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(57)【要約】
　本発明は、親水性活性タンパク質（ＨＰｉＡＰ）を、疎水性基板上にそれらの活性型の
状態でつなぎ留めるのに適した疎水性活性タンパク質（ＨＰｏＡＰ）に変換する方法に関
する。本発明は、また、水性溶液中での原子間力顕微鏡法（ＡＦＭ）を含む機械的操作及
び調査に使用される予定の疎水性固体支持体上に固定された配向活性タンパク質の規則正
しい単分子層の調製、及び該デバイスを採用するアッセイ法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水溶性活性タンパク質を、１つ又は複数の親水性アミノ酸残基を疎水性残基に変換する
能力のある試薬と反応させるステップを含む、疎水性又は部分疎水性活性タンパク質の調
製方法であって、疎水化反応を不均一相中又は均一デファレンシャル極性溶媒混合物中で
行うことによって、タンパク質の活性の根源である活性部位が保護される調製方法。
【請求項２】
　反応が、固／液系又は液／液系中で実施される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　水溶性活性タンパク質をその活性部位を介して親和性マトリックス上に固定するステッ
プ、固定されたタンパク質を試薬と反応させるステップ、疎水化された活性タンパク質を
マトリックスから溶出させるステップを含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　水溶性活性タンパク質を水性溶液中に溶解するステップ、試薬を少なくとも部分的に水
と混和できる低極性溶媒中に溶解するステップ、極性／低極性均一混合物を調製するステ
ップ、そこで該タンパク質と該試薬を反応させるステップ、疎水化された活性タンパク質
を回収するステップを含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項５】
　水性溶液中にタンパク質の活性部位に特異的な可逆性リガンドを溶解することをさらに
含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　親水性アミノ酸残基を疎水性残基に変換する能力のある試薬が、アルキル化する、アシ
ル化する、アリール化する、ジアゾ、ペプチド結合を形成する、シッフ塩基を形成する化
合物、又は疎水性部分を導入する能力のある化合物を含む群から選択される、請求項１か
ら５までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　水溶性活性タンパク質が、酵素、ホルモン、受容体、抗原、抗体、アレルゲン、免疫反
応性タンパク質、親和性パートナー、並びにこれらの誘導体、フラグメント及び機能的等
価物を含む群から選択される、請求項１から６までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　水溶性活性タンパク質が、筋アルドラーゼ、トリプシン、アミラーゼ、リパーゼ、コラ
ゲナーゼ又はエラスターゼを含む群から選択される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　活性の根源である領域に対して遠位の又は反対側のタンパク質部分中に、疎水性残基に
変換された１つ又は複数の親水性アミノ酸残基を有する、請求項１から８までのいずれか
一項に記載の方法で得ることができる疎水化活性タンパク質。
【請求項１０】
　コレステリル－アミノ酸残基に変換された１つ又は複数の親水性アミノ酸残基を有する
、請求項９に記載の疎水化活性タンパク質。
【請求項１１】
　請求項９又は１０に記載の疎水化タンパク質を疎水性固体支持体と接触させるステップ
を含む、固体支持体上に固定された配向活性タンパク質の単分子層からなるデバイスの調
製方法。
【請求項１２】
　疎水性固体支持体が、すべて任意選択的にそれらを疎水性にするように誘導体化された
、天然又は合成ポリマー、炭素材料、シリコン、金属、樹脂である、請求項１１に記載の
方法。
【請求項１３】
　疎水性固体支持体が、ウェーハ、平板、薄層、薄板、チューブ、繊維、粒子、顆粒、粉
末の形態である、請求項１１又は１２に記載の方法。
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【請求項１４】
　請求項１１から１３までのいずれか一項に記載の方法によって得ることができるデバイ
ス。
【請求項１５】
　実験室用チップ中に含められるカートリッジの形態、又はフィルターの形態、又はマイ
クロアレイ支持体の形態の、請求項１４に記載のデバイス。
【請求項１６】
　請求項１４又は１５に記載のデバイスを含む、又はそれらのデバイスからなるバイオリ
アクター又はバイオセンサー。
【請求項１７】
　請求項１４又は１５に記載のデバイスを調製するステップ、
固定されたタンパク質をリガンド又はリガンド候補と接触させるステップ、及び
原子間力顕微鏡法（ＡＦＭ）でタンパク質及び／又はその複合体を画像化するステップ
を含む、水溶性タンパク質とリガンド又はリガンド候補との間の相互作用を調べるための
技術。
【請求項１８】
　タンパク質材料をランダムに疎水化された材料に変換するステップ、
該疎水化材料を疎水性固体支持体と接触させてランダム配向に固定されたタンパク質材料
の単分子層を得るステップ、
原子間力顕微鏡法（ＡＦＭ）で材料を画像化するステップ、
コンピューターで支援された手段で元々の材料の画像を再構成するステップ
を含む、水溶性タンパク質材料の立体配座を調べるための技術。
【請求項１９】
　診断的、遺伝子的、免疫学的分析のためのマイクロアレイを調製するための、或いはタ
ンパク質又は遺伝子材料を機械的に操作するための、請求項１４に記載のデバイスの使用
。
【請求項２０】
　液体又は気体を処理するためのバイオリアクターを調製するための、請求項１５に記載
のデバイスの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、水溶性親水性活性タンパク質（ＨＰｉＡＰ）を、不均一相中又はデファレン
シャル（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ）極性溶媒混合物中、親水性アミノ酸表面残基を疎水
性反応物で共有結合的に修飾することによって、疎水性活性タンパク質（ＨＰｏＡＰ）に
変換する方法に関する。疎水化されたタンパク質は、多様な疎水性固体支持体上に、バイ
オリアクター及びバイオセンサーの実現化に適し、且つ原子間力顕微鏡法（ＡＦＭ）を含
む機械的操作及び検査に適した統計的に配向された単分子層の状態で自然に自己集合する
。
【背景技術】
【０００２】
　多様な実験的生体工学の研究及び／又は応用は、固体基板に堅固につなぎ留められた生
体分子の単分子層を必要とする。原子間力顕微鏡法（ＡＦＭ）の事例が、最も明らかな例
である。原子間力顕微鏡は、固体支持体上に固定された試料を原子の大きさのレベルで走
査することを可能にする。可撓性のあるカンチレバーで探知された信号は、十分に増幅さ
れた後、被検査試料の表面形状解析を可能にする。したがって、原子間力顕微鏡法（ＡＦ
Ｍ）は、ナノ次元の大きさ、すなわち１～２００ｎｍの試料を調べることを可能にする。
水性溶液中で走査すると、生物学的試料を生理学的条件下で分析することも可能である。
しかし、実物に対応する画像を得るためには、走査している間に顕微鏡の先端が試料を動
