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(57) 요 약

본 발명은, 복수의 수용체를, 각각 다른 관통공 내의 핵산상의 진핵세포에 발현시키는 디바이스를 구축하고, 디

바이스의 각 관통공 내에 진핵세포를 복수 수용, 수용체를 발현시켜, 복수의 각 수용체에 대한 피험물질에 의한

활성화도에 대하여, 일괄 측정하고, 이것을 구체적인 수치로서 평가하는 방법을 제공하는 것을 목적으로 한다.

기판과, 상기 기판상의 소수성 피막, 을 포함하고, 상기 소수성 피막은, 복수의 관통공을 갖고, 상기 관통공의

내부에, 소정의 수용체를 코드하는 유전자를 포함하는 핵산이, 상기 기판에 접하여 설치되어 있는 어레이.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

기판과, 상기 기판상의 소수성 피막, 을 포함하고,

상기 소수성 피막은, 복수의 관통공을 갖고,

상기 관통공의 내부에, 소정의 수용체를 코드하는 유전자를 포함하는 핵산이, 상기 기판에 접하여 설치되어 있

는 어레이.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 관통공 마다, 다른 상기 소정의 수용체를 코드하는 유전자를 포함하는 핵산이 설치되어 있는 어레이.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서,

상기 복수의 관통공의 단면적 평균치가, 0.125mm
2
 이상 0.283mm

2
 이하인 어레이.

청구항 4 

제3항에 있어서,

상기 관통공은, 상기 기판 중에 200 이상 설치되는 동시에, 상기 관통공끼리의 평균 피치가, 0.6mm 이상 0.8mm

이하인 어레이.

청구항 5 

제1항~제4항에 있어서,

상기 소수성 피막은, 23℃에서의 물에 대한 접촉각이, 70° 이상인 어레이.

청구항 6 

제1항~제5항에 있어서,

상기 소정의 수용체는, G단백질 결합 수용체를 포함하는 어레이.

청구항 7 

제6항에 있어서, 

상기 G단백질 결합 수용체는, 후각 수용체를 포함하는 어레이.

청구항 8 

제1항~제7항에 있어서,

상기 관통공 1개당 복수개의 진핵세포가 더 수용되어 있는 어레이.

청구항 9 

외래 유전자로서, CNGA2 및 GNAL 또는 그들의 변이체를 발현하는 진핵세포.

청구항 10 
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제9항에 있어서,

외래 유전자로서, CNGA4 및/또는 CNGB1b 또는 그들의 변이체를 더 발현하는 세포.

청구항 11 

제9항 또는 제10항에 있어서, 

상기 세포에서 발현하는 후각 수용체를 소포체막으로부터 세포막으로 이행시켜, 해당 후각 수용체의 해당 세포

표면에의 제시 효율을 상승시킬 수 있는 단백질을 코드하는 유전자를 더 발현하는, 세포.

청구항 12 

(1) CNGA2 및 GNAL 또는 그들의 변이체를 코드하는 유전자를 갖는 벡터A

(2) CNGA4 및/또는 CNGB1b 또는 그들의 변이체를 코드하는 유전자를 갖는 벡터B, 및,

(3) 세포에서 발현하는 후각 수용체를 소포체막으로부터 세포막으로 이행시켜, 해당 후각 수용체의 해당 세포

표면으로의 제시 효율을 상승시킬 수 있는 단백질을 코드하는 유전자를 갖는 벡터C, 로 이루어지는 군에서 선택

되는 적어도 1개의 벡터.

청구항 13 

제12항에 기재된 적어도 1개의 벡터가 편성되어 있는 진핵세포.

청구항 14 

제9항~제11항, 또는 제13항 중 어느 하나에 기재된 세포의 염색체상에, 일정 개수의 포유류 유래의 후각 수용체

를 코드하는 유전자를 편입하기 위한 영역을 갖는 진핵세포.

청구항 15 

제14항에 기재된 상기 영역에, 인간 유래 후각 수용체 유전자가 편입되어 있는 진핵세포.

청구항 16 

제8항에 있어서,

상기 진핵세포는, 제9~11항, 또는 제13~15항에 기재된 진핵세포인 어레이.

청구항 17 

피험물질에 의한 소정의 수용체에 대한 활성화도를 산출하는 방법으로서,;

(1) 상기 수용체를 발현하는 복수의 진핵세포에 상기 피험물질을 접촉시켰을 때, 상기 각각의 세포 내로 수용되

는 이온량을 측정하는 공정,

(2) 상기 공정1에서 측정에 사용한 세포와 동일한 세포를 탈분극 했을 때의 상기 각각의 세포 내의 이온량을 측

정하는 공정, 및

(3) 상기 공정1에서 측정한 수치와 상기 공정2에서 측정한 수치와의 비를 산출하는 공정, 을 포함하는, 방법.

청구항 18 

제17항에 있어서, 

상기 공정1 및 상기 공정2에 있어서,

세포 내로 수용되는 이온량을 측정하는 수단이, 색소를 이용하는 수단, 또는 형광성 결합 단백질을 이용하는 수

단인, 방법.

청구항 19 

제17항 또는 제18항에 있어서,
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상기 공정2에 기재된 탈분극 시키는 공정이, 칼륨 화합물, 또는 이오노포어를, 상기 진핵세포에 적용하는 공정

인, 방법.

청구항 20 

피험물질에 의한 수용체에 대한 활성화도를 산출하는 방법으로서,;

상기 수용체를 발현하는 복수의 진핵세포에 상기 피험물질을 접촉시켰을 때,

상기 각각의 세포 내로 수용되는 물질의 양을 측정하는 공정을 포함하고,

상기 접촉 전의 제1 소정 시간에서의 형광의 평균치를 Fbase,

상기 접촉 후의 제2 소정 시간에서의 형광의 최대치를 Fmax, 라고 할 때,

Fmax/Fbase를 산출하여, 활성화도(活性化度)로 하는 방법.

청구항 21 

제20항에 있어서,

상기 제1 소정 시간의 형광의 표준편차를 SD라 하여,

상기 Fmax가, Fbase+5SD 이상일 때, 활성화도로서 채용하고,

상기 Fmax가, Fbase+5SD 미만일 때는, 활성화도로서 채용하지 않는 방법.

청구항 22 

제20항 또는 제21항에 있어서,

어떤 피험물질에 관한 상기 측정하는 공정 후, 양성대조물질을 상기 진핵세포에 접촉시키지 않고, 그 다음의 피

험물질을 진핵세포에 접촉시키는 방법.

청구항 23 

제22항에 있어서, 

상기 다음 피험물질의 접촉은, 상기 어떤 피험물질에 의한 형광치가, Fbase+5SD 이상인 타이밍에서 실시하는 방

법.

청구항 24 

제17항~제23항에 있어서,

상기 진핵세포의 수용체 발현은, 일과성 발현인 방법.

청구항 25 

제24항에 있어서,

상기 수용체는, 후각 수용체인 방법.

청구항 26 

피험물질에 의한 수용체에 대한 활성화도의 측정방법으로서,

제16항에 기재된 어레이에 대하여, 이온 측정용 색소, 또는 형광성 결합 단백질을 작용시키는 공정과,

상기 피험물질을, 상기 어레이에 접촉시키는 공정과,

상기 관통공 전체를 포함하는 영역을, 동시에 화상 데이터로서 취득하는 공정과,

상기 진핵세포를 개별로 인식하여, 상기 진핵세포 각각의 형광을 수치화하는 공정과,

상기 수치를 연산 처리하여, 활성화도를 산출하는 공정, 
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을 포함하는 방법.

청구항 27 

제26항에 있어서,

상기 연산 처리가, 상기 접촉 전의 제1 소정 시간에서의 형광의 평균치를 Fbase,

상기 접촉 후의 제2 소정 시간에서의 형광의 최대치를 Fmax, 라고 할 때,

Fmax/Fbase를 산출하여, 활성화도로 하는 처리인 방법.

청구항 28 

제27항에 있어서, 

상기 연산 처리가, 상기 접촉 전의 제1 소정 시간에서의 형광의 표준편차를 SD라 하고,

상기 Fmax가, Fbase+5SD 이상일 때, 활성화도로서 채용하고,

상기 Fmax가, Fbase+5SD 미만일 때는, 활성화도로서 채용하지 않는 방법.

청구항 29 

제26~28항에 있어서,

상기 수용체가, 인간 유래 후각 수용체인, 방법.

청구항 30 

2개 이상의 표준물질에 대하여, 제29항의 방법을 이용하여 측정한 각 수용체의 활성화도를 기준으로,

목표물질에 대하여 상기 측정방법을 이용하여 측정한 각 수용체의 활성화도가 구성되도록,

상기 2개 이상의 표준물질을 조합하여, 상기 목표물질의 냄새를 구성하는 방법.

청구항 31 

2개 이상의 표준물질에 대하여, 제 29항의 방법을 이용하여 측정한 각 수용체의 활성화도를 기준으로,

목표물질에 대하여, 상기 측정방법을 이용하여 측정한 각 수용체의 활성화도가 구성되도록,

상기 2개 이상의 표준물질을 조합하여, 상기 목표물질의 냄새가 구성되는 조성물의 제조방법.

청구항 32 

제30항 또는 제31항에 있어서,

상기 조합 방법은,

상기 각 표준물질에 대한 각 수용체의 활성화도를, 제1 데이터로서 수치화하고,

상기 목표물질에 대한 각 수용체의 활성화도를, 제2 데이터로서 수치화하여,

상기 제 1 데이터와 상기 제 2 데이터와의 연산인 방법.

청구항 33 

시료의 냄새를, 목표하는 냄새 상태로 수정하기 위한 물질의 스크리닝 방법으로서,

상기 시료에 관한, 제29항에 기재된 측정방법을 이용하여 측정한 각 수용체의 활성화도를, 상기 목표하는 냄새

상태에 있어서의, 제29항에 기재된 측정방법을 이용하여 측정되는 각 수용체의 활성화도에 가깝게 하는 것을 지

표로서 후보 물질을 선발하는 공정을 포함하는 방법.

청구항 34 

제33항에 있어서,
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상기 선발은, 후보 물질을 상기 시료에 가하고, 상기 각 수용체의 활성화도를 측정하여, 이러한 활성화도가 상

기 목표하는 냄새 상태에 있어서의 상기 활성화도에 가까워졌는지 아닌지에 근거하여 실시하는 방법.

청구항 35 

제33항에 있어서, 

상기 선발은, 표준물질에 의한 상기 각 수용체의 활성화도에 관한 이미 알려진 정보에 근거하여, 상기 표준물질

중에서 선발하는 것을 포함하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

 본 발명은, 냄새의 정량 방법, 및 그것에 이용되는 세포에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

수용체는, 세포밖의 물질(리간드)과 작용하여, 정보 전달이 야기된다. 수용체에는 리간드나 기능에 따라 여러[0002]

가지 타입이 있는데, 수용체와 리간드의 응답성에 대해서는, 충분히 해명되어 있지 않다. 또한 최근의 유전자

해석에 의해, 수용체에 구조가 비슷하나 그 기능이 불명확한 단백질도 발견되고 있어, 희귀(orphan) 수용체라

불리는 것도 있다.

수용체와 리간드의 관계를 조사하기 위하여, 다른 유전 정보를 갖는 소정의 수용체를 1개씩 배치한 수용체 어레[0003]

이와, 어레이에 대하여 동시에 소정의 리간드를 작용시켜, 수용체의 응답성을 측정하는 측정 기술의 확립이 기

대되고 있다.

각종 수용체 중, 특히 후각 수용체에 주목하면, 동물은 외계의 냄새 정보를, 코라는 기관에 의해 인식하여, 그[0004]

것을 식별하고 있다. 이러한 식별 능력은 매우 높아, 훈련된 동물(인간을 포함함)의 경우는, 냄새 물질을 가스

크로마토그래피 등의 검출 기기로는 검출할 수 없는 냄새를 식별할 수도 있다. 이러한 훈련된 동물이 보유하는,

고도로 발달된 냄새의 인식 메카니즘을 모방하여, 이것을 검출 디바이스화 할 수 있다면, 기존의 가스 크로마토

그래피 등의 검출 기기를 채용하는 검출 디바이스로는 달성할 수 없는, 여러 가지 냄새에 대하여 고감도로 식별

할 수 있는 냄새의 검출 디바이스를 창출할 수 있다.

후각 수용체는 후신경세포에 발현되는 7회 막관통형 수용체의 1종으로, 후각 수용체의 세포 내 영역에서, G단백[0005]

질과 상호작용을 한다. 세포밖으로부터 냄새 분자에 의한 자극이 있으면, 후각 수용체가 활성화 상태가 되고,

이어서 세포 내에서 G단백질의 일종인 Gαolf 단백질이 활성화 된다. 이러한 Gαolf는 아데닐산 고리화효소를

활성화시켜, ATP를 원료로 하여 cAMP를 후신경세포 내에 축적시킨다. 그리고, cAMP는 후신경세포의 세포막상에

있는 Cyclic Nucleotide Gated ion-channel(CNG)과 결합하여 이것을 개구시키고, CNG를 통하여 칼슘 이온이 세

포 내로 유입되고, 결과적으로 세포 내의 칼슘 이온 농도가 상승한다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) [특허문헌 1] 국제공개공보 WO03/100057 팜플렛 [0006]

발명의 내용

해결하려는 과제

세포밖의 리간드와의 작용을 조사하기 위해 수용체를 디바이스화하는 경우, 수백 종류에나 미치는 수용체를, 수[0007]

용체의 활성화 정도가 측정 가능한 형태로 1개의 디바이스에 구축하는 기술은, 종래 확립되지 못하였다.

예를 들면, 수용체가 후각 수용체인 경우, 비강내에 있는 후신경세포의 표면에 발현되는 후각 수용체라 불리는[0008]

단백질에, 냄새 분자가 결합하는 것에 기인하여, 후신경세포 내에서 정보 전달이 야기되고, 냄새 정보가 뇌내에

전달된다. 후각 수용체는 게놈 해석으로부터 인간에 약 400종류, 마우스에는 약 1100종류 존재한다고 생각되고
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있으며, 특정 냄새 분자에 대하여 어떤 후각 수용체군이 다른 정도로 활성화되고, 이들 자극이 뇌에 전달되어

조합됨으로써, 뇌내에서 여러 가지 냄새를 식별한다고 이해된다.

그러나, 상술한 바와 같은 여러 가지의 냄새에 대하여 고감도로 식별할 수 있는 냄새 검출 디바이스를 창출하기[0009]

위해서는, 상술한 약 400종(또는 1100종)의 후각 수용체 전부를, 실제로 그 기능을 발휘할 수 있는 상태로, 후

신경세포 이외의 복수의 배양 세포에서, 각각의 세포상에 발현시켜, 각 후각 수용체의 냄새 자극에 대한 활성화

정도를, 구체적으로 비교할 수 있는 계(系)를 구축할 필요가 있다.

그러나, 수용체가 후각 수용체인 경우에, 수용체의 활성화 정도를 측정하는데 적합한 레벨(즉, 세포 표층으로의[0010]

제시, 충분한 발현량, 세포 내 정보전달 단백질과의 효율적인 공역상태 유지)로 후각 수용체를 발현하는 세포가

확립되어 있지 않았다.

또한, 이러한 후각 수용체를 발현하기 위한 외래 유전자를 포함하는 벡터가 확립되어 있지 않았다.[0011]

또한, 측정계에 관해서도, 동일 수용체를 발현하는 세포에 있어서도 1 세포 단위로 보면 상기 레벨이 균일하지[0012]

않기 때문에, 수용체의 활성화 정도를, 높은 정밀도로 측정하는 방법이 확립되어 있지 않았다.

더욱이, 수백 종류에 미치는 수용체의 활성화 정도를, 디바이스 전체를 일괄하여 측정하는 측정 기술도, 확립되[0013]

어 있지 않았다.

특허문헌 1에는 후각 수용체를 발현시켜 냄새 분자에 의한 활성화를 계측하는 방법이 기재되어 있으나, 복수의[0014]

후각 수용체가 발현된 세포군에 대하여, 각 냄새 자극에 대한 활성화 정도를 획일적으로 평가하는 방법은, 아무

런 기재도 없다.

또한, 후각 수용체를 발현하는 세포를 이용한 활성화 정도의 측정치에 근거하여, 목표하는 냄새를 구성하는 방[0015]

법이 확립되어 있지 않았다.

또한, 후각 수용체를 발현하는 세포를 이용한 활성화 정도의 측정치에 근거하여, 목표하는 냄새로 수정하는 방[0016]

법이 확립되어 있지 않았다.

그래서, 본 발명은, 소정의 수용체를 망라적으로 배치한 수용체 어레이와, 어레이에 대하여 동시에 소정의 리간[0017]

드를 작용시켜, 각 수용체의 활성화 정도를, 일괄하여 측정하는 측정계를 제공하는 것을 목적으로 한다.

또한, 복수의 수용체를, 각각 다른 세포상에 발현시키는 계를 구축하여, 세포밖으로부터의 리간드에 대한 각 수[0018]

용체의 활성화 정도(이후, 활성화도라고 하기도 한다)에 대하여, 이것을 구체적인 수치로서 평가하는 방법을 제

공하는 것을 목적으로 한다.

또한, 수용체가 후각 수용체일 때, 측정한 활성화도를 기초로, 목표하는 냄새를 구성하는 방법, 나아가 목표하[0019]

는 냄새로 수정하는 방법을 제공하는 것을 목적으로 한다.

과제의 해결 수단

본 발명자가, 상기의 과제를 해결하기 위한 예의 연구를 거듭한 결과, 완성된 것으로서, 예를 들면 다음에 나타[0020]

내는 형태의 발명을 넓게 포함하는 것이다.

(1) 기판과, 상기 기판상의 소수성 피막(被膜), 을 포함하고,[0021]

상기 소수성 피막은, 복수의 관통공을 갖고,[0022]

상기 관통공의 내부에, 소정의 수용체를 코드하는 유전자를 포함하는 핵산이, 상기 기판에 접하여 설치되어 있[0023]

는 어레이.

(2) 상기 관통공 마다, 다른 상기 소정의 수용체를 코드하는 유전자를 포함하는 핵산이 설치되어 있는 (1)에 기[0024]

재된 어레이.

(3) 상기 복수의 관통공의 단면적 평균치가, 0.125mm
2
 이상 0.283mm

2
 이하인 (1) 또는 (2)의 어레이.[0025]

(4) 상기 관통공은, 상기 기판 중에 200개 이상 설치되는 동시에, 상기 관통공끼리의 평균 피치가, 0.6mm 이상[0026]

0.8mm 이하인 (3)에 기재된 어레이.

(5) 상기 소수성 피막은, 23℃에서의 물에 대한 접촉각이, 70° 이상인 (1)~(4)에 기재된 어레이.[0027]
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(6) 상기 소정의 수용체는, G단백질 결합 수용체를 포함하는 (1)~(5)에 기재된 어레이.[0028]

(7) 상기 G단백질 결합 수용체는, 후각 수용체를 포함하는 (6)에 기재된 어레이.[0029]

(8) 상기 관통공 1개당 복수개의 진핵세포가 더 수용되어 있는 (1)~(7)에 기재된 어레이.[0030]

(9) 외래 유전자로서 CNGA2 및 GNAL 또는 그들의 변이체를 발현하는 진핵세포.[0031]

(10) 외래 유전자로서, CNGA4 및/또는 CNGB1b 또는 그들의 변이체를 더 발현하는 (9)에 기재된 세포.[0032]

(11) 상기 세포에서 발현하는 후각 수용체를 소포체막으로부터 세포막으로 이행시켜, 해당 후각 수용체의 해당[0033]

세포 표면으로의 제시 효율을 상승시킬 수 있는 단백질을 코드하는 유전자를 더 발현하는, (9) 또는 (10)에 기

재된 세포.

(12) (1) CNGA2 및 GNAL 또는 그들의 변이체를 코드하는 유전자를 갖는 벡터A[0034]

(2) CNGA4 및/또는 CNGB1b 또는 그들의 변이체를 코드하는 유전자를 갖는 벡터B, 및,[0035]

(3) 세포에서 발현하는 후각 수용체를 소포체막으로부터 세포막으로 이행시켜, 해당 후각 수용체의 해당 세포[0036]

표면으로의 제시 효율을 상승시킬 수 있는 단백질을 코드하는 유전자를 갖는 벡터C로 이루어지는 군에서 선택되

는 적어도 1개의 벡터.

(13) (12)에 기재된 적어도 1개의 벡터가 편성되어 있는 진핵세포.[0037]

(14) (9)~(11), 또는 (13) 중의 어느 하나에 기재된 세포의 염색체상에, 일정 개수의 포유류 유래의 후각 수용[0038]

체를 코드하는 유전자를 편입하기 위한 영역을 갖는 진핵세포.

(15) (14)에 기재된 상기 영역에, 인간 유래 후각 수용체 유전자가 편입되어 있는 진핵세포.[0039]

(16) 상기 진핵세포는, (9)~(11), 또는 (13)~(15)에 기재된 진핵세포인 (8)에 기재된 어레이.[0040]

(17) 피험물질에 의한 소정의 수용체에 대한 활성화도를 산출하는 방법으로서;[0041]

(1) 상기 수용체를 발현하는 복수의 진핵세포에 상기 피험물질을 접촉시켰을 때, 상기 각각의 세포 내로 수용[0042]

(受容)되는 이온량을 측정하는 공정,

(2) 상기 공정1에서 측정에 사용한 세포와 동일한 세포를 탈분극 했을 때의 상기 각각의 세포 내의 이온량을 측[0043]

정하는 공정, 및

(3) 상기 공정1에서 측정한 수치와 상기 공정2에서 측정한 수치의 비를 산출하는 공정, 을 포함하는, 방법.[0044]

(18) 상기 공정1 및 상기 공정2에 있어서,[0045]

세포 내로 수용되는 이온량을 측정하는 수단이, 색소를 이용하는 수단, 또는 형광성 결합 단백질을 이용하는 수[0046]

단인,

(17)에 기재된 방법.[0047]

(19) 상기 공정2에 기재된 탈분극 시키는 공정이, 칼륨 화합물, 또는 이오노포어를, 상기 진핵세포에 적용하는[0048]

공정인, (17) 또는 (18)에 기재된 방법.

(20) 피험물질에 의한 수용체에 대한 활성화도를 산출하는 방법으로서;[0049]

상기 수용체를 발현하는 복수의 진핵세포에 상기 피험물질을 접촉시켰을 때[0050]

상기 각각의 세포 내로 수용되는 물질의 양을 측정하는 공정을 포함하고,[0051]

상기 접촉 전의 제1 소정 시간에서의 형광의 평균치를 Fbase,[0052]

상기 접촉 후의 제2 소정 시간에서의 형광의 최대치를 Fmax, 라고 할 때,[0053]

Fmax/Fbase를 산출하여, 활성화도로 하는 방법.[0054]

(21) 상기 제1 소정 시간의 형광의 표준편차를 SD라 하고,[0055]

상기 Fmax가, Fbase+5SD 이상일 때, 활성화도로서 채용하고,[0056]
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상기 Fmax가, Fbase+5SD 미만일 때는, 활성화도로서 채용하지 않는 (20)에 기재된 방법.[0057]

(22) 어떤 피험물질에 관한 상기 측정하는 공정 후, 양성대조물질을 상기 진핵세포에 접촉시키지 않고, 다음의[0058]

피험물질을 진핵세포에 접촉시키는 (20) 또는 (21)에 기재된 방법.

(23) 상기 다음의 피험물질의 접촉은, 상기 어떤 피험물질에 의한 형광치가, Fbase+5SD 이상인 타이밍에서 실시[0059]

하는 (22)에 기재된 방법.

