と接着した脂質二重層
を含み、かつ支持体と共有結合し該間隙に露呈された、
あるタンパク質に特異的な１個以上のリガンド（Ｌ）を
含む。
【効果】膜タンパク質の精製及び／もしくは可逆的捕
捉、又はこれらのタンパク質のうちのいくつかと相互作
用する化合物のスクリーニングを可能にする。さらに、
試験化合物の毒性、又は治療効果を評価するために有益
でありうる。膜内のタンパク質－タンパク質相互作用を
分析するのに特に有用であり、医薬品開発の候補となり
うる、かつ／又は医薬組成物へと組み込まれうる分子の
毒性又は有効性のプロフィールの分析のため利用されう
る。より効果的な医用材料の製造においても使用されう
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  ａ）官能化された表面を、該官能化され
た表面と結合することができる特異的リガンド（Ｌ）と
リン脂質テザー（Ｐ）との混合物の存在下に置く工程、
及び
ｂ）リン脂質テザーにより支持された脂質二重層の会合
を可能にするため、ａ）で形成された表面を、脂質の存
在下に置く工程を含む、人工的な支持された膜の調製方
法。
【請求項２】  官能化された表面が、リン脂質テザー
（Ｐ）及び／又は特異的リガンド（Ｌ）との共有結合を
可能にする官能基を保持している分子と、非官能基を保
持している分子とを含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】  官能化された表面が、リン脂質テザー
（Ｐ）と特異的に結合する官能基を保持している分子
と、特異的リガンド（Ｌ）と特異的に結合する官能基を
保持している他の分子とを含む、請求項２記載の方法。
【請求項４】  官能化された表面が、特異的リガンド
（Ｌ）及びリン脂質テザー（Ｐ）と結合する、活性化さ
れてもよい官能基Ｘを保持している分子と、非官能基Ｚ
を保持している分子とを含む、請求項２記載の方法。
【請求項５】  官能化された表面が、特異的リガンド
（Ｌ）と選択的に結合する官能基Ｘを保持している分子
と、テザー（Ｐ）と選択的に結合する官能基Ｙを保持し
ている分子との混合物を含む、請求項３記載の方法。
【請求項６】  官能基又は非官能基を保持している分子
が、式ＨＳ－（ＣＨ

2
）ｎ－Ｘ、ＨＳ－（ＣＨ

2
）ｍ－

Ｙ、又はＨＳ－（ＣＨ
2
）ｎ－Ｚ〔式中、ｎ及びｍは、

同一であるか又は異なっており、２～１５の整数を表
す〕により表されるチオール誘導体である、請求項４又
は５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】  ａ）式ＨＳ－（ＣＨ

2
）ｎ－Ｘ及びＨＳ

－（ＣＨ
2
）ｍ－Ｚ〔式中、Ｘは、特異的リガンド

（Ｌ）又はリン脂質テザー（Ｐ）と結合することができ
る予め活性化された官能基であり、Ｚは、該リガンド
（Ｌ）又はテザー（Ｐ）と反応することができない非官
能基であり、かつｎ及びｍは、２～１５である〕により
表される分子を用いて表面を被覆する工程、
ｂ）ａ）で得られた官能化された表面を、特異的リガン
ド（Ｌ）とリン脂質テザー（Ｐ）とを含有する混合物の
存在下に置く工程、
ｃ）次いで、リン脂質テザー（Ｐ）により支持された脂
質二重層の会合を可能にするため、ｂ）で得られた表面
を、脂質の存在下に置く工程を含む、支持された膜の調
製方法。
【請求項８】  ａ）式ＨＳ－（ＣＨ

2
）ｎ－Ｘ、ＨＳ－

（ＣＨ
2
）ｍ－Ｙ、及びＨＳ－（ＣＨ

2
）ｍ－Ｚ〔式中、

Ｘ及びＹは、リン脂質テザー（Ｐ）及び特異的リガンド
（Ｌ）とそれぞれ結合することができる予め活性化され
た官能基であり、Ｚは、該リガンド（Ｌ）又はテザー
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（Ｐ）と反応することができない非官能基であり、かつ
ｎ及びｍは、２～１５である〕により表される分子の混
合物を用いて表面を被覆する工程、
ｂ）ａ）で得られた官能化された表面を、特異的リガン
ド（Ｌ）とリン脂質テザー（Ｐ）とを含有する混合物の
存在下に置く工程、
ｃ）次いで、リン脂質テザー（Ｐ）により支持された脂
質二重層の会合を可能にするため、ｂ）で得られた表面
を、脂質の存在下に置く工程を含む、支持された膜の調
製の方法。
【請求項９】  工程（ｂ）において、得られた表面を、
第一工程においてリン脂質テザー（Ｐ）と接触させ、第
二工程において特異的リガンド（Ｌ）と接触させる、請
求項７又は８に記載の方法。
【請求項１０】  工程（ａ）の後、リガンド（Ｌ）又は
テザー（Ｐ）と反応しなかったＸ基又はＹ基を不活化す
る工程をさらに含む、請求項７～９のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１１】  支持された膜に１個以上のタンパク質
を挿入する、さらなる工程を含む、請求項１～１０のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】  工程（ｃ）において使用される脂質
が、単独の又は混合された、細胞抽出物、膜断片、ミセ
ル、脂質の単層もしくは二重層、脂質小胞、及び／又は
脂質、リン脂質、リポペプチド、もしくはビオチニル化
脂質である、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項１３】  使用される表面が、金、ガラス、ダイ
アモンド、シリコン、二酸化ケイ素（ＳｉＯ

2
）、亜硝

酸ケイ素、五酸化タンタル（Ｔａ
2
Ｏ
5
）、二酸化チタン

（ＴｉＯ
2
）、亜硝酸チタン、炭化チタン、プラチナ、

タングステン、アルミニウム、又は酸化インジウム－ス
ズの表面、又はこれらの材料に基づく表面である、請求
項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】  表面が、金属表面、好ましくは金に基
づくか又は金からなる表面である、請求項１３記載の方
法。
【請求項１５】  数字ｎ及びｍが、１０又は１１に等し
い、請求項６～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】  官能基Ｘ及びＹが、ＣＯＯＨ基、ＣＨ
Ｏ基、ＯＨ基、ＮＨ

2
基、マレイミド、及びビオチンの

中から選択される、請求項２～１５のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１７】  官能基Ｘ及びＹと非官能基とのモル比
が、０．０５～２０、好ましくは０．１～５、さらに好
ましくは０．２～０．３である、請求項２～１６のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項１８】  特異的リガンド（Ｌ）が、目的分子に
対する特異的親和性を有する基と、官能化された表面と
の固定点と、好ましくは３～５００Åの長さを有するス
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ペーサーとを含む、請求項１～１７のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１９】  特異的リガンド（Ｌ）が、タンパク
質、基質、抗原、ハプテン、レクチン、バイオレセプタ
ー、オリゴヌクレオチド、又は免疫グロブリン、又はそ
れらの領域の中から選択される目的分子、好ましくはタ
ンパク質に対する特異的親和性を有する基を含む、請求
項１８記載の方法。
【請求項２０】  リガンド（Ｌ）の特異的親和性を有す
る基が、膜タンパク質に特異的な抗体又は抗体断片であ
る、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】  リン脂質テザー（Ｐ）が、表面との固
定点と、スペーサーと、リン脂質とを含む、請求項１～
２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】  リン脂質テザー（Ｐ）が、５００Å未
満、好ましくは３～５００Åの長さを有するスペーサー
を含む、請求項２１記載の方法。
【請求項２３】  二重層と支持体との間に間隙を作出す
るリン脂質テザー（Ｐ）により支持体と接着した脂質二
重層を含み、かつ支持体と共有結合し該間隙に露出され
ている、目的分子に特異的な１個以上のリガンド（Ｌ）
を含む、人工的な支持された膜。
【請求項２４】  請求項１～２２のいずれか１項に記載
の方法により作製されうる、人工的な支持された膜。
【請求項２５】  膜タンパク質の精製のための、請求項
２３もしくは２４に記載の、又は請求項１～２２のいず
れか１項に記載の方法により得られた支持された膜の使
用。
【請求項２６】  膜タンパク質又は膜タンパク質複合体
の可逆的な捕捉のための、請求項２３もしくは２４に記
載の、又は請求項１～２２のいずれか１項に記載の方法
により得られた支持された膜の使用。
【請求項２７】  膜タンパク質と相互作用する化合物の
スクリーニングのための、請求項２３もしくは２４に記
載の、又は請求項１～２２のいずれか１項に記載の方法
により得られた支持された膜の使用。
【請求項２８】  膜内のタンパク質－タンパク質相互作
用の分析のための、請求項２３もしくは２４に記載の、
又は請求項１～２２のいずれか１項に記載の方法により
得られた支持された膜の使用。
【請求項２９】  請求項２３もしくは２４に記載の、又
は請求項１～２２のいずれか１項に記載の方法により得
られた支持された膜を、精製すべきタンパク質を含む膜
調製物の存在下に、該タンパク質の該支持された膜への
導入を可能にする条件の下で、置くこと、及び脂質の流
れを適用することを含む、膜タンパク質の精製方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】本発明は、新規な人工的な支持された膜、
並びにそのような膜の調製の方法、又はそれらの構成要
素タンパク質及び脂質からの細胞膜の再構築の方法を記

