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(57)【要約】
　本発明は、担体上への膜タンパク質の固定の分野に関する。本発明は、担体及びその表
面に付着した少なくとも１つの膜タンパク質を含む製品であって、該膜タンパク質が、該
膜タンパク質と複合体化された両親媒性分子を用いて該担体に付着していることを特徴と
する、製品に関する。また本発明は、そのような製品の製造方法、並びに、診断、薬物設
計、及びバイオテクノロジーの分野における種々の適用にも関する。更に本発明は、官能
性両親媒性分子と共に、担体及び両親媒性分子を含む本発明の製品を製造するためのキッ
トであって、該両親媒性分子と該担体とが、疎水結合、イオン結合、特異的結合又は共有
結合を通して相互作用するものにも関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　担体及びその表面に付着した少なくとも１つの膜タンパク質を含む製品であって、該膜
タンパク質が、該膜タンパク質と複合体化された両親媒性分子を用いて該担体に付着され
ることを特徴とする、製品。
【請求項２】
　前記両親媒性分子が、両親媒性ビニルポリマー、両親媒性ポリペプチド、両親媒性多糖
類、又は両親媒性デンドリマーから選択されることを特徴とする、請求項１に記載の製品
。
【請求項３】
　前記両親媒性分子が、以下の式（I）：
【化１】

で表されるビニルポリマーであり、
式中、
　Ｒａ１からＲａｎは、同一又は異なり、水素原子又はメチル基を表し：
　Ｒｂ１からＲｂｎは異なり、以下から選択され：
－以下から選択される親水性基
　　・Ｍ＋が陽イオン性の対イオンである、カルボン酸基－ＣＯＯ－Ｍ＋、スルホン酸基
－ＳＯ３

－Ｍ＋、又はホスホン酸基－ＰＯ３
－Ｍ＋、

　　・（Ｃ１－Ｃ５）アルキルカルボン酸基、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルスルホン酸基、又
は（Ｃ１－Ｃ５）アルキルホスホン酸基
　　・フェニルスルホン酸基
　　・ＣＯＮＲｃ１Ｒｃ２であって、式中、Ｒｃ１及びＲｃ２は、同一であっても異なっ
ていてもよく、（－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｄ１)(ＣＨ２ＯＲｄ２)(ＣＨ２ＯＲｄ３)）基を表し、
式中、Ｒｄ１、Ｒｄ２及びＲｄ３は、独立に、水素原子、糖部分、特に４から１０のアル
キレンオキサイドユニットを含むポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、双性
イオン基、ｍが１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(Ｃ
Ｈ２）ｍＯＨ、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルカルボン酸基、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルスルホン
酸基、又は（Ｃ１－Ｃ５）アルキルホスホン酸基、糖部分を表すもの
　　・ＣＯＯＲｅであって、式中、Ｒｅが、糖部分、ｍが１から４の範囲内である１級、
２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、特に４から１０のアルキレンオ
キサイドユニットを有するポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、ｔが１から
５までの整数であり且つＲｆ１、Ｒｆ２が同一であっても異なっていてもよく水素原子又
は（Ｃ１－Ｃ４）アルキル基を表す (ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１Ｒｆ２基を表すもの、
　　・ヒドロキシル基
　　・ｍが１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２

）ｍＯＨ、
　　・１級、２級、３級アミン
　　・４級アンモニウム
　　・Ｎ－ホルムアミド、Ｎ－アルキルホルムアミド、
　　・Ｎ－アセトアミド、Ｎ－アルキルアセトアミド、
　　・Ｎ－ピロリドニル、
　　・ＣＯＮＲｇ１Ｒｇ２であって、式中、Ｒｇ１及びＲｇ２は、同一であっても異なっ
ていてもよく、水素原子、糖部分、特に４から１０のアルキレンオキサイドユニットを含
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むポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、双性イオン基、ｍが１から４の範囲
内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨであるもの、
　　・ＣＯＯＲｈ又はＣＯＮＲｋＲｌであって、式中、Ｒｈが（Ｃ１－Ｃ５）アルキル基
、アルキルスルホン酸を表すか、又は水素原子でないという条件でＲｅ若しくはＲｇ１に
与えた意味の１つを有し、Ｒｋ及びＲｌは独立に、Ｒｈに与えた意味の１つを有し且つ更
にそのうちの１つが水素原子を表し得るもの；
－以下から選択される疎水性基：
　　・水素原子、
　　・ハロゲン原子、
　　・－ＣＯＮＨ（－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｍ１)(ＣＨ２ＯＲｍ２)(ＣＨ２ＯＲｍ３））基であ
って、式中、Ｒｍ１、Ｒｍ２、Ｒｍ３が独立に、３から５０の炭素原子を有する直鎖若し
くは分岐のアルキル、アルケニル若しくはアルキニル、Ｒｎ及びＲｏが３から５０の炭素
原子を有する直鎖若しくは分岐のアルキル、アルケニル若しくはアルキニル基であるアル
キルカルバモイル（Ｏ＝Ｃ－ＮＨ－Ｒｎ）若しくはアシル（Ｏ＝Ｃ－Ｒｏ）であるもの、
　　・ＣＯＯＲｐ、ＣＯＲｐ、ＣＯＳＲｐ、Ｃ－ＮＨ－Ｒｐ又はＣＯＮＲｑ１Ｒｑ２であ
って、式中、Ｒｐは３から５０の炭素原子を含む直鎖若しくは分岐及び／又は環状のアル
キル、アルキニル若しくはアルケニル基であり、且つＲｑ１及びＲｑ２は、同一であって
も異なっていてもよくＲｐに与えた意味の１つを有し、更にそのいずれか１つが水素原子
を表し得るもの、
　　・－Ｒｒ、－ＯＲｒ、又は－ＳＲｒ基であって、式中、Ｒｒが３から５０の炭素原子
を含む直鎖若しくは分岐及び／又は環状のアルキル、アルケニル又はアルキニル基を表す
もの；或いは
－以下から選択される両親媒性基：
　　・アルキル基－(ＣＨ２）ｍ－Ｒｓであって、式中、ｍが６から２０の間であり、且
つＲｓがカルボン酸基、スルホン酸基、ホスホン酸基、硫酸基、リン酸基、双生イオン基
、アンモニウム基、ポリ(オキシエチレン) 基、糖鎖などの親水性基であるもの、
　　・ポリ(オキシエチレン)－Ｏ－アルキル基（－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｍ－Ｒｔ）であっ
て、式中、Ｒｔは６から２０の炭素原子を持つ直鎖、分岐若しくは環状のアルキル、アル
ケニル、アルキニル基であるもの、
　　・ＣＯＯＲｕ、ＣＯＲｕ、ＣＯＳＲｕ、ＣＯＮＲｖＲｗ基であって、式中、Ｒｕがポ
リ(オキシエチレン)－Ｏ－アルキル基（－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｍ－Ｒｔ）であり、且つＲ
ｔが６から２０の炭素原子を持つ直鎖、分岐又は環状のアルキル、アルケニル、アルキニ
ル基であるもの、グリコシルアルキル基であって、式中、Ｒｖが水素原子若しくはＲｕに
与えた意味の１つを有するものであり、式中、ＲｗがＲｕに与えた意味の１つを有するも
の、
　　・－ＣＯＮＨ（－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｘ１)(ＣＨ２ＯＲｘ２)(ＣＨ２ＯＲｘ３）)基であっ
て、式中、Ｒｘ１、Ｒｘ２、Ｒｘ３の基のうち１つ若しくは２つが、Ｒｍ１、Ｒｍ２、Ｒ
ｍ３に与えた意味の１つを有し、且つこれらの基のうち１つ若しくは２つが、水素原子で
なく且つＲｄ１、Ｒｄ２、Ｒｄ３、Ｒｕに与えた意味の１つを有するもの、
　　或いは、Ｒｘ１、Ｒｘ２、Ｒｘ３が同一又は異なり、且つそれらの基のうち少なくと
も１つが水素原子でなく且つＲｕに与えた意味の１つを有するもの；
ｎは２以上の整数であり、好ましくは２から１０の間、２から８の間、２から６の間、２
から４の間であり、有利にはｎが３であり；
　Ｘ１からＸｎは、それぞれ該ユニットの割合；
【数１】

を表し、ここで、Ｒｂｉが疎水性基若しくは両親媒性基である基の割合の合計対、Ｒｂｉ
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が親水性基である基の割合の合計の比率は、
【数２】

で表され、０．２５から２．５の間であり；且つ
平均分子量が５００から１００,０００の間、より有利には５００から５０,０００の間で
ある、
ことを特徴とする、請求項２に記載の製品。
【請求項４】
　ｎが３であり、該ビニルポリマーが、以下の式（II）：
【化２】

で表され、
式中、Ｒａ１、Ｒａ２及びＲａ３は、同一又は異なり、水素原子又はメチル基を表し；
Ｒｂ１は以下から選択される親水性基であり：
　　・Ｍ＋が陽イオン性の対イオンである、カルボン酸基－ＣＯＯ－Ｍ＋、スルホン酸基
－ＳＯ３

－Ｍ＋、又はホスホン酸基－ＰＯ３
－Ｍ＋、

　　・（Ｃ１－Ｃ５）アルキルカルボン酸基、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルスルホン酸基、又
は（Ｃ１－Ｃ５）アルキルホスホン酸基
　　・フェニルスルホン酸基
　　・ＣＯＮＲｃ１Ｒｃ２であって、式中、Ｒｃ１及びＲｃ２は、同一であっても異なっ
ていてもよく、(－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｄ１)(ＣＨ２ＯＲｄ２)(ＣＨ２ＯＲｄ３））基を表し、
式中、Ｒｄ１、Ｒｄ２及びＲｄ３は、独立に、水素原子、糖部分、特に４から１０のアル
キレンオキサイドユニットを含むポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、双性
イオン基、ｍが１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(Ｃ
Ｈ２）ｍＯＨ、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルカルボン酸基、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルスルホン
酸基、又は（Ｃ１－Ｃ５）アルキルホスホン酸基、糖部分を表すもの
Ｒｂ２は：
－以下から選択される疎水性基：
　　・水素原子、
　　・ハロゲン原子、
　　・－ＣＯＮＨ（－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｍ１)(ＣＨ２ＯＲｍ２)(ＣＨ２ＯＲｍ３））基であ
って、式中、Ｒｍ１、Ｒｍ２、Ｒｍ３は、独立に、３から５０の炭素原子を含む直鎖若し
くは分岐のアルキル、アルケニル若しくはアルキニル、Ｒｎ及びＲｏが３から５０の炭素
原子を有する直鎖若しくは分岐のアルキル、アルケニル若しくはアルキニル基であるアル
キルカルバモイル（Ｏ＝Ｃ－ＮＨ－Ｒｎ）若しくはアシル（Ｏ＝Ｃ－Ｒｏ）であるもの、
　　・ＣＯＯＲｐ、ＣＯＲｐ、ＣＳＲｐ、Ｃ－ＮＨ－Ｒｐ又はＣＯＮＲｑ１Ｒｑ２であっ
て、式中、Ｒｐは３から５０の炭素原子を含む直鎖若しくは分岐及び／又は環状のアルキ
ル、アルキニル若しくはアルケニル基であり、且つＲｑ１及びＲｑ２は、同一であっても
異なっていてもよく、Ｒｐに与えた意味の１つを有し、更にそのいずれか１つが水素原子
を表し得るもの、
　　・－Ｒｒ、－ＯＲｒ、又は－ＳＲｒ基であって、式中、Ｒｒが３から５０の炭素原子
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を含む直鎖若しくは分岐及び／又は環状のアルキル、アルケニル又はアルキニル基を表す
もの；或いは
－以下から選択される両親媒性基：
　　・アルキル基－(ＣＨ２）ｍ－Ｒｓであって、式中、ｍが６から２０の間であり、Ｒ
ｓがカルボン酸基、スルホン酸基、ホスホン酸基、硫酸基、リン酸基、双生イオン基、ア
ンモニウム基、ポリ(オキシエチレン) 基、糖鎖などの親水性基であるもの、
　　・ポリ(オキシエチレン)－Ｏ－アルキル基（－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｍ－Ｒｔ）であっ
て、式中、Ｒｔが６から２０の炭素原子を持つ直鎖、分岐若しくは環状のアルキル、アル
ケニル、アルキニル基であるもの、
　　・ＣＯＯＲｕ、ＣＯＲｕ、ＣＯＳＲｕ、ＣＯＮＲｖＲｗ基であって、式中、Ｒｕがポ
リ(オキシエチレン)－Ｏ－アルキル基（－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｍ－Ｒｔ）であり、且つＲ
ｔが６から２０の炭素原子を持つ直鎖、分岐若しくは環状のアルキル、アルケニル、アル
キニル基であるもの、グリコシルアルキル基であって、式中、Ｒｖが水素原子若しくはＲ
ｕに与えた意味の１つを有するものであって、式中、ＲｗがＲｕに与えた意味の１つを有
するもの、
　　・－ＣＯＮＨ（－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｘ１)(ＣＨ２ＯＲｘ２)(ＣＨ２ＯＲｘ３）)基であっ
て、式中、Ｒｘ１、Ｒｘ２、Ｒｘ３の基のうち１つ若しくは２つが、Ｒｍ１、Ｒｍ２、Ｒ
ｍ３に与えた意味の１つを有し、且つこれらの基のうち１つ若しくは２つが、水素原子で
なく且つＲｄ１、Ｒｄ２、Ｒｄ３、Ｒｕに与えた意味の１つを有するもの、
　　又は、Ｒｘ１、Ｒｘ２、Ｒｘ３が同一又は異なり、且つそれらの基のうち少なくとも
１つが水素原子でなく且つＲｕに与えた意味の１つを有するものであり、
　Ｒｂ３は以下から選択される親水性基であり：
　　・ＣＯＯＲｅであって、式中、Ｒｅが、糖部分、ｍが１から４の範囲内である１級、
２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、特に４から１０のアルキレンオ
キサイドユニットを有するポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、ｔが１から
５までの整数であり且つＲｆ１、Ｒｆ２が同一であっても異なっていてもよく水素原子又
は（Ｃ１－Ｃ４）アルキル基を表す (ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１Ｒｆ２基、を表すもの
　　・ヒドロキシル基
　　・ｍが１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２

）ｍＯＨ、
　　・１級、２級、３級アミン
　　・４級アンモニウム
　　・Ｎ－ホルムアミド、Ｎ－アルキルホルムアミド、
　　・Ｎ－アセトアミド、Ｎ－アルキルアセトアミド、
　　・Ｎ－ピロリドニル、
　　・ＣＯＮＲｇ１Ｒｇ２であって、式中、Ｒｇ１及びＲｇ２が、同一であっても異なっ
ていてもよく、水素原子、糖部分、特に４から１０のアルキレンオキサイドユニットを含
むポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、双性イオン基、ｍが１から４の範囲
内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨであるもの（Ｒ３
）、
　　・ＣＯＯＲｈ又はＣＯＮＲｋＲｌであって、式中、Ｒｈが（Ｃ１－Ｃ５）アルキル基
、アルキルスルホン酸を表すか、又は水素原子でないという条件でＲｅ若しくはＲｇ１に
与えた意味の１つを有し、且つＲｋ及びＲｌは独立に、Ｒｈに与えた意味の１つを有し且
つ更にそのうちの１つが水素原子を表し得るもの；
ｘ１、ｘ２、ｘ３は、それぞれ該ユニットの割合を表し、ここで、
　－ｘ１が２０から９０％の間
　－ｘ２が１０から８０％の間
　－ｘ３が　０から６０％の間であり、且つ
ｘ２／ｘ１＋ｘ３が、０．２５から２．５の間であり；且つ
平均分子量が５００から１００,０００の間、より有利には５００から５０,０００の間で
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あること；
を特徴とする、請求項３に記載の製品。
【請求項５】
　Ｒａ１、Ｒａ２及びＲａ３は同一又は異なり、水素原子、又はメチル基を表し；
Ｒｂ１は、Ｍ＋　が陽イオン性の対イオンであるＣＯＯ－Ｍ＋　を表し；
Ｒｂ２は、ＣＯＮＲｑ１Ｒｑ２を表し、式中、Ｒｑ１及びＲｑ２が、独立に、３から５０
の炭素原子を含む直鎖若しくは分岐及び／又は環状のアルキル、アルキニル若しくはアル
ケニル基を表し、且つ更にそのいずれか１つが水素原子を表し得；
Ｒｂ３は、ＣＯＮＲｋＲｌを表し、式中、Ｒｋ及びＲｌが、独立に、（Ｃ１－Ｃ５）アル
キル基、アルキルスルホン酸、糖部分、ｍが１から４の範囲内である１級、２級、又は３
級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、特に４から１０のアルキレンオキサイドユニ
ットを有するポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、双性イオン基、ｔが１か
ら５までの整数であり、Ｒｆ１、Ｒｆ２が同一又は異なり且つ水素原子又は（Ｃ１－Ｃ４