(24) 상기 진핵세포의 수용체 발현은, 일과성 발현인 (17)~(23)에 기재된 방법.[0060]

(25) 상기 수용체는, 후각 수용체인 (24)에 기재된 방법.[0061]

(26) 피험물질에 의한 수용체에 대한 활성화도의 측정방법으로서,[0062]

(16)에 기재된 어레이에 대하여, 이온 측정용 색소, 또는 형광성 결합 단백질을 작용시키는 공정과,[0063]

상기 피험물질을, 상기 어레이에 접촉시키는 공정과,[0064]

상기 관통공 전체를 포함하는 영역을, 동시에 화상 데이터로서 취득하는 공정과,[0065]

상기 진핵세포를 개별로 인식하여, 상기 진핵세포 각각의 형광을 수치화하는 공정과,[0066]

상기 수치를 연산 처리하여, 활성화도를 산출하는 공정,[0067]

을 포함하는 방법.[0068]

(27) 상기 연산 처리가, 상기 접촉 전의 제1 소정 시간에서의 형광의 평균치를 Fbase,[0069]

상기 접촉 후의 제2 소정 시간에서의 형광의 최대치를 Fmax, 라고 할 때,[0070]

Fmax/Fbase를 산출하여, 활성화도로 하는 처리인 (26)에 기재된 방법.[0071]

(28) 상기 연산 처리가, 상기 접촉 전의 제1 소정 시간에서의 형광의 표준편차를 SD라 하고,[0072]

상기 Fmax가, Fbase+5SD 이상일 때, 활성화도로서 채용하고,[0073]

상기 Fmax가, Fbase+5SD 미만일 때는, 활성화도로서 채용하지 않는 (27)에 기재된 방법.[0074]

(29) 상기 수용체가, 인간 유래 후각 수용체인, (26)~(28)에 기재된 방법.[0075]

(30) 2개 이상의 표준물질에 대하여, (29)의 방법을 이용하여 측정한 각 수용체의 활성화도를 기준으로,[0076]

목표물질에 대하여 상기 측정방법을 이용하여 측정한 각 수용체의 활성화도가 구성되도록,[0077]

상기 2개 이상의 표준물질을 조합하여, 상기 목표물질의 냄새를 구성하는 방법.[0078]

(31) 2개 이상의 표준물질에 대하여, (29)의 방법을 이용하여 측정한 각 수용체의 활성화도를 기준으로,[0079]

목표물질에 대하여, 상기 측정방법을 이용하여 측정한 각 수용체의 활성화도가 구성되도록,[0080]

상기 2개 이상의 표준물질을 조합하여, 상기 목표물질의 냄새가 구성되는 조성물의 제조방법.[0081]

(32) 상기 조합 방법은,[0082]

상기 각 표준물질에 대한 각 수용체의 활성화도를, 제1 데이터로서 수치화하고,[0083]

상기 목표물질에 대한 각 수용체의 활성화도를, 제2 데이터로서 수치화하여,[0084]

상기 제 1 데이터와 상기 제 2 데이터와의 연산인 (30) 또는 (31)의 방법.[0085]

(33) 시료의 냄새를, 목표하는 냄새 상태로 수정하기 위한 물질의 스크리닝 방법으로서,[0086]

상기 시료에 관하여, (29)에 기재된 측정방법을 이용하여 측정한 각 수용체의 활성화도를, 상기 목표하는 냄새[0087]

상태에서의, (29)에 기재된 측정방법을 이용하여 측정되는 각 수용체의 활성화도에 가깝게 하는 것을 지표로 하

여, 후보 물질을 선발(選拔)하는 공정을 포함하는 방법.

(34) 상기 선발은, 후보 물질을 상기 시료에 가하여, 상기 각 수용체의 활성화도를 측정하고, 이러한 활성화도[0088]

가 상기 목표하는 냄새 상태에서의 상기 활성화도에 가까워졌는지 아닌지에 근거하여 실시하는 (33)에 기재된
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방법.

(35) 상기 선발은, 표준물질에 의한 상기 각 수용체의 활성화도에 관한 이미 알려진 정보에 근거하여, 상기 표[0089]

준물질 중에서 선발하는 것을 포함하는 (33)에 기재된 방법.

발명의 효과

본 발명에 의하면, 수용체 어레이와, 리간드에 대한 수용체의 활성화도를 측정하는 기술, 및 그 응용을 제공할[0090]

수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은, 본 발명의 어레이를 나타내는 평면도이다.[0091]

도 2는, 본 발명의 어레이 및 진핵세포 어레이에 있어서의 관통공의 레이아웃을 나타내는 평면도이다.

도 3은, 본 발명의 진핵세포 어레이를 나타내는 평면도이다.

도 4는, 본 발명의 관통공과 진핵세포를 나타내는 평면도이다.

도 5는, 형광 강도에 있어서의 Fbase, Fmax를 설명하는 도이다.

도 6은, 후각 수용체의 피험물질에 대한 응답 특성을 나타내는 도이다.

도 7은, 활성화도를 이용하여 냄새의 구성을 설명하는 도이다.

도 8은, 피험물질에 대한 형광치의 응답 특성을 나타내는 도이다.

도 9는, 피험물질에 대한 형광치의 응답 특성을 나타내는 도이다.

도 10은, 후각 수용체의 피험물질에 대한 응답 특성을 나타내는 도이다.

도 11은, 화상 데이터의 처리 방법을 설명하는 평면도이다.

도 12는, 목표물질의 냄새 매트릭스를 나타내는 도이다.

도 13은, 표준물질을 이용한 냄새의 구성을 설명하는 도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 명세서에서 사용하는 「절대적」이라는 용어는, 「상대적」의 반대어로서 사용되는 용어로서, 측정 조건에[0092]

따라 값이 좌우되기 어렵다는 것을 의미한다. 또한, 측정 조건이 변화되어도 값이 전혀 변화되지 않는다는 것을

의미하는 것이 아니라, 측정 조건이 변화되었다 하더라도 본 발명의 목적을 달성하기에는 충분한 정밀도의 값을

얻을 수 있다는 것을 의미한다.

[어레이][0093]

본 발명의 어레이에 대하여, 도 1, 2를 이용하여 설명한다.[0094]

도 1에 나타낸 바와 같이, 본 발명의 어레이(1)는, 기판(5)과, 기판(5)상의 소수성 피막(6)을 포함한다. 소수성[0095]

피막(6)에는, 관통공(2)이 복수 설치되어 있고, 관통공(2)은, 기판(5)에 달하여 있다.

여기서, 기판(5)은, 후술하는 핵산의 탑재, 진핵세포의 탑재, 리간드의 적용, 리간드에 대한 활성화도의 측정에[0096]

서, 핸들링할 수 있는 정도의 강도를 가진 재료, 예를 들면 25℃에서의 영률이 0.01GPa 이상 1000GPa 이하의 재

료를 사용할 수 있고, 메커니컬 핸드(로봇 핸드)가 취급하기 쉬운 1 이상 500GPa 이하의 재료를 바람직하게 사

용할 수 있다.

또한 기판(5)은, 후술하는 핵산의 탑재, 진핵세포의 탑재, 리간드의 적용에 있어서, 화학적, 생물학적으로 저해[0097]

작용을 나타내지 않는 것이 바람직하며, 석영 유리, 붕규산 유리, 소다알루미노실리케이트 유리(화학강화유리를

포함한다), 바륨붕규산 유리, 소다석회 유리로 예시되는 유리나 세라믹, 폴리카보네이트, 폴리메틸메타크릴레이

트, 폴리스티렌, 지환식 폴리올레핀, 폴리메틸펜텐 등의 각종 합성수지를 예시할 수 있다. 이 중, 합성 수지에

관해서는, 상술한 화학적, 생물학적 저해 작용을 나타내지 않도록 유의하면, 예를 들면 첨가제의 작용에 유의하

면, 열가소성 수지, 열경화성 수지, 방사선 경화 수지(자외선, 전자선의 예를 포함함)도 사용하는 것이 가능하
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다. 일례로서는, 붕규산 유리를 사용한 슬라이드 글래스가 있다.

기판(5)은, 플라스마 처리, 오존 처리, 이온 처리, 방사선 처리 등의 표면 활성화 처리에 의해, 기판(5) 표면을[0098]

친수화 할 수 있다.

기판(5)의 크기에 제한은 없으나, 전형적으로는 100mm각(角) 이하이면, 사람에 의한 조작, 기계 조작 모두 취급[0099]

이 쉬워, 바람직하다. 또한, 기판(5)의 두께에 제한은 없으나, 전형적으로는 0mm를 넘고 10mm 이하이면, 사람에

의한 조작, 기계 조작 모두 취급하기 쉬워, 바람직하다.

소수성 피막(6)은, 후술하는 진핵세포 탑재시에, 진핵세포를 적당히 밀어내, 진핵세포를 소수성 피막(6) 내의[0100]

관통공(2)에 수납되기 쉽게 하는 작용을 갖는다. 즉, 소수성 피막(6)은, 적당한 소수성을 갖고 있으며, 이러한

소수성은, 소수성 피막(6)의 관통공(2) 이외의 평면 부분에서의 접촉각(°)으로 정의할 수 있다.

소수성 피막(6)의 접촉각은, 23℃의 물을 사용한 경우에, 70° 이상 175° 이하가 바람직하다. 즉 발수성, 초발[0101]

수성이라 불리는 접촉각을 나타내는 피막도 포함된다. 본 발명의 소수성 피막(6)의 접촉각은, 전형적으로는, 75

° 이상, 80° 이상, 90° 이상, 100° 이상, 110° 이상, 120° 이상, 130° 이상, 135° 이상, 140° 이상,

145° 이상, 150° 이상, 155° 이상, 160° 이상, 165° 이상, 170° 이상이다. 또한, 전형적으로는, 170° 이

하, 165° 이하, 160° 이하, 155° 이하, 150° 이하, 145° 이하, 140° 이하, 135° 이하, 130° 이하, 120

° 이하, 110° 이하, 100° 이하, 90° 이하, 80° 이하이다.

본 발명의 일 실시형태에 있어서, 소수성 피막(6)의 접촉각은, 23℃의 물을 사용한 경우에, 130° 이상 165°[0102]

이하이다.

이러한 접촉각을 갖는 소수성 피막(6)의 구체적인 예로서는, 실리콘계 수지, 불소계 수지, 실리콘-불소계 수지[0103]

를 사용할 수 있다. 또한, 폴리에틸렌글리콜(PEG) 등의 지방족 탄화수소, 또는 방향족 탄화수소에 대하여, 소수

성기를 도입한 유도체도 사용할 수 있다.

또한, 열가소성 수지, 열경화성 수지, 방사선 경화 수지(자외선, 전자선의 예를 포함함)에 대하여, 실리콘계 실[0104]

란 커플링제나 불소계 실란 커플링제를 작용시킨 수지도 사용할 수 있다(작용이란, 공중합이나, 표면 석출, 표

면 코팅을 포함한다). 소수성 피막(6)은, 후술하는 핵산의 탑재, 진핵세포의 탑재, 리간드 적용에 있어서, 화학

적, 생물학적으로 저해 작용을 나타내지 않는 것이 바람직하게 사용된다.

소수성 피막(6)의 두께에 제한은 없으나, 후술하는 핵산, 및 진핵세포의 탑재를 양호하게 실시할 수 있다는 점[0105]

에서, 1㎛ 이상 200㎛ 이하인 것이 바람직하다. 특히 탑재한 진핵세포가, 외부 환경의 진동에 의해 탈리되지 않

도록, 10㎛ 이상 200㎛ 이하가 바람직하다. 또한 탑재한 진핵세포가, 외부 환경의 진동이나 온도 변화 등의 외

란에 의해, 관통공(2) 밖으로 이동되지 않도록, 25㎛ 이상 200㎛ 이하가 바람직하다. 전형적으로는, 30㎛ 이상,

35㎛ 이상, 40㎛ 이상, 45㎛ 이상, 50㎛ 이상, 55㎛ 이상, 60㎛ 이상이다. 또한, 전형적으로는, 180㎛ 이하,

160㎛ 이하, 140㎛ 이하, 120㎛ 이하, 100㎛ 이하, 80㎛ 이하이다.

소수성 피막(6)은, 오프셋 인쇄, 패드 인쇄, 스크린 인쇄, 잉크젯 프린트 등의 소수성 피막(6)의 도막과, 관통[0106]

공(2)을 동시에 작성하는 방법으로 작성할 수 있고, 소수성 피막(6)을 전체면에 도포한 후에, 관통공(2)을, 리

소그래피 수법으로 작성할 수도 있다. 오프셋 인쇄, 패드 인쇄의 경우에는, 1㎛ 이상 10㎛ 이하의 두께, 스크린

인쇄의 경우에는, 20㎛ 이상 70㎛ 이하의 두께를 작성하는데 적합하다.

소수성 피막(6)이 기판(5)을 피복하는 범위는, 모든 관통공(2)이 배치된 영역을 덮을 수 있는 범위 이상이면 특[0107]

별히 제한되지 않으며, 어레이(1)에서, 기판(5)의 전체면을 피복하는 것일 수도 있다. 예를 들면, 도 1에 나타

낸 바와 같이, 관통공(2) 모두를 덮으면서, 어레이(1)의 주연부(周緣部)는 기판(5)이 노출되도록 형성할 수 있

다.

어레이(1)의 관통공(2)에는, 소정의 수용체를 형성할 수 있는 핵산(3)이, 기판(5)에 접해 탑재되어 있다. 여기[0108]

서, 핵산(3)은, 소정의 수용체를 코드하는 유전자를 포함하는 핵산을 포함하고 있다. 어레이(1)에 탑재되어, 기

판(5)에 접하는 핵산(3)은 복수이고, 어레이(1)의 관통공(2) 각각에 핵산(3)이 탑재되어 있다. 예를 들면 소정

의 수용체를 코드하는 유전자를 포함하는 핵산(3)이, 관통공(2)마다, 각각 다른 종류의 핵산(3)이 탑재되어 있

을 수 있다.

여기서, 수용체란, 이른바 막관통형 수용체를 가리키며, 대사형 수용체, 이온 채널형 수용체를 포함한다.[0109]

대사형 수용체의 예로서는, G단백질 공역형 수용체, 티로신 키나아제 수용체, 구아닐산 고리화효소(guanylate[0110]
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cyclase) 수용체가 있다.

G단백질 공역형 수용체의 예로서는, 후각 수용체, 무스카린성 아세틸콜린 수용체, 아데노신 수용체, 아드레날린[0111]

수용체, GABA 수용체(B형), 앤지오텐신 수용체, 칸나비노이드 수용체, 콜레키스토키닌 수용체, 도파민 수용체,

글루카곤 수용체, 히스타민 수용체, 오피오이드 수용체, 세크레틴 수용체, 세로토닌 수용체, 가스트린 수용체,

P2Y 수용체, 로돕신이 있다.

티로신 키나아제 수용체의 예로서는, 인슐린 수용체, 세포증식인자의 수용체, 사이토카인의 수용체가 있다.[0112]

구아닐산 고리화효소 수용체의 예로서는, GC-A, GC-B, GC-C가 있다.[0113]

이온 채널형 수용체의 예로서는, 니코틴성 아세틸콜린 수용체, 글리신 수용체, GABA 수용체(A형, C형), 글루타[0114]

민산 수용체, 세로토닌 수용체 3형, 이노시톨트리스인산(IP3) 수용체, 리아노딘 수용체, P2X 수용체가 있다.

상술한 핵산에 포함되는 유전자에 의해 코드되는 수용체의 유래는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한해서[0115]

특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 동물 유래, 포유류 유래, 마우스 유래, 영장류 유래, 또는 인간 유래를 들

수 있다.

본 발명의 어레이(1)의 관통공(2)에 탑재되는 핵산(3)은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한해서 특별히 한[0116]

정되지 않는다. 구체적으로는, DNA, RNA, PNA 등을 예시할 수 있다.

핵산(3)은, 진핵세포에 핵산(3)을 도입하기 위해 사용되는 지질, 폴리머, 바이러스 또는 자기입자(磁氣粒子)를[0117]

더 포함할 수 있다. 예를 들면, 후술하는 플라스미드, 유전자 도입 시약을 포함할 수 있다. 또한, 진핵세포와

기판(5)과의 접착성을 높이기 위한, 세포 접착을 촉진하는 화합물을 포함할 수 있다.

본 발명의 어레이(1)의 관통공(2) 내부에 탑재되는 핵산(3)은, 예를 들면, 인간 유래의 후각 수용체라면, 다음[0118]

에 나타내는 NCBI의 액세션 번호로 특정되는 404개의 유전자를 들 수 있다.

KP290534.1,  NG_002151.2,  NG_004125,  NG_004272.4,  NG_004652.2,  NM_001001656,  NM_001001657,[0119]

NM_001001658,  NM_001001659,  NM_001001667,  NM_001001674,  NM_001001821,  NM_001001824,  NM_001001827.1,

NM_001001912.2,  NM_001001913,  NM_001001914,  NM_001001915,  NM_001001916.2,  NM_001001917.2,

NM_001001918,  NM_001001919,  NM_001001920,  NM_001001921,  NM_001001922.2,  NM_001001923,  NM_001001952,

NM_001001953.1,  NM_001001954,  NM_001001955.2,  NM_001001956,  NM_001001957,  NM_001001957.2,

NM_001001958.1,  NM_001001959,  NM_001001960.1,  NM_001001961,  NM_001001963.1,  NM_001001964.1,

NM_001001965,  NM_001001966,  NM_001001967,  NM_001001968,  NM_001002905.1,  NM_001002907.1,

NM_001002917.1,  NM_001002918.1,  NM_001002925,  NM_001003443.2,  NM_001003745.1,  NM_001003750.1,

NM_001004052.1,  NM_001004058.2,  NM_001004059.2,  NM_001004063.2,  NM_001004064.1,  NM_001004124.2,

NM_001004134.1,  NM_001004135,  NM_001004136.1,  NM_001004137,  NM_001004195.2,  NM_001004297.2,

NM_001004450,  NM_001004451.1,  NM_001004452.1,  NM_001004453.2,  NM_001004454.1,  NM_001004456.1,

NM_001004457,  NM_001004458.1,  NM_001004459.1,  NM_001004460.1,  NM_001004461,  NM_001004461.1,

NM_001004462,  NM_001004462.1,  NM_001004463.1,  NM_001004464.1,  NM_001004465,  NM_001004466,

NM_001004467.1, NM_001004469, NM_001004471.2, NM_001004472, NM_001004473, NM_001004474, NM_001004475,

NM_001004476,  NM_001004477,  NM_001004478,  NM_001004479,  NM_001004480,  NM_001004481,  NM_001004482,

NM_001004483,  NM_001004484,  NM_001004484,  NM_001004485,  NM_001004486,  NM_001004487,  NM_001004488,

NM_001004489.2, NM_001004490, NM_001004491, NM_001004491.1, NM_001004492, NM_001004684, NM_001004685,

NM_001004686,  NM_001004686.2,  NM_001004687,  NM_001004688,  NM_001004689,  NM_001004690,  NM_001004691,

NM_001004692, NM_001004693, NM_001004694.2, NM_001004695, NM_001004696, NM_001004697, NM_001004698.2,

NM_001004699.2,  NM_001004700.2,  NM_001004701.2,  NM_001004702.1,  NM_001004703.1,  NM_001004704.1,

NM_001004705,  NM_001004706.1,  NM_001004707.3,  NM_001004708,  NM_001004711,  NM_001004712,

NM_001004713.1, NM_001004714, NM_001004715, NM_001004717, NM_001004719, NM_001004723.2, NM_001004724,

NM_001004725, NM_001004726, NM_001004727.1, NM_001004728, NM_001004729, NM_001004730.1, NM_001004731,

NM_001004733.2,  NM_001004734,  NM_001004735,  NM_001004736.3,  NM_001004737,  NM_001004738.1,

NM_001004739,  NM_001004740,  NM_001004741.1,  NM_001004742.2,  NM_001004743,  NM_001004744.1,

NM_001004745.1,  NM_001004746.1,  NM_001004747.1,  NM_001004748.1,  NM_001004749.1,  NM_001004750.1,

NM_001004751,  NM_001004752.1,  NM_001004753,  NM_001004754.0,  NM_001004755.1,  NM_001004756.2,

NM_001004757.2,  NM_001004758.1,  NM_001004759.1,  NM_001004760,  NM_001005160,  NM_001005161.3,
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NM_001005162.2, NM_001005163, NM_001005164.2, NM_001005165, NM_001005167, NM_001005168, NM_001005169,

NM_001005170.2,  NM_001005171.2,  NM_001005172.2,  NM_001005173.3,  NM_001005174,  NM_001005175.3,

NM_001005177.3,  NM_001005178,  NM_001005179.2,  NM_001005180.2,  NM_001005181,  NM_001005181.2,

NM_001005182,  NM_001005182,  NM_001005183,  NM_001005184,  NM_001005185,  NM_001005186.2,  NM_001005187,

NM_001005188,  NM_001005189,  NM_001005190.1,  NM_001005191.2,  NM_001005192.2,  NM_001005193,

NM_001005194.1,  NM_001005195.1,  NM_001005196.1,  NM_001005197.1,  NM_001005198.1,  NM_001005199.1,

NM_001005200.1,  NM_001005201.1,  NM_001005202.1,  NM_001005203.2,  NM_001005204,  NM_001005205.2,

NM_001005211,  NM_001005212.3,  NM_001005213,  NM_001005216.3,  NM_001005218.1,  NM_001005222,

NM_001005222.2,  NM_001005224,  NM_001005226.2,  NM_001005234.1,  NM_001005235,  NM_001005236.3,

NM_001005237.1, NM_001005238, NM_001005239, NM_001005240, NM_001005241.3, NM_001005243, NM_001005245,

NM_001005270.4,  NM_001005272.3,  NM_001005274.1,  NM_001005275.1,  NM_001005276,  NM_001005278,

NM_001005279, NM_001005280.1, NM_001005281, NM_001005282, NM_001005283.2, NM_001005284, NM_001005285,

NM_001005286,  NM_001005287,  NM_001005288,  NM_001005288.2,  NM_001005289,  NM_001005323,  NM_001005324,

NM_001005325, NM_001005326, NM_001005327.2, NM_001005328, NM_001005329, NM_001005329.1, NM_001005334,

NM_001005338,  NM_001005465.1,  NM_001005466.2,  NM_001005467.1,  NM_001005468.1,  NM_001005469,

NM_001005470.1,  NM_001005471,  NM_001005479.1,  NM_001005480.2,  NM_001005482,  NM_001005483,

NM_001005484,  NM_001005484,  NM_001005486,  NM_001005487.1,  NM_001005489,  NM_001005489,  NM_001005490,

NM_001005490.1, NM_001005491.1, NM_001005492, NM_001005493, NM_001005494, NM_001005495, NM_001005496,

NM_001005497,  NM_001005499,  NM_001005500,  NM_001005501,  NM_001005503,  NM_001005504,  NM_001005504,

NM_001005512.2, NM_001005513.1, NM_001005514, NM_001005515, NM_001005516, NM_001005517, NM_001005518,

NM_001005519.2,  NM_001005522,  NM_001005566.2,  NM_001005567,  NM_001005853,  NM_001013355.1,

NM_001013356.2,  NM_001013357.1,  NM_001013358.2,  NM_001079935,  NM_001146033.1,  NM_001160325,

NM_001197287,  NM_001258283,  NM_001258284,  NM_001258285,  NM_001291438.1,  NM_001317107.1,

NM_001348224.1,  NM_001348266.1,  NM_001348271.1,  NM_001348273.1,  NM_001348286.1,  NM_002548.2,

NM_002550.2,  NM_002551.3,  NM_003552.3,  NM_003553.2,  NM_003554.2,  NM_003555,  NM_003696.2,  NM_003697,

NM_003700,  NM_006637,  NM_007160.3,  NM_012351.2,  NM_012352.2,  NM_012353.,  NM_012360,  NM_012363.1,

NM_012363.1.,  NM_012364.1,  NM_012365,  NM_012367,  NM_012368.2,  NM_012369.2,  NM_012373.2,  NM_012374,

NM_012375,  NM_012377,  NM_012378.1,  NM_013936.3,  NM_013937.3,  NM_013938,  NM_013939.2,  NM_013940.2,

NM_013941.,  NM_014565.2,  NM_014566,  NM_01750,  NM_017506.1,  NM_019897.2,  NM_030774.3,  NM_030876.5,

NM_030883.4,  NM_030901.1,  NM_030903.3,  NM_030904,  NM_030905.2,  NM_030908.2,  NM_030946,  NM_030959.2,

NM_033057.2,  NM_033179.2,  NM_033180.4,  NM_054104,  NM_054105,  NM_054106,  NM_054107.1,  NM_080859.1,

NM_152430.3,  NM_153444,  NM_153445,  NM_172194,  NM_173351,  NM_175883.2,  NM_175911.3,  NM_178168.1,

NM_198074.4, NM_198944.1, NM_205859, NM_206880, NM_206899, NM_207186.2 또는 NM_207374.3.

본 발명의 어레이(1)에 탑재되는 핵산(3)의 형태는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되[0120]

지 않는다.

구체적으로 상기의 핵산(3)을, 관통공(2) 내의 기판(5)상에 배치시키는 방법은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범[0121]

위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 도트 형태로 핵산(3)을 프린트하는 방법을 들 수 있다. 이와

같이 프린트할 때에는, 하기의 실시예에서 예로 든 것과 같은, 프린트시에 용액의 변성을 받기 어려운 피에조

소자(MEMS를 포함함)를 구비하는 공지된 기기 또는 그 동등품, 예를 들면 잉크젯 타입의 프린터를 사용할 수 있

다.