4
載する。そのような膜は、二重層と支持体との間に間隙
を作出するリン脂質テザー（tethers）（Ｐ）により支
持体と接着した脂質二重層を含み、かつ支持体と共有結
合し該間隙に露呈された、あるタンパク質に特異的な１
個以上のリガンド（Ｌ）を含む。本発明は、膜タンパク
質の精製及び／もしくは捕捉（おそらくは可逆的）、又
はこれらのタンパク質のうちのいくつかと相互作用する
化合物のスクリーニングを可能にするそのような膜の使
用も記載する。本発明に係る膜は、さらに、試験化合物
の毒性、又は反対に治療効果を評価するために有益であ
りうる。本発明は、膜内のタンパク質－タンパク質相互
作用を分析するのに特に有用であり、したがって、医薬
品開発の候補となりうる、かつ／又は医薬組成物へと組
み込まれうる分子の毒性又は有効性のプロフィールの分
析のため、医薬品産業において利用されうる。バイオテ
クノロジー分野又は医学分野において、そのような支持
された膜は、より効果的な医用材料の製造においても使
用されうる。
【０００２】細胞膜は、一般に、成分が分子間力により
適所に保持されている脂質二重層から構成されている。
疎水性結合が、特に、二重層の凝集を維持している。脂
質とは、一般に、疎水性炭化水素鎖と親水性極性頭部と
を含む分子と定義される。そのような膜は、細胞コンパ
ートメントを隔てており、したがって、細胞の内部コン
パートメント及び外部コンパートメントの両方に露呈さ
れている。
【０００３】細胞膜は、細胞の生命にとって必須のシグ
ナル伝達過程の部位である。専門化された膜受容体は、
リガンドの特異的結合部位であり、それにより膜を介し
た細胞外シグナルの伝達、それらの増幅、及びそれらの
統合を可能にする。したがって、支持された脂質二重層
は、細胞膜の表面において起こっているリガンド－受容
体相互作用を研究するための優れたモデルである。
【０００４】先行技術において記載されている支持され
た膜は、膜受容体分子が挿入されうる水性間隙が作出さ
れるよう、近位の脂質層が、表面からある程度離れて位
置している、金属表面に固定化されたリン脂質二重層を
含む（ＷＯ９６／３８７２６参照）。したがって、膜固
定タンパク質の機能及び膜流動性の維持に必須のこの水
性間隙を維持するため、親水性スペーサー分子が使用さ
れている。金属表面は、ヘテロ原子が介在している場合
もある、一般的には１０個超の多数の炭素原子を含有す
る長鎖、好ましくは炭化水素を含む分子から構成された
ＳＡＭ（自己会合単層（Self-Assemble Monolayer））
でコーティングされうる。そのような鎖は、支持体への
膜の固定を可能にする官能基を保持している。
【０００５】既知の人工膜の主な欠点は、人工膜内に該
膜タンパク質を濃縮する目的のために精製しようとして
いる、膜タンパク質の保持又は捕捉を可能にしない限
り、いかなる型の精製においても使用に適していないと
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いう点である。ある分子種（例えば、膜タンパク質）が
濃縮された人工膜を得ることは、選択的かつ特異的なそ
の天然環境における該分子種の研究にとって、極めて重
要であることが判明している。選択性及び特異性は、膜
タンパク質のスクリーニングテスト、特にハイスループ
ット型スクリーニングテスト（ＨＴＳ）における人工膜
の使用にとって不可欠な特性である。本発明は、特に、
テザー（tethers）、及び目的分子種をその天然の形態
もしくはコンフォメーションで保持又は捕捉することが
できる分子の存在によって、該分子種が濃縮された支持
された膜、特に該分子種のみを含む支持された膜を得る
ことを可能にする。
【０００６】さらに、既知の膜（ＷＯ９６／３８７２
６）には、膜タンパク質を受容することができる間隙の
サイズ及び配置に関して制約がある。本発明は、膜を支
持するテザーの配置及び密度を変動させることにより、
膜タンパク質を受容することができる間隙の構造を調製
することを可能にする。これは、支持された膜全体の膜
の安定性及び流動性のより確実な制御をもたらす。
【０００７】したがって、本発明は、二重層と支持体と
の間に（水性）間隙を作出するリン脂質（Ｐ）テザーに
より支持体に固定された脂質二重層を含み、かつ支持体
と共有結合し該間隙に露呈された、タンパク質（又は、
目的分子）に特異的な１個以上のリガンド（Ｌ）を含む
人工膜の調製のための方法を初めて提唱する。そのよう
なリガンドは、１個又は数個の特異的な型の目的タンパ
ク質との結合の特異性を大きく増強するという特定の特
質を有する。
【０００８】したがって、本発明は、機能的な形状での
目的タンパク質の特異的結合を可能にする支持された膜
に関して記載する。この特徴は、特に膜調製物からのタ
ンパク質の精製のための膜の使用を含む、多数の利点を
与える。《膜調製物からのタンパク質の精製》とは、特
に、膜調製物の目的分子種の濃縮をさすことが理解され
る。
【０００９】本願は、精製、スクリーニング等のような
適用のための、膜のより高い安定性及びより高い流動性
を与える、人工的な支持された膜の調製の条件も記載す
る。
【００１０】これに関して、本発明の一つの方法は、特
に、
ａ）官能化された表面を、該官能化された表面と結合す
ることができる特異的リガンド（Ｌ）とリン脂質テザー
（Ｐ）との混合物の存在下に置く工程、及び
ｂ）リン脂質テザー（Ｐ）により支持された脂質二重層
の会合を可能にするため、ａ）で形成された表面を、脂
質の存在下に置く工程：を含む。
【００１１】官能化された表面は、一般的に、リン脂質
テザー（Ｐ）及び／又は特異的リガンド（Ｌ）との間に
共有結合が形成されることを可能にする官能基を保持し

6
ている分子と、非官能基を保持している分子とを含む。
本発明は、前記定義の支持された膜の使用、それらを含
むキット、及びそれらを実行する化合物の精製又はスク
リーニングの方法にも関する。
【００１２】本発明の特質をよりよく理解するため、人
工的な支持された膜を作製するための好ましい方法を記
載する前に、まず、そのような膜の成分の性質を説明す
ることとする。
【００１３】表面の性質
使用される表面は、人工的な表面である。使用可能な材
料は、特に、単独の、又は混合された、金、ガラス、ダ
イアモンド、シリコン、二酸化ケイ素（ＳｉＯ

