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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
表面検出器アレイデバイスを組立てする方法であって、該方法は、
　１つ以上の二重層バリア領域によって分離された複数の異なった二重層適合性面領域を
規定している表面を有する基体であって、前記二重層適合性面領域と前記二重層バリア領
域とが異なった材料から形成される基体を提供する工程と；
　第１の組成物を有する脂質二重層ベシクルの第１の懸濁液を提供する工程と；
　第２の組成物を有する脂質二重層ベシクルの第２の懸濁液を提供する工程であって、前
記第１の組成物が、前記第２の組成物とは異なる、工程と；
　前記第１の懸濁液を１００ｎｌ未満自動操作によって、前記複数の異なった二重層適合
性面領域のうち第１の領域へ移動させる工程と；
　前記第２の懸濁液を１００ｎｌ未満自動操作によって、前記複数の異なった二重層適合
性面領域のうち第２の領域へ移動させる工程と；
　前記第１の異なった二重層適合性面領域上に安定に局在化した第１の脂質二重層空間お
よび前記第２の異なった二重層適合性面領域上に安定に局在化した第２の脂質二重層空間
を形成するために第１および第２の懸濁液と共に前記基体をインキュベートする工程であ
って、前記二重層空間の各々が、隔離されたままで他の前記二重層空間と混合せず、前記
各脂質二重層空間と、前記各二重層適合性面領域との間で共有結合することなく、前記各
空間が、前記各表面領域上に局在化しており、前記二重層適合性面領域と、対応する前記
脂質二重層空間との間に挟まれた水性膜によって前記各表面領域から分離されているもの
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とする前記工程と；
　前記脂質二重層空間上に大量の水相を確立する工程と、
を含んでなる方法。
【請求項２】
前記基体が、約１０個から約１００個の間の異なった二重層適合性面領域を含んでなる請
求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記基体が、少なくとも約２５００個の異なった二重層適合性面領域を含んでなる請求項
２に記載の方法。
【請求項４】
前記基体が、少なくとも約２５，０００個の異なった二重層適合性面領域を含んでなる請
求項３に記載の方法。
【請求項５】
前記基体が、少なくとも約２５０万個の異なった二重層適合性面領域を含んでなる請求項
４に記載の方法。
【請求項６】
前記二重層適合性面領域が、約１μｍから約１０μｍの間の幅の二重層バリア領域によっ
て互いに分離されている請求項１に記載の方法。
【請求項７】
前記第１の組成物が、さらに生体分子を含んでなる請求項１に記載の方法。
【請求項８】
前記生体分子が、膜貫通型レセプターおよびイオンチャンネルよりなる群から選択される
請求項７に記載の方法。
【請求項９】
前記生体分子が、脂質分子に共有結合している請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記移動工程が、前記第１および前記第２の懸濁液の小滴を生成させること、および前記
小滴を前記第１および前記第２の二重層適合性面領域各々に接触させることを含んでなる
請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
前記各小滴が、９０ｎｌ未満を含んでなる請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記各小滴が、１５ｎｌ未満を含んでなる請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
前記移動工程が、前記第１および前記第２の懸濁液のアリコートを、空隙を通って前記第
１および第２の二重層適合性面領域各々の上に射出することを含んでなる請求項１に記載
の方法。
【請求項１４】
前記射出された各アリコートが、９０ｎｌ未満を含んでなる請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記射出された各アリコートが、１５ｎｌ未満を含んでなる請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
請求項１から１５のいずれかに記載の方法によって製造された表面検出器アレイ装置。
【請求項１７】
表面検出器アレイデバイスを組立てする装置であって、
　１つ以上の二重層バリア領域によって分離された複数の異なった二重層適合性面領域を
規定している面を有する基体を受ける台であって、前記二重層適合性面領域と前記二重層
バリア領域とが、異なった材料から形成される、台；
　第１の組成物を有する脂質含有ベシクルまたはリポソームの第１の懸濁液の供給源；
　第２の組成物を有する脂質含有ベシクルまたはリポソームの第２の懸濁液の供給源であ
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って、前記第１の組成物が、前記第２の組成物とは異なる、供給源；
　前記第１の懸濁液を１００ｎｌ未満、前記複数の異なった二重層適合性面領域のうちの
第１の領域へ移動させ、および前記第２の懸濁液を１００ｎｌ未満、前記複数の異なった
二重層適合性面領域のうちの第２の領域へ移動させる自動手段であって、前記アリコート
を隔離されたままで互いに混合しないように移動させる、自動手段；および
　前記の組立てられた表面検出器アレイデバイスを覆うために使用される大量の水相の供
給源、
を含んでなる装置。
【請求項１８】
前記基体表面の近傍における１つ以上の環境パラメータを制御するためのチャンバーをさ
らに含んでなる請求項１７に記載の装置。
【請求項１９】
前記パラメータが、温度、相対湿度、圧力および照明よりなる群から選択される請求項１
８に記載の装置。
【請求項２０】
前記台と前記移動手段との間の相対的運動を制御するために、操作可能にプログラム化さ
れたマイクロプロセッサーをさらに含んでなる請求項１７に記載の装置。
【請求項２１】
複合アッセイであって、以下：
　表面検出器アレイデバイスを提供する工程であって、前記デバイスは、
　　１つ以上の二重層バリア領域によって分離された複数の異なった二重層適合性面領域
を規定している表面を有する基体であって、前記二重層適合性面領域と前記二重層バリア
領域とが異なった材料から形成される基体、
　　第１の組成物を１００ｎｌ未満有し、前記複数の異なった二重層適合性面領域のうち
第１の領域の上に安定に局在化されている第１の脂質二重層空間、
　　前記第１の組成物とは異なる第２の組成物を１００ｎｌ未満有し、前記複数の異なっ
た二重層適合性面領域のうち第２の領域の上に安定に局在化されている第２の脂質二重層
空間、
を含んでなるものとし、
　　前記第１の組成物が、前記第２の組成物とは異なり；
　　前記二重層空間の各々が、隔離されたままで他の前記二重層空間と混合せず、前記各
脂質二重層空間と、前記各二重層適合性面領域との間で共有結合することなく、前記各空
間が、前記各表面領域上に局在化しており、前記二重層適合性面領域と、対応する前記脂
質二重層空間との間に挟まれた水性薄膜によって前記の各表面領域から分離されているも
のとする、工程と；
　前記デバイスを、試験物質を含んでなる大量の水相に接触させる工程と；
　前記試験物質と前記第１の組成物との相互作用および前記試験物質と前記第２の組成物
との相互作用をアッセイする工程と、
を含んでなる複合アッセイ。
【請求項２２】
前記第１の組成物が、第１の生体分子を含んでなり、前記第２の組成物が、第２の生体分
子を含んでなる請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
前記生体分子が、膜貫通型レセプターおよびイオンチャンネルよりなる群から選択される
請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
前記第１と第２の生体分子が、レセプタータンパク質ファミリーの異なったメンバーであ
る請求項２２に記載の方法。
【請求項２５】
前記第１の組成物が、第１の脂質を含んでなり、前記第２の組成物が、第２の脂質を含ん
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でなる請求項２１に記載の方法。
【請求項２６】
前記第１の脂質二重層空間と前記第２の脂質二重層空間の各々が、５μｇ未満を含んでな
る請求項２１に記載の方法。
【請求項２７】
前記第１の脂質二重層空間と前記第２の脂質二重層空間の各々が、１μｇ未満を含んでな
る請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
前記第１の脂質二重層空間と前記第２の脂質二重層空間の各々が、０．５μｇ未満を含ん
でなる請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
前記基体が、約１０個から約１００個の間の異なった二重層適合性面領域を含んでなる請
求項２１に記載の方法。
【請求項３０】
前記基体が、少なくとも約２５００個の異なった二重層適合性面領域を含んでなる請求項
２１に記載の方法。
【請求項３１】
前記基体が、少なくとも約２５，０００個の異なった二重層適合性面領域を含んでなる請
求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
前記基体が、少なくとも約２５０万個の異なった二重層適合性面領域を含んでなる請求項
３１に記載の方法。
【請求項３３】
前記二重層適合性面領域が、約１μｍから約１０μｍの間の幅の二重層バリア領域によっ
て互いに分離されている請求項１７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願に対する引用）
　本出願は、１９９６年１１月２９日出願の米国仮特許出願第６０／０３２，３２５号に
対する優先権を主張している１９９７年１１月２６日出願の米国特許出願第０８／９７８
，７５６号の一部継続である２０００年８月４日出願の米国特許出願第０９／６３１，９
０６号の一部継続である２００２年７月２２日出願の米国特許出願第１０／２００，６８
２号に対する優先権を主張し、その各々は、参照として、その全体が本明細書で援用され
る。
【０００２】
　本出願は、さらに２０００年５月１８日出願の米国仮特許出願第６０／２０５，６０４
号および１９９９年１０月８日出願の米国仮特許出願第６０／１５８，４８５号に関連し
ており、双方とも参照として、その全体が本明細書で援用される。
【０００３】
　発明の分野
　本発明は一般に、支持流動性二重層およびそれらを選択された領域に限定する方法に関
する。より具体的に、本発明は、独立して処理できる支持流動性二重層膜のミクロ組立て
アレイ、それらの使用および製造法に関する。
【０００４】
　連邦政府後援研究に関する供述
　申請できず。
【背景技術】
【０００５】
　発明の背景
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　この数年来、数百万とまでは行かなくても、数千種の化合物の所望の１つの活性または
複数の活性に関するスクリーニングを促進するための多量原料スクリーニング法が多数開
発されている。このような方法は、典型的にはレセプターに対する潜在的に有効な化合物
の結合検出に基づいている。これらの結合アッセイは、所望の活性を有し得る化合物の領
域を制限する点では有効であるが、この活性をいくらかでも詳細に評価するためには、一
般に十分に好適というわけではない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　潜在的に活性な化合物の生物学的活性は、効率は低いが、より情報量の得られる「二次
的スクリーン」または典型的には熟練した技術者または科学者による相当な時間投入を要
するアッセイを用いて一般に評価される。レセプターやイオンチャンネルなどの内在性膜
タンパク質に影響を与える候補となる化合物の評価では、１つの化合物に要する時間量は
、アッセイが電気生理学的活性に及ぼす作用を含む場合は、数時間または数日であり得る
。したがって、さらに詳細な分析理由となる、このような内在性膜タンパク質および他の
膜成分または膜会合成分の活性に影響を与えるこれら少数の化合物を同定するために、そ
れらのより効率的な「二次的スクリーン」に対する必要性が存在している。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　発明の簡単な概要
　一態様において、本発明は、表面検出器アレイデバイスを含む。前記デバイスは、１つ
以上の二重層バリア領域によって分離された複数の異なった二重層適合性面領域を規定し
ている表面を有する基体、前記基体表面を覆っている大量の水相、各二重層適合性面領域
上に維持された脂質二重層空間、および各二重層適合性面領域と、対応する脂質二重層空
間との間に挟まれた水性薄膜を含む。一般的な好ましい実施形態において、二重層適合性
面領域と二重層バリア面領域とは、異なる材料から形成される。
【０００８】
　前記二重層適合性面領域は、ＳｉＯ２、ＭｇＦ２、ＣａＦ２、および雲母、ならびにポ
リアクリルアミドまたはデキストランフィルムなどのポリマーフィルムなど、そのような
二重層適合性面特性を有する任意の種々の材料から形成できる。ＳｉＯ２は、二重層適合
性面領域の形成にとって特に効果的な材料である。
【０００９】
　前記二重層バリア面領域は、金、ポジティブホトレジスト、酸化アルミニウムおよび酸
化インジウムスズなど、そのような二重層バリア面特性を有する任意の種々の材料から形
成できる。
【００１０】
　一般的な実施形態において、前記脂質二重層空間は、ホスファチジルコリン、ホスファ
チジルエタノールアミン、ホスファチジルセリン、ホスファチジン酸、ホスファチジルイ
ノシトール、ホスファチジルグリセロール、およびスフィンゴミエリンよりなる群から選
択される少なくとも１つの脂質を含有する。
【００１１】
　一実施形態において、前記装置は、約１０個から約１００個の間の、異なった二重層適
合性面領域を含有する。他の実施形態において、前記装置は、少なくとも約２５００個の
異なった二重層適合性面領域を含有する。さらに他の実施形態において、前記装置は、少
なくとも約２５，０００個の異なった二重層適合性面領域を含有する。さらに他の実施形
態において、前記装置は、少なくとも約２５０万個の異なった二重層適合性面領域を含有
する。
【００１２】
　前記二重層適合性面領域は、１つの一般的な実施形態において、約１μｍから１０μｍ
の間の幅の二重層バリア領域によって、互いに分離されている。
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【００１３】
　異なった二重層適合性面領域上の脂質二重層空間は、異なった組成物を有し得、さらに
選択された生体分子を含み得、異なった空間は、膜貫通型レセプターまたはイオンチャン
ネルなどの異なった生体分子を有する。前記生体分子は、脂質分子に共有結合または非共
有結合し得る。非共有相互作用の例としては、静電的相互作用およびビオチン／ストレプ
トアビジン相互作用などの特異的分子相互作用が挙げられる。生体分子の例としては、リ
ガンドおよびレセプターなどのタンパク質、ならびにポリヌクレオチド類および他の有機
化合物が挙げられる。
【００１４】