관통공(2) 내의 핵산(3)은, 전형적으로는 직경 10㎛ 이상 300㎛ 이하의 크기로 설치된다.[0122]

본 발명의 어레이(1)는, 세포와 접촉시킴으로써, 해당 세포 내에 수용체를 코드하는 유전자를 도입할 수 있다.[0123]

이로 인해, 상기 세포 내에 수용체를 발현시킬 수 있다. 일례로서 동물 유래, 포유류 유래, 또는 인간 유래의

후각 수용체를 발현시킬 수 있다.

본 발명의 어레이(1)에 대하여, 어레이(1)가 구비하는 기본적인 구성에 대하여 설명하였으나, 여러가지 응용이[0124]

가능하다. 예를 들면, 어레이(1)는, 기판(5)의 소수성 피막(6)에 덮이지 않은 영역, 또는 소수성 피막(6)의 관

통공(2) 이외의 영역을 이용하여, 식별 번호를 기재하는 영역을 설치할 수 있다. 구체적으로는, 1차원 바코드,

2차원 바코드(QR코드(등록상표)를 포함함)와 같이 미리 정한 영숫자를, 광학적, 자기적, 전자적으로 읽어낼 수
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있는 형태로 기재할 수 있다.

코드는, 어레이(1)마다 다른 유니크한 코드일 수 있고, 어레이(1)마다 동일한 고정 코드일 수도 있다. 또한, 식[0125]

별 번호는, 어레이(1)에서의 핵산(3)의 배치 정보를 포함할 수 있다. 예를 들면, 핵산(3)에 관해서, 핵산(3)의

어레이(1)에서의 X 좌표, Y 좌표, 및 그 위치에 놓인 핵산의 구성(배열)에 관한 정보를, 행렬 형태로 코드화하

여 기록한 것일 수 있다.

또한, 식별 번호를 기재하는 영역은, 자필이나 레이저 가공에 의해 묘화가 가능한 블랭크 영역(예를 들면, 조면[0126]

화(粗面化)한 영역, 레이저광을 받아 착색되는 재료를 도포한 영역)일 수도 있다.

또한, 어레이(1)는, 진핵세포(4)를 탑재하기까지의 대기 시간 중, 안정적으로 보존하기 위하여, 폴리에틸렌, 폴[0127]

리프로필렌 등의 합성 수지의 필름 봉투, 또는 폴리스티렌, 유리 등의 용기 안에 수납될 수 있다. 수납에 있어

서는, 봉투 또는 용기 안은, 진공, 감압대기, 질소, 아르곤 등의 불활성 가스로 봉입할 수도 있다.

다음으로, 관통공(2)의 형상, 및 그 배치에 대하여, 도 2를 이용하여 설명한다. 도 2는, 어레이(1)에서의 관통[0128]

공(2)의 배치를 나타내는, 매크로적인 평면도이다. 이의 설명에 있어서, 상술한 기판(5), 소수성 피막(6), 및

핵산(3)은, 도시하지 않았다. 구체적으로는, 도 2는, 어레이(1)가 직방체인 경우의 평면도이며, 어레이(1)의 긴

방향을 X축, 직교 방향(X축에 대하여 수직 방향)을 Y 축으로 하고 있다.

관통공(2)은 어레이(1)에 있어서, 복수 설치되어 있고, 그 형상은 임의이나, 삼각, 사각 등의 다각형이나 원을[0129]

이용할 수 있다. 원은 타원일 수도 있다. 관통공(2)의 형상은, 원, 특히 진원(眞圓)인 것이 가장 바람직하다.

도 2는, 관통공(2)이 진원이고, 어레이(1)에 25개 배치된 예를 도시하고 있다.

관통공(2)의 크기는, 그 단면적 평균치가, 1개당 0.125mm
2
 이상인 것이 바람직하다. 여기서 단면적 평균치란,[0130]

관통공(2)의 중심축 방향에 대하여 수직인 방향에 대한 면적을, 관통공(2)의 높이 방향(깊이 방향)에 대하여 모

두 산출하여 평균화한 것이다.

즉,  관통공(2)의  형상이,  부감도에서 진원인 경우에는,  그 직경(도 2에서,  관통공(2B)의 직경(D)에 대응)은[0131]

0.4mm 이상이나, 이것으로 한정되는 것은 아니다. 관통공(2)의 크기가, 그 단면적 평균치가 0.125mm
2
 이상인 경

우에는, 관통공(2) 1개에 대하여, 400개 이상의 진핵세포를 접촉시킬 수 있고, 후술하는 진핵세포의 형질 전환

에 개체 차가 있다 하더라도, 계측에 적합한 세포수를 확보하기 쉽다. 예를 들면, 단면적 평균치가 0.125mm
2
 미

만의 관통공(2)인 경우에는, 관통공(2) 내의 세포수가 적어지기 때문에, 충분한 형질 전환된 세포수를 확보할

수 없거나, 혹은, 수용체의 활성화도를 통계 처리하기에 충분한 세포수를 확보할 수 없는 등 부적합하다. 소정

의 수용체가 후각 수용체인 경우에는, 관통공(2) 1개에 대하여, 400개 이상의 2.5% 정도에 상당하는 10개 이상

의 진핵세포가 발현하게 되어, 수용체의 활성화도를 통계 처리하기에 필요한 세포수가 얻어진다.

1개의 어레이(1)에는, 소정의 수용체를 코드하는 핵산(3)이 모두 배치되어 있는 것이 바람직하다. 즉, 복수의[0132]

핵산(3)에 의해, 각각의 핵산(3)마다 대응되는 수용체가 발현하는 경우, 각각의 핵산(3)이 1개씩, 어레이(1)의

관통공(2) 내에 배치되는 것이 바람직하다. 바꾸어 말하면, 각 관통공(2)마다, 다른 소정의 수용체를 코드하는

유전자를 포함하는 핵산(3)이 설치되어 있다.

일례로서  수용체가  인간의  후각  수용체인  경우,  수용체의  종류는  약  400종류에  달한다.  이  때,  냄새의[0133]

감지능은, 온도, 풍량, 대기 분포(기류에 의해 발생되는 대기 중의 분자의 농도 분포)라고 하는 환경 요소에 의

해 좌우되기 때문에, 1개 어레이에 대하여, 수용체의 1세트에 상당하는 약 400개의 서로 다른 핵산(3)을 배치하

여, 1회 측정으로 1세트 모든 수용체에 대하여 일괄하여 측정을 하는 것이 가장 바람직하다. 이 때, 어레이(1)

는, 약 400개의 관통공(2)을 갖는다.

후술하는  측정방법에서,  활성화도의  측정을  리얼타임으로  실시하는,  특히  초단위로  연속해서  측정하기[0134]

위해서는, 수백 개(예를 들면 200개 이상)의 관통공(2)을 동시에 측정하는 것이 필요하다.

특히, 형광을 이용하여 측정을 하기 위해서는, 형광 측정에 이용되는 광학계(예를 들면 광학 현미경)의 대물렌[0135]

즈의 관찰 시야가 유한하다는 이유에서, 관통공(2)의 크기, 관통공(2)끼리의 중심 간격(피치)이 제한을 받게 된

다.

예를 들면 300개 이상, 특히 400개 전후의 관통공(2)을 동시에 측정하기 위해서는, 전형적으로는, 관통공(2)의[0136]

단면적 평균치는 0.283mm
2
 이하인 것이 바람직하다. 관통공(2)의 형상이, 진원인 경우에는, 그 직경(도 2에서,
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관통공(2B)의 직경(D)에 상당)은 0.6mm 이하이다. 또한, 각 스팟의 중심 간격(도 2에서, 관통공(2B)와 관통공

(2A)가 이루는 X축상의 피치(P1),  또는 관통공(2B)와 관통공(2C)가 이루는 Y축상의 피치(P2))는, 0.6mm 이상

0.8mm 이하가 바람직하다. 또한, 피치(P1)=피치(P2)인 것이 바람직하다. 피치(P1)=피치(P2)=0.6mm 이상 0.8mm

이하인 것이 가장 바람직하다.

즉, 형광치를 측정에 이용하는 경우, 예를 들면 관통공(2)이 진원인 경우, 직경(D)은, 0.4mm 이상 0.6mm 이하가[0137]

바람직하고, 평균 피치(P1) 및 평균 피치(P2)는, 0.6mm 이상 0.8mm 이하가 바람직하다.

여기서, 직경(D)는, 0.42mm 이상, 0.44mm 이상, 0.46mm 이상, 0.48mm 이상, 0.50mm 이상일 수 있고, 0.58mm 이[0138]

하, 0.56mm 이하, 0.54mm 이하, 0.52mm 이하일 수 있다.

또한, 평균 피치(P1), 및 (P2)는, 각각 독립적으로, 0.64mm 이상, 0.68mm 이상, 0.72mm 이상, 0.76mm 이상일[0139]

수 있고, 0.76mm 이하, 0.72mm 이하, 0.68mm 이하일 수 있다.

일 실시형태에 있어서, 관통공(2)은 진원이고, 그 직경(D)은, 0.5mm이고, 평균 피치(P1)= 평균 피치(P2)=0.7mm[0140]

이다. 이들 수치를 이용하여, X축에 22개, Y축에 18개, 합계 396개의 관통공(2)을 갖는 어레이(1)는, 각 관통공

의 중심은, 15.58mm×12.82mm의 범위 내에 밀집하여 배치되게 된다.

[진핵세포를 수납하고 있는 어레이][0141]

본 발명의 진핵세포를 수납하고 있는 어레이(이후, 진핵세포 어레이(10)라고 하기도 한다)에 대하여, 도 3, 도[0142]

2,  및  도  4를  이용하여  설명한다.  도  3에  나타낸  바와  같이,  본  발명의  진핵세포를  수납하고  있는

어레이(10)는, 어레이(1)를 베이스로 하고 있으며, 기판(5)과, 기판(5)상의 소수성 피막(6)과, 핵산(3), 을 포

함한다. 소수성 피막(6)에는, 관통공(2)이 복수 설치되어 있고, 관통공(2)의 형상 및 배치는, 어레이(1)와 동일

하다(도 2에 도시). 그리고 관통공(2)에는, 진핵세포영역(4)이 설치되어 있다.

도 4는, 관통공(2) 하나를 확대한 모식적인 평면도로서, 소수성 피막(6)에 대하여, 관통공(2A), 진핵세포영역[0143]

(4A)이 설치되어 있다. 그리고 진핵세포영역(4A) 안에는, 기판(5)상에 탑재된 핵산(3)과 겹치도록, 복수개의 진

핵세포가 설치되어 있다(도 4에서, 모식적으로 5개의 진핵세포(4A1)~(4A5)를 도시하고, 핵산(3)은 도시하지 않

음).

도 4에서, 1개의 관통공(2)에 대하여, 진핵세포수를 5개로 예시하였으나, 2개 이상, 5개 이상, 10개 이상, 50개[0144]

이상, 100개 이상, 200개 이상, 300개 이상, 400개 이상, 500개 이상, 600개 이상, 700개 이상, 800개 이상,

1000개 이상, 2000개 이상, 일 수 있다.

또한, 10000개 이하, 9000개 이하, 8000개 이하, 7000 이하, 6000개 이하, 5000개 이하, 4000개 이하, 3000개[0145]

이하, 2000개 이하, 1000개 이하, 일 수 있다. 진핵세포는, 예를 들면, 동물 유래, 포유류 유래, 영장류 유래,

인간 유래의 진핵세포일 수 있다.

일 실시형태에서, 진핵세포는 인간 유래의 진핵세포이고, 400개 이상 1000개 이하이다.[0146]

이와 같이 관통공(2) 내의 핵산(3) 1개에 대하여, 진핵세포를 복수개 탑재함으로써, 핵산(3)을 근원으로 한 진[0147]

핵세포 내의 수용체 발현에 있어서, 발현한다, 발현하지 않는다, 라는 편차가 있다 하더라도, 특정의 핵산(3)에

대하여, 측정할 수 없다고 하는 리스크를 줄일 수 있다. 예를 들면, 일 실시형태에서, 핵산(3)이 후각 수용체이

고, 진핵세포가 인간 유래의 진핵세포이며, 1개의 관통공(2)(1개의 핵산(3))에 대하여, 진핵세포를 400개 배치

한 경우, 약 1할에 상당하는 40개 정도의 진핵세포가, 측정 가능한 상태로 발현한다. 그리고, 40개의 진핵세포

의 하나 하나를 개별로 인식하여, 정보로서 취급함으로써, 인간의 후각 수용체 약 400종류의 전체에 대하여, 피

험물질에 대한 활성화도를 측정하는 측정계를 수립할 수 있다.

그런데, 수용체를 디바이스화하는 경우, 세포에서의 수용체의 발현에는, 세포의 유전자를 변환시키는 안정발현[0148]

(안정적 트랜스펙션)과, 세포 내에 플라스미드를 도입하여 실시하는 일과성 발현(일과성 트랜스펙션)의 2개의

방법이 있다.

안정발현의 경우에는, 세포 내 유전자의 정보가 변환되기 때문에, 영속적으로 사용할 수 있는 한편, 유전자 발[0149]

현의 수율이 나쁘기 때문에, 소정의 수용체에 대하여, 세포 배양한 것으로부터 선별하여, 디바이스에 탑재하게

된다. 따라서, 안정발현한 수용체, 예를 들면 수백 개의 수용체를, 1개의 디바이스에 탑재하기 위해서는, 방대

한 노력과 코스트가 든다.

한편, 일과성 발현은, 단기간, 전형적으로는 1주간 전후밖에, 발현한 세포를 지속해서 사용할 수 없으나, 작성[0150]
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은 비교적 용이하여, 1개의 디바이스에 탑재하는 것은 가능하다. 작성은 비교적 용이하나, 발현 정도에는 편차

가 있다.

본 발명의 진핵세포 어레이(10)는, 이러한 일과성 발현에 의해 수용체를 작성하는 수법과의 적합성이 우수하다.[0151]

즉, 관통공(2) 내의 핵산(3)에 대하여, 일례로서 진핵세포를 400개 배치(예를 들면, 관통공(2A) 내에 진핵세포

를 400개 수납)할 수 있기 때문에, 일과성 발현에 의한 발현의 편차가 있더라도, 10개 정도의 진핵세포는, 측정

가능한 수용체를 발현한다. 이러한 약 10개의 수용체는, 활성화도의 측정에 있어서 서로 성능차를 갖지만, 측정

계에 있어서, 10개의 진핵세포의 하나 하나를 개별로 인식하여, 각각의 세포에 대하여, 후술하는 활성화도의 산

출방법(A), 또는 산출방법(B)을 따라, 정규화된 활성화도를 측정, 산출한다면, 각각의 수용체에 대하여, 적절하

게 활성화도의 정보를 제공할 수 있다.

포유류 유래의 수용체를 발현시키는 진핵세포를 입수하는 방법은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여,[0152]

특별히 한정되지 않는다.  예를 들면,  마우스 유래의 후세포를 포함하는 초대 배양 세포를 이용할 수 있다.

또한, 후술하는 본 발명의 세포를 이용할 수도 있다.

상기의 발현량을 확인하는 수단은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를[0153]

들면, 웨스턴블롯 등의 공지 기술에 근거하는 수단을 들 수 있다.

상기한 진핵세포에서 발현되는 수용체의 종류는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지[0154]

않는다. 예를 들면, 1개의 세포에 대하여 1종류의 후각 수용체를 발현하는 것으로 할 수도 있고, 복수 종류의

후각 수용체가 발현하는 것으로 할 수도 있다. 1개의 세포에 1종류의 후각 수용체를 발현하는 것이 바람직하다.

예를 들면, 동정(同定)되어 있는 포유류 유래의 후각 수용체가 α, β, γ 및 δ의 4종류였을 때, α와 β가 진[0155]

핵세포A에 발현되고, β와 γ가 진핵세포B에 발현되고, 그리고 δ가 진핵세포C에 발현되는 한편, 진핵세포A, B

및 C에서 발현되는 α, β, γ 및 δ의 총량이 동일하며, 진핵세포A, B 및 C가 동일계 내에서 발현되고 있는 것

을 바람직한 형태로 들 수 있다.

진핵세포에서 발현하는 수용체는, 후술하는 본 발명의 산출방법(A) 또는 산출방법(B)를 실시하기 전에 동정할[0156]

수도 있고, 실시한 후에 동정할 수도 있다. 실시하기 전에 동정하는 것이라면, 이미 동정된 포유류 유래의 후각

수용체를 발현시키는 유전자를, 상기의 진핵세포에 도입할 수 있고, 실시한 후에 동정하는 것이라면, 후술하는

활성화도의 산출방법(A) 또는 산출방법(B)에 따라 활성화도를 측정한 후의 세포에 대하여, 공지의 유전자 해석

에 관한 기술을 조합함으로써, 용이하게 세포에 포함되는 후각 수용체를 동정할 수 있다.

본 발명의 진핵세포 어레이(10)에 대하여, 진핵세포 어레이(10)가 구비하는 기본적인 구성에 대하여 설명하였으[0157]

나, 여러가지 응용이 가능하다. 예를 들면 진핵세포 어레이(10)는, 기판(5)의 소수성 피막(6)으로 덮여 있지 않

은 영역, 또는 소수성 피막(6)의 관통공(2) 이외의 영역을 이용하여, 식별 번호를 기재하는 영역을 설치할 수

있다. 구체적으로는, 1차원 바코드, 2차원 바코드(QR코드(등록상표)를 포함함)와 같이 미리 정한 영숫자를, 광

학적, 자기적, 전자적으로 읽어낼 수 있는 형태로 기재할 수 있다.

코드는, 진핵세포 어레이(10)마다 다른 유니크한 코드일 수 있고, 진핵세포 어레이(10)마다 동일한 고정된 코드[0158]

일 수도 있다. 또한, 식별 번호는, 어레이(1)에 있어서의 핵산(3)의 배치 정보를 포함할 수 있다. 예를 들면,

핵산(3)에 관하여, 핵산(3)의 어레이(1)에 있어서의 X좌표, Y좌표, 및 그 위치에 놓인 핵산의 구성(배열)에 관

한 정보를, 행렬 형태로 코드화하여 기록한 것일 수도 있다.

또한, 식별 번호를 기재하는 영역은, 자필이나 레이저 가공에 의해 묘화가 가능한 블랭크 영역(예를 들면, 조면[0159]

화한 영역, 레이저광을 받아 착색되는 재료를 도포한 영역)일 수 있다.

또한, 진핵세포 어레이(10)는, 안정적으로 보존하기 위하여, 폴리에틸렌, 폴리프로필렌 등의 합성 수지의 필름[0160]

봉투, 또는 폴리스티렌, 유리 등의 용기 안에, 수납될 수 있다. 수납에 있어서는, 봉투 또는 용기 안은, 진공,

감압 대기, 질소, 아르곤 등의 불활성 가스 봉입으로 할 수도 있다.

[진핵세포][0161]

본 발명의 진핵세포(예를 들면 도 4에서의 진핵세포(4A1)~(4A5))는, 소정의 수용체가 후각 수용체일 때, 외래[0162]

유전자로서 CNGA2 및 GNAL을 발현하는 진핵세포이다. 진핵세포로는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여,

특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 효모 세포, 동물 세포, 곤충 세포, 포유류 세포, 영장류 세포 등을 들 수

있다. 상기한 진핵세포 중에서도 포유류 세포가 바람직하고, 특히 취급이 용이한 불사화된 HEK293 세포, CHO 세

포, 또는 HeLa 세포 등으로 대표되는 라인 세포가 바람직하다. 또한, 래트 후각 신경세포 유래의 Rolf Ba. T 세
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포(Glia 16:247(1996))도 이용할 수 있다.

CNGA2란, Cyclic Nucleotide Gated Channel Alpha 2라 불리는 세포막에 존재하는 단백질을 코드하는 유전자로,[0163]

이것은 cAMP에 의존하여 칼슘 이온 채널로서 작용한다.

상기한 CNGA2의 유래는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 포유[0164]

류 유래로 하는 것을 예시할 수 있다. 그 중에서도, 마우스 유래, 인간 유래를 들 수 있다.

CNGA2가 코드하는 단백질의 아미노산 서열은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는[0165]

다. 예를 들면, 서열 번호 1로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열을 들 수 있다.

또한, 서열 번호 1로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열은, 이것이 칼슘 이온 채널로서 작용할 수[0166]

있는 한에는, 그 변이체도 상기의 CNGA2에 포함될 수 있다. 예를 들면, 변이 전후의 아미노산의 상동성이, 80%

이상, 바람직하게는 85% 이상, 바람직하게는 90% 이상, 바람직하게는 91% 이상, 더욱 바람직하게는 95% 이상이

다. 이러한 변이에는, 치환, 결실(缺失), 삽입 등의 형태가 포함된다. 따라서, 상기의 변이체에는 스플라이스

변이체도 포함될 수 있다.

상기의  CNGA2가  코드하는  단백질의  변이체  중에서도,  칼슘  이온  채널로서  보다  효율적으로  작용한다는[0167]

관점에서, 서열 번호 1로 나타내는 염기 서열이 코드하는 인간 유래 CNGA2의 아미노산 서열의 342번째의 글루타

민산을 글리신으로, 460번째의 시스테인을 트립토판으로, 그리고 583번째의 글루타민산을 메티오닌으로 한 변이

체가 바람직하다.

본 발명의 세포에서 발현하는 GNAL이란, Guanine nucleotide-binding protein G subunit alpha L이라 불리는[0168]

단백질을 코드하는 유전자로, 이것은 후신경 세포 중에서 후각 수용체를 발현하는 세포에 있어서, 후각 수용체

에의 자극에 따라 야기되는 시그널 전달을 담당하는 저분자량 G단백질이다.

상기의 GNAL의 유래는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 포유류[0169]

유래로 하는 것을 예시할 수 있다. 이 중에서도, 마우스 유래, 인간 유래를 들 수 있다.

GNAL의 아미노산 서열은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 서열[0170]

번호 2로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열을 들 수 있다. 또한, 서열 번호 2로 나타내는 염기 서

열이 코드하는 아미노산 서열은, 후신경 세포 중에서 후각 수용체를 발현하는 세포에 있어서, 후각 수용체에의

자극에 따라 야기되는 시그널 전달을 담당할 수 있는 한, 그 변이체도 상기의 GNAL에 포함될 수 있다. 예를 들

면, 변이 전후의 아미노산의 상동성이, 80% 이상, 바람직하게는 85% 이상, 바람직하게는 90% 이상, 바람직하게

는 91% 이상, 더욱 바람직하게는 95% 이상이다. 이러한 변이에는, 치환, 결실, 삽입 등의 형태가 포함된다. 따

라서, 상기의 변이체에는 스플라이스 변이체도 포함될 수 있다.

본 발명의 세포는, 상기의 유전자가 코드하는 단백질 이외에, 아데닐산 고리화효소와 저분자량 G단백질의 β도[0171]

메인 및 γ도메인을 갖고 있다.

상기의 본 발명의 세포는, 또한, 외래 유전자로서, CNGA4 및/또는 CNGB1b를 발현하는 세포로 하는 것이 바람직[0172]

하다.

CNGA4란, Cyclic Nucleotide Gated Channel Alpha 4라 불리는 세포막에 존재하는 단백질을 코드하는 유전자로,[0173]

이것도 상기의 CNGA2가 코드하는 단백질과 마찬가지로 칼슘 이온 채널로서 작용한다.

상기의 CNGA4의 유래는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 포유[0174]

류 유래로 하는 것을 예시할 수 있다. 그 중에서도, 마우스 유래, 인간 유래를 들 수 있다.

CNGA4가 코드하는 단백질의 아미노산 서열은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는[0175]

다. 예를 들면, 서열 번호 3으로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열을 들 수 있다.

또한, 서열 번호 3으로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열은, 칼슘 이온 채널로서 작용할 수 있는[0176]

한, 그 변이체도 상기의 CNGA4에 포함될 수 있다. 

예를 들면, 변이 전후의 아미노산의 상동성이, 80% 이상, 바람직하게는 85% 이상, 바람직하게는 90% 이상, 바람[0177]

직하게는 91% 이상, 더욱 바람직하게는 95% 이상이다. 이러한 변이에는, 치환, 결실, 삽입 등의 형태가 포함된

다. 따라서, 상기의 변이체에는 스플라이스 변이체도 포함될 수 있다.

CNGB1b란,  Cyclic  Nucleotide  Gated  Channel  Beta  1b라  불리는  세포막에  존재하는  단백질을  코드하는[0178]
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유전자로, 이것도 상기의 CNGA2 및 CNGA4가 코드하는 단백질과 마찬가지로, 칼슘 이온 채널로서 작용한다.