）アルキル基を表し、且つ更にＲｋ及びＲｌのいずれか１つが水素原子を表し得るもので
ある (ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１Ｒｆ２基、を表すもの、
であることを特徴とする、請求項４に記載の製品。
【請求項６】
　前記担体が固体担体であることを特徴とする、請求項１～５のいずれかに記載の製品。
【請求項７】
　前記担体が、チップ、ビーズ、膜、繊維又はナノチューブから選択されることを特徴と
する、請求項６に記載の製品。
【請求項８】
　前記担体が、ポリマー、デンドリマー、小胞又はミセルから選択される、可溶性高分子
又は粒子であることを特徴とする、請求項６に記載の製品。
【請求項９】
　前記両親媒性分子の前記担体への結合が、疎水結合、イオン結合、両親媒性分子中の少
なくとも1つの官能基と担体表面の少なくとも1つの官能基との間の特異的な受容体－リガ
ンド結合、又は両親媒性分子中の少なくとも1つの反応性官能基と担体表面の少なくとも1
つの反応性官能基との間の共有結合により、媒介されることを特徴とする、請求項１～８
のいずれかに記載の製品。
【請求項１０】
　ａ．前記両親媒性分子が、受容体－リガンド分子ペアの第１の半分を与える少なくとも
1つの官能基を更に含み、
　ｂ．前記担体が、該受容体－リガンド分子ペアの第２の半分を与える、担体表面に付着
した少なくとも1つの官能基を更に含み、且つ
　ｃ．該担体上への該両親媒性分子の結合が、該両親媒性分子中の官能基（単数又は複数
）と該担体に付着した官能基（単数又は複数）との間の、特異的な受容体－リガンド結合
を通して媒介される：
ことを特徴とする、請求項９に記載の製品。
【請求項１１】
　前記受容体－リガンドペア（両親媒性分子中の官能基／担体に付着した官能基）が以下
のペア：（ビオチン／アビジン）、（グルタチオン／グルタチオンＳ－転移酵素、グルタ
チオン－結合タンパク質若しくはグルタチオンＳ－転移酵素を含む融合タンパク質）、（
カルモジュリン／ＡＴＰアーゼ、プロテインキナーゼ、ホスホジエステラーゼ若しくは神
経伝達物質)、（Ｌ－アルギニン若しくはｐ－アミノベンズアミジン／セリンプロテアー
ゼ）、（Ｌ－リジン／プラスミノーゲン（及びアクチベーター）若しくはｒＲＮＡ）、（
ＡＭＰ、ＡＤＰ若しくはＡＴＰ／酵素補因子）、（レクチン／グルカンタンパク質、糖脂
質（glucolipid）若しくは多糖類）、（へパリン／成長因子及び凝固因子、ステロイド受
容体、エンドヌクレアーゼ、リポタンパク質若しくはリパーゼ)、又は (シバクロンブル
ー（登録商標）／ＮＡＤ若しくはＮＡＤＰ酵素補因子、アルブミン、凝固因子若しくはイ
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ンターフェロン)、（抗原／抗体）、（ハプテン／抗体）、（抗体／抗原）、（抗体／ハ
プテン）、（ニトリロ三酢酸(ＮＴＡ)／遷移金属）、（ＥＤＴＡ／遷移金属）、（フェニ
ルボロン酸（ＡＰＢ）／サリチルヒドロキサム酸（ＡＳＨ）)又は（オリゴヌクレオチド
／相補的なオリゴヌクレオチド）、又はそれらに対応する逆のペア、
から選択されることを特徴とする、請求項１０に記載の製品。
【請求項１２】
　前記両親媒性分子が、式（I）又は（II）で表されるポリマーであって、以下の式
【化３】

で表されるモノマーを０から４％の間の割合で更に含み、
式中：
　Ｒａａは、水素原子又はメチル基であり；
　Ｒｂｂは、ＣＯＯＲｃｃ、又は－ＣＯＳＲｃｃ若しくは－ＣＯＲｃｃ若しくはＣＯＮＲ
ｃｃＲｄｄ基を表し、
式中、
　Ｒｃｃは、前記受容体－リガンドペアの第１の半分を与える該両親媒性分子中の官能基
を表し、且つ、
　Ｒｄｄは、（Ｃ１－Ｃ５）アルキル基、アルキルスルホン酸、水素原子、糖部分、ｍが
１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、
特に４から１０のアルキレンオキサイドユニットを有するポリオキシエチレンなどのポリ
オキシアルキレン、双性イオン基、ｔが１から５までの整数であり、Ｒｆ１、Ｒｆ２が同
一又は異なり且つ水素原子又は（Ｃ１－Ｃ４）アルキル基を表す (ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１
Ｒｆ２基を表す、
ことを特徴とする、請求項１１に記載の製品。
【請求項１３】
　ａ．前記両親媒性分子が、化学反応性ペアの第１の半分を与える少なくとも1つの官能
基を更に含み、
　ｂ．前記担体が、該化学反応性ペアの第２の半分を与える、担体表面に付着した少なく
とも1つの官能基を更に含み、且つ
　ｃ．該担体上への該両親媒性分子の結合が、該両親媒性分子中の官能基（単数又は複数
）と該担体に付着した官能基（単数又は複数）を化学反応させることにより行われる：
ことを特徴とする、請求項９に記載の製品。
【請求項１４】
　前記少なくとも１つの膜タンパク質が、抗原、抗体、酵素、細胞受容体、イオンチャネ
ル、又は、ウイルス、細菌若しくは真核生物由来の膜タンパク質から選択されることを特
徴とする、請求項１～１３のいずれかに記載の製品。
【請求項１５】
　ａ）請求項２～５及び１０～１３のいずれかにて定義された、少なくとも１つの膜タン
パク質、１つの担体及び１つの両親媒性分子を提供し、
　ｂ）該両親媒性分子と該膜タンパク質との間で複合体を形成させ、且つ
　ｃ）該複合体の両親媒性分子を、疎水結合、イオン結合、両親媒性分子中の少なくとも
１つの官能基と担体表面の少なくとも１つの官能基との間での特異的な受容体－リガンド
結合、又は両親媒性分子中の少なくとも１つの反応性官能基と担体表面の少なくとも１つ
の反応性官能基との間の共有結合により該担体へ付着させる：
ことを含む、請求項１～１４のいずれかに記載の製品の製造方法。
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【請求項１６】
　生物試料中における、前記少なくとも１つの膜タンパク質のリガンドの存否を検出する
ための、請求項１～１４のいずれかに記載の製品の使用。
【請求項１７】
　前記少なくとも１つの膜タンパク質が、病原体の膜抗原であり、前記生物試料が血清サ
ンプルであり、且つ前記検出されるリガンドが該抗原に対して産生された抗体であること
を特徴とする、請求項１６に記載の使用。
【請求項１８】
　前記少なくとも１つの膜タンパク質のリガンドのための化合物バンクのスクリーニング
のための、請求項１～１４のいずれかに記載の製品の使用。
【請求項１９】
　前記少なくとも１つのタンパク質が酵素であり、該酵素の基質を制御条件下で変換させ
るものである、請求項１～１４のいずれかに記載の製品の使用。
【請求項２０】
　担体及び両親媒性分子を含み、該両親媒性分子と該担体が、疎水結合、イオン結合、両
親媒性分子中の少なくとも1つの官能基と担体表面の少なくとも1つの官能基との間の特異
的な受容体－リガンド結合、又は、両親媒性分子中の少なくとも1つの反応性官能基と担
体表面の少なくとも1つの反応性官能基との間の共有結合を通して相互作用することを特
徴とする、請求項１５に記載の方法を実行するためのキット。
【請求項２１】
　ａ）前記両親媒性分子が、受容体－リガンド分子ペアの第１の半分を与える少なくとも
1つの官能基を更に含み、
　ｂ）前記担体が、該受容体－リガンド分子ペアの第２の半分を与える、担体表面に付着
した少なくとも1つの官能基を更に含み、且つ
　ｃ）該担体への該両親媒性分子の結合が、該両親媒性分子中の官能基（単数又は複数）
と該担体に付着した官能基（単数又は複数）との間での特異的な受容体－リガンド結合を
通して媒介される：
ことを特徴とする、請求項２０に記載のキット。
【請求項２２】
　前記受容体－リガンドペア（両親媒性ビニルポリマーの官能基／担体に付着した官能基
）が以下のペア：（ビオチン／アビジン）、（グルタチオン／グルタチオンＳ－転移酵素
、グルタチオン－結合タンパク質若しくはグルタチオンＳ－転移酵素を含む融合タンパク
質）、（カルモジュリン／ＡＴＰアーゼ、プロテインキナーゼ、ホスホジエステラーゼ若
しくは神経伝達物質)、（Ｌ－アルギニン若しくはｐ－アミノベンズアミジン／セリンプ
ロテアーゼ）、（Ｌ－リジン／プラスミノーゲン（及びアクチベーター）若しくはｒＲＮ
Ａ）、（ＡＭＰ、ＡＤＰ若しくはＡＴＰ／酵素補因子）、（レクチン／グルカンタンパク
質、糖脂質（glucolipid）若しくは多糖類）、（へパリン／成長因子及び凝固因子、ステ
ロイド受容体、エンドヌクレアーゼ、リポタンパク質若しくはリパーゼ)、又は (シバク
ロンブルー（登録商標）／ＮＡＤ若しくはＮＡＤＰ酵素補因子、アルブミン、凝固因子若
しくはインターフェロン)、或いはそれらの対応する逆のペア、（抗原／抗体）、（ハプ
テン／抗体）、（抗体／抗原）、（抗体／ハプテン）、（ニトリロ三酢酸(ＮＴＡ)／遷移
金属）、（ＥＤＴＡ／遷移金属）、（フェニルボロン酸（ＡＰＢ）／サリチルヒドロキサ
ム酸（ＡＳＨ）)又は（オリゴヌクレオチド／相補的なオリゴヌクレオチド）、
から選択されることを特徴とする、請求項２１に記載のキット。
【請求項２３】
　前記両親媒性分子が式（I）又は（II）で表されるポリマーであって、以下の式
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【化４】

で表されるモノマーを０から４％の間の割合で更に含み、
式中、Ｒａａ及びＲｂｂが、請求項１２にて定義されたものであることを特徴とする、請
求項２２に記載のキット。
【請求項２４】
　ａ）前記両親媒性分子が、化学反応性ペアの第１の半分を与える少なくとも1つの官能
基を更に含み、
　ｂ）前記担体が、該化学反応性ペアの第２の半分を与える、担体表面に付着した少なく
とも1つの官能基を更に含み、且つ
　ｃ）該担体への該両親媒性分子の結合が、該両親媒性分子の官能基（単数又は複数）と
該担体に付着した官能基（単数又は複数）を化学反応させることにより行われる、
ことを特徴とする、請求項２０に記載のキット。
【請求項２５】
　膜タンパク質を複合体化させ、担体に付着させるための、請求項２～５及び１０～１３
のいずれかにて定義された両親媒性分子の使用。
【請求項２６】
　受容体－リガンド分子ペアの第１の半分を与える官能基を更に含む、請求項２～５のい
ずれかにて定義された両親媒性分子。
【請求項２７】
　前記官能基が、ビオチン、アビジン、グルタチオン、グルタチオンＳ－転移酵素、カル
モジュリン、ＡＴＰアーゼ、プロテインキナーゼ、ホスホジエステラーゼ、神経伝達物質
、Ｌ-アルギニン、ｐ－アミノベンズアミジン、セリンプロテアーゼ、Ｌ-リジン、プラス
ミノーゲン（及びアクチベーター）、ｒＲＮＡ、ＡＭＰ、ＡＤＰ、ＡＴＰ、酵素補因子、
レクチン、グルカンタンパク質、糖脂質（glucolipid）、多糖類、へパリン、成長因子及
び凝固因子、ステロイド受容体、エンドヌクレアーゼ、リポタンパク質、リパーゼ、シバ
クロンブルー（登録商標）、ＮＡＤ若しくはＮＡＤＰ酵素補因子、アルブミン、凝固因子
、インターフェロン、抗原、ハプテン、抗体、ニトリロ三酢酸（ＮＴＡ）、ＥＤＴＡ又は
オリゴヌクレオチドから選択されることを特徴とする、請求項２６に記載の両親媒性分子
。
【請求項２８】
　前記両親媒性分子が式（I）又は（II）で表されるポリマーであって、以下の式
【化５】

で表されるモノマーを０から４％の間の割合で更に含み、
式中、Ｒａａ及びＲｂｂが、請求項１２にて定義されたものであることを特徴とする、請
求項２６に記載の両親媒性分子。
【請求項２９】
　化学反応性ペアの第１の半分を与える官能基を更に含む、請求項２～５のいずれかにて
定義された両親媒性分子。
【請求項３０】



