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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次の工程
（ｉ）表面に結合された膜である膜の提供、
（ｉｉ）該膜に無細胞発現系及び膜タンパク質を符号化する核酸の適用、並びに
（ｉｉｉ）該膜中に組み込まれた、膜タンパク質の発現
を含む、膜中に組み入れられた膜タンパク質の製造方法。
【請求項２】
　該膜が、合成膜である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　該膜が、繋留された膜である、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　繋留された膜が、ペプチド繋留された膜、ＰＥＧ繋留された膜、糖繋留された膜、シラ
ン繋留された膜、シラン／チオール繋留された膜又はポリマー繋留された膜である、請求
項３に記載の方法。
【請求項５】
　該膜が、誘電性表面もしくは非誘電性表面に結合又は繋留されている、請求項１から４
までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　該膜が、金属もしくは金属酸化物からなる表面に結合又は繋留されている、請求項１か
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ら５までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　該膜が、平面膜であり、かつ／又は小胞－複合体構造を有する、請求項１から６までの
いずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　該膜が、天然膜成分、合成により製造された脂質又は両親媒性ポリマーを有する、請求
項１から７までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　該膜が、リン脂質を有する、請求項１から８までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　該リン脂質が、ＤＭＰＥ又はホスファチジルコリンである、請求項９項に記載の方法。
【請求項１１】
　該膜が、二層の脂質膜である、請求項１から１０までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記膜タンパク質が、ＴＭタンパク質、膜関連タンパク質又は膜貫通タンパク質である
、請求項１から１１までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　該膜タンパク質が、Ｇタンパク質共役受容体、神経伝達物質受容体、キナーゼ、ポリン
、ＡＢＣ輸送体、イオン輸送体、アセチルコリン受容体及び細胞接着受容体からなる群か
ら選択される、請求項１から１２までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　該膜タンパク質が、タグと結合される、請求項１から１３までのいずれか１項に記載の
方法。
【請求項１５】
　該膜タンパク質が、タグを有さない、請求項１から１３までのいずれか１項に記載の方
法。
【請求項１６】
　前記タグが、エピトープ、高い親和力の結合対の相手、又は標識である、請求項１４に
記載の方法。
【請求項１７】
　前記エピトープが、ＶＳＶ、Ｈｉｓタグ、Ｓｔｒｅｐタグ、Ｆｌａｇタグ、インテイン
タグ又はＧＳＴタグである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記高い親和力の結合対の相手が、ビオチン又はアビジンである、請求項１６に記載の
方法。
【請求項１９】
　前記標識が、蛍光標識、酵素標識、ＮＭＲ標識又は同位体標識である、請求項１６に記
載の方法。
【請求項２０】