상기의 CNGB1b의 유래는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 포유[0179]

류 유래로 하는 것을 예시할 수 있다. 그 중에서도, 마우스 유래, 인간 유래를 들 수 있다.

CNGB1b가 코드하는 단백질의 아미노산 서열은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않[0180]

는다. 예를 들면, 서열 번호 4로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열을 들 수 있다.

또한, 서열 번호 4로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열은, 칼슘 이온 채널로서 작용할 수 있는 한,[0181]

그 변이체도 상기의 CNGB1b에 포함될 수 있다. 예를 들면, 변이 전후의 아미노산의 상동성이, 80% 이상, 바람직

하게는 85% 이상, 바람직하게는 90% 이상, 바람직하게는 91% 이상, 더욱 바람직하게는 95% 이상이다. 이러한 변

이에는, 치환, 결실, 삽입 등의 형태가 포함된다. 따라서, 상기의 변이체에는 스플라이스 변이체도 포함될 수

있다.

본 발명의 세포에서 CNGA2, CNGA4 및 CNGB1b가 발현될 때, 이들 3자가 각각 2:1:1로 발현하는 것이, 후각 수용[0182]

체에  대한  자극에  의해  야기되는  세포  내의  시그널  전달로  상승되는  cAMP에  대한  감도가  상승하므로

바람직하다.

상기의 본 발명의 세포는, 세포 내에서 발현하는 후각 수용체를 소포체막으로부터 세포막으로 이행시켜, 해당[0183]

후각 수용체의 해당 세포 표면으로의 제시 효율을 상승시킬 수 있는 단백질을 코드하는 유전자를 발현하는 세포

로 하는 것이 바람직하다.

상기의 세포 내에서 발현하는 후각 수용체를 소포체막으로부터 세포막으로 이행시켜, 해당 후각 수용체의 해당[0184]

세포 표면으로의 제시 효율을 상승시킬 수 있는 단백질이란, 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한

정되지 않는다. 예를 들면, RTP1, RTP2, REEP1 등의 단백질을 들 수 있다.

RTP1의 아미노산 서열은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 서열[0185]

번호 5로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열을 들 수 있다.

또한, 서열 번호 5로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열은, 세포 내에서 발현하는 후각 수용체를 소[0186]

포체막으로부터 세포막으로 이행시켜, 해당 후각 수용체의 해당 세포 표면으로의 제시 효율을 상승시킬 수 있는

한, 그 변이체도 상기의 RTP1에 포함될 수 있다. 예를 들면, 변이 전후의 아미노산의 상동성이, 80% 이상, 바람

직하게는 85% 이상, 바람직하게는 90% 이상, 바람직하게는 91% 이상, 더욱 바람직하게는 95% 이상이다. 이러한

변이에는, 치환, 결실, 삽입 등의 형태가 포함된다. 따라서, 상기의 변이체에는 스플라이스 변이체도 포함될 수

있다.

상기의 RTP1의 스플라이스 변이체는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를[0187]

들면 RTP1L, RTP1S 등을 들 수 있다. 이 중에서도, RTP1S라고 하면, 서열 번호 6으로 나타내는 염기 서열이 코

드하는 아미노산 서열을 들 수 있다. 

RTP2의 아미노산 서열은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 서열[0188]

번호 7로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열을 들 수 있다.

또한, 서열 번호 7로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열은, 세포 내에서 발현하는 후각 수용체를 소[0189]

포체막으로부터 세포막으로 이행시켜, 해당 후각 수용체의 해당 세포 표면으로의 제시 효율을 상승시킬 수 있는

한, 그 변이체도 상기의 RTP2에 포함될 수 있다. 예를 들면, 변이 전후의 아미노산의 상동성이, 80% 이상, 바람

직하게는 85% 이상, 바람직하게는 90% 이상, 바람직하게는 91% 이상, 더욱 바람직하게는 95% 이상이다. 이러한

변이에는, 치환, 결실, 삽입 등의 형태가 포함된다. 따라서, 상기의 변이체에는 스플라이스 변이체도 포함될 수

있다.

REEP1의 아미노산 서열은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 서[0190]

열 번호 8로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열을 들 수 있다.

또한, 서열 번호 8로 나타내는 염기 서열이 코드하는 아미노산 서열은, 세포 내에서 발현하는 후각 수용체를 소[0191]

포체막으로부터 세포막으로 이행시켜, 해당 후각 수용체의 해당 세포 표면으로의 제시 효율을 상승시킬 수 있는

한, 그 변이체도 상기의 REEP1에 포함될 수 있다. 예를 들면, 변이 전후의 아미노산의 상동성이, 80% 이상, 바

람직하게는 85% 이상, 바람직하게는 90% 이상, 바람직하게는 91% 이상, 더욱 바람직하게는 95% 이상이다. 이러

한 변이에는, 치환, 결실, 삽입 등의 형태가 포함된다. 따라서, 상기의 변이체에는 스플라이스 변이체도 포함될
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수 있다.

상기의 세포 내에서 발현하는 후각 수용체를 소포체막으로부터 세포막으로 이행시켜, 해당 후각 수용체의 해당[0192]

세포 표면으로의 제시 효율을 상승시킬 수 있는 단백질을 코드하는 유전자의 상류에는, 이들 유전자에 대하여

후성적(epigenetic) 영향을 미치지 않는 프로모터가 배치되어 있는 것이 바람직하다.

이러한  프로모터는,  본  발명의  효과를  발휘하는  범위에  한하여,  특별히  한정되지  않는다.  예를  들면,[0193]

Elongation Factor-1α(EF-1α)를 들 수 있다.

상기의 후성적 영향을 미치지 않는 프로모터의 유래는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정[0194]

되지 않는다. 예를 들면, 마우스 유래 또는 인간 유래를 들 수 있다.

본 발명의 진핵세포는, CNGA2 및 GNAL를 갖는 벡터 (본 명세서에서, 이것을 「벡터A」라 부르기도 한다)를 진핵[0195]

세포에 도입함으로써 제조할 수 있다. 또한, 이와 같이 하여 제조한 세포에, CNGA4 및/또는 CNGB1b를 갖는 벡터

(본 명세서에서, 이것을 「벡터B」라고 부르기도 한다)를 도입할 수 있다. 그리고, 세포 내에서 발현하는 후각

수용체를 소포체막으로부터 세포막으로 이행시켜, 해당 후각 수용체의 해당 세포 표면으로의 제시 효율을 상승

시킬 수 있는 단백질을 코드하는 유전자를 갖는 벡터(본 명세서에서, 이것을 「벡터C」라고 부르기도 한다)를

도입할 수 있다.

본 발명의 벡터는, 상기의 벡터A, B 및 C의 어느 하나이다. 이들 벡터를 도입하여, 각각이 갖는 유전자를 발현[0196]

시킬 수 있는 진핵세포는 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 효모 세포, 포유류 세포, 곤충 세포를 들 수 있

다. 이 중에서도, 포유류 세포가 바람직하다. 상기에 의해 구축된 벡터는, 공지된 바이러스를 이용하여, 재조합

바이러스를 제작할 수 있고, 이러한 재조합 바이러스는, 진핵세포에 대하여, 일과성 발현을 유도할 수 있다. 공

지된 바이러스란, 예를 들면, 아데노바이러스, 레트로바이러스, 아데노 수반 바이러스, 바큘로바이러스를 들 수

있다.

상기의 벡터A, B, 및 C는, 조건을 조절하면, 안정발현을 유도하는 것도 가능하다. 예를 들면, 본 발명의 세포의[0197]

염색체상에, 후각 수용체를 코드하는 유전자가 배치되는 영역을 일정 개수 이상 설치함으로써, 안정발현이 달성

된다. 상기의 영역은, 상술한 염색체상의 소정의 위치에 설치된 재조합효소(recombinase)에 반응하는 영역이다.

이러한 재조합효소는 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, Flp, Cre[0198]

등을 들 수 있다. 이들 재조합효소에 반응하는 영역으로는, 각각 Frt 및 LoxP를 들 수 있다.

상기한 바와 같이, 본 발명의 세포의 염색체에, 후각 수용체를 코드하는 유전자가 편입되는 영역을 일정 개수[0199]

이상 갖고 있기 때문에, 이 영역에만 후각 수용체를 코드하는 유전자를 편입할 수 있다. 예를 들면, 상기 영역

의 개수에 따라서 후각 수용체를 코드하는 유전자가 편입되는 개수도 조절할 수 있으므로, 상기 세포에서 발현

하는 후각 수용체의 양을 조절할 수도 있다.

상기의 본 발명의 세포에 의하면, 후신경세포에서 실시되는 후각 수용체의 자극에 의해 야기되는 시그널 전달을[0200]

실현할 수 있다. 따라서, 본 발명의 세포를 이용함으로써, 후술하는 본 발명의 활성화도의 산출방법(A), (B)를

호적하게 실시할 수 있다.

상기의 후각 수용체에는, 이들이 세포막상에 정확한 토폴로지로 발현하도록 하기 위하여, Rhodopsin 분자 N 말[0201]

단 20 아미노산 잔기인 서열 번호 9로 나타내는 아미노산(MNGTEGPNFYVPFSNKTGVV)을, 이것에 융합한 상태로 본

발명의 세포에 편입되어 함께 발현되는 것이 바람직하다.

[활성화 정도의 산출방법][0202]

본 발명의 피험물질(본 명세서에서, 이것을 리간드라고 부르기도 한다)에 의한 수용체에 대한 활성화 정도를 산[0203]

출하는 방법(이하, 명세서에서, 이것을 「산출방법」이라고 부르기도 한다)은,  산출방법(A)와,  산출방법(B)가

있다.

[활성화 정도의 산출방법(A)][0204]

활성화 정도의 산출방법(A)은, 이하의 공정1~3을 포함하는 방법이다.[0205]

(공정1)[0206]

수용체를 발현하는 진핵세포에 대하여 피험물질을 접촉시켰을 때, 해당 세포 내로 수용되는 이온량을 측정하는[0207]

공정.
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(공정2)[0208]

상기 공정1에서 측정에 사용한 세포와 동일한 세포를 탈분극 했을 때의 해당 세포 내의 이온량을 측정하는[0209]

공정.

(공정3)[0210]

상기 공정1에서 측정한 수치와 상기 공정2에서 측정한 수치와의 비를 산출하는 공정.[0211]

상기 공정1 및 공정2는, 공정3 이전에 실시할 수 있고, 상기 공정1과 공정2를 실시하는 순서는, 본 발명의 산출[0212]

방법에 의해 얻어지는 효과에 영향을 미치지 않는 범위에서, 특별히 한정되지 않는다. 본 발명의 산출방법에 의

해 얻는 수치의 신뢰도를 감안하면, 공정1 이후에 공정2를 실시하는 것이 바람직하다.

상기의 피험물질이란, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 일반적[0213]

으로 인간 등의 동물에 의해 인식되지 않는 냄새 성분을 함유하는 물질도, 본 발명의 산출방법에 있어서의 피험

물질에 포함할 수도 있다.

상기의  피험물질의  카테고리는,  본  발명의  효과를  발휘하는  범위에  한하여,  특별히  한정되지  않는다.  예를[0214]

들면, 순물질로 할 수도 있고, 혼합물로 할 수도 있다. 또한 순물질이, 단체(單體)이거나, 화합물이거나, 특별

히 한정되지 않는다.

상기의 피험물질의 형상도, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 기[0215]

체, 고체, 또는 액체의 어느 하나의 형상일 수 있다.

상기의 수용체는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 상술한 어레[0216]

이(1)가 갖는 핵산(3)이 속하는 소정의 수용체일 수 있고, 이른바 막관통형 수용체를 가리켜, 예를 들면, 대사

형 수용체, 이온 채널형 수용체를 포함할 수 있다.

대사형  수용체의  예로는,  G단백질  공역형  수용체,  티로신  키나아제  수용체,  구아닐산  고리화효소  수용체가[0217]

있다.

G단백질 공역형 수용체의 예로는, 후각 수용체, 무스카린성 아세틸콜린 수용체, 아데노신 수용체, 아드레날린[0218]

수용체, GABA 수용체(B형), 앤지오텐신 수용체, 칸나비노이드 수용체, 콜레키스토키닌 수용체, 도파민 수용체,

글루카곤 수용체, 히스타민 수용체, 오피오이드 수용체, 세크레틴 수용체, 세로토닌 수용체, 가스트린 수용체,

P2Y 수용체, 로돕신이 있다.

티로신 키나아제 수용체의 예로는, 인슐린 수용체, 세포증식인자의 수용체, 사이토카인의 수용체가 있다.[0219]

구아닐산 고리화효소 수용체의 예로는, GC-A, GC-B, GC-C가 있다.[0220]

이온 채널형 수용체의 예로는, 니코틴성 아세틸콜린 수용체, 글리신 수용체, GABA 수용체(A형, C형), 글루타민[0221]

산 수용체, 세로토닌 수용체 3형, 이노시톨트리스인산(IP3) 수용체, 리아노딘 수용체, P2X 수용체가 있다.

상기 공정1 및 공정2에서의 세포 내의 이온량을 측정하는 공정이 대상으로 하는 이온 종류는, 상기 수용체의 종[0222]

류에 따라 다르다. 예를 들면 수용체가 후각 수용체인 경우에는, 칼슘 이온을 예시할 수 있고, 니코틴성 아세틸

콜린 수용체의 경우에는, 나트륨 이온을 예시할 수 있고, 글리신 수용체의 경우에는, 염화물 이온을 예시할 수

있다.

수용체가 후각 수용체이고, 피험물질을 접촉시키는 방법에 대하여, 다음에 설명한다. 피험물질이 고체인 경우에[0223]

는, 그것에 함유되는 냄새 성분을 용출할 수 있는 공지된 용매를 이용하여 얻은 용액을, 진핵세포에 적용함으로

써, 당해 피험물질을 진핵세포에 접촉시킬 수 있다. 또한, 피험물질이 기체인 경우에도, 그것에 함유되는 냄새

성분을 흡수할 수 있는 공지된 용매를 이용하여 얻은 용액을, 진핵세포에 적용함으로써, 당해 피험물질을 진핵

세포에 접촉시킬 수 있다.

상기의 공지된 용매란, 본 발명의 방법에 의해 포유류 유래의 후각 수용체에 응답하지 않는 용매인 한, 특별히[0224]

한정되지 않는다. 예를 들면, 물, 완충액, DMSO, 메탄올, 에탄올, 배지(培地), 링거 용액 등을 들 수 있다.

이하에, 본 발명의 산출방법에 있어서의 각 공정에 대하여 상세히 기술한다.[0225]

[공정1에 대하여][0226]

본 발명의 산출방법의 공정1은, 수용체를 발현하는 진핵세포에 대하여, 상기 피험물질을 접촉시켰을 때, 해당[0227]
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세포 내로 수용되는 이온량을 측정하는 공정이다.

이후, 수용체를, 포유류 유래의 후각 수용체로 하고, 세포 내로 수용되는 이온이, 칼슘 이온인 예를 대표로, 이[0228]

하에 설명한다.

공정1에서, 포유류 유래의 후각 수용체를 발현하는 진핵세포를 유지하기 위한 배지, 배양 조건 등은, 공정1 및[0229]

공정2에서의 진핵세포 내로 수용되는 칼슘 이온량의 측정에 영향을 주지 않는 범위에서, 특별히 한정되지 않는

다. 예를 들면, 통상, 포유류에 유래하는 세포를 배양할 수 있는 배지, 온도, 이산화탄소 농도를 들 수 있다.

공정1에서 포유류 유래의 후각 수용체를 발현하는 진핵세포로 수용되는 칼슘 이온량을 측정하는 장소는, 상기의[0230]

배지,  및  배양  환경을  유지할  수  있는  범위에  한하여,  특별히  한정되지  않는다.  예를  들면,  디시상,

플레이트상, 멀티웰 플레이트상, 챔버상, 어레이상 등의 세포 배양에 적합한 장소를 예시할 수 있다. 본 발명의

산출방법을 하이스루풋으로 실시한다는 관점에서, 멀티웰상, 멀티웰이 설치된 챔버상, 및 어레이상에서 측정하

는 것이 바람직하다. 이 때, 각 웰에 격납되는 세포가 발현하는 포유류 유래의 후각 수용체는, 각각 다른 후각

수용체인 것이 바람직하다.

공정1에서의 포유류 유래의 후각 수용체를 발현하는 진핵세포 내로 수용되는 칼슘 이온량을 측정하는 수단은,[0231]

본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 색소를 이용하는 수단, 칼슘

결합 단백질을 이용하는 수단 등을 들 수 있다.

상기의 수단에 이용되는 색소는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들[0232]

면, Fluo-4, Rhod-3, Fluo-3, Fura-2, Indo-1, Quin-2, Rhod-2, 또는 Fluo-8 등으로 대표되는 형광 색소를 들

수 있다. 이들 형광 색소는 세포막 투과성을 높이는 AM유도체(아세톡시메틸기에 의한 보호)인 것이 바람직하다.

AM체는 수중에서 과립이 될 수 있기 때문에, 이것을 세포에 수용시키는 것을 목적으로, Pluronic F-127, 또는[0233]

Cremophor EL 등의 계면활성제를 이용할 수 있다. 상기 색소 중에서도, 세포 내로 수용되는 칼슘 이온량의 시간

경과에 따른 측정이 가능하다는 것, 효율적으로 측정할 수 있다는 것, 현미경 B 여기(勵起) 부근의 범용성이 높

은, 단일 파장 여기, 단일 파장 형광의 특성을 갖는다는 것, Ca 착체 해리정수(Kd)가 1nmol/ml 이하라는 것 등

의 관점에서, Fluo-3, Fluo-4, Quin-2 등을 이용하는 것이 바람직하다. 이들 색소를 이용하여 세포 내로 수용되

는 칼슘 이온량을 측정하는 구체적인 방법은, 특별히 한정되지 않는다. 구체적으로는, 이들 색소와 칼슘 이온을

접촉시켜, 서로 결합된 상태에 수반되어 해당 색소에 의해 나타나는 형광치를 측정하는 방법을 들 수 있다.

상기의 수단에 이용되는 칼슘 결합 단백질은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는[0234]

다.  예를  들면,  G-Geco,  B-Geco,  R-Geco,  GEX-Geco,  GEM-Geco  등의  Geco;  Case  12,  CEPIA,  Aequorin,

Cameleon, Pericam 또는 GcaMP 등으로 대표되는 칼슘에 결합하는 형광 단백질을 들 수 있다. 이들 칼슘 결합 단

백질을 이용하여 세포 내로 수용되는 칼슘 이온량을 측정하는 구체적인 방법은, 특별히 한정되지 않는다. 구체

적으로는, 이들 칼슘 결합 단백질과 칼슘 이온을 접촉시켜, 서로가 결합한 상태에 수반되어 해당 칼슘 결합 단

백질에 의해 나타나는 형광치를 측정하는 방법을 들 수 있다.

공정1에서  칼슘  이온량을  측정하는  방법은,  본  발명의  효과를  발휘하는  범위에  한하여,  특별히  한정되지[0235]

않는다. 예를 들면, 칼슘 이온량을 측정하는 수단이 색소를 이용하는 수단인 경우, 세포를 자극하지 않은 상태

의 수치(형광치)를 기준으로 하여, 세포에 피험물질을 접촉시킨 후에 얻어지는 수치를 그대로 칼슘 이온량으로

서 측정할 수 있다.

구체적으로 상기의 수치를 구하는 수단은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다.[0236]

예를 들면, 상기의 색소를 이용하여 칼슘 이온량을 측정하는 것이라면, 세포를 자극하지 않은 상태에서 측정되

는 형광치(본 명세서에서, 이것을 「백그라운드치 」라 부르기도 한다)와, 자극 후에 측정되는 형광치와의 일차

원 수치의 차를, 공정1에서 구하는 수치로 할 수 있다.

또한, 세포를 자극하지 않은 상태에서 측정되는 형광치(백그라운드치)와, 자극 후에 측정되는 형광치와의 이차[0237]

원 수치의 차를 기초로, 공정1의 수치를 구할 수도 있다.

[공정2에 대하여][0238]

본 발명의 산출방법의 공정1은, 상기 공정1에서 측정에 사용한 세포와 동일한 세포를 탈분극 했을 때의 칼슘 이[0239]

온량을 측정하는 공정이다.

공정2에 있어서, 공정1에서 측정에 사용한 세포와 동일한 세포를 탈분극 하는 수단은, 본 발명의 효과를 발휘하[0240]
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는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 칼륨 화합물, 또는 이오노포어를 상기의 세포에 접촉시

키는 수단을 들 수 있다.

상기의 칼륨 화합물은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 염화칼[0241]

륨, 브롬화칼륨, 수산화칼륨, 칼륨아미드, 불화칼륨, 질산칼륨, 아질산칼륨, 황산칼륨, 아황산칼륨, 탄산칼륨,

탄산수소칼륨, 제1인산칼륨, 제2인산칼륨, 제3인산칼륨, 크롬산칼륨, 중크롬산칼륨, 피로인산칼륨, 메타인산칼

륨, 염소산칼륨, 과염소산칼륨, 망간산칼륨, 과망간산칼륨, 산화칼륨, 과산화칼륨, 규산칼륨, 브롬산칼륨, 요오

드산칼륨 등으로 대표되는 무기 칼륨 화합물; 포름산칼륨, 아세트산칼륨, 구연산칼륨, 옥살산칼륨, 푸마르산칼

륨, 낙산칼륨, 젖산칼륨, 주석산칼륨, 숙신산칼륨, 올레산칼륨, 팔미트산칼륨, 아스파르트산칼륨, 글루타민산칼

륨 등으로 대표되는 유기 칼륨 화합물을 들 수 있다.

이들 칼륨 화합물 중에서도, 배지 중에서의 용해성과 세포 독성의 관점에서 무기 칼륨 화합물이 바람직하며, 염[0242]

화칼륨이 가장 바람직하다.

상기의 칼륨 화합물의 사용량은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들[0243]

면, 사용되는 칼륨 화합물이 염화칼륨인 경우, 통상은 10~500mM 정도이고, 바람직하게는 50~200mM 정도의 사용

량으로 할 수 있다.

상기의  이오노포어는,  본  발명의  효과를  발휘하는  범위에  한하여,  특별히  한정되지  않는다.  예를  들면,[0244]

Ionomycin, A23187(Calcimycin) 및 4-Bromo-A23187 등을 들 수 있다.

상기의  이오노포어의  사용량도,  본  발명의  효과를  발휘하는  범위에  한하여,  특별히  한정되지  않는다.  예를[0245]

들면, 상기의 Ionomycin이라면 통상은 1μM 정도로 할 수 있다.

공정2에서의 포유류 유래의 후각 수용체를 발현하는 진핵세포를 유지하기 위한 배지, 배양 조건 등; 포유류 유[0246]

래의 후각 수용체를 발현하는 진핵세포로 수용되는 칼슘 이온량을 측정하는 장소; 및 포유류 유래의 후각 수용

체를 발현하는 진핵세포 내로 수용되는 칼슘 이온량을 측정하는 수단은, 상기의 공정1에서 설명한 것과 동일하

게 할 수 있다.

[공정3에 대하여][0247]

본 발명의 산출방법의 공정3은, 상기 공정1에서 측정한 수치와 상기 공정2에서 측정한 수치와의 비를 산출하는[0248]

공정이다. 공정3에서 산출되는 비(비율)는, 공정1에서 측정한 수치를 공정2에서 산출되는 수치로 나누어 얻어지

는 수치일 수 있다.

공정1 및 공정2에서 산출하는 방법이 상기의 형광치를 이용하는 경우에, 상기 공정3 전에 공정1 및 공정2에서[0249]

산출한 계내(系內)에 소정의 농도의 킬레이트제(예를 들면, EDTA 또는 EGTA 등)를 이용하여 얻어지는 형광치를

백그라운드치로 보정함으로써, 공정3에서 산출되는 수치를 보다 정밀한 것으로 할 수 있다.

공정2에서 얻어지는 수치가 후각 수용체를 발현하는 세포에서 후각 자극에 반응하여 야기되는 시그널 캐스케이[0250]

드의 최종 이벤트에 상당한다. 또한, 공정2에서 세포를 탈분극 한다는 공정은, 본 발명의 산출방법에서 측정 대

상으로 하는 후각 수용체를 발현하는 세포의 최종 이벤트의 포지티브 컨트롤이 되는 공정에 상당하므로, 이로

인해 얻어지는 구체적인 수치는 실험 조건 등에 영향을 받기 어렵고, 어느 정도의 절대적인 값을 나타낸다고 이

해된다.