(10) JP 2010-509602 A 2010.3.25

10

20

30

40

50

　請求項１～１４のいずれかに記載の製品を製造することを含む、サンプル中の膜タンパ
ク質の分析方法。
【請求項３１】
　以下の工程：
　ａ）膜タンパク質を界面活性剤中に溶解し、
　ｂ）該膜タンパク質を、請求項１～５にて定義された両親媒性分子と複合体化させ、界
面活性剤を除去し、
　ｃ）該膜タンパク質を、請求項１及び６～８にて定義された担体上へ、該両親媒性分子
を通して固定し、
　ｄ）膜タンパク質のタンパク質断片を生成しつつ、膜貫通ドメインが該両親媒性分子と
複合体形成して該担体へ付着したままとなるよう、徹底的に洗浄し、プロテアーゼを加え
、
　ｅ）該膜貫通ドメインが該両親媒性分子と依然として複合体化して結合したままである
該担体を取り除き、該タンパク質断片を、質量分析により分析する：
を含むことを特徴とする、請求項３０に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、担体上への膜タンパク質の固定の分野に関する。本発明は、担体及びその表
面に付着した少なくとも１つの膜タンパク質を含む製品であって、該膜タンパク質が、該
膜タンパク質と複合体化された両親媒性分子を用いて該担体に付着していることを特徴と
するものに関する。また本発明は、そのような製品の製造方法、並びに、診断、薬物設計
、及びバイオテクノロジーの分野における種々の適用にも関する。更に本発明は、官能性
両親媒性分子と共に、担体及び両親媒性分子を含む本発明の製品を製造するためのキット
であって、該両親媒性分子と該担体とが、疎水結合、イオン結合、特異的結合又は共有結
合を通して相互作用するものにも関する。
【背景技術】
【０００２】
　真核生物ゲノムのコード配列の約３０％は、膜内在性タンパク質である。それらの膜タ
ンパク質の機能、特にそれら膜タンパク質のうち細胞の形質膜中に挿入され外部環境に露
出しているタンパク質の機能は、大変重要であり、生物医学及び薬理学の分野における特
権的な標的である。事実、現在商業的に利用可能な治療薬の少なくとも６０％が、それら
を標的にしていると考えられている。膜タンパク質は、とりわけ結合部位、付着点又は特
権的な標的として、複数の相互作用において役割を果たし、それらは、神経伝達物質又は
ホルモンなどの小さいリガンドの認識から、組織中への細胞の結合までに渡る。膜タンパ
ク質は、更に、ウイルス、病原菌若しくは寄生体、又は免疫防御若しくは自己免疫疾患に
おいては抗体の、最初の標的となることが最も多い。また膜タンパク質は、膜／ＤＮＡ若
しくは膜／細胞骨格の結合、細胞分裂の調節若しくは調節解除（癌）にも関与しており、
Ｇタンパク質又はキネシンなどの高分子エフェクターに認識される。
【０００３】
　生物医学と薬理学の分野において重要であることから、膜タンパク質及びそれらのリガ
ンドの研究手段の提供が、絶対不可欠である。特に、興味の対象となる膜タンパク質への
、リガンド結合を検出できることが重要である。事実、リガンド結合を検出するための方
法には、非常に価値のある適用がいくつかある：
　－膜タンパク質が病原体の膜に由来する場合においては、そのような方法は、対象から
入手した生体サンプルにおいて、この膜タンパク質に対して産生された抗体の存否を検出
することにより、対象の病原体への暴露の存否を検出するのに、有用であり得る；
　－ヒト若しくは動物の膜受容体で、疾患の原因に関わっていることが示されており、従
って、該疾患の処置において治療の標的となる場合は、そのような方法は、この膜受容体
のアゴニスト化合物又はアンタゴニスト化合物を同定するための化合物ライブラリーのス
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クリーニングに、有用であり得る。
【０００４】
　膜タンパク質に結合するリガンドを検出するための方法を実行するには、この膜タンパ
ク質が担体上に固定されていることが、非常に有用である。可溶性タンパク質を担体上に
どのように付着又は固定させるかは、すでに長らく公知である。しかし膜タンパク質にお
いては問題がより複雑である。事実、膜タンパク質は、ｉｎ　ｓｉｔｕにて膜と相互作用
する高度に疎水性の表面が必然的に露出されるため、それらの取り扱いが難しく、とりわ
け膜からそれらを単離して可溶化するため一般に多量の界面活性剤を使用することが必要
とされる点において難しい。細胞質タンパク質と比較すると、膜タンパク質の取り扱い、
従ってそれらの担体上への固定は、それらの疎水性ゆえ、更に奮闘を要する。
【０００５】
　種々の固定技術が、担体の表面に膜タンパク質を置くために開発されてきた。例えば、
タンパク質を遺伝学的又は化学的に改変することにより、タンパク質ポリペプチド鎖の末
端の1つに官能基を挿入して（例えば、Ｎｉ２＋又はＣｏ２＋イオンを配位したＮＴＡ基
がグラフトされた担体と相互作用する末端Ｈｉｓ－タグを、タンパク質上に導入すること
によって）、官能性担体表面へのタンパク質の付着を促進させることができる（１．２）
。
【０００６】
　しかしながらこのような技術は、興味の対象となるタンパク質を遺伝学的又は化学的に
改変できる可能性に依存するため、少ない情報しか入手できない膜タンパク質について実
行するのは難しく、或いは不可能である。その上遺伝学的又は化学的にタンパク質を改変
するには、多くの工程を踏むことになり、厄介で退屈であり得る。最後に、興味の対象と
なる各々のタンパク質ごとに開発を繰り返さねばならず、従ってこの技術は、日常的に使
用することができず、多数の膜タンパク質に同時に使用することもできない。
【０００７】
　別の技術では、タンパク質を本来の細胞膜に保持しつつ、又は人工膜（例えば小胞）の
中に挿入することにより、疎水性鎖をグラフトした担体上へのタンパク質の付着を、該鎖
と該膜との相互作用により促すことが可能である（３－５）。更なる技術は、タンパク質
の膜外ドメインの荷電特性又はタンパク質が挿入された膜の脂質の親水性ヘッドを利用し
て、タンパク質の荷電担体との単純な静電相互作用を促進する技術を含む。
【０００８】
　しかしこれらの両技術においては、タンパク質を膜から抽出しており、一般に、界面活
性剤の存在下で作業することが絶対に必要である。それによって、溶液特性が変更される
こと（例えば、溶液の表面張力を減少させることで、チップの表面におけるタンパク質の
スポッティングを不正確にし得る）、及び、界面活性剤の存在が多くの膜タンパク質（特
に膜複合体）の安定性に影響することの両方により、固定化法はかなり複雑となる。或い
は、天然膜若しくは人工膜（脂質小胞）に挿入されたタンパク質が用いられるため、技術
が複雑であり、感度の問題が起こる：興味の対象となるタンパク質の密度が低いと実験の
シグナル／ノイズ比が減少し得、また天然膜の場合は、望ましくない成分（他のタンパク
質、多種多様の天然脂質、種々の補因子）の存在により、実験のシグナルと、不利な副反
応及びバックグラウンドノイズとの間に、干渉が起こり得る。
【０００９】
　膜タンパク質を担体上へ固定（又は付着）する既存の方法が満足のいくものではないこ
とは、結果として明らかである。従って上記の欠点を克服した、即ち以下の特性を有する
担体上へ膜タンパク質を付着させる方法が、必要とされている：
　－完全に界面活性剤フリーで水溶性且つ生化学的に安定した形に膜タンパク質を維持し
、これにより当該方法をより簡易化し、膜タンパク質の不安定化を防ぐ方法、
　－タンパク質毎に実験的方法を特に調整することなく且つタンパク質のいかなる改変の
必要もなく、任意の膜タンパク質に適用可能で、従って完全に公知ではないタンパク質、
又はタンパク質の生化学及び遺伝的な特徴が制御されていない場合などにも使用可能な、
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普遍的方法、並びに
　－膜タンパク質を担体表面に高密度で付着させることにより、実験結果の収率及び感度
を向上させ、もってデータ解釈を向上させる方法。
【００１０】
　アンフィポル（ａｍｐｈｉｐｏｌ）は、溶解度に優れ、多くの疎水性側鎖を有し、膜タ
ンパク質の疎水性の膜貫通表面と複数の点で結合可能とさせる分子次元及び柔軟性を有す
る、両親媒性ポリマーである（図１、参考文献６、７）。複数点付着の原理は、非常に遅
い脱着カイネティクスを保証し、それにより膜タンパク質とアンフィポルとの結合を本質
的に不可逆的なものとすることである。
【００１１】
　更に、このアプローチは普遍的であることが示されている。即ち、これまで検査を行っ
た全ての膜タンパク質、即ち２０以上の膜タンパク質を、溶液中にアンフィポルとの複合
体の形で維持できることを意味する（７、８）。更に、得られた捕獲タンパク質はそれら
の天然構造を維持しており、遊離型の表面活性物質が存在しないときでも、溶液中で可溶
性のままで（７－９）、それらの安定性は、界面活性剤溶液中での維持と比べ、悪くても
同程度であり大抵は改善される（７、８、１０）。最後に、膜タンパク質の混合物が適切
な条件下でアンフィポルによって捕獲された場合、混合物の中の全ての膜タンパク質が別
々に捕獲される（８）。
【００１２】
　従ってアンフィポルは、任意の膜タンパク質をその構造、機能、及び／又は由来の如何
に関係なく溶液中で安定化させるツールである。しかしこれまでは、アンフィポルは、膜
タンパク質の可溶化及び溶液中での操作、又は一時的な安定化のために使用されるのみで
、膜タンパク質の担体への付着を媒介する中間介在物として更に使用し得る可能性につい
ての研究は、開示されていなかった。逆にこれまでは、アンフィポルは、脂質膜の再生実
験において、水性溶媒中で天然では不溶な膜タンパク質を一時的に安定化させるため、そ
のような膜タンパク質から、溶液中で自由に移動可能な水溶性複合体を与えるのに使用さ
れただけであり（１１）、或いは、通常のビオチン／アビジン相互作用で固体担体上に付
着したビオチン化膜タンパク質を安定化させるために使用され、ここでアンフィポルは、
固体担体への膜タンパク質の結合に全く関与せず、ただタンパク質を安定させるのに使用
されるだけである（８）。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１３】
発明の説明
　発明者らは、膜タンパク質と複合体化したアンフィポルを、この膜タンパク質を担体上
へと付着させる中間介在物として更に使用できることを見出した。ここで担体への結合は
、アンフィポルを通して行われる。
【発明の効果】
【００１４】
　担体に結合させるための中間介在物としてのアンフィポルの使用は、公知技術と比較し
て多くの利点を有する。第一の大きな利点は、どのような膜タンパク質に対しても、その
由来又はそのタンパク質の情報が入手可能であるかに関わらず、方法にいかなる変更もせ
ず当該方法が使用可能なことである。特に当該方法は、アイデンティティ未知の膜タンパ
ク質にも適用できる。更には、当該方法は、特に担体に膜タンパク質／アンフィポル複合
体を付着させる工程において、界面活性剤を全く使用する必要がないことから、容易に行
うことができる。また当該方法により、膜タンパク質が担体表面で高密度に付着するため
、固定化膜タンパク質へのリガンド結合アッセイにて、より高い収率となり、また何より
も、より高い感度が達成される。
【００１５】
　最後に、膜タンパク質と複合体化されたアンフィポルが存在することにより、生化学的
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安定性が保証され、従って、固定化膜タンパク質へのリガンド結合アッセイの結果もまた
より高い精度及び再現性で得られる。
【００１６】
　従って、本発明者らによって開発された該方法によれば、担体及びその表面に付着した
１つ以上の既知又は未知の任意の種類の膜タンパク質を含む製品を、高密度で生産するこ
とが容易であり、ここで膜タンパク質は水性溶媒中で更に生化学的に安定化されるため、
得られた製品を使用して、固定化膜タンパク質へのリガンド結合アッセイの実験が大変行
い易くなる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】アンフィポル及び膜タンパク質／アンフィポル複合体。Ａ、アンフィポル（ＡＰ
ｏｌ）の化学構造。アンフィポルＡ８－３５の分子は、平均約１０ｋＤａの分子量を有し
、疎水性及びタンパク質表面への非常に高い親和性に寄与する、約１８のオクチル鎖を含
む。Ｂ、５００ｋＤａの膜タンパク質複合体であるシトクロムｂｃ１を、アンフィポルと
結合させて形成された複合体のモデル化。タンパク質に結合したアンフィポルベルトは、
約８個のＡ８－３５分子を含む（８）。
【図２】開発した方法の原理。工程ａ．タンパク質（淡灰色の長方形）を、界面活性剤で
可溶化する。工程ｂ．タンパク質をビオチン化アンフィポル（ＢＡｐｏｌ）で捕獲し、界
面活性剤を除去する。工程ｃ．タンパク質／ＢＡＰｏｌ複合体を、アビジンがグラフトさ
れた固体担体と、ビオチン／アビジンカップリングにより相互作用させる。工程ｄ．リガ
ンド（濃灰色の菱形）が標的タンパク質を認識する。
【図３】ユニバーサルアンフィポル（ＵＡｐｏｌ）及びビオチン化アンフィポル（ＢＡＰ
ｏｌ）の化学構造。ビオチン化反応の詳細。
【図４】表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）によって追跡した、ビオチン化アンフィポル（Ｂ
ＡＰｏｌ）及び別の非ビオチン化アンフィポル（ＨＡＰｏｌ）の、アビジン保有チップ上
への吸着の比較。ＮａＣｌ－ＨＥＰＥＳ緩衝液（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　ＨＥ
ＰＥＳ、ｐＨ＝７．４）中にて１０μＭに希釈した５０μｌ　ＨＡＰｏｌ（灰色ドット）
又はＢＡＰｏｌ（黒）を、２つの別々のチャネルにわけて注入し、記録を行った。注入間
期には、これと同一の緩衝液を、チップ上に１０μｌ／ｍｉｎで継続的に流した。縦矢印
で表される、注入後に観察されたプラトーの振幅における差異は、チップへのポリマーの
付着が、ビオチンによって媒介されることを示す。
【図５】ＳＰＲによって追跡した、膜タンパク質／アンフィポル複合体のアビジン保有チ
ップ上への付着。３０μＭの定常ＢＡＰｏｌ濃度において、アビジン保有チップの種々の
チャネルに各１００μｌのＢＡＰｏｌ、ｔＯｍｐＡ／ＢＡＰｏｌ、ＢＲ／ＢＡＰｏｌ、ｂ

６ｆ／ＢＡｐｏｌ及びｂｃ１／ＢＡＰｏｌ溶液を注入し、記録を行った。循環緩衝液：Ｎ
ａＣｌ－ＨＥＰＥＳ。
【図６】ビオチン化アンフィポルによりアビジン保有チップの表面に固定化された膜タン
パク質に結合した抗体の、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）による検出。１０μｌの免疫前
精製血清（ｐｒｅ－i.）に次いでｔＯｍｐＡ（Ｐｏｓｔ－ｉ.－ＯＡ）、ＢＲ（Ｐｏｓｔ
－ｉ.－ＢＲ）、ｂ６ｆ（Ｐｏｓｔ－ｉ.－ｂ６ｆ）又はｂｃ１（Ｐｏｓｔ－ｉ.－ｂｃ１
）の各々に対して産生された免疫後の精製血清を、あらかじめＢＡＰｏｌ又はＢＡＰｏｌ
中に捕獲されたタンパク質でコーティングしたチャネルに、連続して注入した。注入は矢
印で示した。各々の記録は、異なるサンプルでコーティングされたチャネルにて行った：
黒太線の記録はｔＯｍｐＡ/ＢＡＰｏｌ複合体が固定されたチャネル、小点の薄黒線はＢ
Ｒ／ＢＡＰｏｌチャネル、大点の薄黒線はｂ６ｆ／ＢＡＰｏｌチャネル、薄黒線はｂｃ１

／ＢＡＰｏｌチャネル、及び太灰色線はコントロールでＢＡＰｏｌのみのサンプルのチャ
ネルを、それぞれ表している。循環緩衝液：ＮａＣｌ－ＨＥＰＥＳ。
【図７】ＨＡＰｏｌ又はＢＡＰｏｌで捕獲後の、アビジン保有チップの表面に結合したタ
ンパク質上の抗体結合の、ＳＰＲによる検出。ＢＲでコーティングされたチャネルにて、
ＨＡＰｏｌ（灰色ドット）又はＢＡＰｏｌ（黒）のいずれかで捕獲後に、ＢＲに対して産
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生された免疫後血清を注入して、記録を得た。循環緩衝液：ＮａＣｌ－ＨＥＰＥＳ。実験
により、官能性アンフィポルにより吸着が媒介されると、シグナルが増加することが示さ
れる。
【図８】質量分析による膜タンパク質の解析のための本発明の製品の使用。工程（ａ）．
タンパク質（淡灰色の長方形）を界面活性剤中に溶解する。工程（ｂ）．タンパク質をビ
オチン化アンフィポル（ＢＡｐｏｌ）で捕獲し（又は複合体化し）、界面活性剤を除去す
る。工程（ｃ）．膜タンパク質／ＢＡＰｏｌ複合体を、アビジンがグラフトされた固体担
体と、ビオチン／アビジンカップリングにより相互作用させる。工程（ｄ）．徹底的な洗
浄の後、膜貫通ドメインを複合体形成したアンフィポルで保護したまま、プロテアーゼを
加えて緩やかなタンパク質分解を行い、膜タンパク質断片を生成する。工程（ｅ）．ビオ
チン化アンフィポル　ＢＡＰｏｌと複合体化された膜タンパク質の部分の断片を保有した
ままの担体から（例えば磁気ビーズの場合は磁石で）分離後、残りの可溶性断片を質量分
析により分析する。
【図９】バクテリオロドプシン膜タンパク質（ＢＲ）の、ストレプトアビジン標識・磁気
ビーズ上への固定化。ＢＲタンパク質のビオチン化アンフィポル（ＢＡＰｏｌ）との複合
体溶液の、時刻０（ビーズと混合前）及びストレプトアビジン標識・磁気ビーズと共に１
時間４５分インキュベーションした後における、吸光度（又は光学密度）を波長に対して
測定した。５６０ｎｍにＢＲタンパク質に特徴的なピークがあるかどうかについて、分析
を行った。
【図１０】ポリヒスチジン－標識アンフィポルの合成図。ＤＣＣ：ジシクロヘキシルカル
ボジイミド、ＮＭＰ：Ｎ－メチルピロリジノン、ＨＯＢＴ：Ｎ－ヒドロキシベンゾトリア
ゾール、ｉＰｒ：イソプロピル、ＦＭＯＣ：９－フルオレニルメトキシカルボニル、ＨＩ
Ｓ：ヒスチジン、ＴＦＡ：トリフルオロ酢酸、ＨＢＴＵ：Ｏ－ベンゾトリアゾール－Ｎ，
Ｎ，Ｎ'，Ｎ'－テトラメチル－ウロニウム－ヘキサフルオロ－ホスフェート、Ｔｒ：トリ
チル。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　このように、本発明は、担体及びその表面に付着した少なくとも１つの膜タンパク質を
含む製品であって、該膜タンパク質が、該膜タンパク質と複合体化された両親媒性分子に
よって該担体に付着していることを特徴とする、製品に関する。
【００１９】
　「両親媒性」という用語は、分子の異なる部分により媒介される親水性と疎水性の両方
の性質を示す有機分子に関する。従って「両親媒性」分子は（「両親媒性物質（amphiphi
le）」とも言われる）、一般に１つ以上の親水性基と１つ以上の疎水性基を含む。
【００２０】
　本発明の場合においては、両親媒性分子の疎水性基が、膜タンパク質のそれ自体疎水性
である膜貫通表面に両親媒性分子を結合させ、親水性基が全体の両親媒性分子／膜タンパ
ク質複合体を可溶化させる。好ましくは、該両親媒性分子は、複数点で膜タンパク質の疎
水性の膜貫通表面と結合可能とする多くの疎水性側鎖を含み、該複数付着により非常に遅
い脱着カイネティクスがもたらされることで、結合が本質的に不可逆的になる。疎水性側
鎖の数が１０より多いであると有利である。
【００２１】
　更に、該両親媒性分子は、両親媒性分子／膜タンパク質複合体を可溶化させるために、
多くの親水性基を更に含むことが好ましい。親水性基の数が２０より多いと有利である。
【００２２】
　疎水性側鎖の数と親水性基の数との比率は、好ましくは０．２５から２．５の間；好ま
しくは０．２５から２の間；０．２５から１．５の間；０．２５から１の間；又はより好
ましくは０．２５から０．５の間である。
【００２３】
　また本発明の製品の供給に使用される両親媒性分子は、タンパク質の疎水性の膜貫通表
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面と複数点で結合を可能とする、分子次元及び柔軟性を有すると有利である。従って、本
発明の実施に適した両親媒性分子は、具体的には、全種類の両親媒性ポリマーを含む。こ
の場合において、ポリマーの基本構造は、親水性若しくは疎水性の特性を有する種々の基
で置換されているか、又はそれ自体が両親媒性であるはずである。従って、認容される両
親媒性ポリマーは、１つ以上の親水性側鎖に加え、１つ以上の疎水性側鎖又は両親媒性側
鎖を有しているべきである。疎水性側鎖又は両親媒性側鎖の数と親水性側鎖の数との比率
は、好ましくは０．２５から２．５の間；好ましくは０．２５から２の間；０．２５から
１．５の間；０．２５から１の間；又はより好ましくは０．２５から０．５の間である。
【００２４】
　認容される両親媒性ポリマーとしては、具体的には、両親媒性ビニルポリマー、両親媒
性ポリペプチド、両親媒性多糖類、及び両親媒性デンドリマーが挙げられる。従って、本
発明の製品の有利な実施態様においては、両親媒性分子は、両親媒性ビニルポリマー、両
親媒性ポリペプチド、両親媒性多糖類、又は両親媒性デンドリマーから選択される。
【００２５】
　「ビニルポリマー」という用語は、Ｒａ及びＲｂが種々の置換基であり且つｎが１以上
の範囲の整数である－(ＣＨ２－)ｎ－ＣＲａＲｂ－型のユニットから成るポリマーに関す
る。ｎが１から３の間であると有利であり、ｎ＝１であるとより有利である。
【００２６】
　好ましい実施態様においては、両親媒性分子は、両親媒性ビニルポリマー、即ち、親水
的特徴を有する１つ以上の置換基及び疎水的特徴を有する他の1つ以上の置換基を有する
ビニルポリマーである。
【００２７】
　好ましくは、該両親媒性分子は、式(I)で表されるビニルポリマーである：
【００２８】
【化１】