かすことがないように、試験される生物学的試料を支持体上にしっかり固定することが必
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須である。さらに、試料は、好ましくは単分子層として配置されるべきである。
【０００３】
　疎水性相互作用を利用して疎水性基板上に固定された単分子層を調製するための周知の
方法は、本来的に疎水性である分子を使用すること（Ｄａｗｎ　Ｓ．Ｙ．Ｙｅｏら、「Ｃ
ｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　＆　Ｈｉｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ」２００４年、７巻、３号、２１３～２２１頁参照）、或いは温度
、イオン強度又はｐＨ変更による立体配座の変化から疎水性を獲得する水溶性タンパク質
を使用すること（Ｋａｐｉｌａ　Ｗａｄｕ－Ｍｅｓｔｈｒｉｇｅら、「Ｊｏｕｒｎａｌ　
Ｓｃａｎｎｉｎｇ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ」２０００年、２２巻、３３８～３８８頁；Ｈ
ｙｕｎ　Ｊ．ら、「Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ」２００４年、１２６巻（２３号）、７
３３０～７３３５頁参照）を包含する。これらの方法は、その化学的－物理的修飾がタン
パク質の活性部位に影響を与え、結果として本来の生物学的活性が失われる可能性もある
ので、選択性に欠ける。
【０００４】
　別法として、疎水化されたタンパク質は、水溶性タンパク質の遺伝子工学的方法により
調製できるが、該方法は、極めて複雑であり、元々の活性が維持されることを保証しない
（Ｈｙｕｎ　Ｊ．ら、（同上）、又はＣ．Ｔｒａｎｃｈａｎｔら、「Ｒｅｖ．Ｎｅｕｒｏ
ｌ．（Ｐａｒｉｓ）」１９９６年、１５２巻（３号）、１５３～１５７頁参照）。
【０００５】
　これらの理由のため、今日まで、成功裡に調べることが可能であったのは、脂質二重層
に自然に固定されている膜タンパク質、又は極めて大きな分子複合体のみであった。可溶
性タンパク質の画像は報告されていない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　したがって、本発明の目的は、タンパク質の本来的な生物学的機能に影響を与えないで
水溶性の親水性機能タンパク質を疎水性にするための新規な方法、並びに水溶性タンパク
質の走査、画像化及び操作を可能にする手段を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、水溶性の親水性機能タンパク質（ＨＰｉＡＰ）を、それらの元々の生物学的
活性を維持しながら、疎水性タンパク質（ＨＰｏＡＰ）に変換する方法に関する。該方法
は、親水性タンパク質を非対称的に化学修飾することを包含する。すなわち、該方法は、
タンパク質の機能の根源である部分に対して遠位又は反対側の分子部分に位置するアミノ
酸表面残基上に化学修飾を導入することを包含する。この結果は、不均一相中又は均一な
デファレンシャル－極性溶媒混合物中で「疎水化」反応物との反応を実施することによっ
て達成される。
【０００８】
　本発明は、タンパク質の水溶性は、それらの表面に存在する疎水性及び親水性アミノ酸
残基の数のバランスによるという認識に基づく。一般に、酵素などの活性タンパク質にお
いて、表面の多様に拡がった領域は、様々な性質をもつ小型水溶性分子、すなわち基質、
阻害剤、補因子などと相互作用することを委任され、この領域、すなわち活性部位は、大
部分が親水性である。
【０００９】
　本発明の方法は、極性の非対称的分布を利用して、タンパク質の性質を変更するのに必
要な化学修飾反応を、この活性部位に対して間隔をあけた又は反対側の領域に振り向ける
。
【００１０】
　次いで、配向された活性タンパク質の単分子層を得るために、このように得られた「疎
水化された」機能タンパク質を疎水性相互作用により疎水性固体支持体上に固定又はつな
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ぎ留める。
【００１１】
　本発明中で使用される用語「配向された」は、固定されたタンパク質が、その分子の疎
水化された部分が基板の表面に結合された状態で本質的にはすべて配向され、一方、その
自由な活性部位は結合点から遠位に存在することを意味する。該用語は、固定された分子
が、すべて同一の空間的配向を示すことを意味せず、配向は、反対にランダムである。
【００１２】
　用語「単分子層」は、得られた層が、大部分且つ好ましくは、「単分子」であることを
意味するが、多重分子層の望まれていない限られた領域の形成は、必ずしも回避できない
。
【００１３】
　したがって、本発明の第１の目的は、請求項１から８までのいずれか一項で開示する通
りの、疎水性又は部分疎水性活性タンパク質の調製方法である。
【００１４】
　本発明の第２の目的は、請求項９又は１０で開示する通りの、本来的に親水性である活
性タンパク質から作られた疎水性活性タンパク質である。
【００１５】
　本発明の第３の目的は、請求項１１及び１３で開示する通りの、デバイスの調製方法、
及びそうして得られるデバイスである。
【００１６】
　本発明のさらなる目的は、該デバイスを含むバイオリアクター又はバイオセンサーであ
る。
【００１７】
　さらに、本発明のさらなる目的は、請求項１７及び１８で開示する通りの、水溶性タン
パク質の立体配座、又はタンパク質とリガンドとの複合体の立体配座、又はタンパク質と
リガンド若しくはそのリガンド候補との間の相互作用を調べるためのアッセイ方法である
。
【００１８】
　本発明の最後の目的は、診断的、遺伝子的、免疫学的分析のためのマイクロアレイを調
製するための、又はタンパク質若しくは遺伝子材料を機械的に操作するための、又は液体
若しくは気体を処理するための堅牢な反応性支持体として、バイオリアクター又はバイオ
センサーを使用することである。
【発明の効果】
【００１９】
　酵素のような活性タンパク質の機能に影響を及ぼす能力を通常持つ因子が多く存在する
。例えば、立体配座又は電荷分布の変更が生じる場合の立体配座効果、基質と酵素の相互
作用が立体障害によって影響を受ける場合の立体効果、支持体材料の化学的性質及び変更
される微視的環境に関連する分配効果。
【００２０】
　したがって、疎水化反応が、活性タンパク質の速度論及びその他の特性を変える、例え
ば、酵素に特異的な活性に影響を及ぼす可能性があることは、前以て予想できる。
【００２１】
　これに反して、実施例で報告される結果は、特許請求の方法が、この予測できる活性の
低下を排除又は最小化することを示している。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２２】
　本発明による親水性活性タンパク質（ＨＰｉＡＰ）は、酵素、ホルモン、受容体、抗原
、抗体、アレルゲン、免疫反応性タンパク質、親和性パートナー、及びそれらの任意の誘
導体、フラグメント、複合体、機能的等価物を含む群から選択される任意の水溶性タンパ
ク質である。詳細には、該活性タンパク質は、オキシドレダクターゼ、トランスフェラー
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ゼ、ヒドロラーゼ、リアーゼ、イソメラーゼ及びリガーゼの一般的部類から選択される、
その本来の形態の任意の酵素でよい。それは、トリプシン、筋アルドラーゼ、アミラーゼ