　無細胞発現系が、生体外での転写系及び翻訳系である、請求項１から１９までのいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記無細胞発現系が、真核性の無細胞発現系、原核性の無細胞発現系又は原始の無細胞
発現系である、請求項１から２０までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記真核性の無細胞発現系が、ウサギの網状赤血球を基礎とするＴＮＴ（登録商標）系
である、請求項２１項に記載の方法。
【請求項２３】
　膜タンパク質を符号化する核酸が、ｃＤＮＡとして付加される、請求項１から２２まで
のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項２４】
　該膜タンパク質が、機能的に活性のある形で膜中に組み入れられる、請求項１から２３
までのいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組み入れられた膜タンパクを有する膜、特に合成膜、及び特に、膜中への、
例えば繋留された（ｔｅｔｈｅｒ）平面脂質層中への膜タンパク質の無細胞系生体外転写
及び翻訳に関する。特に、本発明は、かかる膜の新しい製造方法を提供する。例えば、該
膜は、膜受容体／リガンドの相互作用の研究のために使用されることができる。
【０００２】
　膜受容体／リガンドの相互作用の詳細な研究は、細胞膜を伴う複雑な生物学的経路を理
解するための前提条件である。かかる研究を行うために、効率的及び再現性のある生体外
での分析系が、該受容体が天然の環境に関係している可能性のある、他の相互作用からの
単離における特異的な受容体／リガンド結合相互作用を特徴付けるために必要とされる。
【０００３】
　従って、生物学的な膜のためのモデル系、例えばリポソーム、平面脂質黒膜（ＢＬＭｓ
）、及び固体支持膜、例えば固体支持脂質二重層、並びに繋留された脂質二重層が開発さ
れてきた。繋留された脂質膜（ｔＢＬＭｓ）は、支持体に共有的に繋留された、親水性の
スペーサー基、例えばペプチド、ポリエチレングリコール又は糖基を有する固体支持脂質
薄膜である。かかるモデル膜系中に膜タンパク質を組み入れるために、今までのところ、
膜タンパク質の単離及び膜系中への再構成が必要である。従って、例えば、固体支持に対
するリン脂質単層の形成、及び次にアセチルコリン受容体（ＡＣｈＲ）を含有する脂質小
胞にこの単層をさらすことは、二重脂質膜中にアセチルコリン受容体の組み入れを導き、
その際、二重脂質膜の第二層は、脂質小胞中に含まれる脂質から形成される（Ｅ．Ｋ．Ｓ
ｃｈｍｉｄｔ ｅｔ ａｌ．、Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ａｎｄ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ
ｓ １３（１９９８）５８５－５９１）。Ｒ．Ｎａｕｍａｎｎ ｅｔ ａｌ．（Ｂｉｏｓｅ
ｎｓｏｒｓ ａｎｄ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ １４ （１９９９） ６５１－６６２
は、機能活性形でペプチド繋留された脂質膜中にシトクロムｃオキシダーゼを組み入れる
ことを記載している。ホスファチジルコリンを含有するリポソームは、チオペプチド－脂
質単層上に広がり、ペプチド繋留された脂質膜二重膜を形成する。そしてこの膜は、単離
されたシトクロムｃオキシダーゼでインキュベートされる。
【０００４】
　同様の研究方法は、人工平面脂質膜（Ｅ．Ｋ．Ｓｉｎｎｅｒ、Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ 
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ３３３ （２００４） ２１６－２２４）中のインテグリンの
組み入れに関して報告されていた。この研究方法において、インテグリンは、脂質機能化
ペプチド層中に小胞拡散によって組み入れられた。また、この手法では、膜タンパク質含
有小胞が、最初に製造されなければならず、膜タンパク質の製造及び単離を要求した。