　他の態様において、本発明は、複数の独立して処理できる脂質二重層領域を有する表面
検出器デバイスの形成法を含む。前記方法は、（ｉ）平面基体を処理して、１つ以上の二
重層バリア領域によって分離された複数の異なった二重層適合性面領域を規定している基
体表面を形成する工程および（ｉｉ）脂質二重層ベシクルの懸濁液を、二重層適合性面領
域上に支持された二重層を形成する上で都合の良い条件下で、複数の異なった二重層適合
性面領域に適用する工程を含む。前記ベシクルの適用により、二重層適合性面領域上に支
持された二重層膜の形成が生じる。
【００１５】
　他の態様において、本発明は、表面検出器アレイデバイスの形成法を含む。前記方法は
、（ｉ）１つ以上の二重層バリア領域によって分離された複数の異なった二重層適合性面
領域を規定している表面を有する基体を提供する工程、（ｉｉ）第１の組成を有する脂質
二重層ベシクルの第１の懸濁液を、前述の複数の別個の二重層適合性面領域に適用する工
程、（ｉｉｉ）第２の組成を有する脂質二重層ベシクルの第２の懸濁液を、前述の複数の
別個の二重層適合性面領域に適用する工程、（ｉｖ）第１の異なった二重層適合性面領域
上に安定に局在化した第１の脂質二重層空間および第２の異なった二重層適合性面領域上
に安定に局在化した第２の脂質二重層空間を形成するために第１および第２の懸濁液と共
に前記基体をインキュベートする工程および（ｖ）前記脂質二重層空間上に、大量の水相
を確立する工程を含む。
【００１６】
　ある好ましい実施形態において、上記方法の適用工程は、例えば、中空セラミックチッ
プ、中空金属チップ、ミクロピペット、ピンなどの移動装置の上および末端に第１および
／または第２の懸濁液の小滴を生成させ、前記小滴を、第１および第２の二重層適合性領
域（１つまたは複数）に接触させることを含んでなる。一定の実施形態において、前記小
滴は、１００ｎｌ未満、７５ｎｌ未満、５０ｎｌ未満、２５ｎｌ未満、１５ｎｌ未満、１
０ｎｌ未満、または５ｎｌ未満を含んでなる。
【００１７】
　他の好ましい実施形態において、上記方法の適用工程は、例えば、中空セラミックチッ
プ、中空金属チップ、ミクロピペット、圧電プリントヘッド、インクジェットプリントヘ
ッドなどの移動装置の末端から、前記移動装置の末端を二重層適合性面領域から分離して
いる空間を越えて、二重層適合性面領域（１つまたは複数）上に、第１および／または第
２の懸濁液のアリコートを射出することを含んでなる。一定の実施形態において、射出ア
リコートは、１００ｎｌ未満、７５ｎｌ未満、５０ｎｌ未満、２５ｎｌ未満、１５ｎｌ未
満、１０ｎｌ未満、または５ｎｌ未満を含んでなる。
【００１８】
　さらに他の態様において、本発明は、リガンドの混合物中、選択されたリガンドを検出
する方法を含む。前記方法は、（ｉ）前記混合物を、上記のようなバイオセンサー表面検
出器アレーデバイスに接触させる工程、および（ｉｉ）選択されたリガンドに特異的に結
合するレセプターに対するこのリガンドの結合を検出する工程を含む。
【００１９】
　他の態様において、本発明は、試験物質と組成物との間の相互作用をアッセイする方法
を含む。前記方法は、（ｉ）第１の組成物を有する第１の脂質二重層空間および第１の組
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成物とは異なった第２の組成物を有する第２の脂質二重層空間を含んでなるバイオセンサ
ー表面検出器アレーデバイスを提供する工程、（ｉｉ）前記デバイスを、試験物質を含む
大量の水相と接触させる工程、（ｉｉｉ）試験物質と第１の組成物との相互作用および試
験物質と第２の組成物との相互作用をアッセイする工程を含む。
【００２０】
　好ましい実施形態において、前記脂質二重層空間は、各々、５μｇ未満の物質、または
１μｇ未満の物質または０．５μｇ未満の物質を含んでなる。
【００２１】
　他の好ましい実施形態において、第１の組成物は、第１の生体分子を含んでなり、第２
の組成物は、第２の生体分子を含んでなる。他の好ましい実施形態において、第１の生体
分子と第２の生体分子は、レセプタータンパク質ファミリーの異なったメンバーである。
さらに、他の好ましい実施形態において、第１の組成物と第２の組成物とは異なった脂質
を含有する。
【００２２】
　さらに他の態様において、本発明は、バイオセンサーにおける使用のための表面検出ア
レイデバイスを含む。このような装置は、（ｉ）１つ以上の二重層バリア領域によって分
離された複数の異なった二重層適合性面領域を規定している表面を有する基体、（ｉｉ）
前記基体表面を覆っている大量の水相、（ｉｉｉ）各二重層適合性面領域上に維持された
脂質二重層空間、および（ｉｖ）各二重層適合性面領域と、対応する脂質二重層空間との
間に挟まれた水性薄膜を含む。各二重層空間は、レセプターまたは生体分子の一種を含有
し、異なった二重層空間は、レセプターまたは生体分子の異なった種類を含有する。
【００２３】
　本発明の他の態様は、１つ以上の二重層バリア領域によって分離された複数の異なった
二重層適合性面領域を規定している表面を有する基体、前記基体表面を覆っている大量の
水相、各二重層適合性面領域上に維持された脂質二重層空間、および各二重層適合性面領
域と、対応する脂質二重層空間との間に挟まれた水性薄膜を含んでなり、前記二重層適合
性面領域と、前記二重層バリア面領域とは異なった材料から形成され、また、各二重層適
合性面領域上に維持された各二重層空間が、隣接した二重層空間とは組成的に異なってい
る表面検出器アレイデバイスを提供する。本発明の他の実施形態は、前記二重層適合性面
領域の複数の群をさらに含み、前記群は、各々、前記二重層空間が組成上同じ区域および
異なった群内の二重層空間が組成上異なる区域を規定する。
【００２４】
　本発明は、
　・　複数の脂質二重層適合性領域を有し、各適合性領域が１つ以上の二重層バリア領域
によって包囲されてバイオセンサーアレイを提供する工程、
　・　２つ以上の異なる、脂質二重層組成物を担持し、表面上にスポットを形成するため
のスポット形成装置と流体連絡しているグラジエント形成装置を提供工程、
　・　バイオセンサーアレイ製品を保持し、移動するための多軸移動テーブルを提供する
工程、
　・　１つ以上のバリア領域に包囲された複数の二重層適合性領域を有するバイオセンサ
ーアレイ製品を配置する工程、および
　・　グラジエントを形成しているグラジエント形成装置から生じる混合脂質二重層組成
物のスポットを形成し、そのような組成物の混合物がそれによって形成される際に、それ
を分配しながら、少なくとも１本の軸で前記テーブルを移動し、異なった連続的な位置に
各脂質二重層組成物の異なった比率で分配する工程、
を含んでなるバイオセンサー領域のアレイを形成する方法を提供し、各領域は異なった公
知の脂質二重層組成物を有する。
【００２５】
　本発明は、混合チャンバを通って流れる間、２つの異なった組成物の層流特性を実質的
に保持する１つの混合チャンバ内へ２つの異なった供給源からの２つの異なった組成物を
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実質的に層流において流入させることによって、第１および第２の供給源からの、含まれ
ている第１と第２の異なった脂質二重層形成組成物を一緒に混合する工程を含んでなり、
異なった各組成物の面している端が、第１の端と第２の端を有するグラジエントを形成す
るように混合され、このグラジエントがさらに、第１の組成物に面するグラジエントの第
１の端から始まり、他方の第２の組成物に面するグラジエントの第２の端で終わっている
異なった比率の組成物の組合わせをさらに含んでなり、また、混合チャンバを、アレイ面
を越えて、実質的に層流においてグラジエントを分配するように適合させ、また、グラジ
エントに含まれた前記組成物が、前記アレイの二重層適合性領域による最初の接触時に捕
捉され、保持されるグラジエントバイオセンサーアレイを作製する方法をさらに提供する
。
【００２６】
　本発明のこれら、および他の目的ならびに特徴は、添付の図面と組合わせて、以下の詳
細な説明を読まれるならば、より十分に明らかになるであろう、
【発明を実施するための最良の形態】
【００２７】
　好ましい実施形態の詳細な説明
Ｉ．　定義
　全ての用語は、下記で特に定義されない限り、当業者によって理解されている通常の意
味を有することが意図されている。請求された質量と用量は、本発明の実施に適合する言
明された量における変量を包含することが意図されている。このような変量は、例えば、
言明された量の約±１０～２０パーセントの範囲内にあると考えられる。本節に含まれる
特定の定義と当業者によって理解されている通常の意味との間に矛盾がある場合は、下記
に供された定義が規定するものとする。
【００２８】
　用語の「水性」とは、脂質に対して有害ではない、水基材の液体媒体を言う。
【００２９】
　「レセプター」とは、リガンド分子と特異的に相互作用することのできる高分子である
。細胞においてレセプターは典型的には、細胞外膜、ゴルシ膜または核膜などの脂質二重
層膜と会合している。インビトロの脂質空間（例えば、支持二重層）内に組み込むレセプ
ターは、細胞から精製されるか、組み換え発現させるか、または小型レセプターの場合は
、化学合成されるかのいずれかであり得る。
【００３０】
　「リガンド」とは、レセプターに特異的に結合することのできる分子である。レセプタ
ーに対するリガンド結合は、典型的には、高結合親和性、すなわち、Ｋａ＞１０５を特徴
とし、レセプターの機能（例えば、レセプターまたはレセプターの部分と会合したイオン
チャンネルの開通）における変化として、または、レセプターの隣接環境における変化（
例えば、表面プラスモン共鳴による結合の検出）として検出できる。インビトロの脂質空
間（例えば、支持二重層）内に組み込むリガンドは、細胞から精製されるか、組み換え発
現させるか、または小型リガンドの場合は、化学合成されるかのいずれかであり得る。
【００３１】
　結合は、それがレセプターに対するリガンドの「非特異的」接着によるよりも、むしろ
レセプター上の結合部位とリガンドとの間の分子相互作用から生じる場合は、「特異的」
である。リガンドが、可逆的様式でレセプターと結合する場合、結合の特異性は、公知の
方法により、過剰の未標識リガンドを標識リガンドと競合させて追い出すことによって確
認できる。非特異的相互作用は、リガンドに対してもレセプターに対しても結合部位を持
たないタンパク質（例えば、ＢＳＡ）を過剰に含めることによって最少化できる。
【００３２】
　「流動膜」とは、天然または天然様の二重層構造を有する膜である。当業者により認識
されるように、幾つかの「流動膜」（すなわち、高比率の飽和脂質類および／またはステ
ロール類を有するもの）は、明らかな流動性を有さない場合もあるが、それにもかかわら
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ず、本発明の目的にとっては「流動膜」と考えられる。
【００３３】
　「脂質二重層ベシクル」とは、本発明の表面検出器アレイデバイスの二重層適合性面領
域に融合することができ、「流動膜」を形成するベシクルである。「脂質二重層ベシクル
」は、脂質成分の他に、場合によっては、タンパク質類（このようなベシクル類を本明細
書では、「プロテオベシクル類」または「プロテオリポソーム類」と称す）、糖タンパク
質類、糖脂質類などの他の膜会合を含有し得る。
【００３４】
　「試験物質と組成物との間の相互作用のアッセイ」とは、試験物質が、組成物と作用す
るかどうかを決定することを意味する。「試験物質と組成物との間の相互作用のアッセイ
」は、現在、当業者に知られているか、または後に開発される任意の方法を用いて、試験
物質と組成物との相互作用を検出することによって行うことができ、直接的結合および置
換アッセイ、電気生理学的アッセイ、代謝的アッセイなどの結合アッセイを包含すること
が意図されている。
【００３５】
　「試験物質」とは、本発明の方法と合わせて使用し得る有機、無機、生物学的および非
生物学的分子の全ての様式を包含することが意図されている。
【００３６】
　「膜貫通型レセプター」とは、細胞膜に存在する場合、膜の細胞外の側に生じる結合事
象を、細胞内シグナルへと変換する内在的膜タンパク質である。
【００３７】
　「レセプタータンパク質ファミリーメンバー」とは、生物内または生物間で構造および
／または機能において関連する２つ以上のタンパク質を言う。タンパク質が、「レセプタ
ータンパク質ファミリーメンバー」であることの決定は、当業者に公知のコンピュータ演
算を用いて、一次、二次、三次または四次構造の配列を実施することによって行うことが
できる。ＢＬＡＳＴやＶＡＳＴなどの代表的演算法は、米国２０８９４メリーランド州ベ
セスダ、ロックビレパイク８６００、国立予防衛生研究所、バイオテクノロジー情報国立
センター、コンピュータバイオロジー支部より入手でき、バイオテクノロジー情報国立セ
ンターウェブサイト、ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ．から直接操作できる
。
【００３８】
　「アリコートの移動」とは、大量の液体から大量の液体の一部を分離し、その分離した
部分を、他の場所へ移すことを言う。アリコートの移動は、中空セラミックチップ、中空
金属チップ、ミクロピペット、ピン、圧電プリントヘッド、インクジェットプリントヘッ
ドなどの、当業者に現在公知の、または後に開発された任意の流体移動装置を用いて達成
できる。「アリコートの移動」は、大量の溶液が混合され、一緒に表面検出器アレイデバ
イス基体へ移される、本明細書に記載された層流グラジエント法を包含することは意図さ
れていない。
【００３９】
　ＩＩ．　表面検出器アレイデバイス
　図１は、本発明による表面検出器アレイデバイス（ＳＤＡＤ）２０の一部の斜視図であ
る。前記デバイスは、酸化シリコン、または溶融シリカウェーハなどの基体２２から組立
てられる。前記基体の寸法は、典型的には、一面当たり約０．１ｃｍから約１０ｃｍの間
であり、厚さが約０．０１ｍｍから約１ｃｍである。
【００４０】
　前記基体表面は、１つ以上の二重層バリア領域２６によって分離された複数の異なった
二重層適合性面領域２４を含有する。二重層バリア領域２６（１つまたは複数）は、二重
層適合性面領域２４を形成する材料２２とは異なった材料２８から形成されることが好ま
しい。
【００４１】
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　脂質二重層空間３０は、各二重層適合性面領域２４上に維持されている。各二重層適合
性面領域２４と、相当する脂質二重層空間３０との間に、厚さが、約５Åから１５Åの間
（典型的には約１０Å）の水性薄膜３２が挟まれている。幾つかの配置において、１ミク
ロンまでの分離が達成できる（参照として本明細書で援用されるＷｏｎｇ　＆　Ｇｒｏｖ
ｅ、２００１年）。前記基体表面と脂質空間を覆っているのは、大量の水相３４である。
【００４２】
　前記二重層バリア領域は、二重層適合性面領域２４に関して、へこんでいるか、同一平
面にあるか、または高くし得る（図１の２６に示されるように）。高くしたバリアを有す
る実施形態において、バリアの高さは、数十オングストロームから数マイクロメータ以上
の範囲であり得る。前記バリアの幅は、典型的には、約１００ｎｍから約２５０μｍの間
である。前記幅は、約１μｍから１００μｍの間であることが好ましい。
【００４３】