2
）、亜

硝酸ケイ素、五酸化タンタル（Ｔａ
2
Ｏ
5
）、二酸化チタ

ン（Ｔ
ｉ
Ｏ
2
）、亜硝酸チタン、炭化チタン、プラチ

ナ、タングステン、アルミニウム、又は酸化インジウム
－スズ（indium-tin oxide）のような材料から構成され
た、又はそれらに基づく表面を含む。特に、金から構成
された、又は金に基づく表面のような、金属支持体が好
ましい。
【００１４】使用可能な支持体の例は、Ｓｉａ  Ｋｉｔ
  Ａｕ（Biacore）型の商業的に入手可能な金表面であ
る。この支持体は、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）によ
り分析可能であり、ＢＩＡｃｏｒｅ装置との適合性を有
している。
【００１５】分析又は使用される表面は、任意の有用な
機能的な形態をとることができ、例えば、正方形、方
形、もしくは円形の二次元空間、好ましくは平面であっ
てもよいし、又は立方形、平行六面形、もしくは球形の
三次元空間であってもよい。それらの面積は、１mm2～
１００cm2の範囲である。好ましくは、面積は１～５cm2

である。さらに好ましくは、面積は１～２．４cm2であ
る。
【００１６】官能化された表面の説明
支持体として機能する表面は、官能基を保持している分
子と非官能基を保持している分子との混合物で官能化さ
れる、即ち、好ましくはコーティングされる。好ましく
は、表面は、ＳＡＭ（自己会合単層）の形態で官能化さ
れる。表面は、（Ｐ）基及び／又は（Ｌ）基と、好まし
くは共有結合的に、相互作用することができる数個の型
の官能基で官能化されうる。いくつかの官能基は、テザ
ー（Ｐ）及び／又はリガンド（Ｌ）と相互作用するよう
さらに活性化されうる。利用される官能基の中には、リ
ン脂質テザー（Ｐ）と特異的に結合することができるも
のと、特異的リガンド（Ｌ）と特異的に結合するものと
があってもよい。この実行様式は、膜内の（Ｐ）／
（Ｌ）比の確実な調節を許容する。これに関して、
（Ｐ）／（Ｌ）比は、好ましくは０～１０、より好まし
くは０～４、さらに好ましくは０．０１～１である。官
能基の型は、テザー（Ｐ）及び特異的リガンド（Ｌ）を
固定するために使用される結合反応に応じて選択され
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7
る。そのような基は、例えば、ＣＯＯＨ基、ＣＨＯ基、
ＯＨ基、ＮＨ

2
基、マレイミド基、又はビオチン基に相

当しうる。活性化後、これらの基は、（Ｐ）基もしくは
（Ｌ）基がＮＨ

2
官能を保持している場合には、アミド

型（－ＮＨＣＯ－）もしくはイミド型（－ＣＨＮＨ－）
の共有結合を形成し、（Ｐ）基もしくは（Ｌ）基が－Ｓ
Ｈ結合を保持している場合には、ジスルフィド架橋（－
Ｓ－Ｓ－）もしくはチオエーテル（－Ｃ－Ｓ－）を形成
し、又は（Ｐ）基もしくは（Ｌ）基がストレプトアビジ
ンもしくはアビジンで官能化されている場合には、安定
なビオチン－ストレプトアビジン／アビジン複合体を形
成する。本発明に係る好ましい官能基の一つは、ＣＯＯ
Ｈ基である。ＣＯＯＨ基は、ジシクロヘキシルカルボジ
イミド（ＤＣＣ）の存在下での水性溶媒中でのＮ－ヒド
ロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）との反応により、活性
化され、それによりエステルを形成することができる。
【００１７】本発明の第一の特定の実施態様において、
官能化された表面は、特異的リガンド（Ｌ）及びリン脂
質テザー（Ｐ）を固定することができる、活性化されて
もよい官能基Ｘと、非官能基Ｚとを含む。
【００１８】非官能基という用語は、（Ｐ）分子又は
（Ｌ）分子と反応（即ち、共有結合的かつ特異的に結
合）することができない任意の分子をさす。それは、任
意の非反応性分子であってもよいし、又は予め活性化さ
れていない前述のような基であってもよい。
【００１９】第二の特定の実施態様において、表面は、
リン脂質テザー（Ｐ）及び／又は特異的リガンド（Ｌ）
と共有結合的かつ特異的に結合することができる、活性
化されてもよい官能基Ｘ及びＹを保持している分子の分
子混合物でコーティングされる。
【００２０】本発明のもう一つの特定の実施態様におい
て、官能化された表面は、特異的リガンド（Ｌ）と選択
的に結合する官能基Ｘを保持している分子と、テザー
（Ｐ）と選択的に結合する官能基Ｙを保持している分子
との混合物を含む。
【００２１】本発明において開示された膜の調製におい
て、官能基Ｘ及びＹと非官能基Ｚとのモル比は、一般的
には、０．０５～２０、好ましくは０．１～５である。
特に有利には、この比は１未満であり、より好ましくは
０．１～０．３である。実施された研究は、これらの好
ましい比が、重要なタンパク質又はタンパク質複合体の
膜への挿入を可能にしつつ、十分な安定性を与えること
を示している。
【００２２】表面をコーティングするために使用される
分子は、式ＨＳ－（ＣＨ

2
）
n
－Ｘ、ＨＳ－（ＣＨ

2
）
m
－

Ｙ、又はＨＳ－（ＣＨ
2
）
p
－Ｚにより表されるチオール

誘導体でありうる。少なくとも２個のチオール誘導体の
混合物を使用することの利点は、表面に存在する官能基
の密度を調節し、それによりサイズの異なる膜タンパク
質の捕捉、膜の安定性、及びその流動性に対応すること

8
が可能である点である。
【００２３】チオール誘導体は、鎖の性質により、そし
て前述のように官能基の型により異なっていてもよい。
したがって、炭素鎖の長さは、数字ｎ、ｍ、及びｐの関
数として変動する。一般的には、ｎ、ｍ、及びｐは、２
～１５、より好ましくは８～１５であり、好ましい別実
施態様において、それらは１０又は１１に等しい。鎖の
長さは、当業者により調整されうる。
【００２４】均質な表面を得るためには、官能基を保持
している全ての分子が、ほぼ同等の長さを有することが
望ましい。この理由から、数字ｎ、ｍ、及びｐは、好ま
しくは、本質的に同一であるか又は類似しているべきで
あり、特に、それらの差は２以下であるべきである。特
に好ましいのは、ｎ、ｍ、及びｐが同一の整数であるよ
うな前記定義の分子の使用である。
【００２５】支持体表面と結合する求核基は、前記のよ
うなチオールであってもよいが、直接的に、又はスペー
サー（その長さは、必ずリン脂質テザーのスペーサー
（これについては、後により詳細に説明する）の長さよ
り短い）によって結合した第一級、第二級、又は第三級
のアミンであってもよい。アミンに加え、それらは、ヒ
ドラジド基又はカルボキシラート基であってもよい。こ
れらの場合、この表面と接触させられる脂質は、ホスフ
ァチジルエステル、ハライドエステル、もしくは酸、又
はさらにはカルボニル基、エポキシド基、もしくはビニ
ル基のような求電子基により修飾された極性の頭部を保
有していなければならない。チオール基、ピリジルジス
ルフィド基、マレイミド基、又はハロアセテート基の利
点は、それらが選択的な反応を与える点である。そのよ
うな官能は、したがって、本発明の範囲において好まし
い。
【００２６】リン脂質テザー（Ｐ）の説明
本発明において開示されたテザーは、好ましくは、３つ
の部分、即ち官能化された表面への固定点、スペーサ
ー、及びリン脂質を含む。実際、テザーは、（この効果
のため活性化された）前記の官能基を介してＳＡＭへと
結合する。前述のように、固定点は、官能化された表面
の上にある官能基と反応することができる反応基を含
む。そのような官能基は、例えば、ＣＯＯＨ基、ＣＨＯ
基、ＯＨ基、ＮＨ