【０００５】
　今まで使用されていた製造方法の場合における問題は、膜タンパク質が最初に単離され
なければならなかったことである。該タンパク質の天然活性は、しばしばそれらによって
失われた。さらに、膜中への組み入れは、例えば小胞拡散の場合において、しばしば無作
為に実施されたが、しかし管理されなかった。このことは、適切ではない試験系をもたら
し、該試験系において膜との、及び膜中でのタンパク質との相互作用及びの方向付け、並
びにリガンドとの相互作用に対するタンパク質の影響を、調査することができなかった。
【０００６】
　従って、膜中に組み入れられた膜タンパク質を有する膜の改良された製造方法、特に該
膜タンパク質を最初に単離する必要のない方法を提供することが、本発明の目的であった
。
【０００７】
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　本発明によると、この目的は、
（ｉ）膜の提供、
（ｉｉ）該膜に無細胞発現系及び膜タンパク質を符号化する核酸の適用、並びに
（ｉｉｉ）該膜中に組み入れられた、膜タンパク質の発現
の工程を含む、膜中に組み入れられた膜タンパク質の製造方法によって達成される。
【０００８】
　本発明の方法は、膜タンパク質が最初に単離されることなく、膜中に、特に合成膜中に
天然機能形で膜タンパク質を組み込むことを可能にする。さらに、本発明の方法を実行す
る場合に、無細胞発現系で発現させたタンパク質が、管理された形で膜中に組み込まれる
ことが驚くべきことに発見された。従って、本発明によると、機能活性タンパク質は、事
前の単離を要求せずに膜中で得られることができる。さらに、無細胞発現系の使用によっ
て、例えばタンパク質を分解するプロテアーゼが、該系中に存在しないために、本発明に
従って製造された膜は、高い安定性を有する。
【０００９】
　膜の存在下での無細胞発現系による膜タンパク質の発現によって、この膜が小胞体の準
代替物として作用することが、推定される。無細胞発現系は、水性の系において可溶性タ
ンパク質を発現するために使用されており、それによって、多くの場合において天然の活
性タンパク質ではなく変性させたタンパク質が、例えば封入体の形で得られる。驚くべき
ことに、膜、有利には、合成膜の存在下でのかかる無細胞発現系におけるタンパク質の発
現によって、タンパク質が、膜中に組み入れられ、そしてさらに、機能的な形でその中に
存在することが見出された。合成膜中への組み入れは、さらに驚くものでさえあって、そ
れは、自然に生じる膜中で又は天然の起源の膜中でまだ存在する、膜タンパク質のための
組み入れ機構は、合成膜中では存在することができないからである。例えば、天然源から
派生した膜を含むミクロソーム調製物は、膜タンパク質のための組み入れ機構を有しうる
。しかしながら、驚くべきことに、膜タンパク質の機能的な組み入れは、もはやかかる機
構を有さない合成膜でも、非常に良く達成されることできることが、発明者によって現在
見出されている。
【００１０】
　使用される膜は、表面に結合された膜であることができる。平面膜を使用することも好
ましい。特に、繋留された膜が好ましい。
【００１１】
　本発明の特に好ましい一実施態様によると、最初に、合成膜が提供される。該合成膜は
、有利には、平面膜であり、かつ／又は小胞－複合体構造を有する。とりわけ有利には、
それは担体上に適用された繋留された膜である。
【００１２】
　膜の繋留は、例えばペプチドアンカー、ＰＥＧアンカー、糖アンカー、シランアンカー
、シラン／チオールアンカー又はポリマーアンカーによって、有利にはペプチドアンカー
によって実施されることができる。表面への膜の結合又は繋留は、有利には、親水性のス
ペーサー分子を使用して行われる。
【００１３】
　好適な担体表面は、例えば、金属又は金属酸化物、有利には金又はシリカ表面である。
金表面の場合において、膜は、金表面に、有利にはＡｕ－Ｓ相互作用によって結合される
。該表面は、誘電性又は非誘電性であることができる。一実施態様において、半導体表面