【００２９】
　式中、Ｒａ１からＲａｎは、同一又は異なり、水素原子又はメチル基を表し： 
　Ｒｂ１からＲｂｎは異なり、以下から選択され：
－以下から選択される親水性基
　　・Ｍ＋が陽イオン性の対イオンである、カルボン酸基－ＣＯＯ－Ｍ＋、スルホン酸基
－ＳＯ３

－Ｍ＋、又はホスホン酸基－ＰＯ３
－Ｍ＋、

　　・（Ｃ１－Ｃ５）アルキルカルボン酸基、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルスルホン酸基、又
は（Ｃ１－Ｃ５）アルキルホスホン酸基
　　・フェニルスルホン酸基
　　・ＣＯＮＲｃ１Ｒｃ２であって、式中、Ｒｃ１及びＲｃ２は同一であっても異なって
いてもよく、（－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｄ１)(ＣＨ２ＯＲｄ２)(ＣＨ２ＯＲｄ３)）基を表し、式
中、Ｒｄ１、Ｒｄ２及びＲｄ３は、独立に、水素原子、糖部分、特に４から１０のアルキ
レンオキサイドユニットを含むポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、双性イ
オン基、ｍが１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ

２）ｍＯＨ、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルカルボン酸基、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルスルホン酸
基、又は（Ｃ１－Ｃ５）アルキルホスホン酸基、糖部分を表すもの
　　・ＣＯＯＲｅであって、式中、Ｒｅが、糖部分、ｍが１から４の範囲内である１級、
２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、特に４から１０のアルキレンオ
キサイドユニットを有するポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、ｔが１から
５までの整数であり且つＲｆ１、Ｒｆ２が同一であっても異なっていてもよく水素原子又
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は（Ｃ１－Ｃ４）アルキル基を表す (ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１Ｒｆ２基、を表すもの、
　　・ヒドロキシル基
　　・ｍが１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２

）ｍＯＨ、
　　・１級、２級、３級アミン
　　・４級アンモニウム
　　・Ｎ－ホルムアミド、Ｎ－アルキルホルムアミド、
　　・Ｎ－アセトアミド、Ｎ－アルキルアセトアミド、
　　・Ｎ－ピロリドニル、
　　・ＣＯＮＲｇ１Ｒｇ２であって、式中、Ｒｇ１及びＲｇ２は、同一であっても異なっ
ていてもよく水素原子、糖部分、特に４から１０のアルキレンオキサイドユニットを含む
ポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、双性イオン基、ｍが１から４の範囲内
である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨであるもの、
　　・ＣＯＯＲｈ又はＣＯＮＲｋＲｌであって、式中、Ｒｈが（Ｃ１－Ｃ５）アルキル基
、アルキルスルホン酸を表すか、又は水素原子でないという条件でＲｅ若しくはＲｇ１に
与えた意味の１つを有し、Ｒｋ及びＲｌは独立に、Ｒｈに与えた意味の１つを有し且つ更
にそのうちの１つが水素原子を表し得るもの；
－以下から選択される疎水性基：
　　・水素原子、
　　・ハロゲン原子、
　　・－ＣＯＮＨ（－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｍ１)(ＣＨ２ＯＲｍ２)(ＣＨ２ＯＲｍ３））基であ
って、式中、Ｒｍ１、Ｒｍ２、Ｒｍ３が独立に、３から５０の炭素原子を有する直鎖若し
くは分岐のアルキル、アルケニル若しくはアルキニル、Ｒｎ及びＲｏが３から５０の炭素
原子を有する直鎖若しくは分岐のアルキル、アルケニル若しくはアルキニル基であるアル
キルカルバモイル（Ｏ＝Ｃ－ＮＨ－Ｒｎ）若しくはアシル（Ｏ＝Ｃ－Ｒｏ）であるもの、
　　・ＣＯＯＲｐ、ＣＯＲｐ、ＣＯＳＲｐ、Ｃ－ＮＨ－Ｒｐ又はＣＯＮＲｑ１Ｒｑ２であ
って、式中、Ｒｐは３から５０の炭素原子を含む直鎖若しくは分岐及び／又は環状のアル
キル、アルキニル若しくはアルケニル基であり、且つＲｑ１及びＲｑ２は同一であっても
異なっていてもよくＲｐに与えた意味の１つを有し、更にそのいずれか１つが水素原子を
表し得るもの、
　　・－Ｒｒ、－ＯＲｒ、又は－ＳＲｒ基であって、式中、Ｒｒが３から５０の炭素原子
を含む直鎖若しくは分岐及び／又は環状のアルキル、アルケニル又はアルキニル基を表す
もの；或いは
－以下から選択される両親媒性基：
　　・アルキル基－(ＣＨ２）ｍ－Ｒｓであって、式中、ｍが６から２０の間であり、且
つＲｓがカルボン酸基、スルホン酸基、ホスホン酸基、硫酸基、リン酸基、双生イオン基
、アンモニウム基、ポリ(オキシエチレン) 基又は糖鎖などの親水性基であるもの、
　　・ポリ(オキシエチレン)－Ｏ－アルキル基（－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｍ－Ｒｔ）であっ
て、式中、Ｒｔが６から２０の炭素原子をもつ直鎖、分岐若しくは環状のアルキル、アル
ケニル、アルキニル基であるもの、
　　・ＣＯＯＲｕ、ＣｏＲｕ、ＣＯＳＲｕ、ＣＯＮＲｖＲｗ基で、式中、Ｒｕがポリ(オ
キシエチレン)－Ｏ－アルキル基（－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｍ－Ｒｔ）であって、Ｒｔが６か
ら２０の炭素原子を持つ直鎖、分岐又は環状のアルキル、アルケニル、アルキニル基であ
るもの、グリコシルアルキル基であって、式中、Ｒｖが水素原子若しくはＲｕに与えた意
味の１つを有し、式中、ＲｗがＲｕに与えた意味の１つを有するもの、
　　・－ＣＯＮＨ（－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｘ１)(ＣＨ２ＯＲｘ２)(ＣＨ２ＯＲｘ３）)基であっ
て、式中、Ｒｘ１、Ｒｘ２、Ｒｘ３の基のうち１つ若しくは２つが、Ｒｍ１、Ｒｍ２、Ｒ
ｍ３に与えた意味の１つを有し、且つこれらの基のうち１つ若しくは２つが、水素原子で
なく且つＲｄ１、Ｒｄ２、Ｒｄ３、Ｒｕに与えた意味の１つを有するもの、
　　・或いは、Ｒｘ１、Ｒｘ２、Ｒｘ３が同一又は異なり、且つそれらの基のうち少なく
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とも１つが水素原子でなく且つＲｕに与えた意味の１つを有するもの、
　ｎは２以上の整数であり、好ましくは２から１０の間、２から８の間、２から６の間、
２から４の間であり、ｎが３であることが有利である；
　Ｘ１からＸｎは、それぞれ該ユニットの割合
【００３０】
【数１】

【００３１】
を表し、ここで、Ｒｂｉが疎水性基若しくは両親媒性基である基の割合の合計対、Ｒｂｉ
が親水性基である基の割合の合計の比率は、
【００３２】

【数２】

【００３３】
で表され、０．２５から２．５の間；好ましくは０．２５から２の間；０．２５から１．
５の間；０．２５から１の間；或いはより好ましくは０．２５から０．５の間であり；且
つ平均分子量が５００から１００,０００の間、有利には１,０００から５０,０００の間
、２,０００から２５,０００の間、より有利には４,０００から１５,０００の間、６,０
００から１２,０００の間、そして好ましくは８,０００から１０,０００の間であり、更
に好ましくは９,０００から１０,０００ｇ．ｍｏｌ－１の間である。
【００３４】
　本発明において「陽イオン性対イオン」という用語は、Ｒ１がＣＯＯ－Ｍ＋である場合
、Ｒ１のＣＯＯ－基の負に帯電した酸素原子が持つ負電荷を中和可能な陽イオンに関する
。このような対イオンは、具体的には、アルカリ属陽イオンであり得る。
【００３５】
　本発明において「糖部分」という用語は、単糖類若しくはヘテロ又はホモ多糖類基に関
し、具体的には式（ＣｎＨ２ｎ－２Ｏｎ－１）ｍで表されるものがあるが、これらに限定
されない。ｍ＝１の場合、該単糖類は、グルコシル、ガラクトシル、マンノシル基などで
あり得る。ｍ＝２の場合、該二糖類は、マルトシル、ラクトシル、サッカロシル基などで
あり得る。
【００３６】
　本発明において「ポリオキシアルキレン」という用語は、式（ＣｎＨ２ｎＯ）ｍで表さ
れる基に関し、式中ｎが１から６の間の整数であり且つｍが２以上の整数であるものであ
る。具体的には、ｎ＝２の場合であるポリオキシエチレンが挙げられる。
【００３７】
　本発明において「双性イオン」という用語は、本発明によれば、一般式 －(ＣＨ２)ｎ
－Ｎ＋Ｒｙ１Ｒｙ２－(ＣＨ２）ｍ－ＣＯ２

－で表されるカルボキシベタイン基、一般式 
－(ＣＨ２)ｎ－Ｎ＋Ｒｚ１Ｒｚ２－(ＣＨ２)ｍ－ＳＯ３

－で表されるスルホベタイン基で
あって、Ｒｙ１、Ｒｙ２　Ｒｚ１及びＲｚ２が直鎖、分岐又は環状のアルキル、アルケニ
ル、アルキニル（alcyl）基であり、ｎが１以上の整数であり且つｍが２から４の範囲内
の整数であるものなどのような、正電荷と負電荷の両方を保有する基に関することを意図
する。
【００３８】
　本発明において「アルキルスルホン酸」という用語は、一般式 －(ＣＨ２）ｎ－ＳＯ３
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－Ｍ＋で表される基であって、Ｍ＋　が上記で定義されたものに関する。
【００３９】
　３から５０の炭素原子を含む直鎖若しくは分岐のアルキル、アルケニル若しくはアルキ
ニルに関する上記又は下記の全ての場合において、該直鎖若しくは分岐のアルキル、アル
ケニル若しくはアルキニル基は、３から４０、３から３０、３から２５、３から２０の炭
素原子を有すると有利であり、或いは３から１８の炭素原子を有するのが更に好ましい。
【００４０】
　該ビニルポリマーは、より詳細には、以下の式（II）で表されるものであると有利であ
る：
【００４１】
【化２】

【００４２】
式中、Ｒａ１、Ｒａ２及びＲａ３は、同一又は異なり、水素原子又はメチル基を表し；
Ｒｂ１は以下から選択される親水性基であり：
　　・Ｍ＋が陽イオン性の対イオンである、カルボン酸基－ＣＯＯ－Ｍ＋、スルホン酸基
－ＳＯ３

－Ｍ＋、又はホスホン酸基－ＰＯ３
－Ｍ＋、

　　・（Ｃ１－Ｃ５）アルキルカルボン酸基、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルスルホン酸基、又
は（Ｃ１－Ｃ５）アルキルホスホン酸基
　　・フェニルスルホン酸基
　　・ＣＯＮＲｃ１Ｒｃ２であって、式中、Ｒｃ１及びＲｃ２は同一であっても異なって
いてもよく、(－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｄ１)(ＣＨ２ＯＲｄ２)(ＣＨ２ＯＲｄ３））基を表し、Ｒ
ｄ１、Ｒｄ２及びＲｄ３は、独立に、水素原子、糖部分、特に４から１０のアルキレンオ
キサイドユニットを含むポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、双性イオン基
、ｍが１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍ
ＯＨ、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルカルボン酸基、（Ｃ１－Ｃ５）アルキルスルホン酸基、又
は（Ｃ１－Ｃ５）アルキルホスホン酸基、糖部分であるもの、
Ｒｂ２は：
－以下から選択される疎水性基：
　　・水素原子、
　　・ハロゲン原子、
　　・－ＣＯＮＨ（－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｍ１)(ＣＨ２ＯＲｍ２)(ＣＨ２ＯＲｍ３））基であ
って、式中、Ｒｍ１、Ｒｍ２、Ｒｍ３が独立に、３から５０の炭素原子を含む直鎖若しく
は分岐のアルキル、アルケニル若しくはアルキニル、Ｒｎ及びＲｏが３から５０の炭素原
子を含む直鎖若しくは分岐のアルキル、アルケニル若しくはアルキニル基であるアルキル
カルバモイル（Ｏ＝Ｃ－ＮＨ－Ｒｎ）若しくはアシル（Ｏ＝Ｃ－Ｒｏ）であるもの、
　　・ＣＯＯＲｐ、ＣＯＲｐ、ＣＳＲｐ、Ｃ－ＮＨ－Ｒｐ又はＣＯＮＲｑ１Ｒｑ２であっ
て、式中、Ｒｐは３から５０の炭素原子を含む直鎖若しくは分岐及び／又は環状のアルキ
ル、アルキニル若しくはアルケニル基であり、且つＲｑ１及びＲｑ２は同一であっても異
なっていてもよくＲｐに与えた意味の１つを有し、更にそのいずれか１つが水素原子を表
し得るもの、
　　・－Ｒｒ、－ＯＲｒ、又は－ＳＲｒ基であって、式中、Ｒｒが３から５０の炭素原子
を含む直鎖若しくは分岐及び／又は環状のアルキル、アルケニル又はアルキニル基を表す
もの；或いは
－以下から選択される両親媒性基：
　　・アルキル基－(ＣＨ２）ｍ－Ｒｓであって、式中、ｍが６から２０の間であり、Ｒ
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ｓがカルボン酸基、スルホン酸基、ホスホン酸基、硫酸基、リン酸基、双生イオン基、ア
ンモニウム基、ポリ(オキシエチレン) 基、糖鎖などの親水性基であるもの、
　　・ポリ(オキシエチレン)－Ｏ－アルキル基（－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｍ－Ｒｔ）であっ
て、式中、Ｒｔが６から２０の炭素原子を持つ直鎖、分岐若しくは環状のアルキル、アル
ケニル、アルキニル基であるもの、
　　・ＣＯＯＲｕ、ＣＯＲｕ、ＣＯＳＲｕ、ＣＯＮＲｖＲｗ基であって、式中、Ｒｕがポ
リ(オキシエチレン)－Ｏ－アルキル基（－(ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｍ－Ｒｔ）であって、Ｒｔ
が６から２０の炭素原子を持つ直鎖、分岐若しくは環状のアルキル、アルケニル、アルキ
ニル基であるもの、グリコシルアルキル基であって、式中、Ｒｖが水素原子を表すか若し
くはＲｕに与えた意味の１つを有するものであって、式中、ＲｗがＲｕに与えた意味の１
つを有するもの、
　　・－ＣＯＮＨ（－Ｃ(ＣＨ２ＯＲｘ１)(ＣＨ２ＯＲｘ２)(ＣＨ２ＯＲｘ３）)基であっ
て、式中、Ｒｘ１、Ｒｘ２、Ｒｘ３の基のうち１つ若しくは２つが、Ｒｍ１、Ｒｍ２、Ｒ
ｍ３に与えた意味の１つを有し、且つこれらの基のうち１つ若しくは２つが、水素原子で
なく且つＲｄ１、Ｒｄ２、Ｒｄ３、Ｒｕに与えた意味の１つを有するもの、
　　　或いは、Ｒｘ１、Ｒｘ２、Ｒｘ３が同一又は異なり、且つそれらの基のうち少なく
とも１つが水素原子でなく且つＲｕに与えた意味の１つを有するものであり、
－Ｒｂ３は以下から選択される親水性基であり：
　　・ＣＯＯＲｅであって、式中、Ｒｅが、糖部分、ｍが１から４の範囲内である１級、
２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、特に４から１０のアルキレンオ
キサイドユニットを有するポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、ｔが１から
５までの整数であり且つＲｆ１、Ｒｆ２が同一であっても異なっていてもよく水素原子又
は（Ｃ１－Ｃ４）アルキル基を表す (ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１Ｒｆ２基、
　　・ヒドロキシル基
　　・ｍが１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２