2
基、マレイミド基、又はビオチン基

でありうる。
【００２７】したがって、本発明の一つの目的は、リン
脂質テザー（Ｐ）が、官能化された表面への固定点と、
固定点とリン脂質の極性頭部との間に位置するスペーサ
ーと、リン脂質とを含む、特に有利な方法に関する。ス
ペーサーは、通常、２～２００個の炭素原子を含む親水
性鎖に相当し、スペーサーの長さは５００Å未満、好ま
しくは３～５００Åである。およそ３．５～５Å、１１
～１４Å、又は１７０～２２０Åの長さを有するスペー
サーが、例として挙げられる。
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【００２８】平面的な表面を得るためには、テザーはほ
ぼ同一の長さを有していなければならない。
【００２９】リン脂質テザーは、いくつかの形態で使用
されうる。－  リン脂質が充分な水溶性を有する場合、
リン脂質の水性溶液であってもよく、－  リン脂質が水
性溶媒に不溶性である場合、ミセル溶液（脂質／界面活
性剤混合物）又はリポソームであってもよい。
【００３０】テザーのリン脂質頭部は、二重層の接着点
として機能する。それは、哺乳動物細胞又は植物もしく
は細菌の細胞等の膜に存在するリン脂質のような異なる
リン脂質に相当してもよい。例えば、それは、ホスファ
チジルコリン（ＰＣ）、ホスファチジルセリン（Ｐ
Ｓ）、ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥ）、ホス
ファチジルイノシトール（ＰＩ）、ホスファチジルグリ
セロール（ＰＧ）等でありうる。
【００３１】スペーサーの長さ（ｌ）及びリン脂質脂肪
酸鎖の構造に関して相互に異なっている、様々な商業的
に入手可能なリン脂質テザーが、本発明において利用さ
れうる。本発明の範囲において使用されうる商業的に入
手可能なリン脂質テザーのうち、具体例には、３～５Å
の範囲の長さを有するスペーサーを含むＰＥ、１１～１
４Åの範囲の長さを有するスペーサーを含むＤＯＰＥ－
Ｃ、１７６～２１４Åの範囲の長さを有するスペーサー
を含むＰＥＧ－ＤＰＰＥが含まれる（図２）。
【００３２】特異的リガンド（Ｌ）の説明
特異的リガンド（Ｌ）は、特定の分子に対する特異的親
和性を有する基と、官能化された表面との固定点とを含
む。特定の実施態様において、リガンドはさらにスペー
サーを含む。リガンドのスペーサーは、２～２００個の
原子を含む親水性鎖に相当することができ、好ましく
は、特異的リガンドの長さが、リン脂質テザーの長さよ
りも短くなるよう選択される。
【００３３】リガンド（Ｌ）の親和性基は、それぞれの
リガンドと特異的に結合することができる目的分子、例
えば、特にタンパク質、より具体的には膜タンパク質、
膜受容体（インヒビターリガンド又はエフェクターリガ
ンドと結合することができる）、免疫グロブリン、レク
チン、抗原、ハプテン、又は基質等に対する親和性を示
す、天然、合成、又は化学的な生成物であり得る。本発
明の好ましい実施態様において、特異的リガンドＬは、
タンパク質構成要素に対する特異的親和性を有するリガ
ンドに相当する。有利には、それは、タンパク質又はタ
ンパク質複合体、特にタンパク質又はタンパク質複合体
の少なくとも１個の膜外部分、の特異的抗体又は抗体断
片（例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ′２、ＣＲＤ、ＳｃＦｖ
等）である。
【００３４】リガンドは、レクチン、ストレプトアビジ
ン、Ａタンパク質、Ｇタンパク質、又はより広範に多重
タンパク質複合体の一部であるタンパク質のような分子
クラスに対する特異的親和性を有することが既知のタン

10
パク質であってもよい。もう一つの好ましい別実施態様
によると、Ｌは、結合する目的タンパク質に対する親和
性を示す低分子量の化学分子に相当する。そのような化
学分子は、そのようなタンパク質の阻害剤、活性化剤、
アゴニスト、アンタゴニスト、エフェクター、又はコフ
ァクターでありうる。したがって、天然小胞又は膜断片
に存在する膜タンパク質は、特異的リガンドとの反応に
より、特に有利な方法により支持体と結合させられ得
る。結合した膜タンパク質は、未結合のタンパク質が溶
出又は掃除されるよう、膜表面にリン脂質の流れを導入
することにより精製されうる。
【００３５】さらに、本発明に係る膜の構築において、
異なる目的分子に対する親和性を有する数個のリガンド
（Ｌ）を使用することが可能である。これらは、２個の
膜受容体、受容体と補助受容体、受容体とＧタンパク
質、数個の受容体サブユニット等でありうる。
【００３６】特異的リガンド（Ｌ）は、前記の官能基を
介してＳＡＭに固定される。前述のように、固定点は、
官能化された表面の上にある官能基と反応することがで
きる反応基を含む。官能基が、ＣＯＯＨ基、ＣＨＯ基、
ＯＨ基、ＮＨ

2
基、マレイミド基、又はビオチン基であ

る場合、反応基は、例えばＳＨ、ＮＨ
2
基、アビジン、

又はストレプトアビジンでありうる。
【００３７】特異的リガンド（Ｌ）のスペーサーも、親
水性鎖に相当しうる。スペーサーの長さは、特異的リガ
ンド（Ｌ）の長さが、テザー（Ｐ）の長さよりも短くな
るよう選択される。好ましくは、スペーサーは、２～５
０個の原子を含む。スペーサーの長さは、有利には、５
００Å未満、好ましくは３～５００Å、さらに好ましく
は３～４００Åである。３～５Å、１０～２０Å、又は
１５０～２２０Åの長さを有するスペーサーが、例とし
て挙げられる。リガンド（Ｌ）のスペーサーの長さは、
好ましくは、テザー（Ｐ）のスペーサーの長さよりも短
い。
【００３８】結合反応の原理
結合は、一般的に以下の工程を含む、自体既知の方法に
より達成されうる。
－  第一に、官能化された表面を活性化する、場合によ
り含まれる工程、
－  官能基をテザー（Ｐ）及び特異的リガンド（Ｌ）と
結合させる工程、並びに－  未反応の官能基を不活化す
る、場合により含まれる工程。
【００３９】官能化された表面の上にあるＸ基及び／又
はＹ基は、テザー及びリガンドの固着の前に、活性化さ
れてもよい。官能基の活性化は、必ずしも必要ではな
く、その性質による。ＣＯＯＨ基を例にとると、活性化
は、水性溶媒中で、ジシクロヘキシルカルボジイミド
（ＤＣＣ）の存在下で、この官能基をＮ－ヒドロキシス
クシンイミド（ＮＨＳ）と反応させ、エステルを形成さ
せることからなる。この場合、Ｘが、Ｌ又はＰと同等に
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11
反応することができる。この場合、Ｙ基は、結合反応に
参与しない非官能性の水酸基（ＯＨ）に相当しうる。
【００４０】本発明において開示されるもう一つの可能
性は、Ｘ基及びＹ基の両方を活性化すること、並びに選
択的かつ共有結合的に（Ｌ）分子又は（Ｐ）分子と結合
することができない非官能基Ｚを保持している分子を混
合物へと導入することからなる。非官能基を保持してい
る分子を導入することの目的は、目的タンパク質が、特
異的リガンド（Ｌ）との結合により挿入されうるよう、
自由な間隙をリン脂質テザー間に保存することである。
【００４１】結合反応は、１工程又は２工程で実施され
る。Ｐ及びＬは、共結合、即ち同時に結合させられても
よいし、又はＰ及びＬは２つの連続的な工程において各
々の官能基を介して結合させられてもよい。支持体表面
に固定されるＬ分子又はＰ分子の数は、使用される
（Ｐ）及び（Ｌ）の量（結合が特定の官能基を介して起
こる場合）、又は混合物中に存在する（Ｌ）及び（Ｐ）
のモル比、又は（Ｌ）及び（Ｐ）と特異的に反応するこ
とができる官能基の濃度のいずれかに依存する。－  Ｘ
が官能基に相当し、Ｚが非官能基に相当する状況は、下
記式により表されうる。
ａＸ＋ｂＺ→ａＸ＊＋ｂＺ→（ａ－ｃ）Ｐ＋ｃＬ＋ｂＺ
〔式中、ａ＝Ｘ基の数、Ｘ＊＝活性化されたＸ基、ｂ＝
Ｚ基の数、ｃ＝リガンドの数、（ａ－ｃ）＝テザー
（Ｐ）の数、かつａ＋ｂ＝１００〕
－  官能基Ｘが活性化され、次いで連続的にテザー
（Ｐ）及び特異的リガンド（Ｌ）の存在下に置かれる場
合は、ＳＡＭの表面へ固定されるテザーの密度のより確
実な調節を可能にし、下記式により表されうる。
ａＸ＋ｂＺ→ａＸ＊＋ｂＺ→（ａ－ｃ）Ｐ＋ｃＸ＊＋ｂ
Ｚ→（ａ－ｃ）Ｐ＋ｃＬ＋ｂＺ
－  官能基Ｘが活性化され、テザー（Ｐ）と反応し、未
反応のＸ基が、特異的リガンド（Ｌ）と結合することが
できる分子により不活化される状況は、下記式により表
されうる。
ａＸ＋ｂＺ→ａＸ＊＋ｂＺ→（ａ－ｘ）Ｐ＋ｘＸ＊＋ｂ
Ｚ
（ａ－ｘ）Ｐ＋ｘＸ＊＋ｂＺ→（ａ－ｘ）Ｐ＋ｘＸ′＋
ｂＺ→（ａ－ｘ）Ｐ＋ｘＬ＋ｂＺ
－  Ｘ基及びＹ基が、活性化後、それぞれテザー（Ｐ）
及びリガンド（Ｌ）と反応する場合は、下記式により表
されうる。
ａＸ＋ｂＹ→ａＸ＊＋ｂＹ→ａＰ＋ｂＹ→ａＰ＋ｂＹ＊