が使用される。
【００１４】
　特定の好ましい一実施態様において、ペプチドは、脂質膜を繋留するための親水性スペ
ーサー分子として使用される。有利には、好適なペプチドスペーサー分子は、３～１００
、有利には４～３０、特に５～２５、及びさらにより有利には１５～２０個のアミノ酸の
長さを有する。さらに、その選択された配列は、１末端にシステイン残基を有する。金表
面を使用する場合に、単分子のペプチド層が、好適な末端のＮ－システイン残基の強い金
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－硫黄相互作用によって生じた自己構築によって得ることができる。α－ラミニンのサブ
ユニットから派生させた１９個のペプチドＣＳＲＡＲＫＱＡＡＳＩＫＶＡＶＳＡＤＲ（Ｐ
１９）は、特に有用であることが判明した。
【００１５】
　有利には、本発明に従って使用した膜は、合成膜、すなわち天然源ではない膜である。
このことは、実際にモデル系がそれらによって得られるために有利であり、その際、特異
的に所望された特性を分析することができ、かつ天然の膜の成分によって生じてよい他の
可能な相互作用は除外される。従って、本発明に従って使用された膜は、有利には、合成
により製造された脂質、特にリン脂質からなる。しかしながら、天然の膜又は天然の膜の
断片、例えばミクロソームを使用することも、可能である。特に有利には、該膜は、ジミ
リストイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＭＰＥ）及び／又はホスファチジルコリ
ンを含む。
【００１６】
　繋留分子、例えばペプチドに対する最初の脂質層の結合は、有利には共有結合である。
ペプチドが繋留分子として使用される場合に、結合は、例えば、リン脂質分子、例えばジ
ミリストイルホスファチジルエタノールアミンの一次アミノ残基にペプチドのカルボキシ
末端を介してペプチドを共有的に連結することによって得られることができる。該結合は
、公知の結合化学によって、例えばＥＤＣ（Ｎ－エチル－Ｎ’－（ジメチルアミノプロピ
ル）カルボジイミド）及びＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド）を使用した活性エス
テル結合法によって行われることができる。そして第二脂質層は、その系に追加の脂質層
を付加することによって、例えば小胞融合によって形成される。
【００１７】
　本発明に従った膜中に組み入れられる膜タンパク質は、あらゆる膜タンパク質であるこ
とができる。例えば、Ｇ－タンパク質共役受容体、例えば匂い受容体、ロドプシン受容体
、特にウシロドプシン受容体、ロドプシンフェロモン受容体、ペプチドホルモン受容体、
味覚受容体、ＧＡＢＡ受容体、アヘン剤受容体、セロトニン受容体、Ｃａ2+受容体、メラ
ノプシン、神経伝達物質受容体、リガンド作動性、電位作動性又は機械作動性、例えばア
セチルコリン（ＡＣｈ）、ニコチン、アドレナリン、ノルエピネフリン、カテコールアミ
ン、Ｌ－ドーパ、ドーパミン及びセロトニン－生体アミン、エンドルフィン／エンケファ
リン－神経ペプチド受容体、キナーゼ、例えばセリン／トレオニンキナーゼ、細胞質チロ
シンキナーゼ、受容体チロシンキナーゼ、ホスファターゼ、プロテアーゼ、不活性キナー
ゼ、ポリン／チャネル、例えば塩素チャネル、カリウムチャネル、ナトリウムチャネル、
ＯＭＰタンパク質、ＡＢＣ輸送体（ＡＴＰ－結合－カセット（ＡＴＰ－Ｂｉｎｄｉｎｇ－
Ｃａｓｓｅｔｔｅ）－輸送体）、例えばアミノ酸輸送体、Ｎａ－グルコース輸送体、Ｎａ
+／ヨウ化物輸送体、イオン輸送体、例えば集光性複合体、シトクロムｃオキシダーゼ、
ＡＴＰアーゼＮａ／Ｋ、Ｈ／Ｋ、Ｃａ、細胞接着受容体、例えばメタロプロテアーゼ、イ
ンテグリン、カテリン（ｃａｔｈｅｒｉｎ）である。
【００１８】
　その系の続く検査及び研究のために、膜タンパク質を、有利にはタグと結合させる。該
タグは、有利にはタグに特異的な抗体を結合させるエピトープから選択される。好適なタ