）ｍＯＨ、
　　・１級、２級、３級アミン
　　・４級アンモニウム
　　・Ｎ－ホルムアミド、Ｎ－アルキルホルムアミド、
　　・Ｎ－アセトアミド、Ｎ－アルキルアセトアミド、
　　・Ｎ－ピロリドニル、
　　・ＣＯＮＲｇ１Ｒｇ２であって、式中、Ｒｇ１及びＲｇ２が、同一であっても異なっ
ていてもよく水素原子、糖部分、特に４から１０のアルキレンオキサイドユニットを含む
ポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、双性イオン基、ｍが１から４（Ｒ３）
の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨであるもの
、
　　・ＣＯＯＲｈ又はＣＯＮＲｋＲｌであって、式中、Ｒｈが（Ｃ１－Ｃ５）アルキル基
、アルキルスルホン酸を表すか、又は水素原子でないという条件でＲｅ若しくはＲｇ１に
与えた意味の１つを有し、Ｒｋ及びＲｌは独立に、Ｒｈに与えた意味の１つを有し且つ更
にそのうちの１つが水素原子を表し得るもの；
【００４３】
ｘ１、ｘ２、ｘ３は、それぞれ該ユニットの割合を表し、ここで、
　－ｘ１が２０から９０％の間
　－ｘ２が１０から８０％の間
　－ｘ３が　０から６０％の間であり、且つ
　－ｘ２／ｘ１＋ｘ３が、０．２５から２．５の間；好ましくは０．２５から２の間；０
．２５から１．５の間；０．２５から１の間；或いはより好ましくは０．２５から０．５
の間であり；且つ
平均分子量が５００から１００,０００の間、有利には１,０００から５０,０００の間、
２,０００から２５,０００の間、より有利には４,０００から１５,０００の間、６,００
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０から１２,０００の間、そして好ましくは８,０００から１０,０００の間であり、更に
好ましくは９,０００から１０,０００ｇ．ｍｏｌ－１の間である。
【００４４】
　式（II）で表される両親媒性ビニルポリマーにおいては、以下が有利である：
Ｒａ１、Ｒａ２及びＲａ３は同一又は異なり、水素原子、又はメチル基を表し；
Ｒｂ１は、Ｍ＋　が陽イオン性の対イオンであるカルボン酸基ＣＯＯ－Ｍ＋　を表し；
Ｒｂ２はＣＯＮＲｑ１Ｒｑ２であって、式中、Ｒｑ１及びＲｑ２は独立に、３から５０の
炭素原子を含む直鎖若しくは分岐及び／又は環状のアルキル、アルキニル又はアルケニル
基を表し、更にそのいずれか１つが水素原子を表し得；
Ｒｂ３は、ＣＯＮＲｋＲｌであって、式中、Ｒｋ及びＲｌは独立に、（Ｃ１－Ｃ５）アル
キル基、アルキルスルホン酸、糖部分、ｍが１から４の範囲内である１級、２級、又は３
級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、特に４から１０のアルキレンオキサイドユニ
ットを有するポリオキシエチレンなどのポリオキシアルキレン、双性イオン基、ｔが１か
ら５までの整数であり且つＲｆ１、Ｒｆ２が同一又は異なり水素原子又は（Ｃ１－Ｃ４）
アルキル基を表し、更にＲｋ及びＲｌのいずれか１つが水素原子を表し得るものである (
ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１Ｒｆ２基であるもの、を表す。
【００４５】
　より詳細には、式（II）で表されるビニルポリマーの特に有利な実施態様においては：
Ｒａ１、Ｒａ２及びＲａ３は同一又は異なり、水素原子、又はメチル基を表し；
Ｒｂ１は、Ｍ＋　がＮａ＋　又はＫ＋　であるＣＯＯ－Ｍ＋　を表し；
Ｒｂ２はＣＯＮＲｑ１Ｒｑ２を表し、Ｒｑ１はｎ－オクチル、Ｒｑ２はＨであり；
ｘ１が７０から８０％の間、ｘ２が２０から３０％の間、且つｘ３が０％であり；且つ
平均分子量が２,０００から５０,０００ｇ．ｍｏｌ－１の間である。
【００４６】
　式（II）で表されるビニルポリマーの、特に有利な別の実施態様においては：
Ｒａ１、Ｒａ２及びＲａ３は同一又は異なり、水素原子、又はメチル基を表し；
Ｒｂ１は、Ｍ＋　が陽イオン性の対イオンであるＣＯＯ－Ｍ＋　を表し；
Ｒｂ２はＣＯＮＲｑ１Ｒｑ２を表し、Ｒｑ１はｎ－オクチル、Ｒｑ２はＨであり；
Ｒｂ３は、上記式（II）にて定義のとおり、即ち、ＣＯＮＲｋＲｌであって、式中、Ｒｋ
及びＲｌは独立に、（Ｃ１－Ｃ５）アルキル基、アルキルスルホン酸、糖部分、ｍが１か
ら４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、特に
４から１０のアルキレンオキサイドユニットを有するポリオキシエチレンなどのポリオキ
シアルキレン、双性イオン基、ｔが１から５までの整数であり且つＲｆ１、Ｒｆ２が同一
又は異なり水素原子又は（Ｃ１－Ｃ４）アルキル基を表し、更にＲｋ及びＲｌのいずれか
１つが水素原子を表し得るものである (ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１Ｒｆ２基であるもの、を表
し；
ｘ１が３０から４０％の間、ｘ２が２０から３０％の間、且つｘ３が３０から５０％の間
であり；且つ
平均分子量が２,０００から５０,０００ｇ．ｍｏｌ－１の間である。
【００４７】
　別の実施態様においては、該両親媒性分子は、両親媒性ポリペプチド型の両親媒性ポリ
マー、即ち、両親媒性アミノ酸ポリマーである。両親媒性であるためには、ポリペプチド
は、疎水性アミノ酸と親水性アミノ酸の混合物を、上記量含んでいなければならない。或
いは親水性ペプチドを、疎水性側鎖をグラフトすることによって修飾し、それによって両
親媒性の特徴を備えさせることができる。
【００４８】
　更なる実施態様においては、該両親媒性分子は、両親媒性多糖類型の両親媒性ポリマー
である。本明細書において「多糖類」という用語は、多くの単糖類から構成されるポリマ
ーを意味し、ここで「単糖類」は単純な炭水化物を意味する。
【００４９】
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　更なる実施態様においては、該両親媒性分子は、両親媒性デンドリマー型の両親媒性ポ
リマーである。「デンドリマー」という用語は、少なくとも３つの反応部位を有する分岐
モノマーを加え、それにより通常の樹枝状構造を与えることを含む反復過程によって構築
された通常の分岐構造を有する、樹枝状ポリマーに関する。更に、両親媒性であるために
は、デンドリマーは、親水性基を含むいくつかのユニットと、疎水性側鎖を含む他のユニ
ットから構成されるべきである。
【００５０】
　本発明の上記の任意の製品の有利な実施態様において、該担体は、固体担体である。事
実、この特定の実施態様は、特に、膜タンパク質を保有するチップ、膜タンパク質でコー
トされたビーズ、膜タンパク質でコートされた膜、膜タンパク質でコートされた繊維若し
くはナノチューブの提供などの多くの適用に有利である。従って該固体担体は、チップ、
ビーズ、多孔質膜若しくは非多孔質膜、繊維又はナノチューブから選択するのが好ましい
。
【００５１】
　「チップ」という用語は、核酸又はタンパク質などの生体分子をグラフト可能な表面を
有する固形材料の小板又はスライドに関する。
【００５２】
　「ビーズ」という用語は、球形、例えば球体の粒子に関する。そのようなビーズは適用
のために必要であれば、任意の有用な特性を更に有していて良く、例えば、ビーズが含ま
れる溶媒から容易に分離するため磁気ビーズとしてもよい。
【００５３】
　「多孔質膜」という用語は、多孔性且つ柔軟な材料の薄層であって、材料の孔サイズに
より、設定値よりも小さいサイズを有する分子を通過させ、それより大きいサイズを有す
る分子を遮断するものに関する。
【００５４】
　「非多孔質膜」という用語は、柔軟な材料の薄層であって、任意で、表面を数倍に増加
させるよう薄チューブの束、多層性構造又は他のデバイスの形をしているものに関する。
【００５５】
　「繊維」という用語は、ユニットのフィラメント様の編成に関し、一般に束の形である
。繊維は、「天然」、即ち天然に存在するものであっても、「化学的」、即ち人工的に作
製されたものであってもよい。天然繊維の例としては、綿、リネン、麻、ラミー、ジュー
ト、マニラアサ、アフリカハネガヤ、カポック、ヤシ、エニシダ、ヘニケン、ケナフ、リ
ュウゼツラン、サイザル麻、竹などの植物繊維、羊毛、アルパカ、ラクダ、カシミヤ、野
生ラマ、アンゴラウサギ、モヘア、ビクーニャ羊毛、ヤク、絹などの動物繊維、並びにア
スベストなどの鉱物由来繊維が挙げられる。化学繊維の例としては、ビスコース、キュプ
ラ、モダールなどの植物セルロース由来の人工繊維、アルギン酸塩などの非セルロース由
来の人工繊維、キチンなどの動物由来繊維、ポリアミド、ポリエステル、クロロ繊維、ア
クリル、モドアクリル、ポリプロピレン、エラストジエン、エラスタン、ポリウレタン、
ビニラールなどの有機物由来の合成繊維、並びにアラミド、ガラス、織物などの鉱物由来
の合成繊維が挙げられる。
【００５６】
　「ナノチューブ」という用語は、いくつかの材料、特に炭素及び窒化ホウ素から得られ
た、空洞、チューブ状の形状を有し、多角形、特に五角形、六角形及び／又は七角形など
の形に定分布された原子から成る、特定の結晶構造に関する。各種のナノチューブ、特に
カーボンナノチューブは、当業者に周知である。
【００５７】
　本発明の上記の任意の製品の別の実施態様においては、担体は、ポリマー、デンドリマ
ー、小胞又はミセルから選択される、可溶性高分子又は粒子である。
【００５８】
　「小胞」という用語は、外部環境から隔離された1つ（又は複数）の水性の内部空洞（
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単数又は複数）を決定する、1つ（又は複数）の閉じた二重層（単数又は複数）又は膜（
単数又は複数）から成る、両親媒性分子の集合体に関する。
【００５９】
　「ミセル」という用語は、親水性の極性頭部を溶媒側へ向け、疎水性鎖を内部へ向けた
、球状、円盤状又は直線状の分子凝集体に関する。
【００６０】
　いかなる担体であっても、後者は、上記両親媒性分子と相互作用し、該担体と、該両親
媒性分子と複合体形成した該膜タンパク質との間に、結合を形成するはずである。該担体
と該両親媒性分子との間には、種々の形式の結合が形成され得る。
【００６１】
　従って、本発明の上記の任意の製品の１つの実施態様としては、両親媒性分子の担体上
への付着は、疎水結合、イオン結合、両親媒性分子中の少なくとも1つの官能基と担体表
面の少なくとも1つの官能基との間の特異的な受容体－リガンド結合、又は両親媒性分子
中の少なくとも1つの反応性官能基と担体表面の少なくとも1つの反応性官能基との間の共
有結合により、媒介される。
【００６２】
　事実、両親媒性分子は多くの疎水性側鎖を有するため、これらの側鎖のいくつかは、疎
水性材料で作られているか、或いは、例えばアルキル基（例えばオクチル基又はステアリ
ル基）のような疎水性基でコーティングされているか（シリカ、ガラス、クォーツ若しく
は樹脂、又はｎが４から３０の間であるＣｎ－グラフトされた他の担体）の如何に関わら
ず、それ自体が疎水性である担体と、相互作用することができる。
【００６３】
　或いは、担体と両親媒性分子との間の結合は、両親媒性分子中の荷電基と担体における
荷電基との間でのイオン結合であってもよい。例えば、両親媒性分子が上記の式（II）で
表される任意のビニルポリマーである場合には、該ビニルポリマー中のＣＯ２