、リパーゼ、コラゲナーゼ又はエラスターゼなどの、基礎及び応用研究並びに工業的応用
で実際に使用される酵素のいずれかでよい。
【００２３】
　通常、タンパク質の化学修飾を実施する際には、タンパク質及び反応物の双方が水溶液
中に存在する（均一反応）。しかし、２つの主な制約が、本発明を特徴付ける、すなわち
、修飾されるタンパク質、例えば酵素は、その活性を維持しなければならず、且つ反応物
は、水にほとんど又は完全に不溶性である。
【００２４】
　したがって、親水性活性タンパク質をその機能性を維持しながら疎水性又は部分疎水性
タンパク質に変換するために、２つの異なる戦略を開発した。２つとも、その立体配座及
び性質を本来の状態で保存すべき活性部位に対して遠位又は反対側にある「疎水化する」
部分にねらいを定めた。
【００２５】
　［戦略Ｉ］第１の戦略は、不均一な固／液系を包含する。活性部位及びその周辺領域を
、アフィニティークロマトグラフィーによって固体マトリックスに結合して、可逆的に保
護する。固相は、その表面上に機能タンパク質の活性部位に特異的なリガンドを所持する
。次いで、「疎水化する」ステップを、固定されたタンパク質に対して実施する。反応物
は、緩衝化水溶液中に溶解され、溶出液、すなわち液層として使用される。この方法で、
タンパク質分子は、活性部位から遠い部分でのみ溶出液に曝露されることを強制される。
【００２６】
　クロマトグラフィーに適した任意の市販アフィニティーマトリックス、例えば、デキス
トランをベースにした、又はホスホセルロースなどのセルロースをベースにした樹脂が、
本発明により使用できる。既知の材料に、基質類似体、可逆性阻害剤、補因子などの任意
タイプのリガンドを連結するのに適した官能基を取り付ける。したがって、親和性固相の
調製、並びに親水性タンパク質を載せるための及び続いて疎水化されたタンパク質を溶出
させるための条件は、当業者に周知である。溶出は、親和性溶出によって実施されるのが
通常である。
【００２７】
　この方法によれば、活性部位のアミノ酸残基が偶発的に修飾された分子は、溶出ステッ
プで分離できることになる。
【００２８】
　［戦略ＩＩ］第２の戦略は、極性溶媒（通常は水）中に溶解された親水性タンパク質、
及び少なくとも部分的に水と混和できる低極性溶媒中に溶解された疎水性反応物を使用し
て得られる液／液混合物を包含する。両溶媒間の極性の差により、及び関連する容積に関
連して、２つの反応形態が可能である。すなわち、
　ａ）２種の溶媒が部分混和性である、つまり、巨視的にみて２つの相が生じ、親水性タ
ンパク質と疎水性反応物との間の反応が２つの相の界面で起こる。この状況において、活
性部位及びその周辺は、タンパク質表面の中で最も極性のある領域なので、該タンパク質
は、その活性部位を極性相に向けて配向する傾向がある。疎水化反応に関与する残基は、
したがって、活性部位から遠くに配置され、よって、タンパク質の活性が保存される。本
発明のこの実施形態は、タンパク質が、界面で沈殿し、最終収率の低下をもたらすので、
あまり好ましくない。
　ｂ）好ましい形態では、２種の溶媒が混和性である。この場合、様々な溶媒和の微視的
環境が、混合物中に分子レベルで創出される。反応物分子の疎水性部分は、極性溶媒に不
溶であり、それゆえ混合物中で、低極性溶媒の分子で溶媒和される。一方、極性溶媒の分
子は、タンパク質分子中のより親水性である部位を取り囲む。疎水化反応は、極性勾配に
従う、すなわち、疎水性反応物中の最も極性である領域が、タンパク質中の低極性領域（
すなわち、活性部位から遠い領域）と反応する傾向がある。この場合でさえ、活性部位領
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域に属する残基が巻き込まれる確率は、極めて低く、それゆえ、活性が保存される。
【００２９】
　活性の保存をさらに確実にするため、任意選択で、活性の根源である、又は認識、相互
作用に携わるアミノ酸を保護することができ、触媒過程は、同一水相中に、基質、基質類
似体及び／又は競合阻害剤などの保護分子を共に溶解することによって改善される。
【００３０】
　反応後、化学的に修飾されたタンパク質を、疎水性相互作用クロマトグラフィーによっ
て、又は透析によって、又はその他の精製方法によって精製できる。
【００３１】
　極性溶媒、又は水性溶液は、タンパク質の機能に対して中立的である任意の水溶液を意
味する。
【００３２】
　低極性溶媒とは、水に部分可溶性又は不溶である任意の周知の溶媒、例えば、アルキル
アルコール、アルキルアミン、ハロゲン化アルカンなどを意味する。
【００３３】
化学修飾
　多くのアミノ酸残基は、側鎖中に－ＮＨ２、－ＯＨ、－ＳＨなどの官能基を有し、それ
ゆえ、疎水化試薬との反応に適している。すなわち、それらは、Ｔｈｒ、Ｍｅｔ、Ｔｒｐ
、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ａｓｐ、Ｃｙｓ、Ｇｌｕ、Ｈｉｓ、Ｓｅｒ、Ｔｙｒである。このリス
トから、側鎖アミド基及び炭化水素側鎖を有するアミノ酸、並びにグリシンは、曝露され
るタンパク質表面上での比較的低いそれらの濃度のため、さらにより重要なことであるが
、それらの非反応性疎水性側鎖のため、排除された。それゆえ、多数の可能な修飾が予想
できる。
【００３４】
　１つ又は複数の親水性アミノ酸残基（群）を疎水性残基に変換する能力のある、又は大
きな高度に疎水性である部分を適切な極性アミノ酸に結合する能力のある化学試薬によっ
てもたらされる任意の化学修飾を使用して、水溶性親水性タンパク質を疎水性タンパク質
に変換できる。この変換は、同種又は別種のアミノ酸残基上で行うことができる。
【００３５】
　適切な疎水化試薬は、限定はされないが、Ｏ－、Ｎ－、Ｓ－アルキル化、Ｏ－、Ｎ－、
Ｓ－アシル化、ジアゾ結合、ペプチド結合形成、アリール化、シッフ塩基形成などを含む
、任意の共有結合性修飾を成し遂げる能力のある化学化合物である。これらの試薬の例が
、アシルアンヒドリド、塩化アシル、ジアゾ化合物、アルデヒド、ケトンであるが、また
、クロロギ酸コレステリル又は等価物のように、大きな脂肪親和性部分を組み込む能力の
ある化合物でもある。
【００３６】
　生じる被修飾タンパク質は、本来の形態よりも高い疎水性をもつ両親媒性であり、非極
性／極性残基の非対称的分布によって特徴付けられ、反応過程でその活性部位が保護され
たので、その水溶性及びその元来の機能性を維持している。
【００３７】
　２つの戦略により、該方法は、疎水化された活性タンパク質を偶発的に不活性化された
タンパク質から分離する任意選択のステップを含むことができる。特定基質に対するタン
パク質の親和性、又は修飾されたタンパク質のより大きな疎水性を利用する任意のタンパ
ク質精製方法を使用して、活性生成物を精製することができる。それらの精製方法には、
アフィニティークロマトグラフィー、及びアフィニティー溶出法又は疎水性ＡＦＭ－基板
上でのタンパク質分子の直接的水洗浄が含まれる。
【００３８】
　酵素のような活性タンパク質の機能に影響を及ぼす能力が通常ある多くの因子が存在す
る。例えば、立体配座又は電荷分布の変更が生じる場合の立体配座効果、基質と酵素の相
互作用が立体障害によって影響を受ける場合の立体効果、支持体材料の化学的性質及び変
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更される微視的環境に関連する分配効果。
【００３９】
　したがって、本発明による疎水化が、活性タンパク質の速度論及びその他の特性を変え