グは、例えばＶＳＶ（水疱性口内炎ウイルス糖タンパク質）、Ｈｉｓタグ、Ｓｔｒｅｐタ
グ、Ｆｌａｇタグ、インテインタグ又はＧＳＴタグである。しかしながら、膜タンパク質
の直接定量を可能にする、高親和力結合対の相手、例えばビオチンもしくはアビジン、又
は標識、例えば酵素標識もしくは蛍光標識を膜タンパク質に結合することもできる。
【００１９】
　そして、該タグは、膜タンパク質に、検出可能な基、例えば蛍光基を結合させるために
使用されることができる。膜の、並びに特に膜タンパク質の存在及び活性の検査は、例え
ば、表面プラズモン共鳴分光法又は表面プラズモン増強蛍光分光法（ＳＰＦＳ）によって
実施されることができる。それらの方法は、脂質膜の構築及び組み入れられた膜タンパク
質の結合相互作用を実時間で観測することを可能にする。また、それらの方法は、膜中の
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非常に少ないタンパク質分子、例えば１０～１００００、特に１００～１０００タンパク
質分子の検出及び観測をも可能にする。
【００２０】
　本発明の本質的な構成要素は、無細胞発現系の使用である。無細胞発現系によって、所
望の膜タンパク質を符号化する、場合によりタグも符号化する核酸が、転写及び翻訳され
、かつ従って、その所望の膜タンパク質が、その場で形成され、そして直ちに合成膜中に
組み入れられる。かかる無細胞発現系は、有利には、例えば、米国の特許５，３２４，６
３７号に記載されているような生体外での転写系及び翻訳系である。有利には、真核性の
無細胞抽出物が、発現系として使用される。かかる発現系は、例えばＰｒｏｍｅｇａ Ｃ
ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ製の転写／翻訳系を結合させたＴＮＴ（登録商標）として市販され
ている。しかしながら、原核性の無細胞発現系（例えばＲｏｃｈｅ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ社からのＲＴＳ １００ Ｅ．ｃｏｌｉ ｈｙ ｋｉｔ（登録商標））又は原始（
ａｒｃｈａｉｃ）の無細胞発現系（例えばＳａｒｍａ；Ｅ．Ｍ．Ｆｌｅｉｓｃｈｍａｎｎ
，Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｕｒ Ｐｒｅｓｓ，ＩＳＢＮ ０－８７９６９－４３
８－６，Ｐｒｏｔｏｃｏｌ １８，ｐ．１３３）を使用することも可能である。
【００２１】
　有利には、膜タンパク質、及び場合によりタグ又は膜タンパク質に付加された他の機能
性の部分を符号化する核酸は、無細胞発現系にｃＤＮＡとして添加される。
【００２２】
　上記のように、驚くべきことに、無細胞発現系、有利には真核性の無細胞発現系による
合成膜の存在下での膜タンパク質の発現は、合成膜中に膜タンパク質の組み込み及び組み
入れを導き、このようにして膜タンパク質は、機能活性形にあることが見出された。従っ
て、本発明に従って得ることができる膜は、研究において、特に、膜タンパク質、例えば
受容体とそれらのリガンドとの相互作用の調査のために分析系として極めて好適である。
従って、本発明はまた、組み入れられた膜タンパク質を有する合成膜に関し、その際、合
成膜は、本明細書で記載されている方法によって得ることができる。
【００２３】
　膜脂質中に組み入れられた膜タンパク質の質量比は、有利には、１：１～１：１０００
０、特に１：１００～１：１０００である。
【００２４】
　膜中に組み入れられた機能的に活性のある膜タンパク質を有する本発明の膜は、膜タン
パク質の機能及び／又は構造の決定、特に受容体／リガンドの相互作用の研究のための分
析系として使用されることができる。しかしながら、それらはまた、センサー技術におい
て、例えば匂い受容体として使用されることもできる。他の使用は、戦争用途、生体毒素
、例えば炭疽、毒性もしくは爆発性物質の検出、イオンセンサー、薬物センサー又はアミ
ノ酸センサーである。
【００２５】
　本発明は、附属の図及び次の実施例によってさらに説明される。
【００２６】