－基は、担
体上に位置する正荷電基と、自然に、又は担体の処理後に、若しくは（例えばＱＡＥポリ
オシド（polyoside）などの陰イオン樹脂の合成に使用される４級アンモニウム基などの
）正荷電基を担体にグラフト後に、イオン結合を形成し得る。
【００６４】
　両親媒性分子に担体を結合させる代替法は、両親媒性分子中の少なくとも1つの基と担
体表面の少なくとも1つの分子との間の特異的な受容体－リガンド結合、又はその逆のリ
ガンド－受容体結合から成る。事実この受容体－リガンド型、即ち特異的に互いと相互に
作用し得る分子ペアは、多く存在する。よって受容体－リガンド分子ペアの第１の半分を
代表する１つ以上の官能基を両親媒性分子にグラフトし、且つ受容体－リガンド分子ペア
の第２の半分を代表する１つ以上の官能基を、任意の手段により担体上にグラフト、吸着
、又は付着させることにより、担体と両親媒性分子との間で特異的結合を形成し得る。
【００６５】
　従って、本発明の上記の任意の製品の１つの有利な実施態様においては、製品は以下の
特徴を有する：
ａ）該両親媒性分子が、受容体－リガンド分子ペアの第１の半分を与える少なくとも1つ
の官能基を更に含み、
ｂ）該担体が、該受容体－リガンド分子ペアの第２の半分を与える、担体表面に付着した
少なくとも1つの官能基を更に含み、且つ
ｃ）該担体上への該両親媒性分子の付着が、該両親媒性分子の該官能基（単数又は複数）
と該担体に付着した該官能基（単数又は複数）との間の、特異的な受容体－リガンド結合
を通して媒介される。
【００６６】
　上記に示すとおり、互いに特異的に相互作用し得る受容体－リガンド型の分子ペアは、
多く存在する。例えば本発明の製品に適したペア（両親媒性分子中の官能基／担体に付着
した官能基）であって、担体と両親媒性分子との間の相互作用が特異的な受容体－リガン
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ド結合により媒介されるものは、アフィニティクロマトグラフィーにて慣用的に使用され
るペアから選択し得、とりわけ以下から選択し得る：
　－酵素－基質型の相互作用を伴うペアは、当該基質に高い親和性を有するタンパク質に
より認識される小分子から成り、以下のペアなどである:
（ビオチン／アビジン）、（グルタチオン／グルタチオンＳ－転移酵素、グルタチオン－
結合タンパク質若しくはグルタチオンＳ－転移酵素を含む融合タンパク質）、（カルモジ
ュリン／ＡＴＰアーゼ、プロテインキナーゼ、ホスホジエステラーゼ若しくは神経伝達物
質)、（Ｌ－アルギニン若しくはｐ－アミノベンズアミジン／セリンプロテアーゼ）、（
Ｌ－リジン／プラスミノーゲン（及びアクチベーター）若しくはｒＲＮＡ）、（ＡＭＰ、
ＡＤＰ若しくはＡＴＰ／酵素補因子）、（レクチン／グルカンタンパク質、糖脂質（gluc
olipid）若しくは多糖類）、（へパリン／成長因子及び凝固因子、ステロイド受容体、エ
ンドヌクレアーゼ、リポタンパク質若しくはリパーゼ)、又は (シバクロンブルー（登録
商標）／ＮＡＤ若しくはＮＡＤＰ酵素補因子、アルブミン、凝固因子若しくはインターフ
ェロン)、並びにそれらに対応する逆のペア。
　－(抗原/抗体)若しくは（ハプテン／抗体）型、又はその逆の（抗体／抗原）若しくは
（抗体／ハプテン）型、
　－（ニトリロ三酢酸(ＮＴＡ)／遷移金属）、（ＥＤＴＡ／遷移金属）などのように、遷
移金属のキレート化を伴う基から成る、キレート化型の相互作用を伴うペア、
　－（核酸／相補的核酸）型のペア、特に（オリゴヌクレオチド／相補的なオリゴヌクレ
オチド）型のペア、並びに
　－（フェニルボロン酸（ＡＰＢ）／サリチルヒドロキサム酸 (ＡＳＨ)）型のアフィニ
ティーペア。
【００６７】
　前記ペア（両親媒性分子中の官能基／担体に付着した官能基）は、(ビオチン/アビジン
)、（アビジン／ビオチン）、（グルタチオン／グルタチオンＳ－転移酵素）、（グルタ
チオン／Ｓ－転移酵素グルタチオン(glutathion/S-transferase glutathion)）、（抗原
／抗体）、（ハプテン／抗体）、（抗体／抗原）、（抗体／ハプテン）、（オリゴヌクレ
オチド／相補的なオリゴヌクレオチド）から選択すると有利である。
【００６８】
　従って本発明の製品であって、両親媒性分子と担体が両親媒性分子中の官能基（単数又
は複数）と、担体に付着した官能基（単数又は複数）との間の特異的な受容体－リガンド
結合を通して結合するものにおいては、両親媒性分子として、上記で一般的に定義された
ように式（I）又は（II）で表されるビニルポリマー、或いは、式（I）又は（II）で表さ
れる上記のポリマーの有利な実施態様として提供されるビニルポリマーであって、以下の
式で表されるモノマーを０から４％の間の割合で更に含むビニルポリマーを使用すること
が、とりわけ有利である。
【００６９】
【化３】

【００７０】
式中：
　Ｒａａは、水素原子又はメチル基であり；
　Ｒｂｂは、ＣＯＯＲｃｃ、又は－ＣＯＳＲｃｃ若しくは－ＣＯＲｃｃ若しくはＣＯＮＲ
ｃｃＲｄｄ基を表し、
式中、
　Ｒｃｃは、該受容体－リガンドペアの第１の半分を与える両親媒性分子中の官能基を表
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し、且つ、
　Ｒｄｄは、（Ｃ１－Ｃ５）アルキル基、アルキルスルホン酸、水素原子、糖部分、ｍが
１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、
特に４から１０のアルキレンオキサイドユニットを有するポリオキシエチレンなどのポリ
オキシアルキレン、双性イオン基、ｔが１から５までの整数であり且つＲｆ１、Ｒｆ２が
同一又は異なり、水素原子又は（Ｃ１－Ｃ４）アルキル基である (ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１
Ｒｆ２基を表す。
【００７１】
　これらの特に有利な製品においては、該ペア（両親媒性分子中の官能基／担体に付着し
た官能基）は、上記のものから選択するのが有利である。
【００７２】
　最後に、両親媒性分子の少なくとも1つの反応性官能基と担体中の少なくとも1つの反応
性官能基との間での共有結合により、担体上に両親媒性分子を付着させることも想定し得
る（１２－１５）。従って、両親媒性分子に1つ以上の官能基がグラフトされ、且つ該両
親媒性分子の1つ以上の基と化学的に反応可能である１つ以上の官能基が担体上に任意の
手段により吸着若しくはグラフトされる場合、担体と両親媒性分子との間で共有結合を形
成するのに好適な条件下で、種々の官能基を共に化学反応させることが想定され得る。好
適な条件下で共有結合を形成可能である両親媒性分子中の反応性官能基及び担体中の反応
性官能基に関しては、従って、「化学反応性ペア」と呼ぶ。
【００７３】
　従って、本発明の上記の任意の製品の１つの有利な実施態様においては、製品は以下の
特徴を有する：
ａ）該両親媒性分子が、化学反応性ペアの第１の半分を与える少なくとも1つの官能基を
更に含み、
ｂ）該担体が、該化学反応性ペアの第２の半分を与える、担体表面に付着した少なくとも
1つの官能基を更に含み、且つ
ｃ）該担体上への該両親媒性分子の付着が、該両親媒性分子の官能基（単数又は複数）と
該担体に付着した官能基（単数又は複数）を化学反応させることにより行われる。
【００７４】
　例として、表面でキノン誘導体を吸着させることを含む、高い選択性を有することが知
られている方法の使用が想定され得、我々の実験と適合する特定の条件下では、このキノ
ン誘導体は両親媒性分子に付着したシクロペンタジエニル基とディールス－アルダー機構
を通して自発的に反応する。結果として起こる結合は共有結合である。
【００７５】
　また、表面にアジド基（Ｎ３）を有する担体と、アルキニル基（三重結合）を有する両
親媒性ポリマーとの間での、同じタイプの選択性反応が想定され得る。
【００７６】
　また、担体の表面に付着したカルボニル官能基（又はアルコキシルアミン基）に関して
高い選択性で縮合可能なアルコキシルアミン基（又はカルボニル基）で、両親媒性分子に
官能性を持たせることも想定し得る。結果として起こる結合(アルコキシルイミン)は共有
結合である。
【００７７】
　従って本発明の製品であって、両親媒性分子と担体が、両親媒性分子中の反応性官能基
（単数又は複数）と担体に付着した反応性官能基（単数又は複数）を通して共有結合して
いるものにおいては、両親媒性分子として、上記で一般的に定義されたように式（I）又
は（II）で表されるビニルポリマー、或いは、式（I）又は（II）で表される上記のポリ
マーの有利な実施態様として提供されるビニルポリマーであって、以下の式で表されるモ
ノマーを０から４％の間の割合で更に含むビニルポリマーを使用することが、とりわけ有
利である。
【００７８】
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【化４】

【００７９】
式中：
　Ｒａａａは、水素原子又はメチル基であり；
　Ｒｂｂｂは、ＣＯＯＲｃｃｃ、又は－ＣＯＳＲｃｃｃ若しくは－ＣＯＲｃｃｃ若しくは
ＣＯＮＲｃｃｃＲｄｄｄ基を表し、
式中、
　Ｒｃｃｃは、化学反応性ペアの第１の半分を与える両親媒性分子中の反応性官能基を表
し、且つ、
　Ｒｄｄは、（Ｃ１－Ｃ５）アルキル基、アルキルスルホン酸、水素原子、糖部分、ｍが
１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、
特に４から１０のアルキレンオキサイドユニットを有するポリオキシエチレンなどのポリ
オキシアルキレン、双性イオン基、ｔが１から５までの整数であり且つＲｆ１、Ｒｆ２が
同一又は異なり、水素原子又は（Ｃ１－Ｃ４）アルキル基を表す (ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１
Ｒｆ２基を表す。
【００８０】
　これらの特に有利な製品においては、該ペア（両親媒性分子中の反応性官能基／担体に
付着した反応性官能基）は、上記のものから選択するのが有利である。
【００８１】
　上記の本発明の製品は、該両親媒性分子により、任意の膜タンパク質を、その表面に付
着していてもよい。本発明が与える大きな利点の１つは、任意の膜タンパク質を、その構
造、機能の如何に関わらず、また公知か未知かに関わらず、本発明の製品の形で、担体上
に固定し得ることである。実施態様のいくつかにおいては、担体表面に固定された１つ以
上の膜タンパク質（単数又は複数）は、抗原、抗体、酵素、細胞受容体、イオンチャネル
、又は、ウイルス、細菌若しくは真核生物由来の膜タンパク質から選択される。担体表面
に固定された1つ以上の膜タンパク質（単数又は複数）は、本発明の製品の必要な最終用
途に応じて選択してよい。
【００８２】
　本発明は、以下の工程を含む、上記の本発明の製品の製造方法にも関する：
ａ）上記の任意の実施態様における、少なくとも１つの膜タンパク質、担体、及び両親媒
性分子を提供し、
ｂ）該両親媒性分子と該膜タンパク質との間で複合体を形成させ、且つ
ｃ）該複合体の該両親媒性分子を、疎水結合、イオン結合、該両親媒性分子中の少なくと
も１つの官能基と該担体表面の少なくとも１つの官能基の間での特異的な受容体－リガン
ド結合、又は該両親媒性分子中の少なくとも１つの反応性官能基と該担体表面の少なくと
も１つの反応性官能基との間での共有結合により、該担体へ付着させる。
【００８３】
　例えば、両親媒性分子と膜タンパク質との間での複合体の形成（工程Ｂ）は、以下のよ
うに行うことができる（７－１０）：
　－界面活性剤により臨界ミセル濃度よりも高濃度において可溶化した膜タンパク質（単
数又は複数）の溶液に、タンパク質の重量の０．５から１０倍の重量の両親媒性分子を加
える。
　－４℃で１５分インキュベート後、バイオビーズ（Bio-beads）（登録商標）上での吸
着、若しくは透析、又は界面活性剤の臨界ミセル濃度より低濃度に希釈後に界面活性剤は
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通すがタンパク質は通さない濾過システム（例えばセントリコン（登録商標）方式又はア
ミコン（登録商標）方式）での調製物の濃縮、或いは、界面活性剤を沈殿させる、などに
より、界面活性剤を除去する。界面活性剤を完全に取り除くため、これらの工程のいくつ
かを連続して行っても良い。
　－次いでこの段階で、使用するタンパク質の性質及びサイズに応じて、ショ糖勾配によ
って調製物を遠心分離することにより、又は分子ふるい若しくはアフィニティー・カラム
で両親媒性分子と複合体を分離することにより、複合体を洗浄し、過量の両親媒性分子を
取り除くことができる。
　－或いは、膜タンパク質（単数又は複数）／両親媒性分子の複合体の形成は、開始調製
物（生体膜、封入体など）から、任意で界面活性剤の存在を助けとしてタンパク質の直接
抽出、再変性の過程での捕獲、無細胞合成などの、他の種々の経路によっても行える。
【００８４】
　該複合体の両親媒性分子の担体への付着（工程ｃ）には、種々の方法がある：従って、
例えば固体担体の場合は、両親媒性分子と担体との相互作用を形成する最適条件下であれ
ば(例えばアビジン／ビオチン相互作用に関しては、ＮａＣｌ、ｐＨ＝７．４緩衝液中)、
該膜タンパク質（単数又は複数）－両親媒性分子複合体の溶液を、担体上に堆積させても
よい:インキュベーション時間は、担体の性質及び選択した両親媒性分子／担体の相互作
用のタイプの両方に依存する。
【００８５】
　上記の方法により得られた本発明の製品は、とりわけ診断、薬物設計、又はバイオテク
ノロジーにおいて、多くの適用可能性を有する。
【００８６】
　従って本発明は特に、生物試料中における少なくとも１つの膜タンパク質に対するリガ
ンドの存否の検出のための、担体及びその表面に付着した少なくとも１つの該膜タンパク
質を含む本発明の製品の使用に関する。
【００８７】
　「生体サンプル」という用語は、生物学的な物質を含む任意のタイプのサンプルに関す
る。具体的には、そのような生物試料は、血液サンプル、リンパサンプル、血清サンプル
、尿サンプル、糞便サンプル、唾液サンプル、組織サンプル、又はバイオプシーなどから
選択し得る。サンプルは任意の生物から得ることができ、特に人間、動物、微生物、ウイ
ルス又は植物から得ることができる。興味の対象となる生物から収集した生サンプルは、
次に続くアッセイ法にて許容されるように処理してよい。これは、検出すべき分子がサン
プル中で直接利用可能である場合は、該当しない。逆に、検出すべき分子がサンプル中で
直接利用可能でない場合は、利用可能にするために、当該サンプルを処理しなければなら
ない。例えばサンプルが、溶解していない細胞を含んでおり、検出すべきリガンドがそれ
自体膜様であるなら、直接検出可能なリガンドが細胞表面にあるような細胞溶液を与える
ように該サンプルを処理してよい。もし検出すべきリガンドが細胞内分子であるならば、
リガンドを直接利用できるように該サンプルを処理しなければならない。例えば、検出す
べきリガンドが細胞内タンパク質である場合は、生物試料から該タンパク質を抽出するた
めに、当業者に周知の多くの技術がある。検出すべきリガンドが核酸である場合も、生物
試料から核酸を抽出するために、やはり当業者に周知の多くの技術がある。脂質や糖類の
ような他のタイプのリガンド類の場合も同様である。
【００８８】
　生物試料中の膜タンパク質リガンドの存否の検出は、当業者に公知の種々の技術により
行うことができる。例えば、アッセイ用担体としてのチップと循環分子との間の相互作用
に起因する表面プラズモン共鳴の変化を連続観察することにより、循環分子と１以上の固
定された分子(単数又は複数)との間の相互作用の検出及びリアルタイム・モニタリングを
可能にする表面プラズモン共鳴法の技術を使用して、膜タンパク質に結合したリガンドを
検出することができる。とはいえ固定化膜タンパク質へのリガンド結合の検出は、他の技
術によっても可能である。具体的には、その存否を検査したリガンドが既知であれば、周
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知のＥＬＩＳＡ－型の技術を使用可能であり、膜タンパク質に付着した該リガンドは、こ
のリガンドに特異的に結合する第三の分子（例えば特異的抗体、又は該リガンドが同時に
いくつかの膜タンパク質と結合可能であれば、可溶型の第二の膜タンパク質）により検出
され、この第三の分子は、蛍光発光、酵素反応、その放射能、又はこのタイプの技術にて
慣用される任意の他の手段によって、検出可能である。
【００８９】
　より詳細には、生物試料中における、前記の少なくとも１つの膜タンパク質のリガンド
の存否を検出するための本発明の製品の使用は、生物試料中の膜タンパク質リガンドの存
否の診断に適用が可能である。とりわけ該少なくとも１つの膜タンパク質が病原体の膜抗
原である場合には、担体及びその表面に上記のように付着した該病原体の膜抗原を含む本
発明の製品は、対象の血清中で該抗原に対して産生された抗体の存否を検出することによ
り、その対象における該病原体への曝露の存否を診断するのに使用することができる。従
って、このような使用の有利な実施態様においては、前記の少なくとも１つの膜タンパク
質は、病原体の膜抗原であり、該生物試料は、血清サンプルであり、且つ検出すべき該リ
ガンドは、該抗原に対して産生された抗体である。
【００９０】
　また本発明は、前記の少なくとも１つの膜タンパク質のリガンドを化合物バンクからス
クリーニングするための、担体及びその表面に上記のように付着した少なくとも1個の膜
タンパク質を含む本発明の製品の使用にも関する。
【００９１】
　事実、このような使用は、治療標的を与える膜タンパク質の薬理学においては、非常に
有用である。新規に同定された各々の膜標的に対し、一般に、問題とされる標的の種々の
アゴニスト若しくはアンタゴニスト、潜在的な薬物候補となるリガンドを同定するため、
化合物ライブラリーのスクリーニングが行われ、これらの候補が、次にその効果と非毒性
において最適化される。
【００９２】
　上記に示すように、そういった適用のための本発明の製品の利点は、担体に固定された
膜タンパク質が、両親媒性分子と複合体形成している故に水溶液中で完全に可溶性であり
、且つそれらの天然の立体構造で生化学的に安定化されていることである。従って水性溶
媒にて、該膜タンパク質の天然の構造を保ちながらの検出が可能であり、従って単に結合
の検出方法を単純化するのみならず、検査している膜タンパク質が確実に天然状態にあり
、従って生体内と同様に、同一の化合物に、同一の親和性をもって結合し得ることを確実
にすることを可能とする。
【００９３】
　この場合においては、膜タンパク質へのリガンドの結合を検出するため、上記の技術の
他にも、蛍光、比色分析又は任意の他のタイプの検出方法により直接検出可能な、試験化
合物を使用することができる。
【００９４】
　更に本発明は、担体及びその表面に上記のように付着した少なくとも１つの膜タンパク
質を含む本発明の製品であって、該少なくとも１つのタンパク質が酵素であり該酵素の基
質を制御条件下で変換させるものの使用に関する。事実、本発明の製品は、具体的には、
機能性膜、即ち本発明の方法により概ね通常の酵素分布がもたらされている膜酵素の「芝
生」が固定された膜、であり得る。事実これにより、特に膜酵素基質溶液を、このように
機能化された膜を通して単に溶液を濾過することにより、又は本発明に従い膜酵素が付着
されている内部表面を有するチューブの束を通して溶液を送ることにより、この基質上の
酵素反応後に生成される生成物の溶液に変換することを可能とする。
【００９５】
　一般に本発明は、界面活性剤なしで若しくは臨界ミセル濃度（ＣＭＣ）よりも低い界面
活性剤濃度下で、且つ膜タンパク質が生化学的に安定な条件下で、任意の膜タンパク質の
担体上への固定に両親媒性分子を使用することを伴う原理に関する。
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【００９６】
　従って本発明はまた、担体及び両親媒性分子を含む上記の本発明の製品の製造方法を実
行するためのキットであって、該両親媒性分子と該担体が、疎水結合、イオン結合、両親
媒性分子中の少なくとも1つの官能基と担体表面の少なくとも1つの官能基との間の特異的
な受容体－リガンド結合、又は、両親媒性分子中の少なくとも1つの反応性官能基と担体
表面の少なくとも1つの反応性官能基との間の共有結合を通して相互作用することを特徴
とする、キットに関する。該担体及び該両親媒性分子は、キットの両部分即ち該担体及び
該両親媒性分子が、疎水結合、イオン結合、両親媒性分子中の少なくとも1つの官能基と
担体表面の少なくとも1つの官能基との間の特異的な受容体－リガンド結合、又は、両親
媒性分子中の少なくとも1つの反応性官能基と担体表面の少なくとも1つの反応性官能基と
の間の共有結合を通して相互作用するものであれば、上記の任意の担体及び両親媒性分子
であってよい。
【００９７】
　本発明のそのようなキットの１つの有利な実施態様においては、該担体及び該両親媒性
分子は、該両親媒性分子中の少なくとも1つの官能基と該担体表面の少なくとも1つの官能
基との間の特異的な受容体－リガンド結合を通して、相互作用する。より詳細には、該キ
ットは以下のような特徴であることが好ましい：
ａ）該両親媒性分子が受容体－リガンド分子ペアの第１の半分を与える少なくとも1つの
官能基を更に含み、
ｂ）該担体が、該受容体－リガンド分子ペアの第２の半分を与える、担体表面に付着した
少なくとも1つの官能基を更に含み、且つ
ｃ）該担体上への該両親媒性分子の結合が、該両親媒性分子の該官能基（単数又は複数）
と該担体に付着した該官能基（単数又は複数）との間の、特異的な受容体－リガンド結合
を通して媒介される。
【００９８】
　前記ペア（両親媒性分子中の官能基／担体に付着した官能基）は、以下のペアから選択
されるのが有利である：
（ビオチン／アビジン）、（グルタチオン／グルタチオンＳ－転移酵素、グルタチオン－
結合タンパク質若しくはグルタチオンＳ－転移酵素を含む融合タンパク質）、（カルモジ
ュリン／ＡＴＰアーゼ、プロテインキナーゼ、ホスホジエステラーゼ若しくは神経伝達物
質)、（Ｌ－アルギニン若しくはｐ－アミノベンズアミジン／セリンプロテアーゼ）、（
Ｌ－リジン／プラスミノーゲン（及びアクチベーター）若しくはｒＲＮＡ）、（ＡＭＰ、
ＡＤＰ若しくはＡＴＰ／酵素補因子）、（レクチン／グルカンタンパク質、糖脂質（gluc
olipid）若しくは多糖類）、（へパリン／成長因子及び凝固因子、ステロイド受容体、エ
ンドヌクレアーゼ、リポタンパク質若しくはリパーゼ)、又は (シバクロンブルー（登録
商標）／ＮＡＤ若しくはＮＡＤＰ酵素補因子、アルブミン、凝固因子若しくはインターフ
ェロン)、又は対応する逆のペア、（抗原／抗体）、（ハプテン／抗体）、（抗体／抗原
）、（抗体／ハプテン）、（ニトリロ三酢酸(ＮＴＡ)／遷移金属）、（ＥＤＴＡ／遷移金
属）、（フェニルボロン酸（ＡＰＢ）／サリチルヒドロキサム酸（ＡＳＨ）)又は（オリ
ゴヌクレオチド／相補的なオリゴヌクレオチド）。
【００９９】
　本発明のキットであって、両親媒性分子と担体が、両親媒性分子中の官能基（単数又は
複数）と、担体に付着した官能基（単数又は複数）との間の特異的な受容体－リガンド結
合により結合するものにおいては、両親媒性分子として、上記で一般的に定義されたよう
に式（I）又は（II）で表されるビニルポリマー、或いは、式（I）又は（II）で表される
上記のポリマーの有利な実施態様として提供されるビニルポリマーであって、以下の式で
表されるモノマーを０から４％の間の割合で更に含むビニルポリマーを使用することが、
とりわけ有利である。
【０１００】
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【化５】