　本発明を支持して実施された実験結果によると、脂質バリア領域は、隣接した脂質二重
層領域の単に機械的または物理的分離によっては機能しない。そうではなく、表面が二重
層バリア領域として作用することを可能にする特徴は、前記表面を作成している材料に固
有の化学的／静電的性質であることを前記実験は示している。このような化学的／静電的
性質の例としては、疎水性、誘電透過性、伝導性および表面電荷密度が挙げられる。
【００４４】
　同様に、選択された表面の「二重層適合性」の程度は、その形よりむしろ、その材料固
有の性質の働きである。膜と表面との間の相互作用は、静電気力および水和力ならびに長
距離ファンデルワールス力からの引力的寄与に関係する。好適な二重層適合性表面におい
ては、支持表面から、約５Åから１５Åの間（典型的には約１０Å）離れ、相当する厚さ
の水性薄膜によって支持表面から分離されている二重層膜を、最小のエネルギーが捕捉す
る。二重層適合性面は、典型的には親水性である。
【００４５】
　機能的に、二重層バリア面領域または二重層適合性面領域として使用される材料の好適
性は、以下の簡便な「光退色後の蛍光回復（ＦＲＡＰ）」試験における材料の性能によっ
て評価できる。
【００４６】
　材料の小サンプル（例えば、約１ｃｍ２の平面を有する部分）を本明細書に記載される
とおり洗浄し、処理する（例えば、アルゴンプラズマへの曝露を用いて、または、忍容で
きる材料では、酸洗浄を用いて）。次に、前記表面を濯ぎ、蛍光マーカーを含有する脂質
ベシクル懸濁液（材料と方法で記載されたとおりに調製）の選択された量（例えば、５０
μｌ）を、前記表面に適用する。前記懸濁液を数分間（例えば５分間）、前記表面に接触
させたままにする。次に、前記表面を水性媒体中に浸漬して濯ぐか、または前記懸濁液を
相当に希釈し（例えば、約１００ｍｌの蒸留水またはＰＢＳを加えることにより）、前記
表面を標準的な蛍光顕微鏡の台に移す。次に、前記表面の一部を、明光に曝露されたリポ
ーターの蛍光部分を退色させる上で十分（例えば、約１分、蛍光発色団による）、明光（
例えば、１００Ｗ水銀アーク灯）に曝露し、前記表面を顕微鏡下、約１０分間（退色した
箇所のサイズによる）、モニターして、蛍光の回復を評価する。
【００４７】
　二重層適合性面を形成することのできる材料を用いて上記の試験を実施すると、前記懸
濁液中のベシクルは、蛍光レポーターを含有している支持二重層を形成している表面と融
合し、光退色光への局所的曝露により、光退色光が集められた表面領域に対応する二重層
領域が退色することになる。モニタリング期の間、前記二重層の退色領域の蛍光は、支持
二重層の流動性により、回復することになる。
【００４８】
　それとは対照的に、二重層バリア面を形成する材料を用いて前記試験を実施すると、前
記懸濁液中のベシクルは、前記表面と融合して流動性二重層を形成することにはならない
。このような条件下では、ベシクルが、濯ぎ工程時に濯ぎ落とされるか、または前記面に
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接着し、固定されたままのいずれかとなる。ベシクルが濯ぎ落とされる場合は、蛍光はほ
とんど、または全く観測されない。ベシクルが前記面に接着はするが、流動性二重層を形
成しない場合、光退色後の退色領域における蛍光は回復しないことになる。どちらの場合
も、前記材料は、有効な二重層バリア材料である。しかし、上記ＦＲＡＰ試験後に、固定
化された脂質材料または膜材料を含有するものを使用するよりもベシクルが、接着しない
材料を使用することが好ましいことは理解されるであろう。
【００４９】
　上記試験は、本発明の実施者が、手近に有し得る多数の異なった材料で並行して実施す
ることができる。このようにして、せいぜい数時間のうちに、実施者は、ある特定の材料
が二重層適合性の、または二重層バリアとして働く表面を形成する上で有効となるかどう
かを容易に決定することができる。
【００５０】
　本発明による装置のミクロ組立て製造における使用に好適な、本質的に全ての材料は、
洗浄すれば二重層適合性面領域または二重層バリア面領域を提供することは理解されるで
あろう。したがって、上記の簡便なＦＲＡＰ試験を適用することにより、各試験材料と共
に、本発明の実施に有用な材料が典型的に得られるであろう。
【００５１】
　脂質二重層バリアにとって好適にする性質を有する物質の例としては、一定のポリマー
類（例えば、ホトレジスト）および種々の金属塩（例えば、金）ならびに鉱物類（例えば
、酸化アルミニウムおよび酸化インジウムスズ）が挙げられる。ホトレジストの利点は、
光マスクにより比較的パターンをつけ易く、非伝導性であることである。酸化アルミニウ
ムは、非伝導性であり、かつたいていの洗浄操作に耐えられて再利用できるという利点を
有する。
【００５２】
　二重層適合性面にとって好適にする性質を有する物質の例としては、酸化シリコン（Ｓ
ｉＯ２）、ＭｇＦ２、ＣａＦ２、雲母などの種々のガラス類、シリコンの酸化物および薄
型ポリアクリルアミドまたはデキストランフィルムなどの種々のポリマーフィルム類（例
えば、Ｅｌｅｎｄｅｒら、１９９６年；Ｋｈｕｅｎｅｒら、１９９４年）を参照、双方と
も参照として本明細書で援用される）が挙げられる。ポリマーフィルムの双方とも水和し
て、ポリマーフィルムと支持二重層膜との間に水性のフィルムを提供する好適な二重層適
合性面を形成する。
【００５３】
　「二重層適合性」の基体表面を生成させるために、前記表面を典型的には、表面不純物
（ごみ、油類など）を除去するために洗浄し、および／または処理する。好適な処理は、
本発明の装置の作製または構成に関して下記で検討される。
【００５４】
　支持二重層それ自体は、典型的にはベシクル形成脂質分子の２つの向かい合った葉状部
から構成された自己集合性の二次元流動性システムである。２つの向かい合った葉状部は
、天然または天然様配置においてヒドロフィックな尾部を二重層の内側に向け、親水性の
頭部を二重層の外側に向けて集合する。しかし、前記支持二重層は、下記のとおり、タン
パク質および非脂質などの任意の好適な膜形成両親媒性物質から構成することができる。
【００５５】
　たいていのベシクル形成脂質は、（ｉ）脂肪酸鎖（１本または複数）および（ｉｉ）リ
ン酸エステル基などの荷電部分または極性部分によってエステル化されたグリセロールの
ヒドロキシル基を有するグリセリド類などの長鎖カルボン酸類である。ベシクル形成脂質
は、２本の炭化水素鎖、典型的にはアシル鎖および極性の頭部基を有するものであること
が好ましい。ホスフェート基を有する長鎖カルボン酸またはリン脂質は、本発明の使用に
特に、十分好適である。ホスファチジルコリン（ＰＣ）、ホスファチジルエタノールアミ
ン（ＰＥ）、ホスファチジルセリン（ＰＳ）、ホスファチジン酸、ホスファチジルイニシ
トール（ＰＩ）、ホスファチジルグリセロール（ＰＧ）、およびスフィンゴミエリンなど
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のリン脂質を含む種々の合成ベシクル形成脂質および天然ベシクル形成脂質があり、２本
の炭化水素鎖は、典型的には長さが、約１４～２２個の炭素原子で、種々の不飽和度を有
している。アシル鎖が種々の飽和度を有する上記の脂質およびリン脂質は、商品として入
手できるか、または公表された方法に従って調製できる。他の好適な脂質としては、糖脂
質類およびコレステロールなどのステロール類が挙げられる。
【００５６】
　本発明の使用にとって好ましいジシアル鎖脂質としては、ジアシルグリセロール、ホス
ファチジルエタノールアミン（ＰＥ）、ホスファチジルグリセロール（ＰＧ）が挙げられ
る。これらの脂質は、ベシクル形成脂質、主要リポソーム成分としての使用に、また、下
記の誘導脂質における使用にとって好ましい。これらのリン脂質の全ておよび他のリン脂
質は、リン脂質の専門的供給元（例えば、Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ社、
アラバマ州アラバスター）ならびにＳｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ社（ミズーリ州セント
ルイス）などの一般的な化学物質供給元から入手できる。
【００５７】
　前記水性薄膜および大量水相は、緩衝生理食塩水溶液（例えば、ＰＢＳ）などの任意の
好適な水溶液であり得る。前記大量溶液は、例えば、異なった組成を有する溶液による流
出濯ぎによって容易に取り替えることができる（もちろん、前記支持二重層を常に沈めた
状態に保つことに注意して）。
【００５８】
　上記のとおり、図１は、前記デバイスの二重層適合性面を形成する材料のウェーハから
ミクロ組立て製造された支持格子を示している。しかし、前記デバイスの二重層バリア面
領域を形成する材料のウェーハから、デバイスをミクロ組立てすることもできる。そのよ
うなデバイスの一実施形態が図４に示されている。ここで領域５６のような各領域が複数
の異なった二重層適合性面領域の１つに相当する二重層適合性材料から構成されている領
域５４などの領域を含有するように二重層バリア材料５２（例えば、酸化アルミニウム）
のウェーハをミクロ組立てすることにより、本発明のデバイスの構造部分５０が製造され
る。一実施形態において、領域５４は電導性であり、膜電位、膜電流または容量性過渡電
流の変化を記録するために使用できる導線５８に接続されている。電導性の二重層適合性
材料の一例は、前記表面を二重層適合性にするために、シリコン酸化物またはポリマー材
料の薄いフィルムで被覆した金などの金属である。シリコン酸化物の薄いフィルムは、導
電体ではないが、効果的に容量性電流を通すことができる。他の好適な基質は、その電導
性および直接的膜沈着を支持する能力のため、酸化インジウムスズ（ＩＴＯ）である（Ｓ
ａｃｋｍａｎｎおよびＴａｎａｋａ、２０００年；Ｈｉｌｌｅｂｒａｎｄｔら、１９９９
年；Ｓａｌａｆｓｋｙ，Ｊ．、Ｇｒｏｖｅｓ，Ｊ．Ｔ．およびＢｏｘｅｒ、１９９６年、
各々参照として本明細書で援用される）。他に、またはそれに加えて、二重層適合性面を
有する電極を、標準的なドープ（例えば、ホウ素ドープ）シリコンウェーハから生成でき
る。シリコン酸化物層を、そのようなウェーハ基体上に形成でき、下に半導体（ドープシ
リコン）電極が存する二重層適合性面を提供できる。この半導体電極は、その電極に対応
する二重層膜の区画からの情報処理を促進または増強させるために、もちろん任意の種々
の他の要素、例えば、基体自体の中の、または所望の別個のチップ中の半導体要素とイン
ターフェイスで接続することができる。
【００５９】
　本発明に従って多数の異なったデバイスが製造された。それらには、以下のものが挙げ
られる：（ｉ）２５００個の同じ２００μｍ正方形の囲いまたは領域からなる１ｃｍ２ア
レイを含有するデバイス、（ｉｉ）１０，０００個の同じ１００μｍ正方形の領域からな
る１ｃｍ２アレイを含有するデバイス、（ｉｉｉ）２μｍのホトレジストのバリアで分離
された凡そ３７，０００個の同じ５０μｍ正方形の領域からなる１ｃｍ２アレイを含有す
るデバイス、および（ｉｖ）１μｍ幅のホトレジストのバリアで分離された凡そ２８０万
個の５μｍ正方形の囲いまたは領域からなる１ｃｍ２アレイを含有するデバイス。
【００６０】
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　本発明の例示的実施形態として、前記二重層脂質空間が、レセプタータンパク質分子、
リガンドタンパク質分子、他のタンパク質分子または他の内在性膜または膜会合分子など
の異なった生体分子を含有するデバイスが挙げられる。このようなデバイスは、本明細書
の適用の節でより十分に記載されているバイオセンサーにおいて特に有用であり、下記の
とおり、プロテオリポソームを二重層適合性面に融合することによって作製される。
【００６１】
　プロテオリポソームベシクルは、平面の支持膜を創製するために、ガラス表面に融合で
きる（ＢｒｉａｎおよびＭｃＣｏｎｎｅｌｌ、１９８４年）。この方法は、多くの状況に
おいて好結果で適用された。一実施例において、Ｈ－２Ｋｋタンパク質を卵ホスファチジ
ルコリン－コレステロールベシクル内で、洗浄剤透析によって再構成し、ガラス上に平面
膜を創製した（ＢｒｉａｎおよびＭｃＣｏｎｎｅｌｌ、１９８４年）。Ｈ－２Ｋｋ含有膜
は、細胞と接触させた際に、特異的な細胞毒性応答を引き出すことができた。
【００６２】
　Ｃｈａｎら（１９９１）は、５－グリコシルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）を
固定させた膜レセプターが、プロテオリポソーム融合によって形成された平面膜内を横に
移動でき、この可動性が、膜に対する細胞接着を増強することを証明した。他の適用では
、支持膜を調製するためにベシクル融合、Ｌａｎｇｍｕｉｒ－Ｂｌｏｄｇｅｔｔ方法論お
よび誘導体化表面の組合せが用いられた（Ｓｕｉら、１９８８年；Ｐｌａｎｔら、１９９
５年、双方とも参照として本明細書で援用される）。
【００６３】
　二重層膜内へのレセプターまたはイオンチャンネルの組み込みに加えて、所望の性質を
有する表面を創製するために、多数の基または化合物のいずれかによって、前記二重層を
誘導体化できる。例えば、リポソームは表面脂質成分への接着により、脂質表面に結合し
たリガンドを含有し得る。一般に、このようなリガンドは、ベシクル形成脂質の極性頭部
基に結合している。このような結合を達成する例示的方法は下記にある。
【００６４】
　ＩＩＩ．　独立に処理可能な脂質二重層領域による表面検出器デバイスの構成
　本発明の表面検出器デバイスは、ミクロ組立てと、例えば実施例１に記載されるような
脂質ベシクル技術との組合わせを用いて簡便に製造できる。
【００６５】
　　Ａ．　パターンづけされた支持格子のミクロ組立て
　１つ以上の二重層バリア領域によって分離された複数の異なった二重層適合性面領域を
有する基体表面を製造するための基体のパターンづけは、本明細書の利益を受けるミクロ
組立て技術における熟練者によって理解される多数の異なった方法で実施できる。例えば
、当業界で周知のミクロ機械作製法としては、スパッタリング、スピンコーティングおよ
び化学蒸着などのフィルム蒸着法、レーザー組立てまたはフォトリソグラフィ法または、
湿式化学的方法またはプラズマ法のいずれかによって実施し得るエッチング法が挙げられ
る。これら、および他のミクロ機械作製法は、例えば、参照として本明細書に組み込んで
あるＰｅｔｅｒｓｅｎ（１９８２）に要約されている。当業界で公知の一般的なシリコン
処理法は、例えば、参照として本明細書に組み込んでいるＷｏｌｆおよびＴａｕｂｅｒ（
１９８６）に記載されている。
【００６６】
　装置は典型的には、先ず基体材料を選択し、パターンづけした支持格子（本発明の表面
検出器アレイデバイスの構造部分）を製造することによって製造される。前記支持格子は
、本発明による基体表面を、パターンづけされた側に維持する。前記基体は、典型的には
二重層適合性材料または二重層バリア材料のいずれか片方の性質を有するように選択され
た材料からなり、二重層適合性材料または二重層バリア材料の他方の性質を有する材料細
片を有する。一般的な一実施形態において、二重層適合性基体材料を、二重層バリア材料
の細片によってパターンづける。他の一般的な実施形態において、基体材料は二重層バリ
ア材料であり、その表面を、二重層適合性材料の領域によってパターンづけする。しかし