→ａＰ＋ｂＬ
【００４２】反応しなかった活性化された基は、不活化
反応を受ける。カルボキシラート基の場合、エタノール
アミン（Biacore）が不活化手段として使用されうる。
【００４３】脂質二重層の起源及び成分
本発明において開示される膜の脂質二重層は、多様な性
質及び起源の脂質を含みうる。そのような脂質は、細胞
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抽出物、膜断片、脂質の単層もしくは二重層、リポソー
ム、又は脂質小胞に由来することができ、かつ／又は脂
質、リン脂質、リポペプチド、ビオチニル化脂質、及び
それらの混合物に由来することができる。二重層は、テ
ザー（Ｐ）の脂質による脂質の会合により形成される。
使用される脂質の量は、それらの型に関わらず、当業者
により適合化される。
【００４４】本発明により調製された平面的かつ連続的
な膜は、膜表面における溶媒及び／又は溶質及び／又は
脂質小胞の一定の流れを維持するためのBiacoreのよう
な装置において作製されうる。この原理は、コンタミネ
ーション及び膜の変性又は破壊のリスクを低下させる。
好ましい方法において、膜の構築は、ミセルの希釈又は
小胞の融合からなる２つの方法に従い構想される。
【００４５】支持された膜を得る方法
本発明は、支持された膜を作製するための、いくつかの
方法を記載する。一般的に述べると、それらは、
ａ）官能化された表面を、該官能化された表面と結合す
ることができる特異的リガンド（Ｌ）とリン脂質テザー
（Ｐ）との混合物の存在下に置く工程、及び
ｂ）リン脂質テザー（Ｐ）により支持された脂質二重層
の会合を可能にするため、ａ）で得られた表面を、脂質
の存在下に置く工程：を含む。
【００４６】この方法は、官能基のうち、特異的リガン
ド（Ｌ）及び／又はリン脂質テザー（Ｐ）と結合するこ
とができる活性化されてもよいＸ基と、非官能基Ｚとを
区別する。
【００４７】本発明のもう一つの別実施態様によると、
官能基Ｘ及びＹの両方が、特異的リガンド（Ｌ）及び／
又はリン脂質テザー（Ｐ）と特異的に結合する（固定さ
れる）よう活性化されうる。
【００４８】特定の方法において、表面は、特異的リガ
ンド（Ｌ）と選択的に結合する官能基Ｘを保持している
分子と、テザー（Ｐ）と選択的に結合する官能基Ｙを保
持している分子との混合物を含む。
【００４９】既に説明したように、官能基を保持してい
る分子は、式ＨＳ－（ＣＨ

2
）ｎ－Ｘ、ＨＳ－（ＣＨ

2
）

ｍ－Ｙ（ｎ及びｍは、２～１５である）により表される
チオール誘導体でありうる。
【００５０】本発明に係るもう一つの方法は、支持され
た膜を与える。それは、
ｂ）式ＨＳ－（ＣＨ

2
）ｎ－Ｘ及びＨＳ－（ＣＨ

2
）ｍ－

Ｚ〔Ｘは、特異的リガンド（Ｌ）又はリン脂質テザー
（Ｐ）と結合することができる予め活性化された官能基
であり、Ｚは非官能基であり、ｎ及びｍは２～１５の整
数である〕により表される分子を表面に被覆する工程、
ｃ）ａ）で得られた官能化された表面を、特異的リガン
ド（Ｌ）とリン脂質テザー（Ｐ）とを含有する混合物の
存在下に置く工程、
ｄ）次いで、リン脂質テザー（Ｐ）により支持された脂
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13
質二重層の会合を可能にするため、ｂ）で得られた表面
を、脂質の存在下に置く工程：を含む。
【００５１】本発明の、さらなる方法に従い、以下の工
程：
ａ）式ＨＳ－（ＣＨ

2
）ｎ－Ｘ及びＨＳ－（ＣＨ

2
）ｍ－

Ｚ〔Ｘは、特異的リガンド（Ｌ）又はリン脂質テザー
（Ｐ）と結合することができる予め活性化された官能基
であり、Ｚは非官能基であり、ｎ及びｍは２～１５の整
数である〕により表される官能基を保持している分子を
表面にコーティングする工程、
ｂ）ａ）で得られた表面を、リン脂質テザー（Ｐ）の存
在下に置く工程、
ｃ）次いで、ｂ）で得られた表面を、特異的リガンド
（Ｌ）の存在下に置く工程、並びに
ｄ）リン脂質テザー（Ｐ）により支持された脂質二重層
の会合を可能にするため、ｃ）で得られた表面を、脂質
の存在下に置く工程：を含む、支持された膜を作製する
ことが可能である。
【００５２】もう一つの方法は、以下の工程：
ａ）式ＨＳ－（ＣＨ