그러나, 공정1에서 얻어지는 수치는, 측정 조건 등에 의해 얻어지는 수치가 일정하지 않아, 어떤 기준치에 대한[0251]

상대적인 값으로서 얻는 것이 바람직하다.

그래서, 공정2에서 얻어지는 절대적인 수치를 기준으로 하여 공정1에서 얻어지는 수치를 산출함으로써, 특정의[0252]

피험물질에 대한 특정의 후각 수용체를 발현하는 세포에 대한 활성화 정도를, 어느 정도 절대적인 수치로서 산

출하는 것이 가능해진다.

[활성화 정도의 산출방법(B)][0253]

본 발명의 피험물질에 의한 수용체에 대한 활성화 정도를 산출하는 제2의 방법에 대하여, 설명한다. 구체적으로[0254]

는, 이하의 공정1~3을 포함하는 방법이다.

(공정1)[0255]

수용체를 발현하는 진핵세포에 대하여, 피험물질을 접촉시키기 전부터 형광 측정을 개시하고, 접촉 전의 제1 소[0256]
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정 시간에서의 형광의 평균치를 Fbase로 하는 공정.

(공정2)[0257]

수용체를 발현하는 진핵세포에 대하여, 피험물질을 접촉시키고, 피험물질의 접촉 후의 제2 소정 시간에서의 형[0258]

광의 최대치를 Fmax로 하는 공정.

(공정3)[0259]

Fmax/Fbase를 산출하여, 활성화도로 하는 공정.[0260]

본 활성화 정도의 산출방법(B)에서는, 공정1, 공정2, 공정3의 순서로 실시할 수 있다.[0261]

반복 측정하는 경우에도, 예를 들면 2회째의 측정도, 공정1, 공정2, 공정3의 순서로 실시할 수 있다.[0262]

상기의 피험물질이란, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 일반적[0263]

으로 인간 등의 동물의 감각 기관에 의해 인식되지 않는 성분을 함유하는 물질도, 본 발명의 산출방법에 있어서

의 피험물질에 포함될 수 있다.

상기의  피험물질의  카테고리는,  본  발명의  효과를  발휘하는  범위에  한하여,  특별히  한정되지  않는다.  예를[0264]

들면, 순물질로 할 수도 있고 혼합물로 할 수도 있다. 또한 순물질이, 단체(單體)이거나, 화합물이거나도, 특별

히 한정되지 않는다.

상기의 피험물질의 형상도, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 기[0265]

체, 고체, 또는 액체의 어느 하나의 형상일 수 있다.

상기의 수용체는, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 상술한 어레[0266]

이(1)가 갖는 핵산(3)이 속하는 소정의 수용체일 수 있고, 이른바 막관통형 수용체를 나타내는, 예를 들면, 대

사형 수용체, 이온 채널형 수용체를 포함할 수 있다.

대사형 수용체의 예로서는, G단백질 공역형 수용체, 티로신 키나아제 수용체, 구아닐산 고리화효소 수용체가 있[0267]

다.

G단백질 공역형 수용체의 예로서는, 후각 수용체, 무스카린성 아세틸콜린 수용체, 아데노신 수용체, 아드레날린[0268]

수용체, GABA 수용체(B형), 앤지오텐신 수용체, 칸나비노이드 수용체, 콜레키스토키닌 수용체, 도파민 수용체,

글루카곤 수용체, 히스타민 수용체, 오피오이드 수용체, 세크레틴 수용체, 세로토닌 수용체, 가스트린 수용체,

P2Y 수용체, 로돕신이 있다.

티로신 키나아제 수용체의 예로서는, 인슐린 수용체, 세포증식인자의 수용체, 사이토카인의 수용체가 있다.[0269]

구아닐산 고리화효소 수용체의 예로서는, GC-A, GC-B, GC-C가 있다.[0270]

이온 채널형 수용체의 예로서는, 니코틴성 아세틸콜린 수용체, 글리신 수용체, GABA 수용체(A형, C형), 글루타[0271]

민산 수용체, 세로토닌 수용체 3형, 이노시톨트리스인산(IP3) 수용체, 리아노딘 수용체, P2X 수용체가 있다.

이들 수용체의 활성화도에 따라서, 세포 내로 수용된다고 이미 알려진 물질을, 측정 대상으로 할 수 있다. 예를[0272]

들면 수용체가 후각 수용체인 경우에는, 세포 내의 물질로서, 칼슘을 예시할 수 있다.

수용체가 후각 수용체이며, 피험물질을 접촉시키는 방법에 대하여, 다음에 설명한다. 피험물질이 고체인 경우에[0273]

는, 그것에 함유되는 냄새 성분을 용출시킬 수 있는 공지된 용매를 이용하여 얻어지는 용액을, 진핵세포에 적용

함으로써, 당해 피험물질을 진핵세포에 접촉시킬 수 있다. 또한, 피험물질이 기체인 경우에도, 그것에 함유되는

냄새 성분을 흡수할 수 있는 공지된 용매를 이용하여 얻어지는 용액을, 진핵세포에 적용함으로써, 당해 피험물

질을 진핵세포에 접촉시킬 수 있다.

상기의 공지된 용매란, 본 발명의 방법에 따라 포유류 유래의 후각 수용체에 응답하지 않는 용매인 한, 특별히[0274]

한정되지 않는다. 예를 들면, 물, 완충액, DMSO, 메탄올, 에탄올, 배지, 링거 용액 등을 들 수 있다.

[공정1에 대하여][0275]

본 발명의 산출방법의 공정1은, 수용체를 발현하는 진핵세포에 대하여, 상기 피험물질을 접촉시켰을 때, 해당[0276]

세포 내로 수용되는 물질을 측정하는 공정이다. 이후, 수용체를, 포유류 유래의 후각 수용체로 하여, 세포 내로

수용되는 물질이, 칼슘인 계로 대표시켜, 이하에 설명한다.
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공정1에서, 포유류 유래의 후각 수용체를 발현하는 진핵세포를 유지하기 위한 배지, 배양 조건 등은, 공정1 및[0277]

공정2에서의 진핵세포 내로 수용되는 칼슘량의 측정에 영향을 주지 않는 범위에서, 특별히 한정되지 않는다. 예

를 들면, 통상, 포유류에 유래하는 세포를 배양할 수 있는 배지, 온도, 이산화탄소 농도를 들 수 있다.

공정1에서 포유류 유래의 후각 수용체를 발현하는 진핵세포로 수용되는 칼슘을 측정하는 장소는, 상기의 배지,[0278]

및 배양 환경을 유지할 수 있는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 디시상, 플레이트상, 멀티

웰 플레이트상, 챔버상, 어레이상 등의 세포 배양에 적합한 장소를 예시할 수 있다. 본 발명의 산출방법을 하이

스루풋으로 실시한다는 관점에서, 멀티웰상, 멀티웰이 설치된 챔버상, 및 어레이상에서 측정하는 것이 바람직하

다. 이 때, 각 웰에 격납되는 세포가 발현하는 포유류 유래의 후각 수용체는, 각각 다른 후각 수용체인 것이 바

람직하다.

공정1에서의 포유류 유래의 후각 수용체를 발현하는 진핵세포 내로 수용되는 칼슘을 측정하는 수단은, 본 발명[0279]

의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 칼슘용 형광 지시약을 이용하는 수단

등을 들 수 있다. 칼슘용 형광 지시약은, 칼슘의 양에 따라서, 형광 강도가 변화하는 작용을 갖고 있다.

상기의 수단에 이용되는 형광 지시약은, 본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다.[0280]

예를 들면, 세포 내 칼슘을 측정하기 위한 이른바 칼슘 지시약을 이용할 수 있다. 예를 들면, Calbryte520,

Calbryte590, Calbryte630를 이용하여 세포 내의 칼슘 농도의 변화를, 형광으로서 정색(呈色) 하는 지시약을 이

용할 수 있다. 이들 형광 지시약은, 세포막 투과성을 높이는 AM유도체(아세톡시메틸기에 의한 보호)인 것이 바

람직하다.

AM체는 수중에서 과립이 될 수 있기 때문에, 이것을 세포로 수용시키는 것을 목적으로 하여, Pluronic F-127,[0281]

또는 Cremophor EL 등의 계면활성제를 이용할 수 있다.

상기의 지시약 중에서도, 세포 내로 수용되는 칼슘량의 시간 경과에 따른 측정이 가능하다는 것, 효율적으로 측[0282]

정할 수 있다는 것, 현미경 G여기 부근의 범용성이 높은, 단일 파장 여기, 단일 파장 형광의 특성을 갖는다는

것 등의 관점에서, Calbryte520AM을 이용하는 것이 바람직하다. 이러한 색소를 이용하여 세포 내로 수용되는 칼

슘량을 측정하는 구체적인 방법은, 특별히 한정되지 않는다. 구체적으로는, 지시약과 세포 내 칼슘을 접촉시켜,

서로 결합된 상태에 수반되어 해당 지시약에 의해 나타나는 형광치를 측정하는 방법을 들 수 있다.

(공정1)은, 수용체를 발현한 진핵세포에 대하여, 피험물질을 접촉시키기 전부터 형광 측정을 개시하여, 접촉 전[0283]

의 제1 소정 시간에서의 형광의 평균치를 Fbase로 하는 공정이다. 여기서, 접촉 전의 제1 소정 시간이란, 피험

물질을 접촉시키기 전의, 진핵세포 어레이(10) 및 측정계가, 열적 안정, 화학적 안정의 상태를 계측하기 위한

시간이다.

따라서, 제1 소정 시간의 개시시각은, 진핵세포 어레이(10)를 측정계에 설치하여, 열적으로 평형에 달하는 시간[0284]

에 의해 설정된다. 또한, 제1 소정 시간의 종료시각은, 환경과의 화학적인 평형 상태가 무너지는 타이밍, 즉 진

핵세포 어레이(10)에 피험물질을 접촉시키는 타이밍을 포함하지 않는다. 진핵세포 어레이(10)는 유한의 크기를

가지므로, 진핵세포 어레이(10)의 양단에서는 피험물질의 접촉에 시간차가 발생하는 것도 고려하여, 제1 소정

시간의 종료시각은, 피험물질을 접촉시키는 타이밍보다 전으로 설정하는 것이 바람직하다.

예를 들면, 제1 소정 시간은, 측정 개시부터 피험물질 접촉 전 1분전까지의 시간으로, 전형적으로는, 피험물질[0285]

접촉 6분전~1분전의 5분간의 시간이다.

본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 제1 소정 시간의 개시시각은, 피험물질 접촉의 30분전, 20분전, 10[0286]

분전, 9분전, 8분전, 7분전, 5분전일 수 있고, 제1 소정 시간의 종료시각은, 3분전, 2분 30초전, 2분전, 1분 30

초전, 50초전, 40초전, 30초전, 20초전, 10초전일 수 있다.

(공정2)는, 수용체를 발현한 진핵세포에 대하여, 피험물질을 접촉시켰을 때쯤부터 형광 측정을 개시하여, 접촉[0287]

후의 제2 소정 시간에서의 형광의 최대치를 Fmax로 하는 공정이다. 따라서, 제2 소정 시간은, Fmax를 넘어서,

형광이 저하되는 경향이 지속되는 것을 확인할 수 있는 추가 시간(경과 관찰 시간)을 포함하여 설정하는 것이

필요하다.

여기서, 수용체에 대한 피험물질의 응답 속도는, 극히 빠르다는 점에서, 제2 소정 시간의 개시시각은, 피험물질[0288]

을 접촉시킨 시각과 동일하게 하는 것이 바람직하다.

한편, 형광의 최대치 Fmax에 관해서는, 수용체의 종류, 피험물질에 따라 피크로부터 저하로 전환되는 시각이나,[0289]

하강 곡선의 형태에 편차가 있기 때문에, 추가 시간(경과 관찰 시간)은 비교적 길게 할 필요가 있다. 많은 수용
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체의 종류, 피험물질을 검토한 결과, 하나의 판단 기준으로는, 형광 강도가 피크치에서 하강으로 전환된 후,

200초간 이상, 하강 경향이 지속된 경우에, 피크치를 Fmax로 판단할 수 있다. 또한, 다른 판단 기준으로는, 형

광 강도가 피크치에서 하강으로 전환된 후, 제2 소정 시간의 개시시각으로부터 피크치까지의 경과시간의 0.3배

이상의 추가 시간에 걸쳐, 하강 경향이 지속된 경우에, 피크치를 Fmax로 판단할 수 있다.

예를 들면,  제2  소정 시간은,  피험물질 접촉 후 0~20분후까지의 시간으로, 전형적으로는, 피험물질 접촉 후[0290]

0~10분후의 10분간의 시간이다.

본 발명의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 제2 소정 시간의 개시시각은, 피험물질 접촉의 3초 후, 5초 후, 10[0291]

초 후, 20초 후, 30초후 일수 있고, 제2 소정 시간의 종료시각은, 12 분후, 15분후, 25분후, 30분후일 수 있다.

이와 같이 하여 구한 Fbase, Fmax에 근거하여, Fmax/Fbase를 산출함으로써, 수용체의 활성화도를 구할 수 있다.[0292]

도 5는, 산출방법(B)에 따른 형광 측정의 예를 나타내는 도이다. 횡축은 시간(초)이고, 종축이 형광 강도(임의[0293]

단위)로 되어 있다. 횡축의 시간은 측정 개시를 0초로 한 것이고, 측정 개시 360초(도 5에서, T360이라고 표

시)에 있어서, 수용체를 발현하는 진핵세포에 피험물질을 접촉시키고 있다. 도 5의 예에서, 제1 소정 시간은,

T0~T300으로, 즉 피험물질 접촉 6분전~1분전의 5분간의 시간이다. 또한, 제2 소정 시간은, T360~T900으로, 즉

피험물질 접촉 0분후~10분후의 10분간의 시간이다.

도 5가 나타낸 바와 같이, 제1 소정 시간에서의 형광은 안정되어 있고, 그 평균치는 베이스 라인으로서 적당하[0294]

다. 또한 제2 소정 시간에서의 형광은, 예리한 피크를 가지므로, 최대치의 검출은 용이하게 이루어질 수 있다.

따라서, Fmax를 Fbase로 나누는 것은, 활성화도를 효과적으로 나타내는 지표가 될 수 있다.

도 5의 예에서는, Fbase=656이고, Fmax=949이므로, 이들 수치에 근거하여, 활성화도는, Fmax/Fbase=1.4로 산출[0295]

된다.

산출방법(B)의 이점으로는, 산출방법(A)와 비교하여, 탈분극의 공정, 양성대조물질을 접촉시키는 공정을 반드시[0296]

필요로 하는 것은 아니라는 높은 측정 재현성에 있다.

도 6은, 일과성 발현시킨 각종 후각 수용체에 대하여, 피험물질을 접촉시켰을 때의, 형광 강도의 시간 응답성을[0297]

측정한 것이다(측정 개시로부터 360초에서, 피험물질을 접촉시키고 있다). 도 6의 [A]는, 후각 수용체 중, 전형

적인 5예에 대한 시간 응답성을 조사한 결과이다. 도 6의 [A]가 나타내는 바와 같이, 측정 개시부터 400~450초

에서 형광 강도는 최대치를 나타내고, 이후 감쇠하고 있다.

그러나, 수용체 OR8U1(도 6의 [D])에 대해서는, 측정 개시로부터 500초 부근에서 형광의 최대치를 나타내고, 이[0298]

후 감쇠하고 있다.

또한, 수용체 OR2G2(도 6의 [B]), 수용체 OR4C11(도 6의 [C])에 대해서는, 측정 개시로부터 600초 부근에서 형[0299]

광은 최대치를 나타내고,  600~900초의,  거의 플랫이라고 부를 수 있는 기간을 경과한 후,  감쇠로 전환되고

있다.

이와 같이 수용체에 따라, 시간 응답성이 다르고, 일부 수용체에서는, 피험물질 접촉의 영향을 길게 받는 것이[0300]

있다.

또한, 측정 개시전의 시간에 있어서의 형광 강도에 대해서도, 수용체 마다 경향이 다르다.[0301]

이러한 점에서, 제1 소정 시간보다 제2 소정 시간을 길게 설정하는 것이 바람직하고, 이와 같이 시간 설정을 하[0302]

는 한, 측정치 Fmax/Fbase는, 활성화도의 지표로서 높은 신뢰성을 갖는다. 이러한 측정방법을 채용하는 한, 양

성대조물질을 접촉시키지 않고, 피험물질을 반복 접촉시켜, 활성화도를 반복 측정할 수 있다.

전형적으로는, 제1 소정 시간은, 피험물질 접촉 6분전~1분전의 5분간의 시간이고, 제2 소정 시간은, 피험물질[0303]

접촉 0분후~10분후의 10분간의 시간이다.

산출방법(B)는, 품질관리의 수법을 병용하여, 더욱 신뢰성 향상을 도모할 수도 있다. 예를 들면, 원인은 불분명[0304]

하나, 측정계 전체에 외란이 혼입되어, 측정 신호(형광 강도)에 노이즈가 중첩될 수 있다. 또한 측정계 전체적

으로, 형광 강도가 낮아질 수도 있다. 이러한 경우의 측정에 있어서도, 신뢰성을 확보하는 방법으로서, 제1 소

정 시간 중의 형광 강도의 표준편차(SD)를 측정하여, 활성화도로서 채용할 것인지 아닌지를 판정하는 파라미터

로서  이용한다.  구체적으로는,  Fbase+5SD를  산출하여,  상술한  측정치  Fmax와  비교한다.  측정치  Fmax가

Fbase+5SD 이상일 때는 활성화도로서 채용하고, 측정치 Fmax가 Fbase+5SD 미만일 때는 활성화도로서 채용하지
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않는다. 이와 같이 측정치에 대하여, 통계적인 판정을 실시함으로써, 측정치 Fmax/Fbase를 활성화도로서 취급할

때 신뢰성은 더욱 향상된다.

예를 들면, 도 5의 예에서는, 제1 소정 시간 중의 형광 강도의 표준편차(SD)는, SD=9이고, 상술한 바와 같이,[0305]

Fbase=656, Fmax=949이므로, Fbase+5SD=701로 산출된다. 이 때, Fmax는 Fbase+5SD 이상이며, 활성화도로서 충

분히 채용할 수 있는 활성화도이다.

상술한 바와 같이, 측정치 Fmax/Fbase는, 활성화도의 지표로서, 본래, 높은 신뢰성을 갖는다는 점에서, 양성대[0306]

조물질을 접촉시키지 않고, 피험물질을 반복 접촉시켜, 활성화도를 반복 측정할 수 있다.

이러한 반복 측정에 있어서, 측정치에 높은 신뢰성이 요구되는 경우에는, 1회째의 측정 다음의 2회째의 측정은,[0307]

2회째의 측정에 있어서의 Fbase(이후, Fbase2라고 적기도 한다)가, 상술한 Fbase+5SD를 밑도는 시간까지 방치됨

(예를 들면 링거액을 관류(灌流)함)으로써, 2회째의 측정은, 1회째 측정의 영향을 받지 않고 실시할 수 있다.

Fbase2<Fbase+5SD가 되는 시간(완화 시간)은, 수용체나 피험물질에도 의하나, 전형적으로는 20분 이상이다. 마

찬가지로 3회째 이후의 측정도, 이러한 방법을 이용하여 실시할 수 있다.

한편, 수용체를 복수 배치한 어레이에 있어서, 반복 측정을 실시하는 경우에는, 수용체 마다 완화 시간이 다르[0308]

기 때문에, 모든 수용체가 Fbase2<Fbase+5SD의 조건을 만족하는 시간까지 방치하면 막대한 시간을 필요로 할 수

있다. 따라서, 측정의 시간 효율을 우선하는 경우에는, Fbase2≥Fbase+5SD인 타이밍에서도, 2회째의 측정을 실

시할 수 있다. 즉, 2회째 측정 개시 전에, Fbase2를 구하는 공정1을 실시하고 있음으로써, 계속적으로 2회째의

측정을 실시할 수 있다. 마찬가지로, 3회째 이후의 측정도 실시할 수 있다.

이상, 본 발명의 활성화도의 산출방법(B)에 대하여, 피험물질과의 접촉에 의해, 진핵세포 내로 수용되는 물질을[0309]

형광 지시약에 의해 검출하는 계를 대표로 설명하였으나, 산출방법(B)은, 이것으로 한정되지 않고, 폭넓은 응용

이 가능하다,  예를  들면,  피험물질과의 접촉에 의해,  진핵세포 내로 수용되는 이온을,  이온 측정용의 형광

색소, 또는 형광성 결합 단백질에 의해 검출하는 계에 대해서도, 동일하게 적용할 수 있다.

또한, 본 발명의 활성화도의 산출방법(A), 및 본 발명의 활성화도의 산출방법(B)는, 본 발명의 진핵세포 어레이[0310]

(10), 특히 수용체를 발현한 진핵세포 어레이(본 명세서에서, 수용체 어레이(10r)라고 하기도 한다)에도 적용할

수 있다.

활성화도는, Fmax/Fbase를 기본으로 한 수치계산에 의해, 다른 수치 표현도 가능하다. 예를 들면, 수용체가 갖[0311]

는 최대 활성화도를 100%로 하고, 그에 대한 비율(%)로 표현할 수 있다. 구체적으로는, 피험물질 대신에, 예를

들면 칼슘 이오노포어(세포 내의 칼슘 농도를 100%로 높이는 시약)나 dbcAMP(칼슘 채널의 CNG를 100% 활성화하

는 시약) 등의 양성대조시약으로 처리함으로써, 수용체가 갖는 최대 활성화도를 구할 수 있다. 상기의 도 5의

예에서는, 최대 활성화도에 있어서의 Fmax/Fbase는 2.2라는 것을 미리 알고 있으므로, 도 5의 Fmax/Fbase=1.4의

측정치에 있어서의 피험물질에 의한 활성화는, 1.4/2.2=0.64,  즉 그 수용체가 갖는 최대 활성화도에 대하여,

64%가 발휘되었다, 고 표현할 수도 있다.

[수용체 어레이의 측정방법][0312]

본 발명의 수용체 어레이(10r)에 대하여, 각 수용체에 대한 활성화도를 측정하는 방법은, 전형적으로는, 이하와[0313]

같다. 여기에서는, 활성화도의 산출방법(B)을 이용한 예를 이용하여 설명한다.

수용체 어레이(10r)에, 측정용 형광 물질, 측정용 형광 색소, 또는 형광성 결합 단백질을 작용시켜, 피험물질의[0314]

접촉에 근거하는 활성화도를 형광으로 치환되는 반응계를 수립한다.

계속하여, 수용체 어레이(10r)의 관통공(2)의 전체를 포함하는 영역을, 동시에 일괄하여 화상 데이터로서 취득[0315]

하는 측정계를 수립한다. 여기서, 측정계는, 수용체 어레이(10r)의 관통공(2)(관통공(2A) 등)을 개별로 인식할

뿐만 아니라, 관통공(2) 내부의 각 진핵세포(진핵세포(4A1), (4A2), (4A3), (4A4), (4A5) 등)를 개별로 인식할

수 있도록, 수광(受光) 광학계를 설정한다.

계속해서, 피험물질을, 반응계를 수립한 수용체 어레이(10r)에 대하여 접촉시킨다.[0316]

여기서, 측정계는, 피험물질을 접촉시키기 전부터 동작시켜, 제1 소정 시간 동안, 화상 데이터를 취득한다.[0317]

또한, 측정계는, 피험물질을 접촉시킬 때 부근에서부터 동작시켜, 제 2 소정 시간 동안, 화상 데이터를 취득한[0318]

다.
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제2 소정 시간 경과 후, 진핵세포 각각의 형광을 수치화하고, 각 세포 단위로 수치를 연산함으로써 활성화도를[0319]

산출한다.

이 때, 각 세포 단위의 형광의 수치는, 슬라이스 레벨(형광 강도의 고정치)을 설정하는 수법에 의해, 품질관리[0320]

를 실시하고, 소정치 이상의 데이터만을 채용하여, 각 세포 단위로 수치를 연산함으로써 활성화도를 산출하는

것도 허용된다.

또한, 각 세포 단위의 활성화도는, Fbase+5SD에 의한 판정에 의해, 품질관리를 실시하여, 신뢰성 높은 데이터를[0321]

채용하고, 출력하는 것도 허용된다.

또한, 각 세포 단위의 활성화도는, 공지된 통계 수법에 의해, 품질관리를 실시하여, 각 수용체마다, 1개의 데이[0322]

터를 산출하고, 출력하는 것도 허용된다. 그 결과, 예를 들면, 400개의 수용체에 대하여, 400개의 활성화도의

수치를 출력하는 것이 허용된다.