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、前記基体材料は、元の基体材料がパターンづけされた基体表面に表れないように、二重
層適合性材料の領域と二重層バリア材料の領域、双方によってパターンづけできることが
理解される。前記基体表面を形成する材料は、表面洗浄および／または処理後に、一方が
二重層適合性面領域を生じ、他方が二重層バリア面領域を生じるように選択される。
【００６７】
　ホトレジストは、本発明に関して、少なくとも２つの利用法が可能である。上記で検討
したように、ポジのホトレジストは、もちろん、有効な二重層バリア材料であるが、ホト
レジストはまた、本発明のミクロ組立て製造装置作製のために、引き続いてのリソグラフ
ィに関する伝統的な意味における基体のパターンづけにも使用できる。好適なネガまたは
ポジのレジスト材料は周知である。一般的なネガレジスト材料としては、２成分ビスアリ
ールアジド／ゴムレジストが挙げられ、ポジレジスト材料としては、２成分ジアゾキノン
／フェノール性樹脂材料が挙げられる。やはり好適であり得る電子ビームレジストの例と
しては、ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）が挙げられる。例えば、Ｔｈｏｍｐｓｏ
ｎら（１９８３）を参照されたい。
【００６８】
　上述のとおり、シリコンはその精確で効率的な組立てを可能にしている十分に開発され
た技術のため好ましい基体材料であるが、ポリテトラフルオロエチレン類などのポリマー
を含む他の材料も使用できる。基体ウェーハ（例えば、シリコンウェーハ）は、典型的に
は標準的ＲＣＡ洗浄（ＫｅｒｎおよびＰｕｏｔｉｎｅｎ、１９７０年；ＷｏｌｆおよびＴ
ａｕｂｅｒ、１９８６年）を用いて洗浄される。次に、前記ウェーハを公知の方法（Ｗｏ
ｌｆおよびＴａｕｂｅｒ、１９８６年）を用いて、蒸気中、約８００℃から１０００℃の
間の温度で、酸化物層（好ましくは、厚さが約０．５μｍ）が形成されるまで酸化する。
次に、前記酸化物層を好ましくは約１μｍの厚さに、ホトレジスト層で被覆する。本明細
書に記載されているように、この方法は、本発明の例示的な表面検出器アレイデバイスの
構造部分を製造するために使用でき、二重層空間を生成させるためにこれをベシクル懸濁
液に曝露する前にここで必要となるのは、下記のとおり洗浄されることだけである。ある
いは、ホトレジスト以外に、二重バリア領域を形成する材料によって表面検出器アレイデ
バイスを製造するために、前記ホトレジストパターンづけ基体を、標準的なホトリソグラ
フィに供することができる。この場合、被覆ラミネートを、所望のパターンのサイズとレ
イアウトに相当するパターンで刻印したホトマスクを通して照射する。所望のホトマスク
パターンを有するホトマスクを形成する方法は周知である。例えば、石英プレートを標準
的方法を用いて、電子ビーム機および電子ビームレジスト（例えば、ＰＢＳ）によりクロ
ムでパターンづけできる。あるいは、マスクを、例えば、Ａｌｉｇｎ－Ｒｉｔｅ（カリフ
ォルニア州バーバンク）などの多数の供給元のいずれから、商品として入手できる。曝露
は、Ｋａｒｌ　Ｓｕｓｓコンタクトリソグラフィ機などの標準的なコンタクトマスク整列
機上で実施される。クリア－フィールドまたはダーク－フィールドホトマスクによって、
従来のポジまたはネガのホトレジストを用いることができる。このパターンを、引き続き
エッチングまたはリフトオフ加工によって、前記基体に移すことができる。
【００６９】
　所望のパターンで基質に薄い金属コーティングを適用するために、利用できる種々の多
数の方法のいずれかを用いて、電極をデバイス内に組立てできる。これらは、例えば、Ｋ
ｒｕｔｅｎａｔ、１９８６年；およびＷｏｌｆおよびＴａｕｂｅｒ、１９８６年において
調べられ、双方とも、参照として本明細書に組み込んでいる。ミクロ電極の組立て製造に
用いられる簡便で一般的な方法としては、真空蒸着、蒸発、スパッタリング、およびめっ
きが挙げられる。ドープシリコンおよび白金、金または銀などの金属を含む種々の伝導性
材料が電極に使用できる。デバイスの選択された領域への電極適用のためには蒸着領域の
精確な制御を可能にする蒸着法が好ましい。このような方法は、例えば、上記のＫｒｕｔ
ｅｎａｔ、およびＷｏｌｆおよびＴａｕｂｅｒに記載されている。それらには、原子が、
バーチュアル点源から基体へとライン－オブ－サイト上に送達される電子ビームを用いる
物理蒸着が含まれる。レーザーコーティングにおいては、レーザーが基体上の目標点に集
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められ、溶解した粒子が基体に向かって加速されるように、担体ガスが粉末化したコーテ
ィング材料をビーム中へ発射する。
【００７０】
　精確な標的化を可能にする他の方法では、従来の電子ビームレジスト（例えば、ＰＭＭ
Ａ）、他の材料の薄層（例えば、金属塩）、単層などの予め蒸着させた基質の選択的分解
を誘導する電子ビームを用いる（例えば、Ｔｉｂｅｒｉｏら、１９９３年を参照）。この
方法は、ミクロン下の回路を製造するために用いられている（例えば、Ｂａｌｌａｎｔｙ
ｎｅら、１９７３年）。ナノメータスケールで膜パターンを生成させ、画像にするために
近傍野走査顕微鏡法と共に、電子ビームリソグラフィを使用できることから、種々の領域
の寸法を、極めて小さくすることができることが解されよう。さらに、二重層バリア特性
を有する一定の非古典的なミクロ組立て材料を、標準的な技術を用いてパターンづけでき
る。例えば、酸化アルミニウムをＳｉＯ２基体ウェーハ上に、蒸着およびリフトオフによ
ってパターンづけできる（ＷｏｌｆおよびＴａｕｂｅｒ、１９８６年、ｐ．５３５参照）
。
【００７１】
　このようなスパッタリングならびに上記の一般的なミクロ組立て製造は、その作業を、
ＭＣＮＣ（ノースカロライナ州リサーチトライアングルパーク）、ＩＣ　Ｓｅｎｓｏｒｓ
（カリフォルニア州ミルピタス）およびＳｉｌｉｃａ－Ｓｏｕｒｃｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ（アリゾナ州テンペ）などのミクロ組立て製造サービスを提供している会社に請け負
わせることによって、簡便に行うことができる。
【００７２】
　　Ｂ．　パターンづけした支持格子の洗浄
　パターンづけした支持格子の作製後、表面に隣接する脂質二重層の形成を妨げる恐れの
ある基体表面上に存在する不純物または汚染物を剥がし、削り取るためにそれを洗浄し、
および／または処理する。洗浄法は、二重層バリア領域の機能性を実質的に損なわないよ
うに選択される。例えば、前記バリア領域がホトレジストから作製されている実施形態で
は、酸が二重層バリア領域を剥ぎ取る恐れがあるため、伝統的なピランハ（ｐｉｒａｎｈ
ａ）溶液酸洗浄液（３：１　Ｈ２ＳＯ４：Ｈ２Ｏ２）を用いて洗浄すべきではない。ホト
レジストを損傷させない例示的洗浄／処理法では、アルゴンまたは酸素のプラズマに対す
るパターンづけした格子の数分間曝露が用いられる。前記プラズマは、ホトレジストをい
くらかは削り取るが、それは、ホトレジスト層を実質的に損傷させる前に基体（例えば、
ＳｉＯ２基体）の表面層から汚染物質を剥ぎ取る。
【００７３】
　多数の好適な削り取りおよび／または洗浄法が当業界に知られている。下記にそのよう
な方法を４つまとめている。それらには、上記のものが含まれ、別々にまたは組合わせて
使用できる。第１の方法では、前記デバイスの構造部分（支持格子）を５００℃で数時間
焼き付ける。この方法は、金またはホトレジストには適合しない。第２の方法では、前記
支持格子をピランハ（ｐｉｒａｎｈａ）溶液酸洗浄液（３：１　Ｈ２ＳＯ４：Ｈ２Ｏ２）
中で洗浄する。この方法は、金および白金では好結果で用いることができるが、ホトレジ
ストおよび多くの金属には適合しない。第３の方法では、支持格子を洗浄液（例えば、Ｉ
ＣＮ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ社（オハイオ州アウロラ）の７Ｘ洗浄液、１：４に希釈）
中で煮沸する。この方法は、ホトレジストには適合せず、また、単独使用ではあまり効果
的ではない。第４の方法では、支持格子を気体プラズマ（例えば、アルゴンまたは酸素）
中で削る。この方法は、第３の方法と組合わせた場合に最も効果的であるが、単独で用い
ることができ、本明細書に記載された方法でホトレジストとの使用に好適な唯一の方法で
ある。
【００７４】
　　Ｃ．　支持二重層空間の作製
　このような洗浄／削り取り／処理工程の後に、前記格子をチャンバーに入れ、選択され
た脂質から形成され、また（場合によっては）選択されたタンパク質または他の生体分子
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を含有するベシクルまたはリポソームの懸濁液を、各二重層適合性面領域に接触させる。
懸濁液中のベシクルは一般に、二重層適合性面領域と１分以下で融合して、支持二重層膜
を形成する（Ｘｉａら、１９９６年；Ｇｒｏｖｅｓら、１９９６年）。二重層が形成し、
前記格子が大量の水性物質で満たされる前に、実質的な蒸発を可能にするほど脂質懸濁液
の小滴容量が、十分に小さい（例えば、＜約５μｌ）適用においては、加湿チャンバーを
用いることが好ましい。
【００７５】
　リポソームは、Ｓｚｏｋａ，Ｊｒ．ら（１９８０）に詳述されているものなどの種々の
方法によって調製できる。本発明の作製に有用なリポソームの形成に用いられる脂質成分
は、少なくとも７０パーセントのベシクル形成脂質を含有することが好ましい。一般的な
一実施形態において、前記二重層は、実施例１に記載されているとおりに形成される。
【００７６】
　上記で検討したように、前記支持二重層は、前記支持二重層膜に付着した、またはその
中に組み込まれたペプチド、核酸、因子などの他の生体分子のレセプターを含有し得る。
「誘導体化」リポソームまたはタンパク質などの付加部分を含有するリポソームを用いて
、このような「修飾」二重層を製造する方法は周知である（例えば、Ｚａｌｉｐｓｋｙ，
１９９５年；Ａｌｌｅｎら、１９９５年、ならびに米国特許第６，６０５，６３０号、米
国特許第４，７３１，３２４号、米国特許第４，４２９，００８号、米国特許第４，６２
２，２９４号および米国特許第４，４８３，９２９号を参照）。下記で幾つかの例を検討
する。
【００７７】
　このような誘導体化リポソームの調製に好適な方法の１つは、前形成リポソーム内への
ポリマー脂質結合体の拡散に関係する。この方法では、リポソームを前記のように、ベシ
クル形成脂質から調製し、前形成リポソームを、ポリマー脂質結合体のミセルの濃縮分散
液を含有する溶液へ加える。次にこの混合物を前形成リポソーム内へのミセル脂質の挿入
達成に効果的な条件下でインキュベートする。
【００７８】
　他の方法において、生体分子を下記の結合反応により脂質に結合させて、生体－脂質結
合体を形成する。この結合体を、以下に記載されるように、リポソーム形成のために脂質
溶液に加える。他の方法においては、生体分子の共有結合のために活性化したベシクル形
成脂質を、リポソーム内へ組み込む。形成したリポソームを生体分子に曝露し、活性化脂
質への生体分子の結合を達成する。さらに、内在性膜レセプターまたはタンパク質を含有
するリポソーム作製に特に好適な他の方法においては、下記のとおり、リポソームを単に
、そのようなタンパク質の存在下で形成し、「プロテオリポソーム」を作製する。
【００７９】
　生体分子とベシクル形成脂質から構成される結合体を調製するために種々の方法が利用
できる。例えば、アミン含有生体分子を、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドの活性化エステ
ルを含有するように誘導体化されている脂質と反応させることにより、水溶性のアミン含
有生体分子をホスファチジルエタノールアミンなどの脂質に共有結合させることができる
。
【００８０】
　他の例として、生体分子、特にタンパク質などの大型生体分子を、報告された方法に従
って脂質に結合できる。方法の１つは、脂質、典型的にはリン脂質上のアルデヒド基と生
体分子上の第一級アミノ酸との間のシッフ塩基形成に関係する。前記アルデヒド基は、脂
質の過ヨウ素酸塩酸化によって形成されることが好ましい。酸化剤を除去した後の結合反
応は、Ｈｅａｔｈ（１９８１）によって記載されたとおり、ジチオトレイトールなどの還
元剤の存在下で実施される。この方法に好適な典型的なアルデヒド－脂質前駆体として、
ラクトシルセラミド、トリヘキソシルセラミン、ガラクトセレブロシド、ホスファチジル
グリセロール、ホスファチジルイノシトールおよびガングリオシドが挙げられる。
【００８１】
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　第２の一般的な結合方法は、チオール含有生体分子に適用でき、脂質と生体分子との間
のジスルフィド結合またはチオエーテル結合の形成に関係する。ジスルフィド反応におい
ては、ホスファチジルエタノールアミンなどの脂質アミンは、生体分子における曝露され
たチオール基と反応できるピリジルジチオ誘導体を含有するように修飾される。このよう
な方法のための反応条件は、Ｍａｒｔｉｎ（１９８１）に見ることができる。Ｍａｒｔｉ
ｎ（１９８２）によって記載されたチオエーテル結合法は、Ｎ－（４）Ｐ－マレイミド－
フェニル（ブチリル）ホスファチジルエタノールアミンなどのスルフヒドリル反応性リン
脂質を形成し、この脂質をチオール含有生体分子と反応させることによって実施される。
【００８２】
　生体分子を脂質と反応させるための他の方法は、生体分子をＮ－ヒドロキシスクシンイ
ミドの活性化エステルを含有するように誘導体化されている脂質と反応させることに関係
する。この反応は、典型的には、デオキシコール酸塩などの緩和な洗浄剤の存在下で実施
される。上記の反応のように、この結合反応は、リポソーム内への脂質の組み込み前に実
施されることが好ましい。短いスペーサーアームによる生体分子のリポソームへの結合方
法は、米国特許第４，７６２，９１５号などに記載されている。一般に、スペーサーアー
ムへの部分の結合は、ベシクル形成脂質、典型的には、ジステアロイルホスファチジルエ
タノールアミン（ＤＳＰＥ）を、親和性部分の結合に反応性の末端基を有するポリエチレ
ングリコール（ＰＥＧ）などの親水性ポリマーにより誘導体化することによって達成でき
る。活性化ＰＥＧ鎖に対するリガンドの結合方法は、当業界に記載されている（Ａｌｌｅ
ｎら、１９９５年；Ｚａｌｉｐｓｋｙ、１９９２年ａ；Ｚａｌｉｐｓｋｙ、１９９２年ｂ
；Ｚａｌｉｐｓｋｙ、１９９３年；Ｚａｌｉｐｓｋｙ、１９９４年）。これらの方法にお
いて、ｍＰＥＧの不活性な末端メトキシ基は、共役反応に好適な、アミノ基またはヒドラ
ジド基などの反応性官能基と置換される。末端官能化ＰＥＧは脂質、典型的にはＤＳＰＥ
と結合する。
【００８３】
　官能化ＰＥＧ－ＤＳＰＥ誘導体は、リポソーム形成に用いられ、所望のリガンド（すな
わち、生体分子）は、リポソーム形成の前または後に、ＰＥＧ鎖の反応性末端に結合する
。
【００８４】
　タンパク質などの生体分子を支持脂質二重層に結合する他の方法は、アミノ酸、ヒスチ
ジンの側鎖と膜表面に固定された二価の遷移金属イオンとの間の特異的相互作用によるも
のである（Ｍａｌｉｋら、１９９４年；Ａｒｎｏｌｄ、１９９１年）。この方法は、例え
ば、種々のタンパク質およびペプチドを脂質単層に結合するために用いられている（Ｓｈ