2
）ｎ－Ｘ、ＨＳ－（ＣＨ

2
）ｍ－

Ｙ、及びＨＳ－（ＣＨ
2
）

ｎ－Ｚ〔Ｘは、特異的リガンド（Ｌ）と結合することが
できる予め活性化された官能基であり、Ｙは、リン脂質
テザー（Ｐ）と結合することができる予め活性化された
官能基であり、Ｚは非官能基であり、ｎ及びｍは２～１
５の整数である〕により表される、非官能基を保持して
いる分子と官能基を保持している分子とを表面に被覆す
る工程、
ｂ）ａ）で得られた表面を、特異的リガンド（Ｌ）とリ
ン脂質テザー（Ｐ）との混合物の存在下に置く工程、
ｃ）次いで、リン脂質テザー（Ｐ）により支持された脂
質二重層の会合を可能にするため、ｂ）で得られた表面
を、脂質の存在下に置く工程：を含む。
【００５３】前記の方法は、工程ａ）の後、リガンド
（Ｌ）又はテザー（Ｐ）と反応しなかったＸ基又はＹ基
を不活化する工程をさらに含んでいてもよい。そのよう
な不活化は、Ｘ基又はＹ基の性質に応じた任意の既知の
方法、例えばＸ基又はＹ基と結合することができる分子
により実施されうる。
【００５４】さらに、特定の実施態様において、方法
は、目的分子を膜へと挿入する工程をさらに含んでいて
もよい。この工程は、二重層の会合と同時に実施されて
もよいし、又はその後に実施されてもよい。この工程を
二重層の会合の後に実施する場合には、それは、好まし
くは、目的タンパク質を含有する天然小胞と、予め会合
させた二重層との融合により実行される。
【００５５】本発明は、前記開示の方法のうちのいずれ
かに従い得られた任意の人工膜を包含する。
【００５６】支持された膜の適用
したがって、本発明に係る膜は、動物実験を必要としな
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いが、ｉｎ  ｖｉｖｏの状況に近似している、細胞間交
換を研究するための理想的なモデルとなる。特に、それ
らは、生理学的条件下での、精製されたタンパク質を使
用することによる膜内のタンパク質－タンパク質相互作
用の分析を可能にする。ＳＰＲ分析は、偏光解析法、エ
バネッセント波分光法（ＥＷＳ）、ブリュースター角屈
折率測定、臨界角屈折率測定、フラストレイティッドト
ータルリフレクション（Frustrated Total Reflectio
n）（ＦＴＲ）、エバネッセント波偏光解析法、スキャ
ッタードトータルインターナルリフレクション（Scatte
red Total Internal Reflection）（ＳＴＩＲ）等と同
様に、表面濃度又は回折率の測定を可能にする最適な方
法である。これらのパラメータは、実際、膜組成と関係
して変動し、したがって、それらの研究を許容する。
【００５７】本発明の支持された膜は、有利には、複合
体であっても又は複合体でなくてもよい膜タンパク質
の、特異的リガンドによる可逆的な捕捉に使用されう
る。
【００５８】これに関して、本発明に係る人工膜の特定
の特質は、（ａ）前記のような、かつ／又は本発明の方
法のうちのいずれかにより得られた支持された膜を、精
製すべきタンパク質を含む膜調製物と、該精製すべきタ
ンパク質の該膜への挿入を許容する条件下で、接触させ
ること、並びに（ｂ）脂質の流れを適用すること、を含
む、タンパク質の精製法を開発することを可能にした。
この方法は、当然、膜抽出物に含まれる他の任意の分子
を精製するために使用されうる。そのような方法は、特
に、該分子の特異的リガンド（Ｌ）を含む本発明に係る
膜の使用に基づく。
【００５９】膜貫通タンパク質は、特異的リガンド
（Ｌ）を構成する特異的分子（抗体、相互作用タンパク
質、基質、阻害剤等）により、脂質二重層に直接的又は
間接的に固定化される。結合しなかったタンパク質は、
ミセル又はリポソームの形態のリン脂質の流れにより溶
出させられうる。この方法は、穏和な、非変性条件下で
膜貫通タンパク質を精製するための効果的な手段であ
る。
【００６０】次いで、このようにして精製された膜貫通
タンパク質は、膜受容体に基づく活性分子のスクリーニ
ングテストを開発するために使用されうる。したがっ
て、本発明は、該支持された膜に挿入された天然型膜タ
ンパク質と相互作用する化合物をスクリーニングするた
めの、本発明の方法のうちのいずれかに従い得られた支
持された膜の使用を含む。
【００６１】１個以上の特異的な型のタンパク質が濃縮
された、本発明に係る支持された膜は、特に、定量可能
シグナルへと生物学的活性を変換することができるバイ
オセンサーの製造において使用されうる。このように使
用されうる医用材料は、体液及び組織と接触させられる
ものであり、したがって、適合性基準を満たしていなけ
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ればならない。実際、人工材料を、血液又はその他の生
物学的液体と接触させた場合、タンパク質及び細胞が人
工材料の表面へと吸着し、望ましくない効果をもたらす
ことが、知られている。この特定の生理学的環境に適合
する膜の存在は、そのような望ましくない効果を回避す
るか、又は最小限に抑えることを可能にするであろう。
【００６２】本発明による再構築された組織の研究の方
法の特定の実行様式において、再構築された組織は、そ
のような（１個以上の）試験分子に対する膜の反応を特
徴決定するため、１個以上の試験分子で処理されうる。
【００６３】試験分子は、その性質において極めて多様
であってよい。例えば、それは、個々の分子又は物質の
混合物であってもよい。化合物の性質は、化学的であっ
てもよいし、又は生物学的であってもよい。特に、それ
は、ペプチド、ポリペプチド、核酸、脂質、炭水化物、
化学分子、植物抽出物、コンビナトリアルライブラリー
等でありうる。本発明の方法を実行するため、試験化合
物は、使用者により選択された様々な濃度で適用されう
る。
【００６４】したがって、本発明は、試験化合物、特に
治療剤又は化粧品等において使用するための分子の生物
学的特性及び／又は毒性の評価のための、前記定義のよ
うな再構築された膜の使用を提供する。再構築された膜
のこの研究方法は、さらに、電気生理学的方法又はパッ
チクランプ技術による、異なる細胞型の転写物の分析、
並びに電気的活性の分析、交換に関与するイオンチャン
ネル及び／又は受容体の研究を可能にする。
【００６５】本発明の可能性、実行、及びその他の利点
を、以下の実施例においてさらに詳細に例示するが、実
施例は、制限のためではなく、例示目的のために与えら
れている。
【００６６】材料及び方法
この実施例では、商業的に入手可能な金表面Ｓｉａ  Ｋ
ｉｔ  Ａｕ（Biacore）を使用した。金表面によって異
なるモル比で使用された２個の商業的に入手可能なチオ
ール誘導体の混合物を含有する１mMエタノール溶液の自
発的反応により、６個の異なる支持体（Ｓｉａ－１０
０、－７０、－３３、－２０、－１１、－０１）を調製
した（図１）。関与したチオール誘導体は、以下の通り
である。
－  １１－メルカプトウンデカン酸（ＨＳ－（ＣＨ２）