　図１は、ペプチド層に繋留させた脂質二重層の実験構成を示す。該ペプチド層は、シス
テイン残基のＳ原子を介して担体の金表面上に吸着される。ペプチド層に、ＤＭＰＥ層を
、共有的に付着させる。上側脂質層は、細胞融合により導入される。
【００２７】
　図２は、抗マウス－Ｃｙ５抗体に結合した平面膜系中へのＧＰＣＲ分子の組み入れを図
で示す。
【００２８】
　図３は、
１）Ｎ－末端ＶＳＶタグを有するＧＰＣＲ ｃＤＮＡの付加、
２）Ｃ－末端ＶＳＶタグを有するＧＰＣＲ ｃＤＮＡの付加、及び
３）挿入することなしにＴｎＴベクターの付加
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のための蛍光シグナルを示す。矢線は、Ｃｙ５標識された二次抗ＶＳＶ抗体の付加を示す
。
【００２９】
　図４は、無細胞抽出物
１：ＯＲ５ ｃＤＮＡのＣ－末端ＶＳＶタグを有する抽出物、
２：ＯＲ５ ｃＤＮＡのＮ－末端ＶＳＶタグを有する抽出物、及び
３：マーカー、ＳｅｅＰｌｕｓのタンパク質の標準
によって発現させたタンパク質のウェスタンブロットを示す。該ウェスタンブロットは、
それぞれのＧＰＣＲコンストラクトの転写及び翻訳の成功を示す。
【００３０】
　図５は、放射性検出の結果を示す。
【００３１】
　図６は、ｔＢＬＭに組み入れられたＯＲ５のＩＲ分光法データを示す。
【００３２】
　図７は、人工の平面膜表面中に挿入した標識された膜タンパク質の画像を示す。
【００３３】
　図８は、Ｐ１９に繋留させたＢＬＭ上のウシオプシンの結果を示す。
【００３４】
　図９は、ウシオプシンを符号化するｃＤＮＡ配列を含む発現プラスミドＴＮＴ－ρ３／
４の略図及び符号化領域を示す。
【００３５】
　図１０は、ｐＴＮＴ－ρ３／４でのｔＢＬＭのインキュベーションのＳＰＦＳスペクト
ルを示す。
【００３６】
　実施例
　実施例１
　ペプチド繋留された脂質膜の製造
　平面の金表面上のペプチド分子の構築
　ペプチドを、脂質膜を繋留するための親水性スペーサー分子のために使用する。α－ラ
ミニンサブユニットから派生させた１９個のペプチドＣＳＲＡＲＫＱＡＡＳＩＫＶＡＶＳ
ＡＤＲ（Ｐ１９）（ドイツ、ＤｅｉｓｅｎｈｏｆｅｎのＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社）
を使用した。種々のペプチドの濃度を検査し、かつミリポア水中に２５μｇ／ｍｌの最終
濃度が、時間／物質の消費率及び再現性に関する金表面に対するＰ１９の会合を示す構築
実験における最適なペプチド濃度であることを示した。
【００３７】
　単分子のペプチド層の自己構築は、Ｎ－末端のシステイン残基の強い金－硫黄相互作用
によって得られる。ペプチド層の構築は、ペプチド溶液中での金表面の３０分のインキュ
ベーション後に完了される。過剰な結合していないペプチドは洗い落とされ、かつ得られ
た光学的厚さを、ＳＰＳによって観測した。
【００３８】
　ラミニンペプチドを、そのカルボキシ末端を介してリン脂質分子（ジミリストイルホス
ファチジルエタノールアミン、ＤＭＰＥ；０．１ｍｇ／ｍｌ（Ｓｉｇｍａ社製）；０．０
０１％（ｗ／ｖ）トリトンＸ－１００（ドイツ、ＫａｒｌｓｒｕｈｅのＲｏｔｈ社製）中
に可溶化させた）の一次アミノ残基に、活性エステル結合の手法で共有的に結合させた。
Ｎ－エチル－Ｎ’－（ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣ；ドイツ、Ｄｅ
ｉｓｅｎｈｏｆｅｎのＦｌｕｋａ社製）（１１．５ｍｇ／ｍｌ）及びＮ－ヒドロキシスク
シンイミド（ＮＨＳ；Ｆｌｕｋａ社製）（７５ｍｇ／ｍｌ）を１０ｍｌのミリポア水でそ
れぞれ溶解し、そして使用するまで－２０℃で２００μｌのアリコートで保管した。ＥＤ
Ｃ及びＮＨＳを、４００μｌ（ＮＨＳ５０ｍＭ、ＥＤＣ２００ｍＭ）の量で等量混合し、
そしてペプチドを被膜した金表面上に適用した。得られたチオペプチド脂質層は、硬質な
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集成体（約１．５ｎｍの厚さ）を形成する。