ｎｅｋら、１９９４年；Ｆｒｅｙら；１９９６年；Ｓｉｇａｌら、１９９６年）。簡略に
述べると、二重層表面に固定されているリガンドまたはレセプターをコードするｃＤＮＡ
を、前記リガンドまたはレセプターがその末端の一方（例えば、Ｃ末端）にポリヒスチジ
ン（例えば、ヘキサヒスチジン）タグを含有するように設計する。前記二重層は、金属キ
レート化部分（例えば、銅キレート化部分または脂質（Ｓｈｎｅｋら、１９９４年；Ｆｒ
ｅｙら；１９９６年））から形成されるか、またはそれによって誘導体化され、発現した
Ｈｉｓ－タグ化タンパク質は、支持二重層を生成するために用いられるベシクルと共に、
または支持二重層それ自体と共にインキュベートする。
【００８５】
　選択された生体分子を支持二重層に結合するために、特異的高親和性分子相互作用もま
た使用し得る。例えば、二重層空間を、ビオチン化脂質（例えば、オレゴン州ユージーン
所在のＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓより入手可能）およびアビジンに結合またはカ
ップリングした生体分子を含むように形成し得るか、またはストレプトアビジンが、ビオ
チン部分を介して二重層に結合し得る。また、生体分子は、グリカン－ホスファチジルイ
ノシトール（ＧＰＩ）を介して支持脂質二重層に結合し得る。結合されるタンパク質は、
ＧＰＩ結合を含有するように遺伝子設計できる（Ｃａｒａｓら、１９８７年；Ｗｈｉｔｅ
ｈｏｒｎら、１９９５年）。遺伝子内へのＧＰＩ結合シグナルの組込みにより、前記タン
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パク質は、細胞によって翻訳後修飾され、シグナル位置にＧＰＩ結合が生じる。このタイ
プの変化は、一般的に本明細書に記載されているものなどのタンパク質の分子認識特性に
影響を与えないことは理解されるであろう（Ｌｉｎら、１９９０年；ＭｃＨｕｇｈら、１
９９５年；Ｗｅｔｔｓｔｅｉｎら、１９９１年）。
【００８６】
　１つの簡便な方法は、関心対象のタンパク質をコードしているｃＤＮＡ配列を、標準的
な分子生物学の方法と操作を用いて、ＧＰＩ結合シグナルを含有しているベクター内へク
ローン化することである（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、１９８８年；Ｓａｍｂｒｏｏｋら
、１９８９年を参照）。ベクターの一例は、修飾ポリリンカーおよびヒト胎盤のアルカリ
ホスファターゼ（ＨＰＡＰ）ＧＰＩ結合シグナルを含有する、Ｗｈｉｔｅｈｏｒｎら（１
９９５）に記載されたｐＢＪ１Ｎｅｏ誘導体である。他の好適なベクターは、ｐＢＪ１Ｎ
ｅｏ（Ｌｉｎら、１９９０年）である。次に前記構築体を、電気穿孔（例えば、約０．２
３ｋＶ／９６０μＦの設定を用いて）などの標準的なトランスフェクション法を用いて、
好適な宿主細胞（例えば、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞）内へ形質移入す
る。形質移入された細胞を、例えば、関心対象のタンパク質に向けた抗体により、蛍光活
性化細胞分類（ＦＡＣＳ）を用いて選択する。
【００８７】
　高度に表面発現した形質移入ＣＨＯ細胞を培養液中で増殖させる。ＧＰＩ結合タンパク
質を、例えば、洗浄剤抽出（Ｓｃｈｉｌｄら、１９４４年）により細胞膜フラクションか
ら精製する。簡略に述べると、殆どのコンフルエントな融合性ＣＨＯ細胞を、プロテイナ
ーゼおよびホスファターゼ阻害剤のカクテルを含有するＰＢＳにより培地のない状態に洗
浄する。前記細胞を、０．５％のＮＰ４０を含有する同じ緩衝液中、氷上で溶解する。核
と細胞破片をスピンアウトし、上澄液を抗体アフィニティカラム上に乗せる。
【００８８】
　次に前記洗浄剤をカラム上、１％オクチルグルコシド（ＯＧ）に交換し、タンパク質を
１％ＯＧを含有する塩基（ｐＨ　１１．５）によって溶出する。溶出後、タンパク質を中
和化溶出緩衝液中に貯蔵するか、または前記緩衝液をＰＢＳ中ＯＧに交換する。次に精製
したＧＰＩ－結合タンパク質、または他の任意の所望のタンパク質またはレセプターを下
記のとおり、プロテオリポソーム中へ組み込むことができる。
【００８９】
　選択された膜タンパク質を含有するプロテオリポソームは、標準的な方法を用いて、例
えば、Ｓａｄｌｅｒら（１９８４）によって記載されたプロトコルを用いて調製し得る。
この方法では、組替えレセプタータンパク質を好適な緩衝液（例えば、１０ｍＭトリスｐ
Ｈ　８．０、０．１％　ＬＤＡＯ緩衝液）中、例えば、ＤＥＡＥイオン交換カラムまたは
Ｃｅｎｔｒｉｃｏｎ濃縮器（Ａｍｉｃｏｎ社、マサシューセッツ州ビバリー）を用いて濃
縮する。所望の場合は、前記塩濃度を透析により、所望の値（例えば、１００ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ）に調整できる。
【００９０】
　次に、濃縮したレセプタータンパク質を、例えば、小型の円錐底バイアル中、攪拌しな
がら小型単層ベシクル（ＳＵＶ；下記のとおり調製；場合によっては、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅ
ｄなどの脂質標識をつけて）の懸濁液へ加え、選択された最終的なタンパク質：脂質のモ
ル比とする。前記比は、一般的に、約１：１００から１：１０００の間であり、好ましく
は、約１：３００から１：５００の間である。一実施形態において、前記比は、１：３５
０である。
【００９１】
　上記のＧＰＩ結合タンパク質の場合、約１００ｎＭの濃度のタンパク質を、ＴＮ　２５
／５０中、１ｍＭの脂質濃度で、総ＯＧ濃度が、好ましくは０．１５％を超えずに、ＳＵ
Ｖと混合する。洗浄剤は、４℃で１リットルＴＮ２５／５０の３回の交換に対して透析に
より除去できる。透析後、脂質濃度は、４６５ｎｍにおけるＮＢＤ－ＰＥ吸収を用いて測
定でき、０．２ｍｇ／ｍｌに調整する。
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【００９２】
　あるいは、前記サンプルを、脂質吸着を最少化するためにＳＵＶにより予め平衡化した
セファロースカラム（例えば、Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＣＬ－４Ｂ（Ｓｉｇｍａ）カラム）
上で操作でき、フラクションを採取する。プロテオリポソームフラクションの吸収スペク
トルを測定し、脂質標識の吸収ピークを用いて、真のタンパク質：脂質のモル比を算出す
る。典型的には、フラクション中のタンパク質：脂質のモル比は、約１：３００で始まり
、約１：１０００～１２００で終わる単調な減少をたどる。約１：５００以下のモル比を
有するフラクションのみが、一般に平面支持二重層の作製に用いられる。モル比のより高
いフラクションは、常に均一な平面二重層を形成するとは限らないからである。
【００９３】
　ＩＶ．　適用
　Ａ．　バイオセンサー
　一態様において、本発明は、表面検出アレイデバイスを有するバイオセンサーを含む。
前記検出アレイデバイスは、（ｉ）１つ以上の二重層バリア領域によって分離された複数
の異なった二重層適合性面領域を規定している表面を有する基体、（ｉｉ）前記基体表面
を覆っている大量の水相、（ｉｉｉ）各二重層適合性面領域上に維持された脂質二重層空
間、および（ｉｖ）各二重層適合性面領域と、対応する脂質二重層空間との間に挟まれた
水性薄膜を含んでなり、各二重層空間はレセプターまたは生体分子の一種を含有し、異な
った二重層空間は、レセプターまたは生体分子の異なった種類を含有する。前記レセプタ
ーまたは生体分子は、各脂質二重層空間へまたは、その中に固定されている。脂質空間中
のレセプターに対する特定のリガンドの特異的結合は、光学的または電気的検出などの種
々の公知のバイオセンサー検出機構のいずれかによって検出される。電気的検出を採用し
ているバイオセンサーにおいては、支持格子は、伝導性の電極および前記デバイスの各ア
レイ要素に対する電導線を含有することが好ましい。前記導線は、典型的には、前記デバ
イスからの延長線または「ピン」として終わっており、これは、プロセッサーに導く接続
ケーブルまたはリボンによりインターフェース接続ができる。前記電極は、二重層適合性
面の少なくとも一部を形成することが好ましく、絶縁物質の細片によって、互いに分離さ
れている。それらは、容量性過渡電流ならびに伝導性電流（持続的または過渡的であり得
る）の検出に使用できる。一実施形態において、前記電極は、二重層適合性面の一部を形
成する。他の実施形態において、その構成は実施例５に詳述されているが、前記電極は、
二重層適合性面のすぐ下に位置する。すなわち、電極表面は、低温成熟酸化物（例えば、
ＳｉＯ２）などの材料の薄層で被覆され、それが二重層適合性面を形成する。この層が絶
縁性材料である実施形態において、イオン輸送レセプターに対するリガンド結合により生
じた容量性過渡電流の検出を可能にするために、その厚さは、約１μｍ未満であることが
好ましい。バイオセンサーと共に使用する上で好適な表面検出アレイデバイスの構造部分
の一実施形態は、上記のとおり、図４に示されている。
【００９４】
　前記デバイスは、各アレイ要素からのシグナルを貯蔵および/または解析するプロセッ
サーにより接続するか、またはプロセッサーによりインターフェース接続される。次にプ
ロセッサーは、データをコンピュータメモリー（ハードデスクまたはＲＡＭ）へ転送し、
そこからさらにそのデータは、さらに解析し、プリントおよび／または結果を表示するた
めに、ソフトウェアプログラムとともに使用できる。
【００９５】
　独立して処理できるレセプター含有脂質二重層領域のアレイを採用しているバイオセン
サーは、以前から利用できるバイオセンサーよりも、多数の利点を有している。例えば、
二重層膜流動性は、本発明のデバイスに生きた細胞の表面特性に類似した表面特性を与え
る（例えば、Ｃｈａｎら、１９９１年；Ｔｏｚｅｒｅｎら、１９９２年）。１つの特に注
目すべき試験セットにおいて、支持膜に組み込まれた精製主要組織適合性複合タンパク質
は、再処理された抗原のヘルパーＴ細胞に対する提示において、抗原提示細胞を効果的に
交換できることが示された（ＭｃＣｏｎｎｅｌら、１９８６年；ＷａｔｔｓおよびＭｃＣ
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ｏｎｎｅｌ、１９８７年）。
【００９６】
　１．　検出法。レセプターベースのバイオセンサーは、バイオセンサー上の「レセプタ
ー」生体分子に対する選択された分析物の特異的結合を検出することによって働く。本発
明は、細胞膜に類似した流動性二重層を採用しているため、事実上、任意の膜貫通型、膜
固定または膜会合のタンパク質、炭水化物、脂質、核酸または他の生体分子をレセプター
として用いることができる。レセプターは、表面検出器アレイデバイスの二重層空間を生
成させるために用いられる脂質ベシクル内に組み込まれる。レセプターに対するリガンド
の結合は、典型的には光学的にまたは電気的／電気化学的に検出される。
【００９７】
　光学的検出法としては、エリプソメトリー（Ｃｏｒｓｅｌら、１９８６年；Ｊｏｅｎｓ
ｓｏｎら、１９８５年；ＶｒｏｍａｎおよびＡｄａｍｓ、１９６９年）、光通信（Ｎｅｌ
ｌｅｎおよびＬｕｋｏｓｚ、１９９０年）および表面プラスモン共鳴（ＳＰＲ、Ｃｕｌｌ
ｅｎら、１９８８年；Ｌｉｅｄｂｅｒｇら、１９８３年）が挙げられる。ＳＰＲは、リア
ルタイムの分子相互作用モニタリングに特に有利であり、分子間結合相互作用の程度の高
感度で包括的な分析を可能にする。
【００９８】
　このアプローチにおいて、支持格子は、二重層バリア領域によって分離された伝導性領
域（例えば、金）のアレイよりなる支持格子を作製することによって製造される。次に、
非常に薄いポリマーフィルム（例えば、ポリアクリルアミドまたはデキストラン；Ｅｌｅ
ｎｄｅｒら、１９９６年；Ｋｈｕｅｎｅｒら、１９９４年）、を伝導性領域に蒸着させ、
二重層適合性面を形成する。Ｋｈｕｅｎｅｒら（１９９４）は、３－メタクリル－オキシ
プロピル－トリメトキシ－シラン（ＭＰＴＳ；Ｓｅｒｖａ、ドイツ国ハイデルベルグ）に
よる、表面へのポリアクリルアミドのカップリングを記載している。
【００９９】
　選択された分子を含有する二重層を記載されたとおり蒸着させ、レセプターが点在した
脂質空間のアレイを含有する表面上を溶液が通過することを可能にするセル内に二重層含
有支持格子を入れる。前記格子を発光ダイオード（ＬＥＤ）により、ある角度で照射し、
反射光を光検出器で分析する。入射光と金層との相互作用により生じた一時的電場により
、反射光は、レセプターから約１μｍ（λ＝７６０ｎｍ）媒体中へ延長している層の環境
に対して高感度である。レセプターに対するリガンド結合によって生じるようなレセプタ
ーの環境における変化は、反射のある特定の角度（共鳴角度）における反射率強度の変化
として検出される。
【０１００】
　容量検出またはインピーダンス分析もまた使用できる。ここでは電極を、二重層適合性
面領域の各々の中に組み込み、「基底」電極を大量水相の中に置く。選択されたアレイ要
素にわたって供給される選択された電圧波形を発生させるために、変動周波数機能発生器
からの電圧を用いる。電圧のピークからピークの振幅は、典型的には約１０Ｖの位数にあ
るが、それより相当小さくできる。周波数の範囲にわたって電圧をかけ、標準的なシグナ
ル処理法を用いて、シグナル周波数の関数としての測定電流から容量を決定する。支持二
重層の容量測定およびインピーダンス分析の適用例は、例えば、Ｓｔｅｌｚｌｅら、（１
９９３）およびＳｔｅｌｚｌｅおよびＳａｃｋｍａｎｎ（１９８９）で検討されており、
双方とも参照として本明細書に組み込んである。
【０１０１】
　他の検出方法は、参照として本明細書に全て組み込んであるＧｉｔｌｅｒら、１９９３
年；Ｏｓｍａｎら、１９９３年；Ｔａｙｌｏｒら、１９９３年；Ｃａｓｅら、１９９４年
；およびＴｏｍｉｃｈら、１９９４年などの、バイオセンサーに関する米国特許において
検討されている。
【０１０２】
　２．　バイオセンサーの作製



(21) JP 4493496 B2 2010.6.30

10

20

30

40

50

　表面検出アレイデバイスを（ｉ）二重層空間を作製するために使用されるベシクルが、
典型的には、所望のレセプターまたは生体分子を含有すること（このレセプターまたは生
体分子は二重層が形成された後にも導入され得るが）および（ｉｉ）異なったアレイ要素
は、典型的には、異なったベシクル懸濁液によって作製されることを除いては、本質的に
上記のとおりに製造される。
【０１０３】
　被検物の選択性は、各アレイ要素の支持二重層内に存在する異なったタイプのレセプタ
ーにより、異なったアレイ要素に与えられる。このような別個の二重層は異なった生体分
子またはレセプターを含有するリポソームまたはプロテオリポソームを用いて形成し得る
。このようなデバイスを作製する簡便な方法は蒸発による流体の損失を排除するために、
加湿チャンバー内に入れてあるデバイスの異なった区画に、所望のリポソーム懸濁液のミ
クロ小滴を沈着させることである。
【０１０４】
　単一のミクロ組立て支持格子上に、異なった組成の二重層を形成するために、当業界で
公知の幾つかの方法のいずれかを用いることができる。１つの好適な方法では、加湿チャ
ンバー内のデバイスの個々の二重層適合性面領域上に、選択されたベシクル懸濁液を含有
するミクロ小滴を沈着させるために改造インクジェット印刷装置（Ｂｌａｎｃｈａｒｄら