る、例えば、酵素に特異的な活性を低下させる可能性のあることが予想された。
【００４０】
　これに反して、後記実施例で報告される結果は、特許請求の方法が、この予測できる活
性の低下を排除又は最小化することを示している。
【００４１】
　固定化
　本発明により得られる疎水化された活性タンパク質は、疎水性相互作用を介して疎水性
基板に結合されるのに適している。これらの相互作用は、基板の表面上にタンパク質の規
則正しい層、好ましくは単分子層を集合させることになる。さらに、この疎水力は、非修
飾分子の水洗浄が可能なほど十分な強度となり、したがって高度に効率的な精製手段とし
て役立つ。
【００４２】
　適切な疎水性基板は、本来的に疎水性である、又は誘導体化によって疎水性にされた任
意の支持体である。例えば、基板は、チオール化された脂質、例えばチオコレステロール
、などの官能化された脂質又は基板の表面と反応する能力のあるその他の等価な脂質で基
板を被覆することによって付与された疎水性であってよい。基板には、限定はされないが
、セルロースなどの天然ポリマー、又はＰＶＣ、ポリ（メタ）アクリレート、ナイロン、
ポリエチレン、テフロン（登録商標）、炭素材料、シリコン、ガラス、樹脂、金属粒子若
しくは金属シート、紙などが含まれる。支持体は、すべてマクロ、ミクロ、又はナノサイ
ズのウェーハ、平板、薄層、薄板、チューブ、繊維、粒子、顆粒、粉末でよく、原子的に
平坦で滑らかな表面又は粗い表面を有することができる。
【００４３】
　疎水性の又は疎水化された基板上に固定された疎水化活性タンパク質で作られた複合体
は、バイオリアクター又はバイオセンサーを調製するのに適切なデバイスである。これら
のデバイスは、すべてマクロ、ミクロ、又はナノサイズの「活性化された」ウェーハ、平
板、薄層、薄板、チューブ、粒子、繊維、顆粒、粉末の形態である。
【００４４】
　本発明のデバイスは、バイオリアクター又はバイオセンサー中に集められる。例えば、
活性化された粒子の顆粒化物は、一般的な実験室用チップに含められるカートリッジを構
築するために、又はケース又はカラムに含められるフィルターを構築するために使用でき
る。平板、薄層及び薄板は、診断的、遺伝子的、免疫学的分析用のマイクロアレイのため
の、或いはタンパク質又は遺伝子材料を機械的に操作するためのキットの状態で集めるこ
とができる。
【００４５】
　本発明者らの結果は、誘導体化され且つつなぎ留められた分子は、構造及び機能の双方
で、元々の分子と有意には異ならないことを示している。実施例は、例えば、酵素が、そ
れらの元々の活性のほとんどを維持していることを示している。
【００４６】
　酵素で被覆されたシリカ平板のＡＦＭ観察及び酵素活性のアッセイは、活性な立体配座
が、接着された分子中で保持されていることを示し、一方、修飾されたタンパク質の計算
された大きさに添って走査するＡＦＭの均一な外観は、不活性な又は間違って修飾された
分子が洗い流されたことを示している（図１、２、３及び４参照）。
【００４７】
　さらにより重要なのは、疎水性相互作用が、水溶媒中でのタンパク質で被覆された支持
体の反復使用、例えば、反復酵素アッセイを可能にするほど強く且つ安定であるという事
実である。
【００４８】
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　疎水性支持体上につなぎ留められた分子は、活性部位を含まない領域で化学的に修飾さ
れているので、それらの分子は、水性溶媒中で活性部位がすべて水相に面して配向してい
る。このことは、活性タンパク質と、基質、基質類似体、アロステリックエフェクター、
阻害剤、抗体などのいくつかの小型分子との相互作用の機構を原子の分解能で調べるのに
好ましい条件である。
【００４９】
　さらに、各タンパク質分子は、支持体に安定的につなぎ留められているので、この固定
された立体配座は、分子間の偶然的接触を防止し、その結果、望ましくない有害な反応を
防止する。したがって、水溶液中で起こる分子（すなわち、基質、阻害剤、エフェクター
など）との偶発的接触は、実験的制御下にある。これらの条件は、医学、工業及び環境の
分析化学で使用するのに適したバイオリアクター又はバイオセンサーを支える、配向した
活性タンパク質の規則正しい単分子層を与える。本発明は、応用生物学のいずれの分野で
も現在使用されている数百の水溶性酵素又はその他の活性タンパク質を使用するこのよう
なバイオセンサーを作製するための簡単な方法を提供する。
【００５０】
　本発明は、また、固定され配向されたタンパク質及び／又はその複合体の単分子層を原
子間力顕微鏡法（ＡＦＭ）で画像化することによって水溶性活性タンパク質の立体配座又
は水溶性活性タンパク質とリガンドとの複合体の立体配座を調べるための、特許請求のバ
イオリアクター及びバイオセンサーを利用するアッセイ法に関する。このタイプのアッセ
イ法は、水溶性タンパク質とリガンド候補との間の相互作用を調べ、新規なリガンドを識
別するのに特に有用である。本発明の固定されたタンパク質は、また、診断的、遺伝子的
、免疫学的分析のためのマイクロアレイを調製するための、或いはタンパク質又は遺伝子
材料を機械的に操作するための堅固な反応性支持体として適している。
【００５１】
　最後に、誘導体化のプロトコールは、より広範に「疎水化された」分子、又は活性部位
を含む様々な表面領域でランダムに修飾された分子を得るために、変更できる。したがっ
て、多数の修飾された分子が得られる。水性溶媒中で、それらの分子のすべては、ランダ
ムな配向で自然に整列して疎水性基板上に層を形成する。活性形の画像及び同一分子の複
数の異なって配向した画像を同時に使用すると、調査している元々の分子の画像をコンピ
ューターで正確に再構成することが可能になる。
【００５２】
　本発明を、保護範囲を制約することなしに、本発明の特定の実施形態を説明することを
単に意図する以下の実施例中でさらに詳細に説明する。
【実施例】
【００５３】
　実施例１及び２は、水溶液中での生体工学応用のための特許を請求するタンパク質被覆
支持体を調製するために本発明で構想された２つの一般的戦略を説明する。
【００５４】
　２種の野生型の水溶性酵素、すなわち筋アルドラーゼ及びトリプシンを、ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏで第１級アミノ基をアルキル化することによって共有結合的に修飾し、両親媒性分子
を得た。
【００５５】
（実施例１）（戦略Ｉ）
　使用したＨＰｉＡＰは、ウサギ筋アルドラーゼであり、アルキル化剤は無水酢酸とした
。誘導体化は、不均一相で実施した。ＨＰｉＡＰを、ホスホセルロース（基質、フルクト
ース－１，６－ビスリン酸の類似体）カラムのアフィニティークロマトグラフィーで吸着
し、ろ過した（パーコレートした）無水酢酸の水性溶液で反応させ、次いで、基質、フル
クトース－１，６－ビスリン酸で溶出させる。リシル残基の滴定は、１分子につき１５個
の残基が修飾されたことを示した。回収されたＨＰｏＡＰは、変わらない速度論的パラメ
ーターをもつ活性を示した。アルドラーゼの活性は、基質としてフルクトース－１，５－
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ビスリン酸を、並びに補助酵素としてグリセルアルデヒドリン酸デヒドロゲナーゼ及びト
リオースリン酸イソメラーゼを使用するラッカー（Ｒａｃｋｅｒ）による方法により分析
した。（表Ｉ参照）
【００５６】
表Ｉ
【表１】