【０１０１】
式中：
　Ｒａａは、水素原子又はメチル基であり；
　Ｒｂｂは、ＣＯＯＲｃｃ、又は－ＣＯＳＲｃｃ若しくは－ＣＯＲｃｃ若しくはＣＯＮＲ
ｃｃＲｄｄ基を表し、
式中、
　Ｒｃｃは、該受容体－リガンドペアの第１の半分を与える両親媒性分子中の官能基を表
し、且つ、
　Ｒｄｄは、（Ｃ１－Ｃ５）アルキル基、アルキルスルホン酸、水素原子、糖部分、ｍが
１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、
特に４から１０のアルキレンオキサイドユニットを有するポリオキシエチレンなどのポリ
オキシアルキレン、双性イオン基、ｔが１から５までの整数であり且つＲｆ１、Ｒｆ２が
同一又は異なり水素原子又は（Ｃ１－Ｃ４）アルキル基を表す (ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１Ｒ
ｆ２基を表す。
【０１０２】
　この場合において、該ペア（両親媒性分子中の官能基／担体に付着した官能基）は、上
記のものから選択するのが有利である。
【０１０３】
　本発明のキットの別の有利な実施態様においては、該担体と該両親媒性分子が、該両親
媒性分子中の少なくとも１つの反応性官能基と、該担体に付着した少なくとも１つの反応
性官能基との間の共有結合により相互作用する。より詳細には、該キットは以下のような
特徴であることが好ましい：
ａ）該両親媒性分子が、化学反応性ペアの第１の半分を与える少なくとも1つの官能基を
更に含み、
ｂ）該担体が、該化学反応性ペアの第２の半分を与える、担体表面に付着した少なくとも
1つの官能基を更に含み、且つ
ｃ）該担体上への該両親媒性分子の結合が、該両親媒性分子の官能基（単数又は複数）と
該担体に付着した官能基（単数又は複数）と化学反応させることにより行われる。
【０１０４】
　本発明のキットであって、両親媒性分子と担体が、両親媒性分子中の少なくとも１つの
反応性官能基（単数又は複数）と、担体に付着した反応性官能基（単数又は複数）との間
で共有結合するものにおいては、両親媒性分子として、上記で一般的に定義されたような
式（I）又は（II）で表されるビニルポリマー、或いは、式（I）又は（II）で表される上
記のポリマーの有利な実施態様として提供されるビニルポリマーであって、以下の式で表
されるモノマーを０から４％の間の割合で更に含むビニルポリマーを使用することが、と
りわけ有利である。
【０１０５】

【化６】

【０１０６】
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式中：
　Ｒａａａは、水素原子又はメチル基であり；
　Ｒｂｂｂは、ＣＯＯＲｃｃｃ、又は－ＣＯＳＲｃｃｃ若しくは－ＣＯＲｃｃｃ若しくは
ＣＯＮＲｃｃｃＲｄｄｄ基を表し、
式中、
　Ｒｃｃｃは、該化学反応性ペアの第１の半分を与える両親媒性分子中の反応性官能基を
表し、且つ、
　Ｒｄｄは、（Ｃ１－Ｃ５）アルキル基、アルキルスルホン酸、水素原子、糖部分、ｍが
１から４の範囲内である１級、２級、又は３級ヒドロキシアルキル－(ＣＨ２）ｍＯＨ、
特に４から１０のアルキレンオキサイドユニットを有するポリオキシエチレンなどのポリ
オキシアルキレン、双性イオン基、ｔが１から５までの整数であり且つＲｆ１、Ｒｆ２が
同一又は異なり、水素原子又は（Ｃ１－Ｃ４）アルキル基を表す (ＣＨ２)ｔ－ＮＲｆ１
Ｒｆ２基を表す。
【０１０７】
　これらのキットにおいては、該ペア（両親媒性分子中の反応性官能基／担体に付着した
反応性官能基）は、上記のものから選択するのが有利である。
【０１０８】
　更に本発明は、膜タンパク質を複合体化させ、担体上へと付着させるための、両親媒性
分子の使用に関する。該両親媒性分子、該膜タンパク質、及び該担体は、上記の両親媒性
分子、膜タンパク質、及び担体からなる群のいずれであってもよい。
【０１０９】
　最後に本発明は、上記で定義された任意の両親媒性分子であって、受容体－リガンド分
子ペアの第１の半分又は化学反応性ペアの第１の半分を与える、少なくとも1つの官能基
を更に含むものにも関する。
【０１１０】
　１番目の実施態様においては、該両親媒性分子は、受容体－リガンド分子ペアの第１の
半分を与える少なくとも1つの官能基を更に含む。そのような官能性両親媒性分子は、該
受容体－リガンド分子ペアの第２の半分を与える少なくとも１つの官能基をその表面に任
意の手段により付着した任意の膜タンパク質を、両親媒性分子中の官能基（単数又は複数
）と担体に付着した官能基（単数又は複数）との間の特異的な受容体－リガンド結合によ
り、担体に結合させることができる。両親媒性分子中の該官能基(単数又は複数)は、ビオ
チン、アビジン、グルタチオン、グルタチオンＳ－転移酵素、カルモジュリン、ＡＴＰア
ーゼ、プロテインキナーゼ、ホスホジエステラーゼ、神経伝達物質、Ｌ-アルギニン、ｐ
－アミノベンズアミジン、セリンプロテアーゼ、Ｌ-リジン、プラスミノーゲン（及びア
クチベーター）、ｒＲＮＡ、ＡＭＰ、ＡＤＰ、ＡＴＰ、酵素補因子、レクチン、グルカン
タンパク質、糖脂質（glucolipid）、多糖類、へパリン、成長因子及び凝固因子、ステロ
イド受容体、エンドヌクレアーゼ、リポタンパク質、リパーゼ、シバクロンブルー（登録
商標）、ＮＡＤ若しくはＮＡＤＰ酵素補因子、アルブミン、凝固因子、インターフェロン
、抗原、ハプテン、抗体、ニトリロ三酢酸（ＮＴＡ）、ＥＤＴＡ、フェニルボロン酸(Ａ
ＰＢ)、サリチルヒドロキサム酸（ＡＳＨ）、オリゴヌクレオチド、シクロペンタジエニ
ル基、アルキニル基又はアルコキシルアミン基から選択するのが有利である。好ましくは
、両親媒性分子中の該官能基(単数又は複数)は、ビオチン、アビジン、グルタチオン、グ
ルタチオンＳ－転移酵素、抗原、ハプテン、抗体、ニトリロ三酢酸（ＮＴＡ）、ＥＤＴＡ
又はオリゴヌクレオチドから選択する。
【０１１１】
　更に、該両親媒性分子は、式（I）又は（II）で表されるポリマーであって、以下の式
で表されるモノマーを０から４％の間の割合で更に含むものであることが有利であり、式
中、Ｒａａ及びＲｂｂは上記で定義されたものである。
【０１１２】
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【化７】

【０１１３】
　２番目の実施態様においては、該両親媒性分子は、化学反応性ペアの第１の半分を与え
る少なくとも1つの官能基を、更に含む。そのような官能性両親媒性分子は、任意の膜タ
ンパク質を、該化学反応性ペアの第２の半分を与えるその表面に任意の手段により付着し
た少なくとも1つの反応性官能基を含む担体と、該両親媒性分子中の反応性官能基（単数
又は複数）と該担体に付着した反応性官能基（単数又は複数）との間の共有結合を通して
、結合させることができる。該両親媒性分子における反応性官能基ペア（単数又は複数）
は、上記のものから選択するのが有利である。
【０１１４】
　更に、該両親媒性分子は、式（I）又は（II）で表されるポリマーであって、以下の式
で表されるモノマーを０から４％の間の割合で更に含むものであることが有利であり、式
中、Ｒａａａ及びＲｂｂｂは上記で定義されたものである。
【０１１５】