、１９９６、参照として、本明細書で援用される）を使用する。前記装置のインクジェッ
トプリントヘッドは、ベシクル含有懸濁液の小滴（例えば、直径が約１００μｍ）を高密
度アレイフォーマット内に送達するために改造される。隣接小滴は、互いに３０μｍの近
さで沈着できる。このような適用におけるバリアは、典型的には、隣接小滴間の最小分離
距離（すなわち、約３０μｍ）の位数にある幅を有するが、特定の適用においては、より
大きいまたはより小さいこともあり得る。
【０１０５】
　もちろん、ベシクル懸濁液は、標準的なミクロピペット法（すなわち、ミクロ操作器に
接続したホルダー内のミクロピペット）を用いても沈着され得る。ミクロ操作器は、より
高い精度と効率のため、電動駆動装置により制御され得る。このような駆動装置ならびに
ミクロ操作器は、例えば、Ｎｅｗｐｏｒｔ社（カリフフォルニア州アーバイン）および米
国Ｎａｒａｓｈｉｇｅ社（ニューヨーク州グリーンベール）から商品として入手できる。
次にこの駆動装置は、完全自動操作のため、マイクロコンピュータによって制御され得る
。全体の過程は所望の場合、解剖顕微鏡などの従来の顕微鏡を用いてモニターできる。好
適なミクロピペットは、Ｎａｒａｓｈｉｇｅから入手できるプラーなどの標準的なミクロ
ピペットプラーを用いて作製できる。
【０１０６】
　前記ピペットの先端は、１ミクロン未満から数百ミクロン以上の範囲の開口直径を有す
るように作製できる。ピペットの背部は、ベシクル懸濁液の所望の容量を分配するための
標準的なミクロ注射ポンプセットに接続できる。
【０１０７】
　ベシクル懸濁液を含有する小滴は、形成できる本質的に全ての膜に形成させるために、
数分間、基体格子上にインキュベートする。次に、好適な大量の水相が、二重層膜の上に
確立するまで、前記格子を水溶液に浸す。有意に前記二重層を乱すことなく、前記格子を
浸す簡便な方法は、前記表面が、前記格子の最上部と同一平面になり、しかも、区画が初
めに沈着させた小滴を依然として含有している状態まで、チャンバー内の水性物の水位を
上げることである。次に、小滴が、水性溶液の均一なフィルムへと合体するまで、格子の
最上部を、水溶液の細かいミストに曝露させる。次に、格子上に大量水相の所望の容量を
達成するまで、溶液の水位を上げる。
【０１０８】
　３．　バイオセンサーの使用。上記のバイオセンサー表面検出器アレイデバイスを採用
しているバイオセンサーは、リガンドの複雑な混合物を含有している溶液中の低濃度の生
物活性被検物またはリガンドを検出するために使用できる。このような方法において、前
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記表面検出器アレイデバイスは、異なったアレイ位置における二重層空間内の異なったレ
セプターによって構成される。シグナル変動を制御するため、幾つかの異なったアレイ要
素が、同じタイプのレセプターを含有し得る。同様に、正および／または負の制御を目的
として、指定されたアレイ要素を使用し得る。
【０１０９】
　次に、レセプターアゴニストのような選択されたリガンドの存在に関して、バイオセン
サー表面検出器アレイデバイスを、分析すべきリガンドの混合物を含有している水溶液に
接触させるが、この接触は、この装置の大量の水溶液部分によって行われる。言い換える
と、試験すべき混合物を、前記デバイス上で洗浄し、大量水性部分を交換する。選択され
たリガンドが、あるレセプターに特異的に結合すると、その結合が、好適な検出方法によ
って検出される。例えば、少なくとも１つのアレイ要素の脂質空間内に組み込まれたアセ
チルコリン（Ａｃｈ）レセプター（ＡｃｈＲ）を含有するアレイ装置を用いているＡｃｈ
の存在に関するアッセイでは、ＡｃｈＲに対するＡｃｈの結合が、ＡｃｈＲを含有する要
素における膜内外の電圧または電流の変化として検出される。
【０１１０】
　　Ｂ．　生物活性スクリーンのための基体
　上記のバイオセンサー適用に関する一実施形態において、本発明のデバイスを、化合物
の生物活性スクリーンにおいて使用されるレセプターのアレイを保持する基体として採用
できる。特に、多数の化合物ライブラリーの高スループットスクリーンは、典型的には引
き続く生物活性試験に関して、候補となる化合物を迅速に同定するために、スピードと効
率に関して最適化される。このような生物活性試験が、例えば、イオンチャンネルアゴニ
スト、またはアンタゴニスト活性に関するアッセイに関係している場合、試験は、標的イ
オンチャンネルまたはレセプターを発現している個々の細胞の電気生理学的測定（例えば
、パッチクランピング；例えば、Ｈａｍｉｌｌら、１９８１年を参照）を用いて、一時期
に１つの化合物が１人の科学者によって行われることが多い。このタイプの分析は、各化
合物に関して、詳細で高品質のデータを提供するが、多数の化合物を生物活性に関してア
ッセイすべき時は、時間がかかり非効率的である。本発明の装置は、高スループットスク
リーンにおいて同定された化合物の生物活性を評価する二次スクリーンにおいて使用でき
、科学者が、真に関心対象の化合物に集中することを可能にする。このデバイスは、本質
的にはバイオセンサーに関して上に記載されるとおりに作製される。同じタイプの結合検
出体系を採用し得るが、イオノトロフィックレセプターまたはイオンチャンネルについて
の生物活性に関して化合物をアッセイする場合は、典型的には光学的検出よりも電気的検
出が好ましい。
【０１１１】
　アレイ要素の各々に電極を使用している電気的検出を採用しているデバイスでは、水の
薄膜が二重層から電極を分離しているため、例えば、電圧依存性イオンチャンネルを活性
化するために、二重層膜にわたって電場をかけ得ることは理解されるであろう。これによ
り、チャンネルが本来の静止状態以外の状態（例えば、活性化または不活化状態）の場合
にのみ、チャンネルに結合する化合物をスクリーニングすることが可能になる。
【０１１２】
　関連した実施形態において、本発明のデバイスは、化合物のライブラリー（例えば、組
合わせ小型分子ライブラリー、組合わせペプチドライブラリーまたは組合わせ核酸ライブ
ラリーなどの組合わせ生物学的ライブラリー、または本発明の方法を用いて採用され得る
化合物の任意の他のタイプのランダムまたは非ランダムな群）を保持するための基体とし
て使用される。二重層空間は、実施例１に詳述されているように、一般的な大量のベシク
ル懸濁液から支持格子上に沈着され、次に各二重層空間を、例えば、このアプローチが、
ペプチドが、流動性膜の限定された区画の表面に表示される形態において、空間的に処理
できる分子ライブラリー（例えば、ペプチドライブラリー）を生じる光方向づけ合成（Ｆ
ｏｄｏｒら、１９９１年）の使用である場合、上記１つの適用で詳述した方法の１つを用
いて、選択された生体分子によって誘導体化する。ここでは、ペプチド配列が、アレイ内
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のその位置によって規定されていることを除けば、これはファージ表示にいくらか類似し
ている。このようなライブラリーは、前記膜によって提供される天然様表面による細胞ス
クリーニングにとって特に有用であり得る。
【０１１３】
　　Ｃ．　高密度の膜タンパク質による領域形成
　本発明は、非常に高密度の膜タンパク質の領域により支持二重層を形成する方法も含む
。上述のように、タンパク質含有ベシクルまたはプロテオリポソームは、典型的には、約
１：５００以下のタンパク質：脂質のモル比でのみ形成することができ、より高いモル比
を有するベシクルは、均一な平面二重層を一貫して形成することはない。したがって、支
持二重層を形成するために、単にタンパク質含有ベシクルを表面と融合させることによっ
ては、脂質二重層におけるタンパク質の高密度アレイは形成できない。
【０１１４】
　しかし、実施例３および図３に示されるように、支持二重層が、二重層バリア領域によ
って囲まれた囲いの中に形成され、電場に供されるならば、膜タンパク質を非常に高密度
の領域に濃縮できる。この結果は、例えば移動焦点を三角形の囲いの頂点にすることによ
り増幅できる。
【０１１５】
　前記タンパク質を濃縮した後、それらを、構造決定のための回折試験など、引き続く適
用に使用することができる。所望の場合、電場誘導濃縮グラジエントの高密度タンパク質
領域を、標準的な架橋法（例えば、グルタルアルデヒドによる処理）を用いて、タンパク
質を架橋することにより「凍結」できる。
【０１１６】
　　Ｄ．　レセプターのサイズおよび／または凝集を測定する装置
　本発明の他の態様は、前記支持二重層内に統合されたまたは結合した生体分子に係る分
類装置に関する。前記分類装置は、前記二重層バリア面領域を、異なった区画へと表面を
区画分けするために使用するのではなく、前記装置の一端から他端までの、徐々に小さく
なる「開口」を有する２次元のふるいとして作用させるために使用する。本発明のこの態
様の構造部分の一実施形態を図５の平面図に示している。ここで、装置７０の構造部分は
、全側面が二重層バリア領域７６に接している二重層適合性領域を規定している基体表面
７４を有するウェーハ７２から形成される。前記二重層適合性領域はまた、二重層バリア
面領域を規定している複数の実質的に平行な破線７８によって中断されている。前記の線
における隙間は分子の大きさであり、この装置の一端８０から反対の端８２に進むにつれ
て徐々に小さくなっていく。電極８４、８６は、この装置の端近くに位置しており、ワイ
ヤ９０、９２によって、電圧源８８に接続されている。
【０１１７】
　前記装置は、膜会合分子をサイズによって分類するために使用される。種々のサイズを
有する同様に荷電した分子の混合物を、周囲を囲っている二重層バリア領域および最大の
隙間を有する破線により形成されたウェル内に入れる。電圧源を両極性で入れ、荷電生体
分子を、連続的バリアの徐々に小さくなる隙間を通して、前記分子の通過には小さすぎる
隙間を有するバリアにより「下流」側に規定されたウェル内のサイズにしたがって捕捉さ
れるまで移動させる。
【０１１８】
　関連した適用において、二重層バリア領域は、バリアの均一な、または等級化されたア
レイまたはネットワークを提供するために調整され、電気穿孔された膜分子は、アレイを
通る移動時間に基づいて分類される。ここで、分離方法は、より小さな分子が、より大き
な分子よりも速く移動するアガロースまたはポリアクリルアミドゲルなどのゲルにより得
られる方法と同様である。
【０１１９】
　本発明の他の態様において、前記バイオセンサーアレイは、アレイにおける１つ以上バ
イオセンサーが、そのバイオセンサーアレイ内に存在する残りの他のバイオセンサーと異
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なった二重層組成を有する複数のバイオセンサーをさらに含んでなる。生じたグラジエン
トバイオセンサーアレイは、各バイオセンサー上の二重層組成物の局所的濃度に関して、
バイオセンサーアレイにわたって、少なくとも１次元または２次元のグラジエントを形成
する。グラジエントの最初の形成時には、いずれか１つの特定のバイオセンサーにまたが
ってサブグラジエントが存在し得るが、このようなサブグラジエントは、各二重層の下に
位置する特定の二重層適合性領域によって捕捉された脂質二重層領域の範囲内で迅速に均
一化する。
【０１２０】
　上記で検討したように、脂質ベシクルを含有する脂質二重層形成組成物が、１つ以上の
二重層バリア領域によって囲まれた二重層適合性領域に接触すると、前記ベシクルは、各
々二重層適合性領域面において融合して、その上に連続的な二重層空間を形成する。各二
重層空間は、二重層バリア領域の存在によって、互いに分離されているため、各領域上に
支持され生じた空間は、互いに二次元マトリックス隔離の状態にある。その結果、二重層
適合性領域上の異なった、しかし、隣接した二重層空間の組成物は、それらがごく近位に
あるにも係らず異なったままとなる。このような結果により、複数の異なったバイオセン
サー領域を有し、各領域が、その隣接二重層空間に対して明らかに異なった二重層組成を
有するバイオセンサーアレイを、迅速に確かに創製することを使用者に可能にさせる予期
しない利益が提供される。本節の目的に関し、二重層組成物は、二重層自体の化学的成分
および脂質二重層形成ベシクルとして送達中に脂質誘導できる、例えば、レセプターサブ
ユニット、種々のレセプター、他の細胞膜連絡因子などの任意の他の成分の双方を意味す
る。レセプターサブユニットの異なる比は、この方法を用いて「力価決定」され得る。ま
た、この方法は、二重層形成成分、例えば、種々のリン脂質の異なった比を作成するため
に使用できる。
【０１２１】
　グラジエントバイオセンサーアレイは、異なった各組成物が、各々の二重層適合性領域
内に留まり、１つ以上の二重層不適合性領域により、他の異なった二重層組成物含有二重
層適合性領域から分離されるように、バイオセンサーアレイ内で異なった二重層組成物を
、異なった二重層適合性領域に接触させることによって創製し得る。１つの方法として種
々の二重層形成組成物を１つ以上の二重層バリア領域によって互いに分離された複数の二
重層適合性領域を各々が含有するバイオセンサーアレイの種々の区域に選択的に接触させ
て、そのような区域内で同一の組成物を有するが、バイオセンサーアレイ内の他の区域と
は異なっている複数の二重層適合性領域を各々が含有する複数の種々の区域を有するバイ
オセンサーアレイを生じることが挙げられる。
【０１２２】
　グラジエントは種々の方法において形成できる。例えば、簡単な２次元グラジエントは
、毛細管などの小直径穴あき導管を通して、互いに流体連絡している少なくとも２つの容
器から混合物を引き出すことによって形成できる。最も簡単な形態においては、並んで置
かれた２つのボトルを小さな穴あきサイフォン管によって連絡でき、２ボトルシステムの
うちの一方から他の管によりポンプ吸出し、またはサイフォン作用によって流体を除去で
きる。各ボトルが、グラジエントを形成する異なった濃度の成分を含有する。高濃度また
は低濃度のどちらのボトルから引き出されるかによって、２ボトルシステムが作製される
時に、高から低または低から高の流出液グラジエントが形成される。次にこの流出液を、
幅の広がった薄いプロフィルのノズルに通して、バイオセンサーアレイの表面を被覆する
。このノズルに対して、アレイを横に動かすことによって、バイオセンサー表面にわたっ
て、混合物のグラジエントが形成される。グラジエント形成装置は、例えば、各々が参照
として本明細書で援用される米国特許第３，８４０，０４０号、米国特許第４，０７４，
６８７８号、および米国特許第４，９６６，７９２号に見られるように、当業界に公知で
あり、それらを本発明に従って、さらに改造してグラジエントバイオセンサーアレイ形成
装置を得ることができる。
【０１２３】
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　本発明のさらに他の態様では、複数の脂質二重層適合性領域を有し、各適合性領域が、
１つ以上の二重層バリア領域によって囲まれているバイオセンサーアレイを提供する工程
、２つ以上の異なった脂質二重層組成物を担持したグラジエント形成デバイスであって、
表面上にスポットを形成するためのスポット形成デバイスと流体連絡している前記グラジ
エント形成デバイスを提供する工程、バイオセンサーアレイ製品を保持し、移動するため
の多軸移動テーブルを提供する工程および１つ以上の二重層バリア領域によって囲まれて