본 발명의 방법에 따라 산출되는 수치는, 예를 들면, 이러한 수치의 산출 대상으로 한 수용체, 및 해당 수용체[0323]

에 작용시킨 피험물질의 농도 등과 함께, 일군의 정보로서 이용할 수 있다.

따라서, 수용체가 후각 수용체인 경우에는, 본 발명에 의해 산출되는 수치를 포함하는 일군의 정보는, 이것을[0324]

데이타베이스로서 이용함으로써, 후술하는 본 발명의 냄새를 구성하는 방법, 또는 냄새가 구성된 조성물의 제조

방법 등에 유용하다.

본 발명의 산출방법에 의해 얻어지는 수치는, 다음과 같은 다양한 용도에 사용할 수 있다.[0325]

예를 들면, 어떤 물질의 냄새를, 그 외의 2개 이상의 물질의 냄새를 조합함으로써, 재현하는 방법을 제공할 수[0326]

있다. 이에 대하여, 본 발명의 냄새를 구성하는 방법에서 상세하게 후술한다. 그리고, 어떤 물질의 냄새가 구성

된 조성물을, 그 외의 2개 이상의 물질을 조합하여 재현하는 방법도 제공할 수 있다. 이에 대하여, 냄새가 구성

된 조성물의 제조방법에서 상세하게 후술한다.

[냄새를 구성하는 방법][0327]

본 발명의 목표물질의 냄새를 구성하는 방법(이하, 본 명세서에서, 이것을 「구성방법」이라고 방법 부르기도[0328]

한다.)은, 2개 이상의 표준물질에 의한 포유류 유래의 각 후각 수용체에 대한 활성화 정도를 기준으로, 목표물

질에 의한 포유류 유래의 각 후각 수용체에 대한 활성화 정도가 구성되도록, 해당 2개 이상의 표준물질을 조합

하여, 해당 목표물질의 냄새를 구성하는 방법이다.

상기의 2개 이상의 표준물질에 의한 포유류 유래의 각 후각 수용체에 대한 활성화 정도의 입수 수단은, 본 발명[0329]

의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 본 발명의 산출방법(A) 및/또는 산출

방법(B)에 의해 얻어지는 수치를 이용할 수 있다.

상기의 목표물질에 의한 포유류 유래의 각 후각 수용체에 대한 활성화 정도의 입수 수단은, 본 발명의 효과를[0330]

발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 본 발명의 산출방법(A) 및/또는 산출방법(B)에

의해 얻어지는 수치를 이용할 수 있다.

구체적으로 조합하는 방법에 대하여, 도 7에 나타낸 모식도를 기본으로 설명한다. 도 7의 모식도에서, 목표물질[0331]

에 의한 냄새를 구성하는, 즉 목적물질에 의한 포유류 유래의 후각 수용체(예를 들면 α, β, γ, δ 및 ε)에

의 활성화 정도를 나타낸다.

여기서, 표준물질로서, 예를 들면 a, b, c, d 및 e 중에서, a, c 및 e를 조합함으로써, 목표물질에 의한 포유류[0332]

유래의 후각 수용체의 활성화 정도를 구성할 수 있음을 도 7의 모식도에 나타내고 있다. 즉, 조합하는 방법은,

패턴 매칭법으로, 목표물질에 대한 후각 수용체 α, β, γ, δ 및 ε 에 있어서의 각각 활성화도와, 각 표준물

질의 후각 수용체 α, β, γ, δ 및 ε 에 있어서의 각각 활성화도를 비교하여, 가장 가까운 것을 선발하는 방

법이다. 대부분의 경우, 목표물질의 구성이, 1개의 표준물질에 의해 달성되지는 않기 때문에, 이러한 패턴 매칭

법은, 복수회 실시된다. 예를 들면 도 7의 경우, 최초의 패턴 매칭법에 의해, 표준물질a가 선발되었다고 하면,

수용체 α, β, 및 γ에 대해서는 목표가 달성된 것이 되므로, 2회째의 패턴 매칭법에서는, 수용체 δ 및 ε에

만 주목하여 실시된다. 그 결과, 표준물질 c가 선발되고, 동일하게 3회째의 패턴 매칭이 수용체 ε에만 주목하

여 실시된 결과, 표준물질 e가 선발된다.

상기의 표준물질에 의한 포유류 유래의 후각 수용체의 활성화 정도에 대하여, 표준물질에 의한 포유류 유래의[0333]

후각 수용체에 대한 자극 농도(피험물질 농도)와, 그에 따라 반응할 때 나타나는 포유류 유래의 후각 수용체에
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대한 활성화 정도와의 사이에, 선형성이 인정되지 않는 경우에는, 특정 농도의 표준물질에 의한 포유류 유래의

후각 수용체에 대한 활성화 정도를 기본으로 하여, 목표물질에 의한 포유류 유래의 후각 수용체에 대한 활성화

정도가 구성되도록 조합할 수 있다.

후각 수용체에 대한 자극 농도(피험물질 농도)와, 후각 수용체의 활성화도와의 사이는, 비선형인 경우가 많고,[0334]

또한 양자의 관계를, 함수로 나타낼 수 없는 경우도 있다. 이러한 경우에는, 복수 농도의 표준물질에 대하여,

각종 후각 수용체의 활성화도 데이터를 수집하고, 이러한 작업을 또한 복수의 표준물질에 대하여 실시하여, 수

치화(데이터화)하는 것을 생각할 수 있다. 이와 같이 하여 얻은 데이터(이후, 제1 데이터라고 하기도 한다)는,

표준물질(복수), 농도(복수), 수용체(복수)의 삼차원 행렬로 나타낼 수 있다.

또한, 목표물질에 대하여 동일한 수치화를 실시하여, 제2 데이터를 얻을 수 있고, 일차원 행렬로 나타낼 수 있[0335]

다.

따라서, 제1 데이터에 대하여, 제2 데이터를 이용하여 소정의 연산을 함으로써, 복수의 표준물질 후보와, 복수[0336]

의 농도 후보와의 조합에 있어서, 목표물질에 가장 가까운 최적해를 얻을 수 있다. 또한, 연산 과정에 있어서,

복수의 표준물질을 이용하여 구성한 가상 물질(계산기상의 버추얼의 구성물질)에 대하여, 목표물질과의 차분을

구하여 검정하는 검정(檢定) 공정을 설치할 수도 있다.

[냄새가 구성된 조성물의 제조방법][0337]

본 발명의 목표물질의 냄새가 구성된 조성물의 제조방법은, 2개 이상의 표준물질에 의한 포유류 유래의 각 후각[0338]

수용체에 대한 활성화 정도를 기준으로, 목표물질에 의한 포유류 유래의 각 후각 수용체에 대한 활성화 정도가

구성되도록, 해당 2개 이상의 표준물질을 조합하여, 해당 목표물질의 냄새가 구성된 조성물의 제조방법이다.

상기의 2개 이상의 표준물질에 의한 포유류 유래의 각 후각 수용체에 대한 활성화 정도의 입수 수단은, 본 발명[0339]

의 효과를 발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 본 발명의 산출방법에 의해 얻어지는

수치를 이용할 수 있다.

상기의 목표물질에 의한 포유류 유래의 각 후각 수용체에 대한 활성화 정도의 입수 수단은, 본 발명의 효과를[0340]

발휘하는 범위에 한하여, 특별히 한정되지 않는다. 예를 들면, 본 발명의 산출방법에 의해 얻어지는 수치를 이

용할 수 있다.

구체적으로 조합하는 방법에 대해서는, 상기의 냄새를 구성하는 방법에서 설명하는 바와 같이, 도 7에 나타내는[0341]

모식도를 기본으로 설명할 수 있다. 즉, 도 7의 예에서는, 표준물질 a, c 및 e를 등량씩 혼합함으로써, 목표물

질을 구성할 수 있다.

본 발명의 제조방법에 따라 제조되는 조성물은, 목표물질이 비싸더라도, 이것과 동등한 냄새를 구성하는 조성물[0342]

을 저렴하게 작성할 수도 있다는 효과를 나타낸다.

[시료의 냄새를, 목적하는 냄새로 수정하기 위한 물질의 스크리닝 방법][0343]

상술한 냄새의 구성 방법을 응용하여, 냄새의 수정을 실시할 수 있다. 즉, 수정하고자 하는 시료의 냄새와, 목[0344]

표하는  냄새의  양방에  대하여,  후각  수용체(예를  들면  α,  β,  γ,  δ  및  ε)에의  활성화도를  측정한다.

여기서, 활성화도의 평가는, 예를 들면 상술한 산출방법(A) 및/또는 산출방법(B)을 이용할 수 있다.

여기서, 목표로 하는 냄새와 수정하고자 하는 시료의 냄새 비교를, 각 수용체 마다 실시한다. 그 다음에, 특정[0345]

수용체에 대하여(예를 들면 수용체 α에 대하여), 표준물질로서 무엇을, 어느 정도 가하면 목표로 하는 수용체

α가 검지(檢知)하는 냄새에 가까워질까를 검토하여, 가산(加算)하는 후보 물질을, 복수의 표준물질에서 선발한

다. 이 때, 수정하고자 하는 냄새와 선발한 표준물질을 가산한 냄새에 대하여, 수용체의 활성화도가, 목표로 하

는 냄새의 수용체 α의 활성화도에 가까워졌는지의 여부를 판단 기준으로 하여, 선발을 실시한다.

냄새의 가산은, 실제로 표준물질의 혼합·구성일 수 있고, 계산기상의 버추얼 구성일 수도 있다. 목표로 하는[0346]

냄새에 가까워졌는지의 여부 판단은, 혼합·구성한 물질의 수용체 α에 대하여 구하는 활성화도를 기준으로 하

여 실시한다. 이러한 조작을 수용체 α에 대하여 반복 실시하여, 가장 가까워졌을 때, 후보 물질의 선발을 실시

할 수 있다. 

이상은, 설명의 간단화를 위하여, 수용체 α에 대하여 주목하였으나, 복수의 수용체에 대하여, 이러한 조작을[0347]

동시에 실시하는 것도 가능하다. 예를 들면 수용체의 종류가 n종류인 경우에는, n차원 공간에서의 유클리드 거

리가 최소가 되도록, 후보 물질을 선발할 수 있다.
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또한, 표준물질에 의한 각 수용체의 활성화도에 관한 이미 알려진 정보를 데이타베이스에 수납해 두고, 데이타[0348]

베이스의 정보와의 비교에 의해, 수용체의 활성화도가, 목표로 하는 냄새의 활성화도에 가까워졌는지 여부를 판

단 기준으로 하여 선발을 실시할 수도 있다. 또한 데이타베이스는, 대표적인 냄새를 발하는 물질의 데이타베이

스로서 상기 설명을 실시하였으나, 이것 이외에, 대표적인 냄새를 소거(消去)하는 물질의 데이터베이스일 수도

있다.

시료의 냄새를, 목적하는 냄새로 수정하는 방법은, 환경(공간)의 냄새를 쾌적한 것으로 수정하는 것으로 응용할[0349]

수  있는  외에,  환경(공간)의  냄새를  소거하여(소취하여),  쾌적한  것으로  수정하는  것에도  응용할  수  있다.

또한, 본 스크리닝 방법의 한층 더한 응용으로서 데오도런트 물질을 제공할 수도 있다.

[실시예][0350]

이하에, 본 발명을 보다 상세하게 설명하기 위한 실시예를 나타낸다. 그러나 본 발명이 이하에 나타내는 실시예[0351]

로 한정되지 않는다는 것은 말할 필요도 없다.

1) 마우스 후각 수용체의 단리(單離)[0352]

일본 SLC로부터 3-5주령의 C57/BL6J(암컷)를 구입하였다. 3mL의 Urethane solution(300mg/mL; U2500, Sigma-[0353]

Aldrich)으로  정맥  마취한  후,  마우스를  단두하고,  빙상에서  후상피를  적출하였다.  적출한  후상피는  1mM의

Cystein을 함유하는 Ca
2+
 ringer solution(pH7.2; NaCl 140mM, KCl 5mM, CaCl2 1mM, MgCl2 1mM, HEPES 10mM,

glucose 10mM, 및 피루브산나트륨 1mM)에 분산시키고, 1 units/mL의 papain, 또는 0.25mg/mL의 trypsin으로 처

리하였다. 여기에, 0.1mg/mL의 DNase I, 0.1mg/mL의 BSA, 및 500μM의 leupeptin(trypsin의 경우는 0.025mg/mL

의 trypsin inhibitor)을 함유하는 Ca
2+
 ringer solution을 등량 가하여, 효소 반응을 정지시킨 후, 셀 스트레

이너에 2회 통과시켜, 큰 조직편을 제거하였다.

제거 후의 샘플에 대하여 원심분리 처리를 실시하고, 이것을 한번 세정하여, 후상피 유래 세포 용액을 얻었다.[0354]

2) 원셀 시스템의 이용 및 이를 이용한 해석 수단[0355]

상기에서 얻은 후상피 유래 세포 용액을 1000rpm, 5분간 원심분리(2420, KUBOTA Co.)를 실시하여 상청을 제거한[0356]

후, 여기에 250μL의 5μM Fluo 4-AM(F312, Dojindo), 0.02wt% Pluronic F-127(P6867, Molecular Probes)을

함유하는 Ca
2+
 ringer solution을 가하였다. As OneCell Picking 시스템(애즈원; 전자동 1세포 해석 단리장치

[온도조절장치, 타임 랩스 장치, 관류장치부착]; 요시모토 외, Scientific Reports Vol. 3(2013) 1191; 이하,

본 명세서에서, 이것을 「원셀 시스템」이라 부르기도 한다.)용의 직경 10㎛ 나노 챔버를 약 40만개 갖는 폴리

스티렌제 슬라이드를 2%의 PVP(폴리비닐피롤리돈(나카라이))에 담근 후, 원셀 시스템용의 관류지그에 설치하고,

상기 처리를 실시한 후상피 유래 세포 용액을 가하여, 가볍게 원심(7xg, 1분간, 3회)을 실시하여, 나노 챔버 내

에 후상피 유래 세포를 격납하였다.

그 다음에, 원셀 시스템의 소정 위치에 설치하여, Ca
2+
 ringer solution을 순환시킨 상태로 유지하고, 4배 대물[0357]

렌즈를  통하여,  나노  챔버에  포함되는  각  후상피  유래  세포의  Fluo-4  유래의  형광상(螢光像)의  확인을

실시하여, 형광 강도의 시간 변화를 기록하였다.

후상피 유래 세포에의 자극은 다음과 같이 실시하였다. 상기의 후상피 유래 세포가 격납된 슬라이드에 대하여,[0358]

Ca
2+
 ringer solution을 2분간 환류(250μL/min)시킨 후, 100μL의 high K

+
 ringer solution(pH7.2; NaCl 40mM,

KCl 100mM, CaCl2 1mM, MgCl2 1mM, HEPES 10mM, glucose 10mM, 피루브산나트륨 1mM)을 20초간 환류시켜, 일과성

의 Fluo-4  유래의 형광의 증강에 의해,  후상피 유래 세포에 포함되는 후신경세포의 위치를 확인하였다.  그

결과, 슬라이드에 격납된 후상피 유래 세포 중, 후신경세포 개수는 약 1만개였다.

3) 후각 유전자의 동정[0359]

상기의 조건에서, 후상피 유래 세포에 대하여 냄새 분자인 2-펜타논(30μM)으로 10초간, 2-펜타논(3mM)으로 10[0360]

초간 자극을 실시하고, 그 다음에 high K
+
 ringer solution에 의해 후상피 유래 세포에 포함되는 후신경세포를

동정하였다. 그 결과, 약 1만개의 후신경세포 중 약 100개가 2-펜타논에 반응하였기 때문에, 이들 후신경세포

중 임의의 2세포(세포 번호로 HI28-03, 및 HI25-18이라 한다)를, 원셀 시스템에 부속되는 유리 캐필러리로 1세

포 단위로 회수하여(용량 50nL),  4.5μL Cell  lysis  solution(Cell  Amp  Whole  Transcriptome Amplification
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Kit Ver.2; Takara)을 포함하는 PCR 튜브로 이동시켰다. 그 다음에, 즉시 동일 키트의 지시에 따라서, 역전사

반응을 실시하였다.

다음으로, 역전사 반응의 산물을 마우스 후각 수용체의 3번째의 막관통 도메인에 대한 포워드 프라이머(서열 번[0361]

호 10)와, 7번째의 막관통 도메인에 대한 리버스 프라이머인 (서열 번호 11) 또는 (서열 번호 12)에 의해 PCR를

실시하였다.

PCR용의 효소는 LA-Taq(Takara) 그리고 PCR 버퍼는 GC buffer I(Takara)를 사용하여, 94℃ 1 min의 1 cycle 반[0362]

응 후에, 94℃ 0.5 min, 40℃ 0.5 min, 72℃ 2 min의 35 cycles의 반응을 실시하고, 마지막으로 72℃ 5min의 1

cycle 반응을 실시하였다. 이와 같이 하여 얻은 DNA 단편(斷片)을 pMD20 플라스미드(Takara)에 서브클로닝하여,

2-펜타논에 반응한 세포(HI28-03 및 HI25-18)에서 발현하는 후각 수용체의 염기 서열을 결정하였다.

그  결과,  HI28-03은  Olfr168(mOR271-1;  GenBank  accession  number:  AY317252)로,  그리고  HI25-18은[0363]

Olfr205(mOR182-11P; GenBank accession number: BC150839)로, 각각 동정되었다.

상기의 수법으로, 후상피 유래 세포에 포함되는 후신경세포 중에서, 냄새 분자로서 피리딘에 응답하는 2개의 후[0364]

신경세포(각각, 세포번호 IG04-13과 HG28-24로 한다.)를 얻었다. 이들 세포에서 발현하는 후각 수용체를, 상기

의 방법으로 동정한 결과, IG04-13은 Olfr45(mOR253-2; GenBank accession number: AY317653), 또한 HG28-24는

Olfr166(mOR270-1; GenBank accession number: AY317250)로 동정되었다.

그리고, 상기의 수법으로 후상피 유래 세포에 포함되는 후신경세포 중에서, 냄새 분자로서 2-부탄온에 응답하는[0365]

후신경세포(세포번호 HE22-23)를 얻었다. 이 세포에서 발현하는 후각 수용체를, 상기의 방법으로 동정한 결과,

후각 수용체 Olfr1258(mOR232-3; GenBank accession number: AY318460)인 것을 동정하였다.

4) 동정한 후각 유전자에 대한 활성화 정도의 산출방법(산출방법(A))[0366]

상기의 후신경세포 중, 2-펜타논에 의한 자극에 응답한 HI28-03 세포 및 HI25-18 세포에 대하여, 재차 2-펜타논[0367]

에 의한 자극을 실시하고, 이들 세포 내에 대한 자극 후에 Ca
2+
 이온이 수용된 양을, Fluo-4에 유래하는 형광 강

도의 상승량으로서 측정하였다.

구체적으로는, 원셀 장치에 세팅한 후상피 유래 세포를 격납한 슬라이드 글래스에 상기의 Ca
2+
 ringer solution[0368]

을  환류시키고,  2분  간격으로  후기하는  3mM의  2-펜타논을  함유하는  Ca
2+
 ringer  solution  용액을  20초간

가하고, 각각의 후신경세포에 대한 일과성의 Fluo-4에 유래하는 형광 강도의 증강 정도를 5회 반복하여 측정하

였다(도 8).

그 결과, HI28-03 세포에서는 형광 강도가 46±12로 증강되었다는 수치를 나타내고, HI25-18 세포에서는 38±10[0369]

로 증강되었다는 수치를 나타내었다. 그러나, 이들 수치에 대한 CV치는, 모두 26%로 불안정한 측정이 되어 버렸

다.

그래서, 상기의 high K
+
 ringer solution에 의해 2-펜타논에 응답한 HI28-03 세포 및 HI25-18 세포의 CNG 채널[0370]

을 탈분극 시킨 경우에 얻어지는 Fluo-4에 유래하는 형광 강도의 상승치를 100%로 하고, 이 수치에 대한 각종

농도의 2-펜타논에 의한 자극 후의 양쪽 후신경세포의 Fluo-4에 유래하는 형광 강도의 상승치를 상대치로 표현

한 경우(5회 각각 독립적으로 실험을 실시하였다), HI28-03 세포에서는 74±3, 그리고 HI25-18 세포에서 67±4

가 되고, 그 CV치는 각각 4% 및 6%로 현저하게 안정되었다.

또한, 상기의 후신경세포 중, 피리딘에 의한 자극에 응답한 IG04-13 세포 및 HG28-24 세포에 대하여, 재차 피리[0371]

딘에 의한 자극을 실시하여, 이들 세포 내에 대한 자극 후에 Ca
2+
 이온이 수용된 양을, Fluo-4에 유래하는 형광

강도의 상승량으로서 측정하였다(도 9).

그 결과, IG04-13 세포에서는 형광 강도가 195±70으로 증강되고, 그리고 HG28-24 세포에서는 153±47로 증강되[0372]

었다는 수치를 나타내었다. 그러나, 이들 수치에 대한 CV치는, 각각 36% 및 31%로 매우 불안정한 측정이 되어

버렸다.

그래서, 상기의 high K
+
 ringer solution에 의해 피리딘에 응답한 IG04-13 세포 및 HG28-24 세포의 CNG 채널을[0373]

탈분극 시킨 경우에 얻어지는 Fluo-4에 유래하는 형광 강도의 상승치를 100%로 하고, 이 수치에 대한 각종 농도

의 피리딘에 의한 자극 후의 양쪽 후신경세포의 Fluo-4에 유래하는 형광 강도의 상승치를 상대치로 표현한 경우
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(5회 각각 독립적으로 실험을 실시하였다), IG04-13 세포에서는 120±6, 그리고 HG28-24 세포에서 132±5가 되

어, 그 CV치는 각각 5% 및 4%로 현저하게 안정되었다.

상기 측정계의 고도의 정량성은, Fluo-4에 유래하는 형광 강도의 변화량이 그 피크의 높이에 근거하여 측정될[0374]

뿐만 아니라, 피크의 면적에 근거한 측정에서도, 유지되고 있다는 것도 확인되었다. 그리고, 후각 수용체를 발

현하는 후신경세포에 존재하는 CNG 채널의 탈분극을 일으키는 약제는, high K
+
 ringer solution 뿐만 아니라,

이미 알려진 이오노포어에서도 동일하게 사용 가능하다는 것이 확인되었다.

5) 재구성 실험[0375]

상기의 3) 및 4)에서 얻어진 마우스 유래 후각 수용체가, 확실하게 스크리닝에 사용한 냄새 분자에 응답하는지[0376]

확인하기 위하여, HEK293 세포 내에, 후각 수용체로부터, Gαolf를 포함하는 헤테로 삼량체 G단백질을 거쳐, 아

데닐산 고리화효소를 활성화시켜 ATP로부터 cAMP를 축적시키고, 세포 내 cAMP 농도 의존적으로 루시페레이스 발

현을 유도하는 계를 재구성하였다.

구체적으로는, 마우스 유래 후각 수용체 유전자인 Olfr168, Olfr205, Olfr45 및 Olfr166와 서열 번호 9로 나타[0377]

내는 아미노산 서열을 코드하는 DNA를 각각 융합시킨 유전자를, SRα 프로모터의 하류에 편입시킨 pME18S 플라

스미드, Gαolf를 발현시키는 서열 번호 2로 나타내는 아미노산 서열을 코드하는 염기 서열을 갖는 플라스미드,

후각 수용체를 골지체로부터 세포 표층에의 제시 효율을 상승시키는 인자인 서열 번호 6에 기재되는 염기 서열

을 갖는 Receptor-transporting protein 1S(RTP 1S)를 발현시키는 플라스미드 및 cAMP 응답성 루시페레이스 발

현 플라스미드 pGlosensor-22(프로메가)를 Lipofectamine 2000(Life Technologies)에 의해 HEK293T 세포에 도

입하여, 일과성 발현시켰다.

이로 인해, 마우스 유래 후각 수용체 유전자인 Olfr168을 발현시킨 경우, 단계적으로 희석한 냄새 분자 2-펜타[0378]

논으로 자극하여 유도된 루시페레이스 활성을 측정한 바, 2-펜타논에 대하여 농도 의존적으로 루시페레이스 활

성이 상승하여, EC50치가 2.1±0.6mM로 산출되었다. 이것은, Olfr168을 발현하는 후신경세포(도 8)와 유사한 2-

펜타논에 대한 응답성이고, Olfr168을 활성화 가능한 냄새 분자의 하나는 2-펜타논이라는 것을 나타내고 있다.