【００５７】
（実施例２）（戦略ＩＩ）
　ＨＰｉＡＰはトリプシンであり、アルキル化剤はクロロギ酸コレステリルのプロパノー
ル溶液とした。トリプシンの水溶液をクロロギ酸コレステリルのプロパノール溶液と激し
い撹拌の下で３０分間混合した。反応終結の後、疎水化されたトリプシンを集めた。
【００５８】
　反応後、化学的に修飾されたタンパク質を、Ｐｈｅｎｙｌ　ＨＳ樹脂を使用し、２０ｍ
Ｍ　Ｇｌｙ－ＨＣｌ緩衝液中の０～３０ｍＭ　硫酸アンモニウムで溶出される疎水性相互
作用クロマトグラフィーで精製する。タンパク質及び活性の双方の主要ピークを構成する
画分を固定化実験に使用した。誘導体化の後、トリプシンの活性を、合成基質としてＮα
－ベンゾイル－ＤＬ－アルギニン－ｐ－ニトロアニリド（ＢＡＰＮＡ）を使用してｐＨ８
で分析した。ＨＰｏＡＰは、十分な活性、変わらない速度論的パラメーター、及び１分子
につき３個の修飾されたリシル残基を示す（表ＩＩ参照）。
【００５９】
　シリカゲルを、コレステリル－トリプシンの溶液中に浸漬し、水で繰り返し洗浄し、ｐ
Ｈ８に緩衝化された合成基質ＢＡＰＮＡ溶液中に浸し、そして３７℃で報告した時間イン
キュベートした。同一溶液中に浸したシリコン平板を、対照として使用した。黄色の外観
は、つなぎ留められたコレステリル－トリプシンが数回の水洗浄後にタンパク質分解活性
を保持していたことを示している（図１参照）。
【００６０】
　固定された酵素は、基質としてＢＡＰＮＡ（Ｎα－ベンゾイル－ＤＬ－アルギニン－ｐ
－ニトロアニリド）を使用する分光測定法で分析した場合、数ヶ月間活性があり、両親媒
性酵素分子と疎水性シリカ平板との間の疎水性結合を強く持ちこたえていることを示した
。
【００６１】
　コレステリル－トリプシンで被覆されたシリカ平板を、ＡＦＭを用い、１０－８Ｎ及び
１０００ｎｍ／秒で走査した。画像化を図２、３、及び４で報告する。
【００６２】
表ＩＩ
【表２】