10
－ＣＯＯＨ）

－  １１－メルカプト－１－ウンデカノール（ＨＳ－
（ＣＨ２）

11
－ＯＨ）

【００６７】前記チオール誘導体を選択した理由：－Ｃ
ＯＯＨ官能基はテザーを固定するよう機能する。ＳＡＭ
表面に露呈された－ＣＯＯＨ基の濃度を変動させること
により、テザーの密度が調節されうる。
【００６８】ＳＡＭの手段によって官能化された支持体
へ分子を共有結合させる方法は、アフィニティクロマト
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グラフィマトリックスの調製に一般的に利用されている
ものと類似している。結合反応は、Biacore装置の内部
又は外部で実施されうる。ここでは、装置内で－ＣＯＯ
Ｈ基をテザーと反応させ、ＲＵシグナル強度（Biacore
単位）による結合反応効率のモニタリングを可能にし
た。
【００６９】テザーは、共有アミド結合を介して固定さ
れる。
【００７０】ａ）  水性溶媒中で、ジシクロヘキシルカ
ルボジイミド（ＤＣＣ）の存在下で、Ｎ－ヒドロキシス
クシンイミド（ＮＨＳ）と反応させることにより、－Ｃ
ＯＯＨ基をエステルへと活性化する。
【００７１】ｂ）  活性化されたエステルと反応するリ
ン脂質テザーは、いくつかの形態で使用されうる：
－  水溶性が充分である場合には、リン脂質の水性溶
液、そして、リン脂質が水性溶媒に不溶性である場合に
は、
－  ミセル溶液（脂質／界面活性剤混合物）の形態、
－  リポソームの形態。
【００７２】ミセルの調製は、界面活性剤の使用を必要
とする。本発明者らは、水での洗浄により容易に除去さ
れうる、活性化されたエステルと非反応性の－ＯＨ基を
含有している構造を有する、非イオン性界面活性剤オク
チルグルコシド（ＯＧ）を選択した。異なるリン脂質の
構造が、図２に示されている。これらのリン脂質は、商
業的に入手可能である。それらは、スペーサーの存在の
有無、及び脂肪族鎖の性質（長さ、不飽和度）に関して
異なっている。リン脂質のスペーサーと極性頭部との接
合部は、アミド型である。スペーサーは、アミン結合を
介した連続的な断片の付加により伸長されうる（図
３）。
【００７３】ｃ）  リン脂質と反応しなかったカルボキ
シラート基を、エタノールアミンの存在下で不活化す
る。前記の脂質を使用した異なる支持体における膜の形
成を図５に示す。
【００７４】実施例１（図６及び７）
リン脂質結合工程を最適化するため、異なるｐＨ条件を
試験した。完全に自動的に、下記の操作を実行した。
１．緩衝液Ｘ中の５０mM  ＯＧ界面活性剤（１００μ
l；１０分）
２．５０mM  ＮａＯＨ（１０μl；１分）
３．５０mM  ＮａＯＨ（１０μl；１分）
４．ＥＤＣ／ＮＨＳ（１００μl；１０分）
５．脂質（５０mM  ＯＧを含む緩衝液Ｘ中２mg/ml）
（１００μl；２０分）
６．脂質（５０mM  ＯＧを含む緩衝液Ｘ中２mg/ml）
（１００μl；２０分）
７．緩衝液Ｘ中の５０mM  ＯＧ界面活性剤（１０μl；
１分）
８．エタノールアミン（６０μl；６分）
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９．緩衝液Ｘ中の５０mM  ＯＧ界面活性剤（１０μl；
１０分）
１０．５０mM  ＮａＯＨ（１０μl；１分）
【００７５】表面の条件を整え（インジェクション１～
３）、活性化し（４）、脂質を固定し（インジェクショ
ン５及び６）、未反応の脂質を界面活性剤のインジェク
ションにより除去し（７）、次いでカルボキシラート基
を不活化した（８）。さらなるＯＧのインジェクション
により、吸着したエタノールアミンを除去した。
【００７６】ｐＨは、０．１Mリン酸緩衝液（ＰＢ）又
はホウ酸－ＮａＯＨ緩衝液（ＢＢ）を使用して７．５～
１１の範囲で試験した。リン脂質ＤＯＰＥ－Ｃを、異な
る緩衝液中のミセル溶液（５０mM  ＯＧ中２mg/ml）と
して、Ｓｉａ－１００表面（１００％－ＣＯＯＨ基）に
注入した。プロット１は、各試薬インジェクション前後
のＲＵシグナル強度を示している。インジェクション前
に得られたシグナル１及び４を、対照、したがって０に
等しいと任意にみなしたため、強度は相対的なものであ
る。結合レベルは、徐々に増加し、ｐＨ１０で最大に達
した。脂質ＤＰＰＥ－Ｃを用いても、類似の結果が得ら
れた（図７）。
【００７７】実施例２
第二の実施例においては、実施例１に記載の方法に従
い、脂質ＤＯＰＥを、ｐＨ１０で、異なる濃度の－ＣＯ
ＯＨ基を有する６個の表面に固定した。結果を図８に示
す。
【００７８】図８は、表面Ｓｉａ－０、－１１、－２
０、－３３、－７０、－１００％全てについての、不活
化工程（インジェクション８）の前に観察されたＲＵシ
グナル強度を与えている。結合反応は、与えられた表面
に対し２個の異なるチャンネル（ｆｃ＝１、ｆｃ＝２）
で実施した。Ｓｉａ－７０％を除く全ての表面につい
て、表面に固定されたＤＯＰＥ－Ｃの量は、ｆｃ＝１と
ｆｃ＝２とで類似していた。結合は、Ｓｉａ－１００％
で最大となり、次いでＳｉａ－７０％で半減し、Ｓｉａ
－３３、－２０、－１１、－０％で最小に達した。
【００７９】対照実験：ＤＯＰＥ－Ｃの存在下で、活性
化されうる－ＣＯＯＨ基を有していないＳｉａ－０％で
観察されたシグナルは、リン脂質のインターカレーショ
ンによるものである可能性がある。実際、ＯＧ界面活性
剤のみをインジェクトした場合には、シグナルは観察さ
れない。Ｓｉａ－１００％の場合、シグナルは、実験中
の基線のゆらぎ（stray）によるものである可能性があ
る。界面活性剤の部分的な結合の場合には、結合すべき
脂質を含有するリポソーム溶液のインジェクションから
なる方法が、その問題を克服する。
【００８０】実施例３
以下の手順に従い、実施例２と同様の実験を、ＰＥＧ－
ＰＥリン脂質（ＭＷ２７３９．３７g/mol）を用いて実
施した。
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５０mM  ＮａＯＨ  １０μl（１分）
５０mM  ＮａＯＨ  １０μl（１分）
ＥＤＣ／ＮＨＳ  １００μl（１０分）
ＰＥＧ－ＰＥ（５mg/mlを含むＢＢ緩衝液（ｐＨ１
０））  ５０μl（１０分）×３
エタノールアミン  ６０μl（６分）
５０mM  ＮａＯＨ  １０μl（１分）
５０mM  ＮａＯＨ  １０μl（１分）
【００８１】ＰＥＧ－ＰＥリン脂質は水に可溶であるた
め、ＯＧ界面活性剤を使用する必要はなかった。非共有
結合ＰＥＧ－ＰＥを、ＨＢＳ－Ｎ緩衝液で排除した。
【００８２】図９は、表面Ｓｉａ－０、－１１、－２
０、－３３、－７０、－１００％全てについての、固定
されたＰＥＧ－ＰＥの量、即ち不活化工程（工程８）の
前に観察されたＲＵシグナル強度を示している。結合反
応は、各表面に対し２個の異なるチャンネル（ｆｃ＝
１、ｆｃ＝２）で実施した。
【００８３】全ての表面について、固定されたＰＥＧ－
ＰＥの量は、ｆｃ＝１とｆｃ＝２とで類似していること
が再び見出された。結合のレベルは、表面に露呈された
－ＣＯＯＨ官能基の割合に比例して減少した。全体的な
減少は小さかった（最大１８００ＲＵ、最小＝１２００
ＲＵ）。最も有意な変動は、表面Ｓｉａ－３３、－２
０、－１１％で見出された。
【００８４】活性化され得ない、ＯＨ水酸基のみで官能
化された表面で実験を実施した場合、ＰＥＧ－ＰＥの固
定の平均レベルは、７１８ＲＵに等しかった。活性化剤
ＥＤＣ／ＮＨＳ（インジェクション３）を単純なＨＢＳ
－Ｎ緩衝液のインジェクションに置き換えた場合、シグ
ナルは５７０ＲＵに等しかった。－ＯＨ基は原理的には
活性化剤と反応しないため、観察されたシグナルは、Ｓ
ＡＭにおけるリン脂質のインターカレーション、及び／
又は実験中の基線のゆらぎに相当する可能性がある。
【００８５】実施例４：二重層膜の形成
膜の構築は、２つの方法、
－  ミセルの希釈を含むもの、
－  小胞の融合を含むもの、に従い構想されうる。
この実施例においては、小胞希釈法を扱う。表面は、単
純なＯＧ界面活性剤のインジェクションにより再生され
る。
【００８６】膜構成要素である脂質ＰＯＰＣを、ミセル
溶液（５０mM  ＯＧを含むＨＢＳ－Ｎ緩衝液中２mg/m
l）としてインジェクトした。
【００８７】膜会合のため開発された手順を、完全に自
動化した：
１．ＨＢＳ－Ｎ緩衝液中の５０mM  ＯＧ界面活性剤  
（１００μl；１０分）
２．ＢＳＡ（０．１mg/ml）  （５０μl；１０分）
３．ＨＢＳ－Ｎ緩衝液中の５０mM  ＯＧ  （１００μ
l；１０分）
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４．ミセル
５０mM  ＯＧを含むＨＢＳ－Ｎ  １ml当たり脂質２mg  
（１００μl；２０分）
２５mM  ＯＧを含むＨＢＳ－Ｎ  １ml当たり１mg  （５
０μl；１０分）
５．２０mM  ＮａＯＨ  （１０μl；１分）
６．２０mM  ＮａＯＨ  （１０μl；１分）
７．ＢＳＡ（０．１mg/ml）  （５０μl；１０分）
８．ＨＢＳ－Ｎ緩衝液中の５０mM  ＯＧ  （１００μ
l；１０分）
９．ＢＳＡ（０．１mg/ml）  （５０μl；１０分）
１０．ＨＢＳ－Ｎ緩衝液中の５０mM  ＯＧ  （１００μ
l；１０分）
【００８８】希釈工程は、連続的に、ＰＯＰＣ脂質のミ
セル溶液（５０mM  ＯＧを含むＨＢＳ－Ｎ緩衝液中２mg
/ml）をインジェクトし、続いて溶液をＨＢＳ－Ｎ緩衝
液で１／２に希釈することからなる。ＢＳＡインジェク
ションは二重層会合の指標として機能する。実際、ＢＳ
Ａは、疎水性表面（例えば、膜を提示しない表面）、即
ち、ＰＯＰＣインジェクションの前、又は表面の再生の
後の表面と優先的に結合する。膜の存在下では、１００
ＲＵ未満のシグナルが観察されるはずである。
【００８９】図４の表は、各表面について得られた結果
を与える。（Ｉ）は試薬のインジェクション前、（Ｆ）
はインジェクション後のＲＵシグナル強度である。シグ
ナルの変動（Δ）は、差（Ｆ－Ｉ）に相当する。強度
は、膜会合前のＢＳＡのインジェクション（インジェク
ション２）、ＰＯＰＣミセル（インジェクション４）、
ＮａＯＨ（インジェクション５及び６）、ＰＯＰＣ膜会
合後のＢＳＡ（インジェクション７）、表面再生後のＢ
ＳＡ（インジェクション９）について報告されている。
【００９０】ＰＯＰＣ膜会合に対応するシグナルは、２
０mM  ＮａＯＨで表面を洗浄し（インジェクション５及
び６）、続いて安定なシグナルへと戻した後、即ちＢＳ
Ａ（７）のカラム（Ｉ）で得られる。ＰＯＰＣ膜会合に
対応するシグナルの強度は、各表面について、異なるチ
ャンネルでの固定されたＤＯＰＥ－Ｃテザーのレベル毎
に、与えられている。 *
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*【００９１】示されているように、ＢＳＡ（７）は１０
０ＲＵ未満である。ＢＳＡ（２）及び（９）はＢＳＡ
（７）よりも大きい。
【００９２】Ｓｉａ－１００及び０％：膜会合後のシグ
ナル強度は、リン脂質テザーの存在下又は非存在下で類
似している。平均シグナルは、それぞれ７００ＲＵ及び
１２００ＲＵである。
【００９３】Ｓｉａ－１１、－２０、－３３、及び－７
０％：ＰＯＰＣ膜会合後のシグナルの増加は、ＤＯＰＥ
－Ｃ（Ｐ）テザーの存在下の方が、その不存在下よりも
大きい。テザーの存在下で、ＰＯＰＣ膜会合に対応する
シグナルの増加は、テザー密度に無関係である。平均変
動は、＋１０００～１２００ＲＵである。
【００９４】実施例５：膜タンパク質固定試験
Ｒａｍｐタンパク質と結合したＲ－ＣＧＲＰ受容体が過
剰発現されているＣＨＯ細胞に由来する膜断片を、Ｓｉ
ａ－１１％表面に適用した。ＢＩＡｃｏｒｅ装置におい
てｉｎ  ｓｉｔｕで反応を実施した。
【００９５】実施例６：テザー密度
炭素鎖が０．４０nm2の面積を有し、チオール誘導体分
子ＨＳ－（ＣＨ２）１１－ＯＨ又はＨＳ－（ＣＨ２）１
０－ＣＯＯＨが０．４０nm2の面積を有し、ＤＯＰＥ－
Ｃリン脂質分子が０．８０nm2の面積を有すると考慮す
ることにより、ＳＡＭ表面上のＤＯＰＥ－Ｃテザーの密
度（ＲＵ）を、計算した。この例においては、ＣＯＯＨ
基がリン脂質のＮＨ