【００３９】
　ペプチド脂質層に、ホスファチジルコリン小胞を添加し、そして２層の脂質膜を形成し
た。
【００４０】
　実施例２
　Ｇタンパク質共役受容体の生体外発現
　実験に使用された構成要素：
　ウサギの網状赤血球を基礎とする、結合させた転写系及び翻訳系（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｉ
ｎｃ製のＴＮＴ（登録商標））を使用した。水疱性口内炎ウイルス糖タンパク質ＶＳＶを
符号化するｃＤＮＡをアミノ末端又はカルボキシ末端に付加させたＧＰＣＲ（ラットから
の匂い受容体ＯＲ５）を符号化するｃＤＮＡを、それぞれに製造した。
【００４１】
　無細胞系抽出物を、実施例１で記載されているように製造された繋留された膜の上端で
適用し、ＧＰＣＲのｃＤＮＡコンストラクトを添加した。インキュベーション後、表面を
洗浄し、ＶＳＶエピトープを認識する一次マウス抗体を添加した。該表面を再び洗浄し、
続いてマウスに対する蛍光標識させた二次抗体と一緒にインキュベートした。得られた蛍
光シグナルの増加が、表面の付近にＶＳＶタグの存在を示す。
【００４２】
　繋留された膜中のＧＰＣＲタンパク質の挿入を証明するために、様々な実験から派生し
た蛍光シグナルを比較した。カルボキシ末端と比較して、アミノ末端のＶＳＶタグについ
ての再現性のある及び有意に異なるシグナル強度を得た。Ｃ末端でＶＳＶタグを有するＧ
ＰＣＲ ｃＤＮＡは、５倍低いシグナルをもたらし、そしてそれは、参照として挿入なし
にＴｎＴベクターからの蛍光シグナルに匹敵する。
【００４３】
　このことは、図２で図示されているような、平面膜系中にＧＰＣＲ分子の組み入れを示
す。
【００４４】
　無細胞系抽出物の活性並びにそれぞれのＧＰＣＲコンストラクトの転写及び翻訳の成功
を証明した後で、無細胞系抽出物を、平面脂質膜に対するインキュベート後に収集し、そ
して変性させ、ウェスタンブロットのための準備をした。
【００４５】
　実施例３
　合成膜及び天然膜の比較
　ダイズのホスファチジルコリンリポソームと比較して、イヌのミクロソームを使用する
場合に、蛍光シグナルにおける有意差を観察することができなかった。このことは、ＰＣ
のみからなる平面脂質膜中への成功したタンパク質の組み込みが起こることを示す。
【００４６】
　実施例４
　放射性検出を使用した挿入の証明
　組み入れられたタンパク質分子のさらなる研究は、放射性標識によって行われていた。
従って、35Ｓメチオニンの存在下でＯＲ５を合成した。次の実験を提案した。膜の組み入
れによって、ＯＲ５タンパク質を、７ＴＭタンパク質からの露出されたループを除きプロ
テイナーゼＫの消化に対して保護する。５．９～６．８ｋＤａの範囲のサイズ分布におい
て得られた断片を算出した。その結果を、図５で示す。
【００４７】
　レーンＡ：生体外での実験を、膜表面上で直接展開した。プロテイナーゼＫを、その後
適用した。そしてプロテイナーゼＫと消化されたペプチド断片を洗い流した。得られた膜
表面（ＯＲ５ループ）を、アクリルアミドＳＤＳゲル上に適用し、そして、タンパク質の
放射性標識（Ｓは、ＯＲ５配列中に均一に存在する）をフィルムに露光し、６ｋＤａの期
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待範囲内のシグナルを生じた。
レーンＢ：生体外での実験を、エッペンドルフチューブ中で行い、次に膜上に適用した 
－ 膜中のＯＲ５の発現は同一のシグナルをもたらし、生体外抽出物中に存在する膜断片
中の発現を示唆し、非特異的に膜表面上に吸着された。
レーンＭ：１８８、９８、６２、４９、３８、２８、１７、１４、６、３ｋＤａのマーカ
ー
レーンＣ：分析活性の陽性対照：改質なしにゲル上に適用された生体外抽出物
レーンＤ：プロテイナーゼＫ活性の陽性対照：プロテイナーゼＫのインキュベーションを
有する生体外抽出物
　実施例５
　組み入れられた匂い受容体の活性
　組み入れられた匂い受容体の活性を、ＩＲ分光法を用いて測定した。１ｍＭリリアール