【００６３】
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（実施例３）
　酵素アデノシンデアミナーゼを、本発明の液／液戦略ＩＩにより疎水化した。疎水化剤
は、プロパノール溶液に溶解されたクロロギ酸コレステリルで代表した。
【００６４】
（実施例４）
　酵素シトシンデアミナーゼを、本発明の液／液戦略ＩＩにより疎水化した。反応スキー
ムは、実施例２と同様とした。
【００６５】
（実施例５）
　酵素グルタミン酸－オキサロ酢酸トランスアミナーゼを、アフィニティークロマトグラ
フィーの固相としてピリドキサールリン酸が結合した樹脂を使用する、本発明の液体／固
体戦略Ｉにより疎水化した。
【００６６】
（実施例６）
　酵素アラニン－ピルビン酸トランスアミラーゼを、アフィニティークロマトグラフィー
の固相としてピリドキサールリン酸が結合した樹脂を使用する、本発明の液体／固体戦略
Ｉにより疎水化した。
【００６７】
（実施例７）
　酵素リンゴ酸デヒドロゲナーゼを、アフィニティークロマトグラフィーの固相としてニ
コチンアミドが結合した樹脂を使用する、本発明の液体／固体戦略Ｉにより疎水化した。
【００６８】
（実施例８）
　酵素アルコールデヒドロゲナーゼを、アフィニティークロマトグラフィーの固相として
ニコチンアミドが結合した樹脂を使用する、本発明の液体／固体戦略Ｉにより疎水化した
。
【００６９】
（実施例９）
　酵素リパーゼを、アフィニティークロマトグラフィーの固相としてプロピオニル酢酸が
結合した樹脂を使用する、本発明の液体／固体戦略Ｉにより疎水化した。
【００７０】
　応用実施例
（実施例１０）
　溶液中でタンパク質を分解（ダイジェスト）するのに有用なバイオリアクターは、実施
例２と同様にウシトリプシンを誘導体化すること、及びそれをＰＶＣ（ポリ塩化ビニル）
顆粒上に埋めつくす（ブロックする）ことによって実現される。これらの顆粒は、一般的
な実験室用チップに含められるカートリッジを構築するのに使用される。このデバイスは
、溶液中でタンパク質を大きく向上された分解反応性能をもって分解できる。詳細には、
溶液にトリプシンを直接添加することによってタンパク質を消化する古典的プロトコール
と較べて、機能化されたチップデバイスを使用することによって得られる３つの主な改善
が存在する。すなわち、
ａ）このデバイスは、溶液中でトリプシン分子を放出しない、
ｂ）このデバイスは、トリプシン自己消化フラグメントを低減（又はさらに排除）する（
図５及び図６参照）、
ｃ）質量分光測定による適正なタンパク質分析のために要求される分解時間が、溶液中で
の古典的な分解プロトコールの一夜からほんの数分（分解されるべきタンパク質の濃度に
応じて、１～１０分）まで短縮される（図６参照）。
【００７１】
（実施例１１）
　疎水化された様々な加水分解酵素を結合しているＰＶＣ粉末のいくつかのカートリッジ
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がパイプラインの状態で一緒に連結された、実施例１０に記載のバイオリアクターに類似
のバイオリアクターを構築する。このデバイスは、産業活動からの廃水を精製するのに有
用である。カートリッジ中で使用される具体的酵素は、精製されるべき廃水の組成に応じ
て変化し、例えば、製パン工場の廃水を精製するためには、アミラーゼ及びトリプシンで
活性化されたカートリッジが使用される。皮なめし工場からの廃水を精製するためには、
リパーゼ、コラゲナーゼ及びエラスターゼで活性化されたカートリッジが使用される。
【００７２】
（実施例１２）
　バイオセンサーは、水晶ディスクを小さな金表面で覆うことによって実現される。この
表面は、金と自発的に反応して規則正しい層を生成するチオコレステロールの層でその表
面を覆うことによって疎水化された。この疎水化された表面は、２つの提案された戦略に
よって得られる疎水化されたタンパク質を埋めつくす（ブロックする）のに適している。
タンパク質の結合量は、タンパク質質量によって誘発される水晶の自発発振周波数に関す
る減衰量を評価することによって測定できる。（図７の例を参照）。ブロックした活性タ
ンパク質は、任意の特異的なタンパク質－タンパク質相互作用に対するプローブとして使
用できる。プローブと認識する特異的因子との結合は、水晶発振のさらなる減衰として読
み取ることができる。
【図面の簡単な説明】
【００７３】
【図１】シリコン平板上に固定化されたコレステリル－トリプシンによって引き起こされ
るＢＡＰＮＡの加水分解のｔ０ｈ～ｔ６ｈまでの進展を例示する図である。
【図２】水溶液中でシリコン平板に疎水的につなぎ留められたコレステリル－トリプシン
のトポグラフィーを示す図である（１５０ｎｍ２の面積を走査）。パネル（ａ）は１μｍ
領域の画像を示し、パネル（ｂ）は、１５０ｎｍ領域の画像を示し、（ｃ）は、単分子層
の断面を表す。
【図３】水溶液中でシリカ平板につなぎ留められたコレステリル－トリプシンのトポグラ
フィーを示す図である（５０ｎｍ２の面積を走査）。パネル（ａ）は５０ｎｍ領域の画像
を示し、パネル（ｂ）は、単分子層の断面を示す。
【図４】水溶液中でシリカ平板につなぎ留められたコレステリル－トリプシンのトポグラ
フィーを示す図である（２４ｎｍ２の面積を走査）。パネル（ａ）は２４ｎｍ領域の画像
を示し、パネル（ｂ）は、単分子層の断面を示す。
【図５】機能化されたトリプシンチップデバイスを通過した蒸留水の質量スペクトル（上
のパネル）（トリプシンの自己分解ピークは存在しない）、及び溶液中のトリプシンの質
量スペクトル（下のパネル）（自己分解ピークが明瞭に認められる）を示す図である。
【図６】機能化されたトリプシンチップデバイスで１０分間消化されたヒト血清アルブミ
ン（ＨＳＡ）の質量スペクトル（上のパネル）（トリプシンの自己分解ピークは存在しな
いが、ＨＳＡピークは完全に存在する）、及び溶液中でトリプシンによって一晩消化され
たＨＳＡの質量スペクトル（下のパネル）（円は自己分解ピークを示す）を示す図である
。
【図７】本発明の戦略ＩＩにより修飾されたトリプシンの分子を埋めつくすことによって
誘発される水晶の減衰の速度を示す図である。水晶表面は、チオコレステロールで疎水性
にされた極めて小さな金の薄層で覆われている。
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【図７】