2
基と反応し、１００％の収率でア

ミド結合を形成することも仮定した。さらに、ＣＯＯＨ
基の分布が均一であること、及びＳＡＭ表面におけるＣ
ＯＯＨ基の割合が、支持体の調製に使用された溶液のも
のと同一であることを仮定した。－ＣＯＯＨ基が占める
真の面積が０．８０nm2未満である場合には、ＳＡＭの
許容量を二分した。１０００ＲＵは、１mm2当たり１ng
のリン脂質に等しい。ＤＯＰＥ－ＣのＭＷ：８７９g/mo
l。
【００９６】結果を以下の表に与える。
【００９７】
【表１】

【００９８】結合反応の収率が７０～１００％の範囲で
あり得ることのみならず、予測値の概算を考慮すると、

実験的に観察されたＤＯＰＥ－Ｃテザー密度は、予測値
と近い（Ｓｉａ－３３で見られた低い値を除く）。
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【００９９】安定性
以下の表は、各インジェクション前後のＲＵの変動を示
す。 *
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*【０１００】
【表２】

【０１０１】ＨＢＳ－Ｎ排除緩衝液の長時間のインジェ
クション、２０mM  ＮａＯＨ（１００μg/分、１分）、
ＮａＯＨ、及び１００mM  ＨＣｌ（１０μl/分  １０u
l、１分）のインジェクションという実験条件の下で、
ＰＯＰＣ脂質から形成された支持された膜の安定性は、
試験された全ての表面について類似している。各支持体
について、テザーなしの表面は、テザーありの表面より
も安定性が低い。
【図面の簡単な説明】
【図１】チオール誘導体の結合の方法（１mMで４℃で１
６時間のエタノール溶液中でのインキュベーション、エ
タノール溶液での洗浄、１分間２回の超音波処理、Biac
ore支持体の金表面への結合）を示す図である。
【図２】リン脂質テザーの構造を示す図である。
【図３】リン脂質テザーの例（ＰＯＰＣ）を示す図であ
る。５０mM  オクチル－β－Ｄ－グルコシド（ＯＧ）溶
液及びＨＢＳ－Ｎ緩衝溶媒（０．０１M  ＨＥＰＥＳ、
０．１５M  ＮａＣｌ（ｐＨ７．４））１ml当たり２mg
のＰＯＰＣを含有するミセル溶液が、官能化された表面
の存在下に置かれる。

【図４】試薬の存在下に置かれた、使用された各試薬に
ついて得られた結果を示す図である。（Ｉ）は試薬のイ
ンジェクションの前、（Ｆ）はインジェクションの後の
シグナル強度（ＲＵ）である。シグナルの変動（Δ）
は、差（Ｆ－Ｉ）に相当する。強度は、膜形成前のＢＳ
Ａのインジェクション（インジェクション２）、ＰＯＰ
Ｃミセル（インジェクション４）、ＮａＯＨ（インジェ
クション５及び６）、ＰＯＰＣ膜形成後のＢＳＡ（イン
ジェクション７）、表面再生後のＢＳＡ（インジェクシ
ョン９）について与えられている。
【図５ａ】Ｓｉａ－０におけるＰＯＰＣ膜の形成を示す
図である。
【図５ｂ】Ｓｉａ－１１におけるＰＯＰＣ膜の形成を示
す図である。
【図５ｃ】Ｓｉａ－２０におけるＰＯＰＣ膜の形成を示
す図である。
【図５ｄ】Ｓｉａ－３３におけるＰＯＰＣ膜の形成を示
す図である。
【図５ｅ】Ｓｉａ－７０におけるＰＯＰＣ膜の形成を示
す図である。
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【図５ｆ】Ｓｉａ－１００におけるＰＯＰＣ膜の形成を
示す図である。
【図６】固定工程におけるｐＨの効果を示す図である。
【図７】固定工程におけるｐＨの効果を示す図である。
【図８】異なる表面におけるＤＯＰＥ－Ｃ脂質の固定を*

24
*示す図である。
【図９】異なる表面におけるＰＥＧ－ＰＥ脂質の固定を
示す図である。
【図１０】支持された膜の形成に関与する工程のＲＵモ
ニタリングを示す図である。

【図１】 【図２】

【図３】 【図５ａ】
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【図５ｂ】 【図５ｃ】

【図５ｄ】 【図５ｅ】
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【図７】 【図８】
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摘要(译)

（带更正） 解决的问题：提供一种人工支撑的膜，以及制备这种膜的方
法，或由它们的组成蛋白和脂质重建细胞膜的方法。 脂质双层通过磷脂
束缚物（P）连接到载体上，该磷脂束缚物在双层和载体之间产生间隙并
且共​​价结合到载体上并暴露在间隙中。 它包含一种或多种对该蛋白质具
有特异性的配体（L）。 [效果]它可以纯化和/或可逆地捕获膜蛋白，或筛
选与其中一些蛋白相互作用的化合物。 另外，它对于评估测试化合物的
毒性或治疗效果可能是有用的。 它对于分析膜中蛋白质之间的相互作用
特别有用，并用于分析可能是药物开发候选者和/或可以掺入药物组合物
中的分子的毒性或功效特征。 ru 它也可以用于生产更有效的医疗材料。
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