（ｌｉｌｉａｌ）の添加に対するＯＲ５／ｔＢＬＭ系のＩＲアミドＩのピークのシグナル
変化は、受容体による匂いの認識を示す。リリアール／ＯＲ５の相互作用は、ＰＢＳを使
用した洗浄によって逆転されることができる。従って、ＩＲデータは、ＯＲ５タンパク質
を組み込んだｔＢＬＭの生物学的活性を示す。
【００４８】
　実施例６
　画像相関顕微鏡法による膜タンパク質の検出
　本発明に従った新しい方法を、人工平面脂質膜構造体中への複雑な哺乳動物の膜タンパ
ク質の生体外合成に使用した。ウサギの網状赤血球の細胞抽出物は、受容体からの単なる
ＤＮＡから出発する匂い受容体種の新規合成のためのタンパク質合成機構を含む。画像相
関顕微鏡法による挿入された受容体タンパク質の密度は、表面でのエバネッセント励起を
使用して、検査された。例えば、図７は、個々の膜タンパク質のアフィニティー標識をタ
グ付けする蛍光標識させた抗体を示す。励起範囲は、約２０μｍの直径を有する。膜タン
パク質の高分解能画像相関顕微鏡法、すなわち時空的自己相関は、空間的なタンパク質の
分布（組み入れ密度）及びタンパク質の易動度（膜中での拡散）についての情報をもたら
す。
【００４９】
　実施例７
　Ｐ１９に繋留されたＢＬＭ上のウシオプシンの生体外発現
　表面構築を、ＯＲ５の生体外発現／膜挿入に記載されている方法と同一の方法で組み立
てた（図８）。
【００５０】
　ウシロドプシンの生体外発現を、生体外反応混合物のＴ７－ＴＮＴ（登録商標）（Ｐｒ
ｏｍｅｇａ社）で行った。ウシオプシンを符号化するｃＤＮＡ配列を、発現プラスミドｐ
ＴＮＴ（登録商標）－ρ３／４の形で反応に添加した。概略図及び符号化領域を、図９に
示す。
【００５１】
　生体外の反応混合物を、直接、ＳＰＲセンサー表面に取り付けたＰ１９に繋留されたＢ
ＬＭの上側に対して９０分３０℃でインキュベートした。次に、この表面構築物を、ＰＢ
Ｓ溶液含有物、及びモノクローナルのマウス抗－ＶＳＶとヤギ－抗マウスＩｇＧ－Ｃｙ５
抗体との１：３の混合物からなる抗体サンドイッチ系にさらした。生体外発現の反応混合
物を含有するｐＴＮＴ－ρ３／４でのｔＢＬＭのインキュベーションのための対応するＳ
ＰＦＳスペクトル、及びプラスミドを含まない反応混合物でのインキュベーションのため
の対応するＳＰＦＳスペクトルを、それぞれ図１０で示す。
【図面の簡単な説明】
【００５２】
【図１】図１は、ペプチド層に繋留された脂質二重層の実験構成を示す。
【図２】図２は、抗マウス－Ｃｙ５抗体に結合した平面膜系中へのＧＰＣＲ分子の組み入
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【図３】図３は、１）Ｎ－末端ＶＳＶタグを有するＧＰＣＲ ｃＤＮＡの付加、２）Ｃ－
末端ＶＳＶタグを有するＧＰＣＲ ｃＤＮＡの付加、及び３）挿入することなしにＴｎＴ
ベクターの付加のための蛍光シグナルを示す。
【図４】図４は、無細胞抽出物１：ＯＲ５ ｃＤＮＡのＣ－末端ＶＳＶタグを有する抽出
物、２：ＯＲ５ ｃＤＮＡのＮ－末端ＶＳＶタグを有する抽出物、及び３：マーカー、Ｓ
ｅｅＰｌｕｓのタンパク質の標準によって発現させたタンパク質のウェスタンブロットを
示す。
【図５】図５は、放射性検出の結果を示す。
【図６】図６は、ｔＢＬＭに組み入れられたＯＲ５タンパク質のＩＲ分光法データを示す
。
【図７】図７は、人工の平面膜表面中に挿入した標識された膜タンパク質の画像を示す。
【図８Ａ】図８Ａは、Ｐ１９に繋留させたＢＬＭ上のウシオプシンの結果を示す。
【図８Ｂ】図８Ｂは、Ｐ１９に繋留させたＢＬＭ上のウシオプシンの結果を示す。
【図８Ｃ】図８Ｃは、Ｐ１９に繋留させたＢＬＭ上のウシオプシンの結果を示す。
【図９】図９は、ウシオプシンを符号化するｃＤＮＡ配列を含む発現プラスミドＴＮＴ－
ρ３／４の略図及び符号化領域を示す。
【図１０】図１０は、ｐＴＮＴ－ρ３／４でのｔＢＬＭのインキュベーションのＳＰＦＳ
スペクトルを示す。

【図１】

【図２】

【図３】
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