또한, Olfr205를 발현하는 HEK293 세포의 EC50치(약 4mM)는 Olfr205를 발현하는 후신경세포와 유사한 2-펜타논

에 대한 응답성을 나타내었기 때문에, Olfr205를 활성화 가능한 냄새 분자의 하나는 2-펜타논이라는 것을 나타

내고 있다. 다음으로, Olfr45 또는 Olfr166을 발현하는 HEK293 세포의 EC50치(약 5mM)는 Olfr45 또는 Olfr166

를 발현하는 후신경세포와 유사한 피리딘에 대한 응답성을 나타내었기 때문에, Olfr45 또는 Olfr166을 활성화

가능한 냄새 분자의 하나는 피리딘이라는 것을 나타내고 있다. 더욱이 Olfr1258를 발현하는 HEK293 세포의 EC50

치(약  1.5mM)은  Olfr1258을  발현하는  후신경세포와  유사한  2-부탄온에  대한  응답성을  나타내었기  때문에,

Olfr1258를 활성화 가능한 냄새 분자의 하나는 2-부탄온이라는 것을 나타내고 있다.

이상으로부터, 상기의 3)에 기재된 방법에 의하면, 임의의 냄새 분자에 대응되는 후각 수용체군을 발현하는 각[0379]

후신경세포를 단리(單離)하는 것이 가능하다는 것이 판명되었다.

6) 인간 후각 수용체 발현용 플라스미드의 제작[0380]

인간 유래 후각 수용체 유전자군에서 선발된 인간 유래 후각 수용체 유전자 404종류를, 각각 발현하는 플라스미[0381]

드를 합성 DNA에 의해 구축한다. 서열 번호 X9로 나타내는 아미노산을 코드하는 유전자를, 상기의 각 인간 유래

후각 수용체 DNA와 융합시키고, 이들을 SRα 프로모터에 의해 발현시키도록 한다.

더욱이 1세포당의 인간 유래 후각 수용체의 발현량을 일정하게 하기 위하여, HEK293 세포 및 CHO 세포의 염색체[0382]

상의 정해진 위치에게만 유전자가 삽입되는 Flp-In system(Invitrogen사) 대응의 플라스미드(pcDNA5/FRT)를 채

용한다.

7) 인간 후각 수용체 발현을 서포트하는 인자군의 발현 플라스미드의 제작[0383]

인간 유래 후각 수용체 유전자를 포유류 세포에서 효율적으로 기능을 유지한 채로 발현시키기 위하여, 인간 유[0384]

래 후각 수용체를 골지체로부터 세포 표층으로의 제시 효율을 상승시키는 인자라고 생각되고 있는 Receptor-

transporting  protein  1(RTP1)을 코드하는 DNA(서열 번호 5) 또는 그의 트랜스클립트 베리언트인 RTP1S(서열

번호 6), Receptor-transporting protein 2(RTP2)를 코드하는 DNA(서열 번호 7) 및 REEP1을 코드하는 DNA(서열

번호 8)를 포함하는 포유류 세포 발현용 플라스미드를 제작한다.

구체적으로는,  pUC18  플라스미드의  멀티클로닝사이트에,  후성적  영향을  받기  어렵다고  여겨지는  Human[0385]
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Elongation Factor-1α(EF-1α) promoter와 Human T-Cell Leukemia Virus 1(HTLV1) 유래 LTR에 유래하는 the

R segment and part of the U5 sequence(R-U5')와의 하이브리드 프로모터 및 SV40 유래 polyA 사이트 사이에

Kozak 규칙에 따라서 상기의 각 DNA(RTP1, RTP2, REEP1 및 약제 선택 마커인 블라스티사이딘 내성(Bsr) 유전

자)를 텐덤에 삽입하고, Construct 1이라 명명하는 포유류 세포 발현용 플라스미드를 제작한다.

8) 인간 유래 후각 수용체 발현 세포에의 Gαolf 및 CNG 발현 플라스미드 제작[0386]

상기의 5) 재구성 실험에 기재된 방법에서는, 이소적(異所的)으로 세포에서 포유류 유래 후각 수용체를 발현시[0387]

켜도, 그 냄새 분자에 의한 활성화를 측정할 때는 세포 내 cAMP 농도의 상승이 지표로서 사용되어 왔으나, 이러

한 방법은 엔드포인트어세이로, 인간 유래 후각 수용체를 발현하는 세포군의 망라적이면서 동시에 하이스루풋의

해석을 가능하게 하는 리얼타임어세이는 아니다.

현재, cAMP 농도 의존적으로 형광 강도가 변화하는 Flamindo2 등의 형광 단백질은 몇 개 정도 존재하나, 그 대[0388]

부분이 응답 가능한 cAMP 농도의 다이내믹 레인지가 좁거나, cAMP 농도 상승에 동반하여 형광이 감쇠하기 때문

에 수많은 세포군에서 cAMP 농도가 상승한 세포를 순간적으로 선택하기에는 부적당하거나, 신속한 측정에 적합

한 1파장 여기를 1파장의 형광으로 관찰하는 것이 없기 때문에, 세포 내 cAMP를 리얼타임으로 동시에 고감도로

측정할 수 있는 형광 검출계는 존재하지 않는다. 따라서, 인간 유래 후각 수용체를 발현하는 세포군의 리얼타임

해석을 실현하기 위하여, cyclic nucleotide gated ion-channel(CNG)을 동시에 발현할 필요가 있다.

그래서,  CNG를  구성하는  3종류의  유전자(CNGA2  서브유닛,  CNGA4  서브유닛,  CNGB1b  서브유닛)의  발현을[0389]

시도한다. 사용되는 DNA는, CNGA2 서브유닛은 서열 번호 1, CNGA4 서브유닛은 서열 번호 3, CNGB1b 서브유닛은

서열 번호 4로 나타내는 염기 서열을 포함하는 DNA이다.

구체적으로는, 네오마이신 내성 유전자를 갖는 pcDNA3.1
+
/C-(K) DYK 플라스미드의 CMV 프로모터와 SV40 polyA[0390]

사이트 사이의 멀티클로닝사이트에, Kozak 규칙에 따른 CNGA2 서브유닛 유전자, SV40 polyA 사이트, hEF1-HTLV

프로모터, Kozak 규칙에 따른 Gαolf 유전자로 구성되는 합성 DNA를 텐덤에 삽입하고 이것을 Construct 2라 명

명한다.

다음으로, 탈감작되기 어려운 CNGA2 서브유닛 3 아미노산 잔기(서열 번호 1로 나타내는 염기 서열이 코드하는[0391]

아미노산  서열의  342번째의  글루타민산,  460번째의  시스테인,  그리고  583번째의  글루타민산)의  변이체

(E342G/C460W/E583M)를  사용하면,  세포  내  Ca
2+

 농도의  감쇠가  억제되기  때문에,  엔드포인트어세이였다

하더라도, 인간 유래 후각 수용체의 활성화 효율이 약한 경우에 호적하다.

구체적으로는 발현 플라스미드는 CNGA2 서브유닛에 상기의 변이를 실시하여, Construct 2와 동일하게 제작한다[0392]

(이것을 Construct M2라고 명명한다).

실제 측정에 세포 내 Ca
2+
 농도의 상승을 측정하기 위해서는, CNG 서브유닛에 관해서 말하면 CNGA2 서브유닛만으[0393]

로도 가능하고, Construct 2 및 Construct M2로 충분한 감도를 얻을 수 있으나, CNG가 갖는 활성을 더욱 충분히

발휘시키기 위해서는, CNGA4 서브유닛 및 CNGB1b 서브유닛도 발현시킬 수 있다.

그래서, pUC18 플라스미드의 멀티클로닝사이트에 hEF1-HTLV 프로모터와 SV40 유래 polyA 사이트 사이에 Kozak[0394]

규칙에 따라서 각 유전자(CNGA4 서브유닛 유전자와 CNGB1b 서브유닛 유전자 및 약제 선택 마커인 퓨로마이신 내

성(Puro) 유전자)를 텐덤에 삽입하고, 이것을 Construct 3이라 명명한다.

9) HEK293 세포 및 CHO 세포에의 편입[0395]

HEK293 세포 또는 CHO 세포에, 상법(常法)에 따라서 Construct 1을 형질 전환시키고, 블라스티사이딘 선발을 실[0396]

시하여, 블라스티사이딘 내성의 Construct 1을 안정적으로 유지하여 RTP1, RTP2, REEP1을 발현하는 세포를 얻는

다. 다음으로, 상기의 형질 전환된 세포에 대하여, Construct 2를 형질 전환시키고, 네오마이신 선발을 실시하

여, 네오마이신·블라스티사이딘 내성의 Construct 1과 2를 안정적으로 유지하고, RTP1, RTP2, REEP1에 가하여,

CNGA2 서브유닛과 Gαolf를 발현하는 세포를 얻고, 각각 HEK293-C1/2주(株) 및 CHO-C1/2주라 명명한다.

또한, 양쪽 주에 대하여, Construct 3을 형질 전환하고, 퓨로마이신 선발을 실시하여, 네오마이신, 블라스티사[0397]

이딘, 퓨로마이신 내성의 Construct 1, 2 및 3을 안정적으로 유지하여 RTP1, RTP2, REEP1, CNGA2 서브유닛, G

αolf, CNGA4 서브유닛, 및 CNGB1b 서브유닛을 발현하는 세포를 얻고, 각각 HEK293-C1/2/3주 및 CHO-C1/2/3주

라 명명한다.
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여기서, 인간 유래 후각 수용체를 발현하는 벡터가, 도입하는 세포의 염색체상의 정해진 위치에 편입되는 것을[0398]

목적으로 하여, 상기의 HEK293 세포 또는 CHO 세포 대신에, Flp-In-293 세포 및 Flp-In-CHO 세포(양쪽 세포 모

두 Invitrogen사)를 이용하여, 상기의 Construct 1과 2, 및 Construct 1, 2 및 3을 안정적으로 유지하는 발현

주의  제작도  동일하게  실시한다.  이들을,  각각  F293-C1/2;  FCHO-C1/2;  F293-C1/2/3;  FCHO-C1/2/3이라

명명한다.

10) 임의의 냄새에 응답하는 인간 후각 수용체의 단리[0399]

상기의 HEK293-C1/2주에 대하여, 상기 6)에서 제작되는 인간 유래 후각 수용체 발현 플라스미드 404종류를 형질[0400]

전환하고, 2)의 방법으로 원셀 머신에 탑재하고, 3)의 방법으로 임의의 냄새 분자(바닐린) 10mM로 자극을 실시

하면, 몇개의 세포에서 형광 강도의 증가가 관찰될 것이 기대되므로, 이들 세포 회수(回收)를 실시하고, pME18S

에 삽입된 인간 유래 후각 수용체 유전자부분을 증폭하는 PCR을 실시한다. 증폭된 염기 서열을 해석하면 OR10G4

일 가능성이 있고, 기보(旣報)의 것과 일치한다(Mainland JD 외, Nature Neuroscience 17, 114-120(2014)).

또한, 5)의 방법으로 세포 내 Ca
2+
 농도 변화에 근거하는 형광 강도를 다른 세포에서 반복 정량한 바, CV치 5%[0401]

전후로 극히 안정될 것이 기대된다.

동일한 결과는, 다른 냄새 분자인 1mM 쿠마린과 1mM 캐러멜 퓨라논에서, 각각 기보의 OR5P3(쿠마린 응답성 인간[0402]

유래 후각 수용체: Saito H 외, Science Signaling 2, ra9(2009))과 OR8D1(캐러멜 퓨라논 응답성 인간 유래 후

각 수용체: Mainland JD외, Nature Neuroscience 17, 114-120(2014))으로 동정되므로, 본 방법을 이용하면, 임

의의 냄새 분자에 대응되는 인간 유래 후각 수용체의 단리가 가능해질 것이라 기대된다.

또한, 마찬가지로 상기 6)에서 제작되는 인간 유래 후각 수용체 발현 플라스미드 404종류와 pOF44 플라스미드[0403]

(Invitrogen)를 F293-C1/2주로 형질 전환하고, 히그로마이신 내성·제오신 감수성의 세포를 선발하여, 상기와

동일한 어세이를 실시하면, 바닐린에 응답하는 인간 유래 후각 수용체로서 OR10G4가 동일하게 단리될 것이 기대

된다.

11) 인간 후각 수용체 발현 세포 어레이의 작성법[0404]

상기 6)에서 제작되는 404종류의 인간 유래 후각 수용체 발현 플라스미드의 pcDNA5/FRT-Rhod-KP290534.1 1μ[0405]

L(DNA량: 500ng)를, 유전자 도입 시약인 Lipofectamine2000(Invitrogen) 1μL와 혼합하고, 이것을 기판상에서

어레이 형태가 되도록 100pL씩 도트 프린트를 실시한다. 사용된 기판은 슬라이드 글래스(마츠나미가라스) 표층

을 플라스마 처리 장치(야마토과학 PM100)로 플라스마 처리하여 친수성을 높인 것이다. 도트 프린트에 사용한

기계는, MicroJet사의 LaboJet-500을 이용한다. 여기서, 기판에 고착시키는 플라스미드 및 유전자 도입 시약을

포함하는 복합체는, 직경 50㎛ 정도가 되도록 배치한다.

12) 인간 후각 수용체 발현 세포 어레이를 이용하여 임의의 냄새에 응답하는 인간 후각 수용체의 단리[0406]

상기 11)의 방법으로, 어레이용 슬라이드 글래스의 404 개소에 각각 상기의 인간 유래 후각 수용체의 발현 플라[0407]

스미드를 고정화하고, 각각의 고정화된 부위의 상부로부터 HEK293-C1/2주를 각각 등량이 되도록 적하하고, 특정

의 배양 조건에서 정치(靜置)하여 2일 후에 관찰한 바, 플라스미드를 고정화하고 있는 개소에, 적하된 HEK293-

C1/2주가 증식하여 콜로니를 형성할 것이 기대된다.

동시에, EGFP(녹색 형광 단백질) 발현 플라스미드를, 동일하게 고정화한 어레이용 슬라이드 글래스도 대조로서[0408]

검토한 바, 모든 고정화 부위에 콜로니가 형성되어, EGFP의 발현을 확인할 수 있다고 기대된다.

그 다음에, 2)에 나타낸 방법으로 상기의 원셀 시스템에 콜로니가 형성된 기판을 탑재하고, 3)에 나타낸 방법으[0409]

로 임의의 냄새 분자인 바닐린을 이용하여, 이것을 10mM의 농도로 자극을 실시한 바, 몇 개의 세포에서 형광 강

도의 증가가 관찰되었다.

그 중에는, 상술한 OR10G4 발현 플라스미드를 고정화한 장소에 콜로니화하여 생육하는 HEK293-C1/2주가 존재할[0410]

것이 기대된다. 5)에 나타낸 방법으로 세포 내 Ca
2+
 농도 변화에 근거하는 형광 강도를 다른 세포로 반복 정량한

바, CV치 5% 전후로 극히 안정된다고 기대된다.

마찬가지로, 1mM 쿠마린과 1mM 캐러멜 퓨라논으로도 실시한 바, 각각 상술한 OR5P3과 OR8D1 발현 플라스미드를[0411]

고정화한 장소에 콜로니화하여 생육하는 HEK293-C1/2주가 존재한다고 기대된다.

이상과 같이, 본 방법을 이용하면, 임의의 냄새 분자에 대응되는 인간 유래 후각 수용체의 단리가, 세포 회수를[0412]
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하지 않아도 실시할 수 있다는 것이 기대된다.

13) 인간 후각 수용체 발현 세포 어레이의 작성, 및 산출방법(B)에 의한 활성화도의 측정[0413]

상기 11), 12)의 인간 후각 수용체 발현 세포 어레이의 작성법을, 본 발명의 어레이(1), 수용체 어레이(10r)에[0414]

적용한 실시예를 다음에 나타낸다.

이용된 기판(5)은, 슬라이드 글래스(마츠나미가라스)를, 플라스마 처리하여 친수성을 높인 것이다. 또한, 소수[0415]

성 피막(6)은, 불소계 수지로, 스크린 인쇄에 의해, 관통공(2)을 복수 가진 소수성 피막(6)을, 기판(5)상에 형

성하였다. 여기서, 소수성 피막(6)의 23℃에서의 물을 이용한 접촉각은, 150°였다.

상기 6)에서 제작되는 404종류의 인간 유래 후각 수용체 발현 플라스미드의 pcDNA5/FRT-Rhod-KP290534.1 1μ[0416]

L(DNA량: 500ng)를, 유전자 도입 시약인 Lipofectamine2000(Invitrogen)  1μL와 혼합하고, 이것을 각 관통공

(2)에 대하여, 100pL씩 도트 프린트를 실시하였다. 여기서, 기판(5)에 고착시키는 플라스미드 및 유전자 도입

시약을 포함하는 복합체는, 직경 50㎛ 정도가 되도록 프린트 되어 있다. 이와 같이 하여 어레이(1)를 완성시켰

다.

이어서, 어레이(1)의 각 관통공(2)에 대하여, HEK293-C1/2주를 각각 등량이 되도록 적하하고, 1개의 관통공(2)[0417]

에 대하여 복수의 진핵세포가 수용되어, 진핵세포 어레이(10)를 완성시켰다.

계속해서, 특정의 배양 조건에서, 2일간 인큐베이션 하였다. HEK293-C1/2주는 증식하여, 각 관통공(2)의 내부에[0418]

서, 복수의 세포에 일과성 발현이 유도되고, 복수의 수용체가 형성되었다. 이와 같이 하여 수용체 어레이(10r)

를 완성시켰다.

수용체 어레이(10r)에 대하여, 피험물질로서 라텍스·링거액을 접촉시키고, 산출방법(B)에 의한 활성화도 측정[0419]

을 실시하였다. 여기서, 라텍스·링거액이란, 라텍스를 250℃로 가열하고, 발생한 가스를 링거액에 포집한 용액

이다. 활성화도의 측정에 있어서는, 칼슘용 형광 지시약인 Calbryte 520AM 용액을 이용하여, 세포 내의 칼슘 농

도의 변화를, 형광 강도로서 관찰하였다.

여기서, Calbryte 520AM 용액은, Calbryte 520AM과, 계면활성제 Pluronic F-127을 포함하고, 링거액을 용매로[0420]

하는 용액이다.

또한, 형광 강도 측정의 제1 소정 시간은, 피험물질 접촉 6분전~1분전의 5분간의 시간(T0~T300초)이고, 제2 소[0421]

정 시간은, 피험물질 접촉 0분후~10분후의 10분간의 시간(T360~T900초)이다.

수용체 OR5A1에 대하여, 수용체 OR5A1을 발현한 5개의 진핵세포에 대하여 측정한 형광 강도를, 도 10에 나타낸[0422]

다.  도  10은,  횡축에  시간(초),  종축에 형광 강도를 나타낸 것이다.  5개의  곡선이,  각각  5개의  세포(Cell

1~Cell 5)를 나타내고 있다. 각각의 세포는, 피험물질에 대한 응답 특성이 각각 다르나, 경향은 매우 유사하다

는 것을 알 수 있다(도 10에서, Fbase를 0으로 하는 원점 보정을 실시하였다).

이들 5개의 세포에 대하여, 각각 활성화도(Fmax/Fbase)를 산출하고, 5개의 평균치, 표준편차, 변동 계수를 구하[0423]

였다. 평균치는 1.5, 표준편차는 0.08, CV치(변동 계수)는 5%로 매우 높은 재현성으로 측정되었다는 것을 확인

할 수 있었다.

또한, 동일한 수법으로, 7개의 다른 수용체에 대하여, 각 수용체당 4개 이상의 세포수의 활성화도 측정을 실시[0424]

하여, 데이터 검증을 실시하였다. 결과를 표 1에 나타낸다(표 1은, 수용체 OR5A1의 측정치도 포함한다). 모든

수용체에서, CV치(변동 계수)는 7%이하로, 높은 재현성으로 측정할 수 있다는 것을 확인할 수 있었다.
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표 1

[0425]

14) 화상 데이터 처리[0426]

본 발명의 활성화도 측정방법은, 관통공(2) 전체를 포함하는 영역을, 동시에 화상 데이터로서 일괄 취득하고,[0427]

관통공(2) 내의 진핵세포를 개별로 인식하여, 각 진핵세포의 각각의 형광을 수치화하는 공정을 포함하고 있다.

이러한 세포 하나 하나에 대한 개별 인식이나, 개별 데이터 처리, 연산 처리는, 공지된 화상 처리 소프트웨어를

이용하여 가능하다.

도 11은, 수용체 어레이(10r)에 대하여, 화상 데이터를 일괄 취득하고, 세포 단위의 개별 인식을 실시한 예를[0428]

나타낸다.

도 11의 [1]은, 화상 처리의 일례로서, 피험물질을 접촉시키기 1분전의 화상과, 피험물질을 접촉시킨 1분후의[0429]

화상의 차분 화상이다(Step  1).  소수성 피막(6)  안에 설치된 관통공(2)  99개를 일괄하여 눈으로 확인할 수

있다. 또한 각 관통공(2) 안에, 복수의 세포가 수용되어 있는 것을 알 수 있다.

도 11의 [2]는, 개별 데이터 처리의 일례로서, Step 1의 화상 데이터에 대하여, 형광 강도 200(슬라이스 레벨)[0430]

이상의 강도를 갖는 세포를, 1세포 단위로 인식하여, 세포 단위로 라벨화한 화상이다. 이러한 화상 샘플에서는,

1개의 관통공(2)에 대하여, 최대 2개의 세포가 형광 강도 200 이상을 나타내고 있는 것을 일괄하여 눈으로 확인

할 수 있다.

도 11의 [3]은, 연산 처리의 일례로서, 피험물질을 접촉시키기 전후의 화상으로부터 세포 단위로 연산을 실시하[0431]

고, Fmax≥Fbase+5SD Step이 되는 세포를, 1세포 단위로 판정하여, 세포 단위로 라벨화한 화상이다. 이러한 화

상 샘플에서는, 전체 영역에 대하여, 3개의 세포가 판정 결과, 채용되고 있다.

이와 같이, 관통공(2)에 복수의 진핵세포가 수용되어 있는 경우라도, 세포 하나 하나를 개별로 인식하는 것은[0432]

가능하며, 세포 단위로 소정의 연산 처리를 실시하는 것은 충분히 가능하다.

15) 냄새의 구성(1)[0433]

멜론 냄새를 목표물질로 하고, 표준물질(오이 냄새, 바나나 냄새, 마요네즈 냄새)로 목표물질을 구성한다.[0434]

<샘플 조제>[0435]

시료(멜론, 오이, 바나나, 마요네즈) 각 3입방센티미터를, 30mL 바이알의 저부에 설치하고, 그 상부에 시료에[0436]

접촉시키지 않고, 실리카 모노리스 포집제(Mono Trap RGPS TD(GL사이언스사제))를 설치하였다. 실온에서 24시간

경과후, 실리카 모노리스 포집제를 꺼내고, 신속하게 포터블 서멀 디솔버 Handy TD TD265(GL사이언스사제)로 옮

겨, 1초 30℃의 속도로 350℃까지 승온시키고, 링거 용액에 배출되는 냄새 성분을 버블링하여, 트랩하였다. 링

거액의 조성은, 이하와 같고, pH7.2의 혼합액을, 4℃로 보존한 것이다:

NaCl  140mM[0437]

KCl    5mM[0438]

CaCl2   1mM[0439]

MgCl2   1mM[0440]
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HEPES  10mM[0441]

D-글루코오스  10mM[0442]

피루브산나트륨  1mM[0443]

얻은 시료 유래의 냄새 성분을 포함하는 링거 용액은, 즉시 인간 후각 수용체 발현 세포 어레이(수용체 어레이[0444]

(10r))를 이용하는 망라적 냄새 분석, 즉 냄새 성분을 포함하는 링거 용액을 피험물질로서 제공하여, 각 수용체

에 대한 활성화도를 측정하였다. 측정방법은, 13)에 기재된 활성화도 측정과 동일하다.

분석:[0445]

각 시료 유래의 냄새에 의한 인간 후각 수용체의 활성화 정도를, 냄새 매트릭스에 의해, 시각화하였다. 냄새 매[0446]

트릭스란, 매트릭스의 각 격자점이, 인간 후각 수용체 각각에 대응되는 개념이다. 구체적으로는, 인간 후각 수

용체(396종류), 음성 대조 수용체(후각 수용체가 아닌 GPCR를 발현) 2종류, 수용체를 발현하지 않은 세포 2종류

의 합계 400종류를, 20Х20의 격자점으로 표현하였다.