【手続補正書】
【提出日】平成19年9月7日(2007.9.7)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水溶性活性タンパク質を、１つ又は複数の親水性アミノ酸残基を疎水性残基に変換する
能力のある試薬と反応させるステップを含む、疎水性又は部分疎水性活性タンパク質の調
製方法であって、疎水化反応を均一デファレンシャル極性溶媒混合物中で行うことによっ
て、タンパク質の活性の根源である活性部位が保護される調製方法。
【請求項２】
　水溶性活性タンパク質を水性溶液中に溶解するステップ、試薬を少なくとも部分的に水
と混和できる低極性溶媒中に溶解するステップ、極性／低極性均一混合物を調製するステ
ップ、そこで該タンパク質と該試薬を反応させるステップ、疎水化された活性タンパク質
を回収するステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　水性溶液中にタンパク質の活性部位に特異的な可逆性リガンドを溶解することをさらに
含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　親水性アミノ酸残基を疎水性残基に変換する能力のある試薬が、アルキル化する、アシ
ル化する、アリール化する、ジアゾ、ペプチド結合を形成する、シッフ塩基を形成する化
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合物、又は疎水性部分を導入する能力のある化合物を含む群から選択される、請求項１か
ら３までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　水溶性活性タンパク質が、酵素、ホルモン、受容体、抗原、抗体、アレルゲン、免疫反
応性タンパク質、親和性パートナー、並びにこれらの誘導体、フラグメント及び機能的等
価物を含む群から選択される、請求項１から４までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　水溶性活性タンパク質が、筋アルドラーゼ、トリプシン、アミラーゼ、リパーゼ、コラ
ゲナーゼ又はエラスターゼを含む群から選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　活性の根源である領域に対して遠位の又は反対側のタンパク質部分中に、疎水性残基に
変換された１つ又は複数の親水性アミノ酸残基を有する、請求項１から６までのいずれか
一項に記載の方法で得ることができる疎水化活性タンパク質。
【請求項８】
　コレステリル－アミノ酸残基に変換された１つ又は複数の親水性アミノ酸残基を有する
、請求項７に記載の疎水化活性タンパク質。
【請求項９】
　請求項７又は８に記載の疎水化タンパク質を疎水性固体支持体と接触させるステップを
含む、固体支持体上に固定された配向活性タンパク質の単分子層からなるデバイスの調製
方法。
【請求項１０】
　疎水性固体支持体が、すべて任意選択的にそれらを疎水性にするように誘導体化された
、天然又は合成ポリマー、炭素材料、シリコン、金属、樹脂である、請求項９に記載の方
法。
【請求項１１】
　疎水性固体支持体が、ウェーハ、平板、薄層、薄板、チューブ、繊維、粒子、顆粒、粉
末の形態である、請求項９又は１０に記載の方法。
【請求項１２】
　請求項９から１１までのいずれか一項に記載の方法によって得ることができるデバイス
。
【請求項１３】
　実験室用チップ中に含められるカートリッジの形態、又はフィルターの形態、又はマイ
クロアレイ支持体の形態の、請求項１２に記載のデバイス。
【請求項１４】
　請求項１２又は１３に記載のデバイスを含む、又はそれらのデバイスからなるバイオリ
アクター又はバイオセンサー。
【請求項１５】
　請求項１２又は１３に記載のデバイスを調製するステップ、
固定されたタンパク質をリガンド又はリガンド候補と接触させるステップ、及び
原子間力顕微鏡法（ＡＦＭ）でタンパク質及び／又はその複合体を画像化するステップ
を含む、水溶性タンパク質とリガンド又はリガンド候補との間の相互作用を調べるための
技術。
【請求項１６】
　タンパク質材料をランダムに疎水化された材料に変換するステップ、
該疎水化材料を疎水性固体支持体と接触させてランダム配向に固定されたタンパク質材料
の単分子層を得るステップ、
原子間力顕微鏡法（ＡＦＭ）で材料を画像化するステップ、
コンピューターで支援された手段で元々の材料の画像を再構成するステップ
を含む、水溶性タンパク質材料の立体配座を調べるための技術。
【請求項１７】
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　診断的、遺伝子的、免疫学的分析のためのマイクロアレイを調製するための、或いはタ
ンパク質又は遺伝子材料を機械的に操作するための、請求項１２に記載のデバイスの使用
。
【請求項１８】
　液体又は気体を処理するためのバイオリアクターを調製するための、請求項１３に記載
のデバイスの使用。
【請求項１９】
　水溶性活性タンパク質を１つ又は複数の親水性アミノ酸残基を疎水性残基に変換できる
能力のある試薬と反応させることによって、疎水性又は部分疎水性の活性タンパク質を調
製する第１ステップ（ここで、タンパク質の活性の根源である活性部位は、疎水化反応を
不均一相中で行うことよって、保護される）、並びにこのように得られた疎水化タンパク
質を疎水性固体支持体と接触させる第２ステップを含む、固体支持体上に固定された配向
活性タンパク質の単分子層からなるデバイスの調製方法。
【請求項２０】
　疎水化反応が、水溶性活性タンパク質をその活性部位を介して親和性マトリックス上に
固定するステップ、固定されたタンパク質を試薬と反応させるステップ、疎水化された活
性タンパク質をマトリックスから溶出させるステップを含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　親水性アミノ酸残基を疎水性残基に変換する能力のある試薬が、アルキル化する、アシ
ル化する、アリール化する、ジアゾ、ペプチド結合を形成する、シッフ塩基を形成する化
合物、又は疎水性部分を導入する能力のある化合物を含む群から選択される、請求項１９
又は２０に記載の方法。
【請求項２２】
　水溶性活性タンパク質が、酵素、ホルモン、受容体、抗原、抗体、アレルゲン、免疫反
応性タンパク質、親和性パートナー、並びにこれらの誘導体、フラグメント及び機能的等
価物を含む群から選択される、請求項１９から２１までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　水溶性活性タンパク質が、筋アルドラーゼ、トリプシン、アミラーゼ、リパーゼ、コラ
ゲナーゼ又はエラスターゼを含む群から選択される、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　疎水性固体支持体が、すべて任意選択的にそれらを疎水性にするように誘導体化された
天然又は合成ポリマー、炭素材料、シリコン、金属、樹脂である、請求項１９から２３ま
でに記載の方法。
【請求項２５】
　疎水性固体支持体が、ウェーハ、平板、薄層、薄板、チューブ、繊維、粒子、顆粒、粉
末の形態である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　請求項１９から２５までのいずれか一項に記載の方法によって得ることができるデバイ
ス。
【請求項２７】
　実験室用チップ中に含められるカートリッジの形態、又はフィルターの形態、又はマイ
クロアレイ支持体の形態の、請求項２６に記載のデバイス。
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【国際調査報告】