いる複数の二重層適合性領域を有するバイオセンサーアレイ製品を配置する工程、グラジ
エントを形成するグラジエント形成装置から生じる混合脂質二重層組成物のスポットを形
成する工程、少なくとも１つの軸で前記テーブルを移動させながら、形成されたこのよう
な組成物混合物を分配し、それによって異なった連続的な位置に、異なった比率の各脂質
二重層組成物を分配する工程を含んでなる、各領域が、異なった公知の脂質二重層組成物
を有するバイオセンサー領域のアレイを形成する方法が提供される。このように、脂質二
重層組成物のグラジエントは、各組成物の比率に関して形成されるため、このデバイス表
面にわたって、スポット形成デバイスのアウトプットの相対位置をラストスキャンニング
することにより、このようなグラジエントの結果が、バイオセンサーアレイ中に分配され
、それによってバイオセンサーの異なった位置に異なった組成混合物を蒸着させる。
【０１２４】
　本発明のさらに他の実施形態において、一次元のバイオセンサーアレイの表面にわたっ
てグラジエントを形成し得る。グラジエントバイオセンサーアレイを作製するこの方法は
、第１および第２の供給源から、実質的に層流において流出させることによって、含有さ
れている第１および第２の異なった脂質二重層形成組成物、２つの供給源からの２つの異
なった組成物を、混合チャンバーを流れる間、この２つの異なった組成物の層流特性を実
質的に保持する１つの混合チャンバー内で、一緒に混合する工程を含んでなり、各々異な
った組成物の対面している端が、混合して第１の端と第２の端を有するグラジエントを形
成し、第１の組成物に面するグラジエントの第１の端から始まり、他方の第２の組成物に
面するグラジエントの第２の端で終わっている異なった比率の組成物配合をさらに含んで
なり、前記混合チャンバーが、前記アレイの表面にわたって、実質的に層流において前記
グラジエントを分配するように改造されており、グラジエントに含有されている組成物が
、前記アレイの二重層アレイの二重層適合性領域に最初に接触した際に捕捉され、保持さ
れる。他の実施形態は、第１および第２の組成物が、前記アレイに隣接した各々異なった
組成物を含有する複数の供給源によって供給されるバイオセンサーアレイの表面である混
合チャンバーをさらに含んでなり得る。さらに、他の実施形態は、混合チャンバーと流体
連絡している複数の異なった供給元内に含有されている複数の異なった組成物を、さらに
含んでなり得る。
【０１２５】
　本発明によれば、脂質二重層は、アレイにわたって分配された脂質二重層領域の上方に
自然に形成される。例えば、グラジエント混合物は、グラジエント形成デバイスから分配
される際に、このような混合物は、１つ以上の二重層バリア領域によって囲まれている複
数の二重層適合性領域、場合によっては、他の二重層成分を含有する脂質二重層ベシクル
などの混合成分を含有するバイオセンサーアレイと接触し、前記二重層適合性領域に接触
して、各二重層適合性領域には隣接しているが、このような連続的二重層の各々が、二重
層不適合性領域によって互いに分離されて他の連続的二重層領域から不連続になっている
連続的脂質二重層が自然に形成される。各二重層適合性領域に会合している二重層形成引
力は、グラジエント混合物から、二重層適合性領域に最初に存在した瞬間の混合物を捕捉
する働きをし、したがって、グラジエントバイオセンサーアレイの形成時に、二重層適合
性領域に最初に存在したグラジエント混合物とは異なったその後のグラジエント混合物の
存在に係らず、このような二重層適合性領域に最初に存在したグラジエント混合物の混合
物特性を形成し、保持する。一旦、脂質二重層領域が形成されると、その組成は一般に脂
質二重層形成組成物に曝露された場合の変化に影響を受けない。
【０１２６】
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　本発明のさらに他の実施形態において、複数のグラジエント形成デバイスが、１つ以上
の副次的グラジエント形成デバイスと流体連絡しており、第１のグラジエントが、１つ以
上の異なったグラジエントを組合わされて、バイオセンサーアレイをまたがってグラジエ
ント混合物を分配するための分配デバイスと流体連絡している複合的グラジエント形成デ
バイスが形成される。
【０１２７】
　図６は、グラジエントバイオセンサーアレイ形成の平面図を示している。混合デバイス
６０５中、６０３の箇所で、脂質二重層形成組成物Ａ（Ｘ印で示されている）を脂質二重
層形成組成物Ｂ（丸印で示されている）を合わせ、６０７の方向に実質的な層流グラジエ
ント流を形成する。グラフ６１１を指す線６０９によって示された一定の箇所で、混合物
流または流出液の断面プロフィルは、切断面にまたがる各箇所におけるＡとＢ双方の切断
濃度を示すグラフ６１１によって特性化できる。グラフ６１３は、グラジエントバイオセ
ンサーアレイ内の異なった各二重層適合性領域における二重層組成を示している。
【０１２８】
　図７ａ～７ｄは、２組成グラジエントバイオセンサーアレイの形成を示している。図７
ａでは、バイオセンサーアレイ７０１は重力に関して、一端が僅かに上方に偏っている。
図７ｂでは、第１の二重層形成成分７０３、ＴＥＸＡＳ　ＲＥＤ（Ｘ印で示されている）
は、アレイ７０１の表面７０１ａ上に流入し、一方、第２の二重層形成成分７０５、ＮＢ
Ｄ（丸印で示されている）は、表面７０１ａ上に流入する。その結果生じた各成分からの
流れは、矢印７０９ａおよび７０９ｂによって示されるように、アレイ７０１を渡る層流
を形成する。一次元におけるアレイのスペクトル強度分析から回収したデータから図７ｄ
において得られた格子が図７ｃでグラフに描かれている。
【０１２９】
　以下の実施例は、本発明を例示するが、決して本発明を限定する意図はない。
【実施例】
【０１３０】
　材料および方法
　他に指定されない限り、化学物質は、Ｓｉｇｍａ（ミズーリ州セントルイス）または米
国Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ（オハイオ州クリーブランド）から購入した。
【０１３１】
　Ａ．　緩衝液
　　　　標準緩衝液
　１０ｍＭトリス
　１００ｍＭ　ＮａＣｌ（ｐＨ　８．０）
　　　　　リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）
　１０ｘ貯蔵溶液、１リットル
　８０ｇ　ＮａＣｌ
　２ｇ　ＫＣｌ
　１１．５ｇ　Ｎａ２ＨＰＯ４・７Ｈ２Ｏ
　２ｇ　ＫＨ２ＰＯ４

　　　　　ＰＢＳの作業溶液、ｐＨ　７．３：
　１３７ｍＭ　ＮａＣｌ
　２．７ＭＭ　ＫＣｌ
　４．３ｍＭ　Ｎａ２ＨＰＯ４・７Ｈ２Ｏ
　１．４ｍＭ　ＫＨ２ＰＯ４

　　Ｂ．　脂質および標識
　卵由来のＬ－αホスファチジルコリン（卵－ＰＣ）を、Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌ
ｉｐｉｄｓ（アラバマ州アラバスター）より入手した。蛍光プローブＮ（Ｔｅｘａｓ　Ｒ
ｅｄスルホニル）－１，２－ジヘキサデカノイル－ｓｎ－グリセロ－３ホスホエタノール
アミン、トリエチルアンモニウム塩（Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ　ＤＨＰＥ）は、Ｍｏｌｅｃｕ
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ｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（オレゴン州ユージーン）から入手した。
【０１３２】
　　Ｃ．　リン脂質ベシクルの調製
　小型単層ベシクル（ＳＵＶ）類は、卵Ｌ－αホスファチジルコリン（Ａｖａｎｔｉ）を
用いて、Ｂａｒｅｎｈｏｌｚら（１９７７）に概説されたプルトコルに従って調製した。
ホスファチジルコリンを、ＨＰＬＣグレードのクロロホルム（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
）中、１モル％のＴｅｘａｓ　ｒｅｄ　ＤＨＰＥと混合し、真空デシケータ中、一晩乾燥
した。乾燥した脂質をＳｉｂａｔａフィルタユニットを用いてＲａｉｎｉｎ　Ｎｙｌｏｎ
－５５０．４５μｍフィルタを通してろ過した標準緩衝液中、約６ｍｇ／ｍｌに再懸濁し
た。前記懸濁液を、Ｂｒａｎｓｏｎ超音波処理器を用いて、氷上アルゴン流下、１分間の
冷却時間をはさんで、３分間、音波処理して透明にした。（Ｍａｒｔｉｎ、１９９０）。
【０１３３】
　次に、音波処理器先端から放出されたＴｉ粒子を除去するために、サンプルを１００，
０００×ｇで３０分間回転させ、上澄液を１６６，０００×ｇで４時間回転させてＳＵＶ
類を得た。ＳＵＶ類は、暗所でＮ２またはＡｒ下、４℃で貯蔵し、３週間以内に使用した
。ベシクル中のＴｅｘａｓ　ｒｅｄプローブの濃度が１モル％に調製されているとして、
５９０ｎｍにおけるＴｅｘａｓ　ｒｅｄプローブの吸収（ε＝１００，０００　Ｍ－１ｃ
ｍ－１；Ｈａｕｇｌａｎｄ、１９９２年）から、これらのサンプル中の脂質濃度を測定し
た。収量（ｍｇ　ＳＵＶ脂質／ｍｇ最初の脂質）を、この濃度から算出すると、Ｂａｒｅ
ｎｈｏｌｚら（１９７７）によって報告された収量と等しい。
【０１３４】
　　Ｄ．　膜の電気泳動
　電気泳動試験のため、ＰＢＳ中の支持膜を、１ｍＭ総イオン強度に希釈した。次にこれ
を緩衝液下、他のカバースリップによって、サンドイッチ状に組み立てた。電気泳動セル
は、Ｔｅｆｌｏｎ槽の溶液を満たしたウェル中０．０１インチ直径の２本の白金ワイヤ電
極から構成した。前記カバースリップサンドイッチを、２つの電極ウェル間に橋を形成す
るように調整した。電気的接続は、前記カバースリップサンドイッチ内の溶液を介して達
成した。標準的電気供給により、６０Ｖ／ｃｍまでの電場をかけた。Ｋｅｉｔｈｌｅｙピ
コ電流計（オハイオ州クリーブランド）を用いて電流をモニターすると、１５Ｖ／ｃｍに
おいて、１８ｍｍ正方形のカバースリップサンドイッチ１個に関して、典型的には凡そ３
μＡであった。これは、総電力消費、９ｘ１０－５Ｗに相当し、生成されるジュール熱は
無視し得るはずである。
【０１３５】
　実施例１－表面検出器デバイスの構成
　標準的な方法（ＷｏｌｆおよびＴａｕｂｅｒ、１９８６年）を用いてパターンづけした
支持格子をミクロ組立てした。１００ｎｍ直径のシリコン１－０－０ウェーハを、Ｓｉｌ
ｒｅｃ社（カリフォルニア州サンジョセ）から入手した。前記ウェーハを酸化炉（Ｔｙｌ
ａｎ社、カリフォルニア州サンディエゴ）において、１０００℃で蒸気中に維持し、熱酸
化物の約１μｍ厚さの層を生成した。標準的なポジホトレジスト（Ｓ１８００：Ｓｈｉｐ
ｌｅｙ社、マサチューセッツ州マールボロー）をトラックコーター（Ｓｉｌｉｃｏｎ　Ｖ
ａｌｌｅｙグループ、カリフォルニア州サンジョセ）により１ミクロンの厚さでウェーハ
上にスピンした。
【０１３６】
　前記ウェーハをコンタクトマスク配列器（Ｋａｒｌ　Ｓｕｓｓ　Ａｍｅｒｉｃａ（Ｗａ
ｔｅｒｂｕｒｙ　Ｃｅｎｔｅｒ，ＶＴ），ＭＡ－４）により、ホトリソグラフィマスクを
介して約８秒間、約１０ｍＷ／ｃｍ２のＵＶ光に曝露した。現像は、標準的な水酸化テト
ラメチルアンモニウム（ＴＭＡＨ）基剤の現像剤（Ｓｈｉｐｌｅｙ）を用いてトラック現
像剤（ＳＶＧ）上に実施した。次に、前記ウェーハを、アルゴンプラズマ中、３分間食刻
に供した。
【０１３７】
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　前記ウェーハ支持格子のパターンづけした表面を、１モルパーセントの蛍光標識脂質、
Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ　ＤＨＰＥでドープしたＬ－α－ホスファチジルコリン（ＰＣ）分子
から主に構成されている約２５ｍｍ直径の単層ベシクルを含有し、上記のとおり調製され
た懸濁液に接触させることによって、膜を形成した。懸濁液中のベシクルは、光退色およ
び下記の電気泳動実験に確認されるようにせいぜい数秒のうちに、自然に集合し、支持格
子の二重層適合性領域上に連続的な単一二重層を形成する。同時に過剰のベシクルは濯ぎ
落とされたが、バルク水溶液下の膜は常に維持された。支持二重層の状態をモニタリング
する長期実験の結果は、前記二重層が水の下で安定であり、数週間、それらの均一性と流
動性を保持することを示した。
【０１３８】
　実施例２－光退色によりアッセイした支持二重層の流動性
　二重層適合性領域または囲い内の長範囲流動性は、光退色後の蛍光回復（ＦＲＡＰ）に
よって観察された。この実験は、２５の二重層適合性面領域または囲いを含有し、これら
の各表面領域上に維持された、対応する脂質二重層空間を有する表面検出器アレイデバイ
スの略図を示す図２Ａおよび２Ｂに関して記載されている。前記デバイスは、１辺が１０
０μｍの寸法の囲いを生成させるために、ホトレジストによってパターンづけした酸化シ
リコンウェーハから作製される。幅１０μｍのホトレジスト（二重層バリア領域）は、図
２Ａおよび２Ｂにおいて、２５個の囲いを分離している黒い境界線として表されている。
Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ　ＤＨＰＥ脂質プローブ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、オレ
ゴン州ユージーン）を、標識として働くように二重層膜の中に組み込んだ。
【０１３９】
　５個の個々の囲い４０（図２Ａ）において、蛍光プローブ分子を光退色させるために、
１００μｍ未満の直径を有する光の円形ビームを用い、図２Ｂに図式化された結果を得た
。各囲い内の分子の拡散性混合により、円形の退色スポットが分散し、正方形の囲いを満
たす。ホトレジストの線は、横方向の拡散バリアとして働き、別々の囲い間の混合を防い
だ。膜の流動性は、退色領域が分散して各正方形の囲いを満たすことによって証明された
。膜が流動性でなかった場合、円形の退色（黒色）領域は、そのままであった。
【０１４０】
　図２Ｂに示したような退色パターンは何日間も安定であったが、このようなバリアのな
い単一の連続膜へ光退色されたスポットは、約３０分で完全に拡散した。
【０１４１】
　実施例３－電気泳動によってアッセイされた支持二重層の流動性
　二重層適合性面領域上の支持二重層の流動性は、荷電した膜成分の電気泳動再分配によ
っても評価された。この方法は、前記脂質二重層の流動性、および異なった組成の二重層
区画を異なった、独立してアドレス指定できる二重層適合性面領域へ局限することの双方
を示す。
【０１４２】
　２００μｍの正方形の囲いを有するデバイスは、１モルパーセントの蛍光標識脂質、Ｔ
ｅｘａｓ　Ｒｅｄ　ＤＨＰＥ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）によってドープした
ＰＣ分子を用いて、上記のとおり調製した。
【０１４３】
　１５Ｖ／ｃｍの電場を脂質二重層膜に対して平行にかけた。電場をかけると、荷電した
分子（標識ＤＨＰＥ）は、二重層平面内で流動するが、膜のバルク形成している中性のＰ
Ｃ分子は、電場に影響されなかった。約２５分間、電場をかけると、負に荷電した蛍光プ
ローブの定常状態の電場誘導濃度プロフィル（ＧｒｏｖｅｓおよびＢｏｘｅｒ、１９９５
年）が生じた。
【０１４４】
　電場誘導濃度グラジエントの定量的描写は、図３に示されているが、この図は、２つの
２００μｍミクロ組立てされた囲いにおける蛍光プローブ脂質（Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ　Ｄ