목표물질인 멜론 냄새를 도 12에 나타낸다. 또한, 표준물질A인 오이 냄새를 도 13의 [A], 표준물질 B인 바나나[0447]

냄새를 도 13의 [B], 표준물질 C인 마요네즈 냄새를 도 13의 [C]에 나타낸다. 이들 냄새 매트릭스의 데이터로부

터, 목표물질인 멜론을 구성하려면, 오이 냄새를 베이스로, 바나나 냄새와 마요네즈 냄새를 혼합하면 되고, 구

체적으로는, 표준물질 A(농도 a%)는 a=70%, 표준물질 B(농도 b%)는 b=20%, 표준물질 C(농도 c%)는 c=10%, 를

혼합하는 것이 최적이라고 판단되었다. 이들 비율에 따라 계산기적으로 구성한 냄새 매트릭스를, 도 13의 [D]에

나타낸다. 목표물질(도 12)과, 계산상의 구성물질(도 13의 [D])은, 서로 상사형을 나타낸다.

그 다음에 각 냄새 성분을 포함하는 링거 용액을, 상기 혼합비로 혼합하여, 구성 멜론 냄새로 하였다.[0448]

관능 시험:[0449]

상기 구성 멜론 냄새의 관능 시험을, 이마무라 미호 「화학과 생물」(Vol. 50, No.11, 2012)에 기재되어 있는[0450]

QDA법(정량적 묘사분석법)에 따라서 실시하였다.

사용한 샘플은, 상기의 방법으로 작성한 구성 멜론 냄새, 오이 냄새, 바나나 냄새, 마요네즈 냄새, 멜론 냄새를[0451]

각각 포함하는 링거 용액 1mL, 그리고 유사 냄새로서 수박 냄새, 호박 냄새, 복숭아 냄새, 멜론 소다 냄새를 각

각 포함하는 링거 용액 1mL를 준비하였다.

볼런티어의 관능 시험원 20명이, 상기 샘플(전체 9종류)을 평가하였는데, 20명 중 18명이, 구성 멜론 냄새와 목[0452]

표물질인 멜론 냄새(오리지널 멜론 냄새)가, 가장 공통된 특징적 향조(香調)를 갖고 있다고 판단하였다. 한편,

구성 멜론 냄새와 목표물질인 멜론 냄새 이외의 샘플이, 가장 공통된 특징적 향조를 갖고 있다, 고 판단한 사람

은 없었다.

16) 냄새의 구성(2)[0453]

15)와 동일한 방법으로, 우유 유래 냄새 성분을 포함하는 링거 용액, 단무지 유래 냄새 성분을 포함하는 링거[0454]

용액, 콘스프 유래 냄새 성분을 포함하는 링거 용액을 준비하였다.

콘스프 냄새의 냄새 매트릭스를 구성하기 위해서는, 우유 냄새의 냄새 매트릭스와, 단무지 냄새의 냄새 매트릭[0455]

스로부터, 우유 유래 냄새 성분을 포함하는 링거 용액과, 단무지 유래 냄새 성분을 포함하는 링거 용액을 등량

혼합하는 것이 적합하다고 판단되었다.

그래서 얻어진 구성 콘스프 냄새와, 목표물질인 콘스프 냄새(오리지널 콘스프 냄새), 그리고 동일하게 제작된[0456]

생크림 냄새, 클램 차우더 냄새, 콩소메 냄새를, 15)와 동일한 관능 시험에 의해 평가한 바, 구성 콘스프 냄새

와, 목표물질인 콘스프 냄새(오리지널 콘스프 냄새)가 가장 공통된 특징적 향조를 갖고 있다고, 볼런티어의 관

능 시험원 20명 중 17명이 판단하였다. 한편, 구성 콘스프 냄새와, 목표물질인 콘스프 냄새 이외의 샘플이 가장

공통된 특징적 향조를 갖고 있다고 판단한 사람은 없었다.

부호의 설명

1: 어레이[0457]

2: 관통공
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3: 핵산

4: 진핵세포영역

4A1: 진핵세포

5: 기판

6: 소수성 피막

10: 진핵세포 어레이

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4
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도면5

공개특허 10-2020-0037403

- 40 -



도면6
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도면7
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도면8

도면9
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도면12
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도면13

서 열 목 록

<110>    Komi Hakko Corporation

<120>    Method for quantifying odor, cell used for thereof, and method

<130>    IPF33372

<150>    JP 2017-157492

<151>    2017-08-17

<160>    12

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1
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<211>    1995

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    1

atgaccgaaa aaaccaatgg tgtgaagagc tccccagcca ataatcacaa ccatcatgca         60

cctcctgcca tcaaggccaa tggcaaagat gaccacagga caagcagcag gccacactct        120

gcagctgacg atgacacctc ctcagaactg cagaggctgg cagacgtgga tgccccacag        180

cagggaagga gtggcttccg caggatagtt cgcctggtgg ggatcatcag agaatgggcc        240

aacaagaatt tccgagagga ggaacctagg cctgactcat tcctcgagcg ttttcgtggg        300

cctgaactcc agactgtgac cacacaggag ggggatggca aaggcgacaa ggatggcgag        360

gacaaaggca ccaagaagaa atttgaacta tttgtcttgg acccagctgg ggattggtac        420

tactgctggc tatttgtcat tgccatgccc gtcctttaca actggtgcct gctggtggcc        480

agagcctgct tcagtgacct acagaaaggc tactacctgg tgtggctggt gctggattat        540

gtctcagatg tggtctacat tgcggacctc ttcatccgat tgcgcacagg tttcctggag        600

caggggctgc tggtcaaaga taccaagaaa ctgcgagaca actacatcca caccctgcag        660

ttcaagctgg atgtggcttc catcatcccc actgacctga tctattttgc tgtggacatc        720

cacagccctg aggtgcgctt caaccgcctg ctgcactttg cccgcatgtt tgagttcttt        780

gaccggacag agacacgcac caactaccct aacatcttcc gcatcagcaa ccttgtcctc        840

tacatcttgg tcatcatcca ctggaatgcc tgcatctatt atgccatctc caaatccata        900

ggctttgggg tcgacacctg ggtttaccca aacatcactg accctgagta tggctacctg        960

gctagggaat acatctattg cctttactgg tccacactga ctctcactac cattggggag       1020

acaccacccc ctgtaaagga tgaggagtac ctatttgtca tctttgactt cctgattggc       1080

gtcctcatct ttgccaccat cgtgggaaat gtgggctcca tgatctccaa catgaatgcc       1140

acccgggcag agttccaggc taagatcgat gccgtgaaac actacatgca gttccgaaag       1200

gtcagcaagg ggatggaagc caaggtcatt aggtggtttg actacttgtg gaccaataag       1260

aagacagtgg atgagcgaga aattctcaag aatctgccag ccaagctcag ggctgagata       1320

gccatcaatg tccacttgtc cacactcaag aaagtgcgca tcttccatga ttgtgaggct       1380

ggcctgctgg tagagctggt actgaaactc cgtcctcagg tcttcagtcc tggggattac       1440

atttgccgca aaggggacat cggcaaggag atgtacatca ttaaggaggg caaactggca       1500

gtggtggctg atgatggtgt gactcagtat gctctgctgt cggctggaag ctgctttggc       1560

gagatcagta tccttaacat taagggcagt aaaatgggca atcgacgcac agctaatatc       1620
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cgcagcctgg gctactcaga tctcttctgc ttgtccaagg atgatcttat ggaagctgtg       1680

actgagtacc ctgatgccaa gaaagtccta gaagagaggg gtcgggagat cctcatgaag       1740

gagggactgc tggatgagaa cgaagtggca accagcatgg aggtcgacgt gcaggagaag       1800

ctagggcagc tggagaccaa catggaaacc ttgtacactc gctttggccg cctgctggct       1860

gagtacacgg gggcccagca gaagctcaag cagcgcatca cagttctgga aaccaagatg       1920

aaacagaaca atgaagatga ctacctgtct gatgggatga acagccctga gctggctgct       1980

gctgacgagc cataa                                                        1995

<210>    2

<211>    1146

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    2

atggggtgtt tgggcggcaa cagcaagacg acggaagacc agggcgtcga tgaaaaagaa         60

cgacgcgagg ccaacaaaaa gatcgagaag cagttgcaga aagagcgcct ggcttacaag        120

gctacccacc gcctgctgct cctgggggct ggtgagtctg ggaaaagcac tatcgtcaaa        180

cagatgagga tcctgcacgt caatgggttt aatcccgagg aaaagaaaca gaaaattctg        240

gacatccgga aaaatgttaa agatgctatc gtgacaattg tttcagcaat gagtactata        300

atacctccag ttccgctggc caaccctgaa aaccaatttc gatcagacta catcaagagc        360

atagccccta tcactgactt tgaatattcc caggaattct ttgaccatgt gaaaaaactt        420

tgggacgatg aaggcgtgaa ggcatgcttt gagagatcca acgaatacca gctgattgac        480

tgtgcacaat acttcctgga aagaatcgac agcgtcagct tggttgacta cacacccaca        540

gaccaggacc tcctcagatg cagagttctg acatctggga tttttgagac acgattccaa        600

gtggacaaag taaacttcca catgtttgat gttggtggcc agagggatga gaggagaaaa        660

tggatccagt gctttaacga tgtcacagct atcatttacg tcgcagcctg cagtagctac        720

aacatggtga ttcgagaaga taacaacacc aacaggctga gagagtccct ggatcttttt        780

gaaagcatct ggaacaacag gtggttacgg accatttcta tcatcttgtt cttgaacaaa        840

caagatatgc tggcagaaaa agtcttggca gggaaatcaa aaattgaaga ctatttccca        900

gaatatgcaa attatactgt tcctgaagac gcaacaccag atgcaggaga agatcccaaa        960

gttacaagag ccaagttctt tatccgggac ctgtttttga ggatcagcac ggccaccggt       1020

gacggcaaac attactgcta cccgcacttc acctgcgccg tggacacaga gaacatccgc       1080

agggtgttca acgactgccg cgacatcatc cagcggatgc acctcaagca gtatgagctc       1140
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ttgtga                                                                  1146

<210>    3

<211>    1728

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    3

atgagccagg acaccaaagt gaagacaaca gagtccagtc ccccagcccc atccaaggcc         60

aggaagttgc tgcctgtcct ggacccatct ggggattact actactggtg gctgaacaca        120

atggtcttcc cagtcatgta taacctcatc atcctcgtgt gcagagcctg cttccccgac        180

ttgcagcacg gttatctggt ggcctggttg gtgctggact acacgagtga cctgctatac        240

ctactagaca tggtggtgcg cttccacaca ggattcttgg aacagggcat cctggtggtg        300

gacaagggta ggatctcgag tcgctacgtt cgcacctgga gtttcttctt ggacctggct        360

tccctgatgc ccacagatgt ggtctacgtg cggctgggcc cgcacacacc caccctgagg        420

ctgaaccgct ttctccgcgc gccccgcctc ttcgaggcct tcgaccgcac agagacccgc        480

acagcttacc caaatgcctt tcgcattgcc aagctgatgc tttacatttt tgtcgtcatc        540

cattggaaca gctgcctata ctttgcccta tcccggtacc tgggcttcgg gcgtgacgca        600

tgggtgtacc cggaccccgc gcagcctggc tttgagcgcc tgcggcgcca gtacctctat        660

agcttttact tctccacgct gatactgact acagtgggcg atacaccgcc gccagccagg        720

gaagaagagt acctcttcat ggtgggcgac ttcctgctgg ccgtcatggg tttcgccacc        780

atcatgggta gcatgagctc tgtcatctac aacatgaaca ctgcagatgc ggctttctac        840

ccagatcatg cactggtgaa gaagtacatg aagctgcagc acgtcaaccg caagctggag        900

cggcgagtta ttgactggta tcagcacctg cagatcaaca agaagatgac caacgaggta        960

gccatcttac agcacttgcc tgagcggctg cgggcagaag tggctgtgtc tgtgcacctg       1020

tccactctga gccgggtgca gatctttcag aactgtgagg ccagcctgct ggaggagctg       1080

gtgctgaagc tgcagcccca gacctactca ccaggtgaat atgtatgccg caaaggagac       1140

attggccaag agatgtacat catccgagag ggtcaactgg ccgtggtggc agatgatggt       1200

atcacacagt atgctgtgct cggtgcaggg ctctactttg gggagatcag catcatcaac       1260

atcaaaggga acatgtctgg gaaccgccgc acagccaaca tcaagagcct aggttattca       1320

gacctattct gcctgagcaa ggaggacctg cgggaggtgc tgagcgagta tccacaagca       1380

cagaccatca tggaggagaa aggacgtgag atcctgctga aaatgaacaa gttggacgtg       1440

aatgctgagg cagctgagat cgccctgcag gaggccacag agtcccggct acgaggccta       1500
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gaccagcagc tggatgatct acagaccaag tttgctcgcc tcctggctga gctggagtcc       1560

agcgcactta agattgctta ccgcattgaa cggctggagt ggcagactcg agagtggcca       1620

atgcccgagg acctggctga ggctgatgac gagggtgagc ctgaggaggg aacttccaaa       1680

gatgaagagg gcagggccag ccaggaggga cccccaggtc cagagtga                    1728

<210>    4

<211>    2607

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    4

atggctacac catgtcagaa catggagctg aattgcctag tccaggacca gatacctggc         60

caggtggcct ctgcctctgc cctccaaaac ctggtagagc atctccctaa tgtgcccagc        120

taccgcatcc caatcacccg catccctgtc ctcacctccc ggagaaccag cttgtccaac        180

tccagcttcg ccaaggagac caggagctcc atccgccaac tagtgcctgc cacgaaacag        240

cacccagaag tgcaggtgga agatactgat gctgatagct gccccctcat ggcagaagag        300

aatccaccct caaccgtgtt gccgccaccg tctcctgcca aatcagacac ccttatagtc        360

ccaagctcag cctcggggac acacaggaag aagctgccct ctgaggatga tgaggctgaa        420

gagctcaagg cgttgtcacc agcagagtcc ccagtggttg cctggtctga ccccaccacc        480

ccgaaggaca ctgatggcca ggaccgtgcg gcctccacgg ccagcacaaa tagcgccatc        540

atcaacgacc ggctccagga gctggtgaag ctcttcaagg agcggacaga gaaagtgaag        600

gagaaactca ttgaccctga cgtcacctct gatgaggaga gccccaagcc ctccccagcc        660

aagaaagccc cagagccagc tccagacaca aagcccgctg aagccgagcc agtggaagag        720

gagcactatt gcgacatgct ctgctgcaag ttcaaacacc gcccctggaa gaagtaccag        780

tttccccaga gcattgaccc gctgaccaac ctgatgtatg tcctatggct gttcttcgtg        840

gtgatggcct ggaattggaa ctgttggctg attcccgtgc gctgggcctt cccctaccag        900

accccggaca acatccacca ctggctgctg atggattacc tatgcgacct catctacttc        960

ctggacatca ccgtgttcca gacacgcctg cagtttgtca gaggcgggga catcattacg       1020

gacaaaaagg acatgcgaaa taactacctg aagtctcgcc gcttcaagat ggacctgctc       1080

agcctcctgc ccttggattt tctctatttg aaagtcggtg tgaaccccct cctccgcctg       1140

ccccgctgtt taaagtacat ggccttcttc gagtttaaca gccgcctgga atccatcctc       1200

agcaaagcct acgtgtacag ggtcatcagg accacagcct accttctcta cagcctgcat       1260

ttgaattcct gtctttatta ctgggcatcg gcctatcagg gcctcggctc cactcactgg       1320
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gtttacgatg gcgtgggaaa cagttatatt cgctgttact actttgctgt gaagaccctc       1380

atcaccatcg gggggctgcc tgaccccaag acactctttg aaattgtctt ccagctgctg       1440

aattatttca cgggcgtctt tgctttctct gtgatgatcg gacagatgag agatgtggta       1500

ggggccgcca ccgccggaca gacctactac cgcagctgca tggacagcac ggtgaagtac       1560

atgaatttct acaagatccc caagtccgtg cagaaccgcg tcaagacctg gtacgagtac       1620

acctggcact cgcaaggcat gctggatgag tcagagctga tggtgcagct tccagacaag       1680

atgcggctgg acctcgccat cgacgtgaac tacaacatcg ttagcaaagt cgcactcttt       1740

cagggctgtg accggcagat gatctttgac atgctgaaga ggcttcgctc tgttgtctac       1800

ctgcccaacg actatgtgtg caagaagggg gagatcggcc gtgagatgta catcatccag       1860

gcagggcaag tgcaggtctt gggcggccct gatgggaaat ctgtgctggt gacgctgaaa       1920

gctggatctg tgtttggaga aataagcttg ctggctgttg ggggcgggaa ccggcgcacg       1980

gccaacgtgg tggcgcacgg gtttaccaac ctcttcatcc tggataagaa ggacctgaat       2040

gagattttgg tgcattatcc tgagtctcag aagttactcc ggaagaaagc caggcgcatg       2100

ctgagaagca acaataagcc caaggaggag aagagcgtgc tgatccttcc accccgggcg       2160

ggcaccccaa agctcttcaa cgctgccctc gctatgacag gaaagatggg tggcaagggg       2220

gcaaaaggcg gcaaacttgc tcacctccgg gcccggctca aagaactggc cgcgctggag       2280

gcggctgcaa agcagcaaga gttggtggaa caggccaaga gctcgcaaga cgtcaaggga       2340

gaggaaggct ccgccgcccc agaccagcac acgcacccaa aggaggccgc caccgaccca       2400

cccgcgcccc ggacgccccc cgagcccccg gggtctccac cgagctctcc accgcctgcc       2460

tcccttggga ggccggaggg agaggaggag gggccggccg agcccgaaga gcactcggtg       2520

aggatctgca tgagcccggg cccggagccg ggagagcaga tcctgtcggt gaagatgccg       2580

gaggaaaggg aggagaaggc ggagtaa                                           2607

<210>    5

<211>    792

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    5

atgaggattt ttagaccgtg gagactgcgc tgccctgccc tgcacctacc ctcactctcc         60

gtgttctcac taaggtggaa attgccttcc ctcactactg acgagaccat gtgtaaaagc        120

gtgaccacag atgagtggaa gaaagtcttc tatgagaaga tggaggaggc aaagccggct        180

gacagctggg acctcatcat agaccccaac ctcaagcaca atgtgctgag ccctggttgg        240
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aagcagtacc tggaattgca tgcttcaggc aggttccact gctcctggtg ctggcacacc        300

tggcagtcgc cctacgtggt catcctcttc cacatgttcc tggaccgcgc ccagcgggcg        360

ggctcggtgc gcatgcgcgt cttcaagcag ctgtgctatg agtgcggcac ggcgcggctg        420

gacgagtcca gcatgctgga ggagaacatc gagggcctgg tggacaacct catcaccagc        480

ctgcgcgagc agtgctacgg cgagcgtggc ggccagtacc gcatccacgt ggccagccgc        540

caggacaacc ggcggcaccg cggagagttc tgcgaggcct gccaggaggg catcgtgcac        600

tggaagccca gcgagaagct gctggaggag gaggcgacca cctacacctt ctcccgggcg        660

cccagcccca ccaagtcgca ggaccagacg ggctcaggct ggaacttctg ctctatcccc        720

tggtgcttgt tttgggccac ggtcctgctg ctgatcatct acctgcagtt ctctttccgt        780

agctccgtat aa                                                            792

<210>    6

<211>    684

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    6

atgtgtaaaa gcgtgaccac agatgagtgg aagaaagtct tctatgagaa gatggaggag         60

gcaaagccgg ctgacagctg ggacctcatc atagacccca acctcaagca caatgtgctg        120

agccctggtt ggaagcagta cctggaattg catgcttcag gcaggttcca ctgctcctgg        180

tgctggcaca cctggcagtc gccctacgtg gtcatcctct tccacatgtt cctggaccgc        240

gcccagcggg cgggctcggt gcgcatgcgc gtcttcaagc agctgtgcta tgagtgcggc        300

acggcgcggc tggacgagtc cagcatgctg gaggagaaca tcgagggcct ggtggacaac        360

ctcatcacca gcctgcgcga gcagtgctac ggcgagcgtg gcggccagta ccgcatccac        420

gtggccagcc gccaggacaa ccggcggcac cgcggagagt tctgcgaggc ctgccaggag        480

ggcatcgtgc actggaagcc cagcgagaag ctgctggagg aggaggcgac cacctacacc        540

ttctcccggg cgcccagccc caccaagtcg caggaccaga cgggctcagg ctggaacttc        600

tgctctatcc cctggtgctt gttttgggcc acggtcctgc tgctgatcat ctacctgcag        660

ttctctttcc gtagctccgt ataa                                               684

<210>    7

<211>    678

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens
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<400>    7

atgtgtacca gcttgaccac ttgtgagtgg aagaaagtct tctatgagaa gatggaggtg         60

gcaaagccag cggacagctg ggagctcatc atagacccca acctcaagcc cagtgagctg        120

gcccctggct ggaagcagta cctggagcag cacgcctcag gcaggttcca ctgctcctgg        180

tgctggcaca cctggcagtc tgcccatgtg gtcatcctct tccacatgtt cctggaccgc        240

gcccagcggg cgggctcggt gcgcatgcgc gtcttcaagc agctgtgcta tgagtgcggc        300

acggcgcggc tggacgagtc cagcatgctg gaggagaaca tcgagggcct ggtggacaac        360

ctcatcacca gcctgcgcga gcagtgctac gaggaggatg gtggccagta ccgcatccac        420

gtggccagcc gcccggacag cgggccgcat cgtgcagagt tctgtgaggc ctgccaggag        480

ggcatcgttc actggaagcc cagcgagaag ctgctggagg aggaggtgac cacctacacc        540

tctgaagcct ccaagccgag ggcccaggcg ggatccggct acaacttctt gtctcttcgc        600

tggtgcctct tctgggcctc tctctgcctg ctcgttgttt acctgcagtt ctccttcctc        660

agtcctgcct tcttttag                                                      678

<210>    8

<211>    606

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    8

atggtgtcat ggatcatctc caggctggtg gtgcttatat ttggcaccct ttaccctgcg         60

tattattcct acaaggctgt gaaatcaaag gacattaagg aatatgtcaa atggatgatg        120

tactggatta tatttgcact tttcaccaca gcagagacat tcacagacat cttcctttgt        180

tggtttccat tctattatga actaaaaata gcatttgtag cctggctgct gtctccctac        240

acaaaaggct ccagcctcct gtacaggaag tttgtacatc ccacgctatc ttcaaaagaa        300

aaggaaatcg atgattgtct ggtccaagca aaagaccgaa gttacgatgc ccttgtgcac        360

ttcgggaagc ggggcttgaa cgtggccgcc acagcggctg tgatggctgc ttccaaggga        420

cagggtgcct tatcggagag actgcggagc ttcagcatgc aggacctcac caccatcagg        480

ggagacggcg cccctgctcc ctcgggcccc ccaccaccgg ggtctgggcg ggccagcggc        540

aaacacggcc agcctaagat gtccaggagt gcttctgaga gcgctagcag ctcaggcacc        600

gcctag                                                                   606

<210>    9

<211>    20

<212>    PRT
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<213>    Homo sapiens

<400>    9

Met Asn Gly Thr Glu Gly Pro Asn Phe Tyr Val Pro Phe Ser Asn Lys

  1               5                  10                  15 

Thr Gly Val Val

             20

<210>    10

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<220><221>    misc_feature

<222>    (6)

<223>    n=i

<220><221>    misc_feature

<222>    (15)

<223>    n=i

<220><221>    misc_feature

<222>    (21)

<223>    n=i

<400>    10

atggcntayg aymgntaygt ngc                                                 23

<210>    11

<211>    32

<212>    DNA

<213

>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<220><221>    misc_feature

<222>    (3)

<223>    n is a, c, g, or t

<220><221>    misc_feature

<222>    (12)

<223>    n is a, c, g, or t
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<220><221>    misc_feature

<222>    (21)

<223>    n is a, c, g, or t

<220><221>    misc_feature

<222>    (27)

<223>    n is a, c, g, or t

<400>    11

tcncgrttyc tnagrctrta natraanggr tt                                       32

<210>    12

<211>    32

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<220><221>    misc_feature

<222>    (12)

<223>    n=i

<220><221>    misc_feature

<222>    (21)

<223>    n=i

<220><221>    misc_feature

<222>    (24)

<223>    n=i

<220><221>    misc_feature

<222>    (27)

<223>    n=i

<400>    12

tcyttrttyc tnagrctrta natnatnggr tt                                       32
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