【化８】

【０１１６】
　本発明の製品であって、担体及び上記のように膜タンパク質と複合体化された両親媒性
分子を用いて担体表面に付着した少なくとも１つの膜タンパク質を含むものの、他の適用
は、そのような製品を、サンプル中の膜タンパク質の質量分析アッセイの過程における一
過性の工程として、使用することを含む。
【０１１７】
　事実、膜タンパク質の場合は、タンパク質同定のためのプロテオミクスの非常に有益な
技術である質量分析が、界面活性剤の存在により、緩やかなタンパク質分解を受けた膜タ
ンパク質由来のタンパク質又はペプチドの検出が妨げられるため、非常に難しい。上記の
ような両親媒性分子による固定は、界面活性剤を取り除きつつ、両親媒性分子を用いて担
体上に固定された膜タンパク質の部分的なタンパク質分解をも可能とすることにより、こ
の問題を克服するための非常に賢い手段を提供する（図８参照）。
【０１１８】
　従って本発明は、担体及び上記のように膜タンパク質と複合体化された両親媒性分子を
用いて担体表面に付着した少なくとも１つの膜タンパク質を含む本発明の製品を製造する
工程を含む、サンプル中における膜タンパク質の分析方法にも関する。
【０１１９】
　好ましい実施態様においては、該方法は以下の工程を含む：
　ａ）膜タンパク質を界面活性剤中に溶解し、
　ｂ）該膜タンパク質を、上記の両親媒性分子と複合体化させ、界面活性剤を除去し、
　ｃ）該膜タンパク質を、上記の担体上へ、該両親媒性分子を通して固定し、
　ｄ）膜タンパク質のタンパク質断片を生成しつつ、膜貫通ドメインが該両親媒性分子と
複合体形成して該担体へ付着したままとなるよう、徹底的に洗浄し、プロテアーゼを加え
、
　ｅ）膜貫通ドメインが該両親媒性分子と複合体化して結合したままである該担体を取り
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除き、当該タンパク質断片を、質量分析により分析する。
【０１２０】
　本発明のこの適用に対しては、上記の種々の担体、種々の両親媒性分子、両親媒性分子
と担体の種々の結合型を用いることができる。
【０１２１】
　有利な実施態様においては、該担体は特に磁気ビーズから成っていてもよく、この場合
、工程ｅ）にて、磁石により容易に分離できる。
【０１２２】
　有利な両親媒性分子は、具体的には、上記の任意のビニルポリマーであってもよい。
【０１２３】
　該両親媒性分子は、例えばビオチン付加し、該担体は該両親媒性分子を担体に結合させ
るためアビジンコーティングすることができる。
【０１２４】
　これらの様々な好ましい実施態様は、当然のことながら組み合わせてもよい。
【実施例】
【０１２５】
実施例１．ビオチン化アンフィポルによる、ストレプトアビジン標識チップ表面への膜タ
ンパク質の固定
１．１　原理
　膜タンパク質の固体担体表面への固定のために開発された実験原理は以下のとおりであ
る（図２）：膜タンパク質は、界面活性剤にて可溶化し（工程ａ）次いで、ビオチン化ア
ンフィポルで捕獲し、界面活性剤を除去する（固定ｂ）；得られた複合体を、ストレプト
アビジン基をグラフトした担体と接触させ、特異的なビオチン／アビジン相互作用により
複合体を担体と結合させる（工程ｃ）。タンパク質リガンドを担体上にて循環させること
で、リガンド／タンパク質相互作用を研究することができる（工程ｄ）。
【０１２６】
　固定化は、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）技術により実験的にモニターした。この技術
によりアッセイ担体と相互作用する循環分子により引き起こされた表面プラズモン共鳴の
変化を継続して観察することで、循環分子と１以上の固定化分子（単数又は複数）との間
の相互作用を検出し、リアルタイム・モニタリングを行うことが可能である。ＳＰＲ実験
の結果から、担体と相互作用している物質の量を、時間でモニターすることができる。
【０１２７】
１．２　ビオチン化アンフィポル（ＢＡｐｏｌ）の合成及び溶液中の挙動
１．２．１　ビオチン化アンフィポル（ＢＡｐｏｌ）の合成
　ＢＡｐｏｌの構造を図３に示す。
　ＢＡｐｏｌの合成方法は、非官能性アンフィポルの合成方法（７、１６－１７）から派
生したものであり、低分子量のポリアクリル酸のカルボン酸官能性と、イソプロピルアミ
ン及びオクチルアミンなどの適切に選択されたアルキルアミン、並びにこの特定な場合に
おいては、低い比率で、選択的に単保護されたエチレンジアミンとで、アミド結合を形成
する工程を含む。ポリマーに結合していないアミン官能基の脱保護に際しては、官能性ア
ンフィポル（「普遍的（universal）」アンフィポル、又は「ＵＡＰｏｌ」；図２）が得
られ、それを任意の十分に活性な基質上にて反応し得る。従ってＢＡｐｏｌは、ＵＡＰｏ
ｌのアミン官能基が、Ｄ－ビオチンサクシニミジルエステルと反応することで得られる（
図３）。
【０１２８】
１．２．２　アッセイ
　ＢＡＰｏｌの溶液中特性は、非ビオチン化ＡＰｏｌｓのものと同一であり、特に、同サ
イズ、同分子量分布の粒子を形成する。
　更にＢＡＰｏｌで捕獲された膜タンパク質は、（界面活性剤なしでも凝集せず）溶液中
で適切に維持され、非ビオチン化アンフィポルと同様である。
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　要約するとＢＡＰｏｌは、ビオチン分子がグラフトされているが、アビジン又はストレ
プトアビジンに特異的に結合するという能力以外は、ビオチン－フリーのＡＰｏｌと同じ
物理化学的及び生化学特性を有しているため、膜タンパク質の複合体化させ、界面活性剤
なしで水溶性として担体と結合させるために、使用することが可能である。
【０１２９】
１．３　ストレプトアビジン基がグラフトされた担体とアンフィポルの相互作用
　非ビオチン化アンフィポル（ＨＡＰｏｌ）及びビオチン化アンフィポル（ＢＡｐｏｌ）
の溶液を、ストレプトアビジン基がグラフトされた担体（ＳＡ担体）の２つの別々のチャ
ネルに、別々に注入した。
　得られた結果によれば、注入後、両ポリマーとも、ＳＡ担体へ付着することが示された
が（図４）、結合したＢＡｐｏｌの重量は、ＨＡＰｏｌの重量の約３倍であった。
　両者を区別しているのはビオチングラフトの有無だけであることから、この実験により
、アンフィポルのチップへの高い吸着率は、ビオチンの存在に起因することが確認できた
。
【０１３０】
１．４　ＢＡｐｏｌに捕獲された膜タンパク質の脱着及びリガンド認識検査
　生化学が周知であり、そのＡＰｏｌの挙動も事前に検査されている以下の４つのモデル
膜タンパク質を用いて、本発明の膜タンパク質の固定の方法を検査した：ＯｍｐＡタンパ
ク質の膜貫通ドメイン（ｔＯｍｐＡ）、バクテリオロドプシン（ＢＰ）、ｂ６ｆシトクロ
ム（ｂ６ｆ）及びｂｃ１シトクロム（ｂｃ１）である。
　更にＳＰＲによって膜タンパク質／リガンド相互作用をモニターするためのリガンドと
して、これら４つの各タンパク質に対して産生された抗体を含有するウサギ血清を調製し
た。
【０１３１】
１．４．１　ＳＡ担体上への膜タンパク質の結合方法
　これらの４つのタンパク質をＢＡＰｏｌにて捕獲した：
　－ｔＯｍｐＡは、６ｇ／ｌのオクチルテトラオキシエチレン界面活性剤（Ｃ８Ｅ４）存
在下では、濃度１．２ｇ／ｌで溶解して利用できる。１００ｇ／ｌのＢＡＰｏｌ水溶液１
８μｌを５００μｌのタンパク質溶液に加えることにより（即ち１ｇのｔＯｍｐＡにつき
４ｇのＢＡＰｏｌ）、捕獲を行った。１５分間インキュベーション後、３０ｍｇのバイオ
－ビーズを加え、攪拌下で３時間、４℃にてインキュベーションを行い、その後に溶液を
回収し、バイオ－ビーズを除去した。
　－ＢＲ溶液は、界面活性剤オクチルチオグルコシド（ＯＴＧ）中にて１ｇ／ｌのタンパ
ク質を含有し、ＯＴＧは２０ｍＭである。１００ｇ／ｌのＢＡＰｏｌ水溶液２３μｌを４
５０μｌのタンパク質溶液に加えた（即ち１ｇのＢＲにつき５ｇのＢＡＰｏｌ）。１５分
間インキュベーション後、３０ｍｇのバイオ－ビーズを加え、攪拌下で３時間、４℃にて
インキュベーションを行い、その後に溶液を回収し、バイオ－ビーズを除去した。
　－ｂ６ｆ溶液は、界面活性剤ラウリルマルトシド（ＬＭ）中にて０．２７ｇ／ｌのタン
パク質及び０，１ｇ／ｌのＬＭを含有する。１００ｇ／ｌのＢＡＰｏｌ水溶液１．２μｌ
を１５０μｌのタンパク質溶液に加えた（即ち１ｇのｂ６ｆにつき３ｇのＢＡＰｏｌ）。
１５分間インキュベーション後、１４０ｍｇのバイオ－ビーズを加え、攪拌下で３時間、
４℃にてインキュベーションを行い、その後に溶液を回収し、バイオ－ビーズを除去した
。
　－ｂｃ１溶液は、ＬＭ溶液中３５ｇ／ｌのタンパク質及び０．１ｇ／ｌのＬＭを含有す
る。１００ｇ／ｌのＢＡＰｏｌ水溶液１１９μｌを２２５μｌのタンパク質溶液に加えた
（即ち１ｇのｂｃ１につき１．５ｇのＢＡＰｏｌ）。１５分間インキュベーション後、９
０ｍｇのバイオ－ビーズを加え、攪拌下で３時間、４℃にてインキュベーションを行い、
その後に溶液を回収し、バイオ－ビーズを除去した。
【０１３２】
　次に、得られたタンパク質／ＢＡＰｏｌ複合体及びＢＡＰｏｌ単体を別々のＳＡ担体の
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チャネルに置いた：溶液は全てＮａＣｌ－ＨＥＰＥＳ緩衝液（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１
０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４）で希釈してＢＡＰｏｌの濃度を３０μＭに調整し、次
いで各々１００μｌの分量を、各溶液がＳＡ担体上の別々のチャネルを通るように、ビア
コア２０００（Biacore 2000）機器に注入した。注入間期にはＮａＣｌ－ＨＥＰＥＳ緩衝
液を循環させた。循環流は注入時、注入間期ともに１０μｌ／分に設定した。
　実験により、該物質が、該担体に、効果的且つ非可逆的に結合することが示された（図
５）。
【０１３３】
１．４．２　ＢＡＰｏｌによりＳＡ担体上に固定された膜タンパク質へのリガンド結合ア
ッセイ
　続いて、任意の抗体のみを保持し、ＮａＣｌ－ＨＥＰＥＳ緩衝液で１００倍に希釈した
精製血清を用いて、抗体／固定物質の認識実験を行った。
　要約すると、あらかじめＢＡＰｏｌ又はＢＡＰｏｌに捕獲されたタンパク質でコーティ
ングしたチャネルに、１０μｌの免疫前精製血清（ｐｒｅ－i.）を注入し、続いてｔＯｍ
ｐＡ（Ｐｏｓｔ－ｉ.－ＯＡ）、ＢＲ（Ｐｏｓｔ－ｉ.－ＢＲ）、ｂ６ｆ（Ｐｏｓｔ－ｉ.
－ｂ６ｆ）そして続いてｂｃ１（Ｐｏｓｔ－ｉ.－ｂｃ１）に対して産生された免疫後の
血清を注入した。注入期間は６０秒で、時刻ゼロを矢印で示した。注入間期には、ＮａＣ
ｌ－ＨＥＰＥＳ緩衝液（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、ＨＥＰＥＳ　１０ｍＭ　ｐＨ＝７．４）
を担体上に流した。各々の記録は異なるサンプルでコーティングされたチャネルより得た
。
【０１３４】
　観察された応答は、全て特異的であった（図６参照）：全体として、免疫後血清を検査
し、且つ固定化に使用した（それに対して血清抗体が産生された）タンパク質を保有する
チャネル上を流れる場合のみ、注入後もＳＰＲシグナルが高いままである、という結果が
示された。
【０１３５】
　これにより膜タンパク質は、チャネル固体上に固定されたことが確かめられた。またこ
の開発された方法は、膜タンパク質とリガンドとの間の相互作用をモニターするために用
いるのにも便利であることが示された。
【０１３６】
　更に、非精製血清を用いて同様の実験を行ったところ、同様の結果となった。つまり特
異的リガンドは、非精製血清のような極度に複雑な溶媒内においても検出され得ることが
示された（データ示さず）。
【０１３７】
１．５　担体上のタンパク質固定媒介剤の決定
　タンパク質のＳＡ担体への結合が、特異的なビオチン／ストレプトアビジン結合により
ポリマーに共有結合したビオチンにより媒介されているかについて調べるため、対照実験
において、検査するタンパク質を（ビオチン化されていない）ＨＡＰｏｌ又は（ビオチン
化された）ＢＡＰｏｌのどちらかにて捕獲後にチップ上に置き、得られた応答を比較した
。
　結果から、タンパク質がＢＡＰｏｌに捕獲されていた場合にのみ、抗体はＳＡ担体に有
意に結合し、従って、ＳＡ担体に置かれたタンパク質を認識することが示された（図７参
照）。
【０１３８】
１．６　結論
　これらの結果から、担体上の膜タンパク質の固定のための本発明の方法の信頼性及び効
力が実証された。事実、実験結果によって、アンフィポルが、化学的に適切に生成された
ものであれば（この場合においてはビオチンのグラフトによるが、他の多くの取得方法が
用いられてもよい）、過度の開発をせずとも、固体担体の表面における任意のタンパク質
の固定に容易に用いることができることが示された。
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【０１３９】
　更に、得られた結果から、このように固定されたタンパク質はリガンドとの相互作用の
研究（今回のケースにおいては、循環抗体の検出）に使用可能であることが示された。担
体及びその表面に付着した１つ以上の膜タンパク質を含む本発明の製品は、従って、担体
表面に固定された膜タンパク質のリガンドの生物試料中の存否を検出するために使用でき
、従って、例えば以下のような、種々のタイプの適用が可能である：
　・本明細書中にて示されたように、膜抗原に対して産生された循環抗体を検出する、又
は
　・薬理学的に価値のある膜受容体リガンドについて、化合物バンクをスクリーニングし
、該受容体のアゴニスト若しくはアンタゴニストを同定する。
【０１４０】
　更に、得られた結果から、このように固定されたタンパク質は、酵素反応装置を与える
のに使用し得ることが示された：担体（ビーズ、膜、繊維、ナノチューブなど）及びその
表面に付着した１つ以上の膜タンパク質を含む本発明の製品は、該タンパク質が酵素作用
を有する溶液中に循環している生産物を、該タンパク質に暴露するために、実際に使用可
能である。
【０１４１】
実施例２.　ビオチン化アンフィポルによるストレプトアビジン標識磁気ビーズ表面での
膜タンパク質の固定
　本発明者らは、ストレプトアビジンに結合させて官能基化した磁気ビーズ（ＳＡビーズ
）上におけるバクテリオロドプシン（ＢＲ）の固定を試験した。
【０１４２】
　以下の方法により、ＢＲとビオチン化アンフィポル（ＢＡＰｏｌ）を複合体化させた：
界面活性剤オクチルチオグルコシド（ＯＴＧ）中のＢＲ溶液は、１．１ｇ／ｌのタンパク
質と、１８ｍＭのＯＴＧを含有する。１００ｇ／ｌのＢＡＰｏｌ水溶液１７μｌを３００
μｌのタンパク質溶液に加えた（即ち１ｇのＢＲにつき５ｇのＢＡＰｏｌ）。１５分間イ
ンキュベーション後、８０ｍｇのバイオ－ビーズを加え、攪拌下で３時間、４℃にてイン
キュベーションを行い（ＯＴＧの吸着）、その後に溶液を回収し、バイオ－ビーズを除去
した。
【０１４３】
　ＳＡビーズ１００ｍｇをＮａＣｌ－ＨＥＰＥＳ緩衝液（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍ
Ｍ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．４）にて３回洗浄し、次いで過剰の液体を除去した；タンパク
質溶液はＮａＣｌ－ＨＥＰＥＳ緩衝液中にて１３ｍｇ／Ｌに希釈した。
【０１４４】
　時刻０において、ビーズにタンパク質溶液を加え、混合物をボルテックスにて４℃で攪
拌した。サンプルを１時間４５分後に回収した。磁石でビーズを分離し、上清を解析した
。ＢＲの固定は、ビーズ存在下のインキュベーションの前後で溶液の光学密度を測定して
、モニターした。
【０１４５】
　結果を図９に図解する。結果から、インキュベーション後は、５６０ｎｍにおけるＢＲ
に特徴的なピークが消失していることが示され、ＢＲがＳＡ磁気ビーズに結合したことが
示される。
　これらの結果より、ビーズに膜タンパク質を固定することも可能であることが実証され
た。
【０１４６】
実施例３．ポリヒスチジン標識アンフィポル（ＨＩＳＴＡＰｏｌ）の合成
　ビオチン化アンフィポル（ＢＡＰｏｌ）の構造を図３に示す。
　ポリヒスチジン標識アンフィポル（ＨＩＳＴＡＰｏｌ）の合成方法は、非官能性アンフ
ィポルの合成方法（７、１６－１７）に由来し、３つの工程を含む。
【０１４７】
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　最初の工程は、低分子量のポリアクリル酸のカルボン酸官能基と、イソプロピルアミン
及びオクチルアミンなどの適切に選択されたアルキルアミンで、アミド結合を形成するこ
とを含む。
　二番目の工程は、ヒスチジンへキサマーの作成に関与する。この合成は、選択的に保護
されたモノマーのダブルカップリングに関する自動化技術を用いて、固体担体上にて行わ
れる。
　最後の工程は、ペプチドのＮ末端と、合成の最初の工程の結果物であるアンフィポルの
酸性官能基の縮合を含む。該ペプチドは、側鎖が保護され固体担体上に結合されたままの
状態で用いる。使用したアンフィポル及びペプチドの量は、グラフトされたポリ（ヒスチ
ジン）標識の量の２％を超えないように計算する。ペプチドを脱保護し、固体担体から切
断後、ＨＩＳＴＡＰｏｌを従来法により精製する。該合成を図１０に図示した。
【０１４８】
　このような合成は、別のタイプのアンフィポル又は両親媒性分子を用いて行うこともで
きる。更には、他の合成方法を用いて両親媒性分子、特にポリ（ヒスチジン）標識で標識
されたアンフィポルの合成を行っても良い。
【０１４９】
　このような官能性アンフィポルは、これらのアンフィポルと複合体化された膜タンパク
質を、Ｎｉ－ＮＴＡ基保有担体へ付着させるのに用いてもよい。
【０１５０】
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