(21) JP 2009-515869 A 2009.4.16

10

20

30

40



(22) JP 2009-515869 A 2009.4.16

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｎ  11/08     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｍ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ  11/08    　　　Ｂ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,
BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,
CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HN,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,L
C,LK,LR,LS,LT,LU,LV,LY,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RS,RU,SC,SD,SE,SG,SK
,SL,SM,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  ドナディオ、エレーナ
            イタリア国、ピサ、ヴィア　エッセ．　アンドレア　２９
(72)発明者  バレストレリ、エットレ
            イタリア国、ピサ、ヴィア　サン　ビアジョ　２９／エッフェ
(72)発明者  フェリシオリ、ロマノ
            イタリア国、ピサ　クレスピーナ、ヴィア　ラ　タナ　９
Ｆターム(参考) 4B033 NA01  NA22  NA42  NB04  NB12  NB15  NB22  NB35  NC04  NC12 
　　　　 　　        NC13  ND04  ND07  ND16  NE02  NG09  NH09  NH10  NJ03 
　　　　 　　  4B050 CC02  EE10  GG01  GG10  KK03  LL03  LL05 
　　　　 　　  4H045 AA20  BA55  BA62  DA89  EA50  EA60  FA81  FA82 



专利名称(译) 一种将水溶性活性蛋白质转化为疏水性活性蛋白质的方法，所述方法用于制备单层取向活性蛋白质的用
途，以及包含所述单层的装置

公开(公告)号 JP2009515869A 公开(公告)日 2009-04-16

申请号 JP2008539542 申请日 2006-06-30

[标]申请(专利权)人(译) 蛋白生物

申请(专利权)人(译) Puroteojen生物爱喜.ERRE.ERRE.

[标]发明人 ドナディオエレーナ
バレストレリエットレ
フェリシオリロマノ

发明人 ドナディオ、エレーナ
バレストレリ、エットレ
フェリシオリ、ロマノ

IPC分类号 C07K1/02 C07K17/02 C12N9/96 G01N37/00 G01N33/53 C12N11/08

CPC分类号 C07K1/1077 B01J2219/00527 B01J2219/00605 B01J2219/0061 B01J2219/00612 B01J2219/00626 
B01J2219/00637 B01J2219/00725 C12N9/6427 C12N9/88 C12N11/02 C12N11/14 G01N33/54353

FI分类号 C07K1/02 C07K17/02 C12N9/96 G01N37/00.102 G01N33/53.D G01N33/53.M C12N11/08.B

F-TERM分类号 4B033/NA01 4B033/NA22 4B033/NA42 4B033/NB04 4B033/NB12 4B033/NB15 4B033/NB22 4B033
/NB35 4B033/NC04 4B033/NC12 4B033/NC13 4B033/ND04 4B033/ND07 4B033/ND16 4B033/NE02 
4B033/NG09 4B033/NH09 4B033/NH10 4B033/NJ03 4B050/CC02 4B050/EE10 4B050/GG01 4B050
/GG10 4B050/KK03 4B050/LL03 4B050/LL05 4H045/AA20 4H045/BA55 4H045/BA62 4H045/DA89 
4H045/EA50 4H045/EA60 4H045/FA81 4H045/FA82

代理人(译) 池田幸

优先权 PCT/EP2005/055901 2005-11-11 WO

外部链接 Espacenet
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本发明涉及将亲水性活性蛋白质（HPiAP）转化为适合于以活性形式束
缚在疏水性基质上的疏水性活性蛋白质（HPoAP）的方法。本发明还涉
及制备固定在疏水性固体载体上的有序单层取向活性蛋白质的方法，该
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（AFM）。和使用所述装置的分析。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/8ccc59c7-8b86-4316-ab8c-4a38ccf9a912
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/036685569/publication/JP2009515869A?q=JP2009515869A