ＨＰＥ）の定常状態濃度グラジエントのビデオマイクログラフから算出された蛍光強度の
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定量的記録を示している。この実験における濃度グラジエントには、指数プロフィルを採
用した。蛍光強度の結果を算出する画像は、蛍光強度の線型画像化用に調整した低光レベ
ルビデオカメラを用いて撮影した。
【０１４５】
　電場誘導濃度グラジエントは、完全に可逆的であり、１５Ｖ／ｃｍにおける形成にかか
る時間量と消散にかかる時間量とはほぼ同じであった。前記プロフィルは、膜または二重
層バリア領域またはバリアに明らかな効果を及ぼすことなく、電場の極性を繰り返し反転
させることによって変更し得る。上記の電場誘導濃度プロフィルは、分子のサイズ、集合
および非理想混合を試験するために使用できる。
【０１４６】
　実施例４－二重層バリア領域は、隣接二重層空間の機械的分離によって機能しない
　二重層バリア領域が、隣接二重層空間を分離するのは、機械的分離によるのか、それと
も二重層バリア表面領域を作製している材料の固有な性質によるのかを判断するために実
験を行った。上記のとおり、パターンづけされていないＳｉＯ２基体（すなわち、単一の
二重層適合性面領域）上に、二重層膜を被覆した。しかし、前記二重層適合性面領域のト
ポグラフィは、上記のホトレジストパターンづけＳｉＯ２基体のものと同じであった。
【０１４７】
　前記二重層の連続性を、上記のＦＲＡＰおよび電気穿孔法を用いてアッセイした。その
結果は、前記脂質空間が、波形化表面の輪郭を中断することなくたどる単一の支持膜であ
ることを示した。
【０１４８】
　実施例５－支持二重層の下に電極を有するアレイデバイスの生成
　この実施例では、二酸化ケイ素の薄層で覆われたシリコン電極の作製を記載する。ワイ
ヤをシリコン電極に接続するためにボンドパッドを使用できる。
【０１４９】
　Ａ．　ウェーハ
　酸化物上シリコンウェーハを、Ｉｂｉｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社マサチューセッツ州
デンヴァースから購入した。前記ウェーハは、直径１００ｍｍで、厚さが凡そ５００μｍ
である。製造元により供給されたウェーハは、ウェーハ上面を形成する約０．２μｍの厚
さの純粋シリコン層の下に埋められた約０．４μｍの厚さの二酸化シリコン層を有する。
【０１５０】
　Ｂ．　前レジスト洗浄およびレジスト被覆
　前記ウェーハを、従来のＲＣＡ洗浄操作（ＫｅｒｎおよびＰｕｏｔｉｎｅｎ、１９７０
年；ＷｏｌｆおよびＴａｕｂｅｒ、１９８６年、ｐ．５１６）によって洗浄し、１５０℃
で３０分焼付けし、Ｓｉｌｉｃｏｎ　Ｖａｌｌｅｙグループ（ＳＶＧ）トラックコーター
システムにより、従来のスピンコーティングを用いて、１μｍのホトレジスト（Ｓｈｉｐ
ｌｅｙ　Ｓ－１８１３）によって被覆した。
【０１５１】
　　Ｃ．　曝露および現像
　前記マスクパターンを石英基体上のクロムパターンから構成されている電子ビームマス
ターマスクを用いて、Ｋａｒｌ　Ｓｕｓｓ　ＭＡ－４接触マスク整列器における８秒曝露
を用いて曝露させた。次に前記ウェーハを、クロロベンゼン中に１５分間浸漬してから、
Ｓｉｌｉｃｏｎ　Ｖａｌｌｅｙグループ（ＳＶＧ）トラック現像器システムを用いて、標
準的なＴＭＡＨ（水酸化テトラメチルアンモニウム）基剤の現像剤（Ｓｈｉｐｌｅｙ）に
より現像した。
【０１５２】
　　Ｄ．　食刻および薄オキシドの厚化
　選択的にシリコンを食刻するが、二酸化ケイ素は、食刻しない従来のフッ素基剤のプラ
ズマ食刻（ＷｏｌｆおよびＴａｕｂｅｒ、１９８６年）を用いて、シリコン層上面に電極
パターンを食刻した。プラズマ食刻に用いられる気体は、ＳＦ６、Ｏ２およびＣＨＦ３で
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ある。１秒間のＲＣＡ洗浄後に、薄オキシドを蒸気オーブン中、１０００℃で０．１μｍ
の厚さにした。
【０１５３】
　　Ｅ．　ボンドパッド用パターン
　再度ＲＣＡ洗浄を行い、新たなレジスト層を上記のとおり被覆した。先の工程において
厚化させたオキシド層の開口を規定する新たなパターンを上記のとおり、ホトリソグラフ
ィにより、レジストに移し、曝露したレジストを上記のとおり現像した。
【０１５４】
　　Ｆ．　ボンドパッド用食刻開口
　前記ウェーハを、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ（カリフォルニア州サンタクラ
ラ）の反応性イオン食刻剤中で食刻し、ボンドパッド用に基礎シリコン層への接触が実施
できるように、オキシド層上面に穴を開けた。
【０１５５】
　　Ｇ．　金蒸着
　先の工程のレジストを除去する前に、０．３μｍ層の金を、前記ウェーハ上に蒸着させ
た。次に、この金をアセトンで取り去ると、先の工程で食刻された穴の中に金のボンドパ
ッドが配置された。
【０１５６】
　実施例６－表面上の機械印刷個別流動性膜アレイ
　本発明の表面検出器アレイデバイスを、Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍ社により現
像した。ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭとして公知のこれらのデバイスは、試験薬物標
的に会合した膜の試験にとって重要な道具である。これらのＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓ
ＴＭについてのごく初期の研究は、生体膜研究のための手動による流動性膜アレイの構成
に関係していた。その後の研究により、アレイ表面にわたって膜組成を連続的に変化させ
られるグラジエントアレイの構成が可能になった。これらの結果は、表面検出器アレイデ
バイスに関するコンセプトの証拠を明らかに示したが、これらのアプローチは、実験的な
ものであり、したがって、工業的製造にはコスト効率がなく、小型サイズ特性の利点を維
持しつつ、アレイ表面上で個別の予め決定された膜組成物を扱う能力に関して、特に制限
を課していた。
【０１５７】
　ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭ表面上にミクロアレイ化流動性二重層を組立てる自動
化法の開発は、これらのデバイスの大規模生産の必要条件である重要な技術的成果である
。また、それは、各特徴または囲いにおいて、個別の予め決められた膜組成を有する流動
性膜の高品質アレイを再現性よく構成することを可能にする。
【０１５８】
　個別の流動性膜２０のアレイ（図８）を、多ウェルプレート８０（例えば、２４、４８
、９６、３８４、１５３６個またはそれ以上のウェル）のウェル８５内に沈着させること
ができ、単一の試験物質またはリガンドに対するアレイ内の全ての囲いの並行的な制御曝
露および異なった試験物質またはリガンドに対する異なったアレイ（各々が別個のウェル
に配置されている）の曝露を可能とする。個別の膜アレイ要素全てから、一度に情報を収
集する能力は、極めて有効である。試験物質またはリガンドを含有する同一のバルク溶液
に対して、全ての囲いを曝露させることによって、結果採取の最も明確で最も制御された
方法が提供されるからである。多ウェルプレートの使用は、多数の異なった試験物質また
はリガンドの迅速なスクリーニングを可能にする。したがって、本発明の表面検出器アレ
イデバイスを多ウェルプレートと組合わせるアッセイデザインにより、Ｎ×Ｍのデータポ
イントを迅速に採取できる。ここで、Ｎは、表面検出器アレイデバイス上の囲いの数に等
しく、Ｍは、多ウェルプレートにおけるウェルの数に等しい。
【０１５９】
　本実施例では、表面検出器アレイデバイスにおける個別の機能的な膜のアレイを構成す
るためのミクロアレイヤーの使用を記載する。以下の実施例で詳述されるとおり、膜内の
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薬物標的を試験するために、機械製作されたＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭを使用する
ことができる。
【０１６０】
　本質的には、上記の材料および方法の節、Ａ、Ｂ、Ｃに記載されたとおり、ベシクル／
プロテオベシクル拡散溶液を調製した。
【０１６１】
　パターンづけ支持格子を、本質的には実施例１に記載されたとおり、以下の修飾をして
調製した。表面のピランハ（ｐｉｒａｎｈａ）洗浄後、パターンづけ支持格子を脱イオン
水下、少なくとも６日間貯蔵した。この期間に選択的表面修飾が生じる。これらの修飾は
、ミクロアレイヤーをベースとした支持体表面上の個別の膜アレイ構成にとって重要であ
る。
【０１６２】
　ミクロアレイヤーは、以下のパラメータを用いてＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭ組立て
に対して最適化した。使用されたミクロアレイヤーは、以下のソフトウェア設定を用いる
カルテシアン（Ｃａｒｔｅｓｉａｎ）ＡｘＳｙｓＴＭバージョン７９．１２ソフトウェア
、カリフォルニア州アーバインにより操作されたカリフォルニア州アーバインのカルテシ
アンＭｉｃｒｏＳｙｓＴＭモデル４１００－２ＳＱであった：
　分配タイプ：分配するための２つの異なる方法に関するソフトウェアプログラムの書き
込みを行った。それらは、「直接」および「タッチ－オフ」と呼ばれる。両分配タイプと
も、下記のパラメータを用いて、好結果を伴って実行された。
【０１６３】
　Ｚ起源：０．００ｍｍ（パターンづけ支持格子の表面から３１．００ｍｍ離れて）
　分配時におけるチップの高さ：
　直接：表面（Ｚ起源から２９．５０ｍｍ）から約１５００ミクロン離れて。
【０１６４】
　タッチ－オフ：サンプルの小滴を、表面（Ｚ源から２９．５０ｍｍ）から約１５００ミ
クロンにおけるチップ末端で形成した。次にこのチップを、該表面（Ｚ源から３０．８４
ｍｍ）から約１６０ミクロン離れた表面近くに静かに移動して、チップが該表面に接触し
ないようにサンプルの小滴を該表面に接触させた。
【０１６５】
　前分配：前分配を準備し、実際の分配のためにチップを調節する。
【０１６６】
　直接：１０回分配後真空乾燥し、再度８回分配後真空乾燥し、次いで再度４回分配後真
空乾燥する。
【０１６７】
　タッチ－オフ：２回分配後真空乾燥し、再度２回分配後真空乾燥し、次いで再度１０回
分配後真空乾燥する。
【０１６８】
　分配のためのバルブの開放時間：ＡｘＳｙｓＴＭバージョン７９．１２ソフトウェアの
使用により値が示唆された（すなわち、２００マイクロ秒から３秒の範囲の上記パラメー
タに関して）
　シリンジスピード：
　開始：０．０４モル／秒
　中止：０．５秒／秒
　加速：１２ｍＬ／秒２

　ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭは、以下に要約した工程後にマイクロアレイヤーを用
いて組立てられた。
【０１６９】
　１．　システムの気泡を除くためにイソプロパノールをシステムに入れ、次いで微量の
イソプロパノールを除くために脱イオン水を入れる
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　２．　チップを洗浄し、真空乾燥する（３回）
　３．　システム圧を除去するために通気する
　４．　セラミックチップ（直径３ｍｍ、オリフィスサイズ１９０ミクロン）を供給源ウ
ェル（９６／３８４ウェルプレート）に移動する
　５．　供給源９６ウェル（２０～３００μｌの範囲の作業容量）プレートまたは３８４
ウェルプレート（１０～１００μｌの範囲の作業容量）から脂質／プロテオベシクルを吸
引する（典型的に約５０μＬ）
　６．　システム圧を除去するために通気する
　７．　バルブを開けずに実際の分配容量を１回分配することにより前加圧してシステム
内を陽圧にする
　８．　上記のとおり前分配する
　９．　実際の分配容量：１０～９０ｎＬ－－用意したＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭ

パターンづけ支持格子に分配する
　１０．　脱イオン水でチップホルダーを満たす
　１１．　脱イオン水で掃流する
　１２．　チップを洗浄し、真空乾燥する
　プログラムのパラメータを、精密に最適化し、アレイヤーが、機能的で流動性の膜二重
層を創製することを確保する。マイクロアレイヤーが、チップ上にプリント膜を仕上げた
直後にＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭを水に浸した（上記工程９）。より大きなオリフ
ィスサイズチップ（５０８ミクロン）を用いて、チップホルダーを脱イオン水で満たした
。膜形成後、空気への短時間曝露によっても、直ちにそれらの構造が破壊され、膜の流動
性欠如のみならず、生体膜中に埋め込まれているまたはそれらと会合しているタンパク質
の破壊が生じる。したがって、膜アレイは、組立て後、常時水面下に維持しなければなら
ない。
【０１７０】
　２つのタイプの分配方法が、上記のとおり、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭアレイを
構築するために用いられた。「タッチ－オフ」技法により、脂質ベシクルの小滴を、最初
にチップの末端に形成し、次いで脂質二重層を創製するために、これらの小滴を、表面に
僅かに接触させた。チップホルダーが水で満たされるまで、水玉はそれを保護する二重層
上で良好な丸いスポットとして存在する。第２の技法を、「直接分配」と呼ぶ。直接分配
技法において、脂質ベシクル溶液サンプルは、短距離（例えば、約１５０ミクロン）でチ
ップからの射出されることにより、各囲い上に正しく分配される。サンプルは、薄層内の
表面にわたって急速に拡がる。ここでも形成された二重層は、水の薄層により保護される
。両技法とも、機能性膜を創製するために使用できる。
【０１７１】
　マイクロアレイヤーは、２つの異なるタイプの小型単層ベシクル、１モルパーセントの
Ｎ－（テキサスレッドスルホニル）－１，２－ジヘキサデカノイル－ｓｎ－グリセロ－３
－ホスホエタノールアミン（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓから、オレゴン州ユージ
ーン）を有する卵ホスファチジルコリン（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ、ア
ラバマ州アラバスター）および１モルパーセントの１６：０～１２：０　ＮＢＤ－ホスフ
ァチジルグリセロール（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓより、アラバマ州アラ
バスター）を有する卵ＰＣを用いてＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭ上に「チェッカード
ボード（Ｃｈｅｃｋｅｒｅｄ　Ｂｏａｒｄ）」パターン（図９）を好結果で構築した。本
実験で調製されたＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭは、囲い間で１５００ミクロン分離し
た５００平方ミクロンの囲いを有する。囲い内で観察されたレッド（暗灰色として示され
ている）およびグリーン（薄灰色として示されている）は、それぞれ脂質二重層を含有す
るＮＢＤ結合体およびテキサスレッド結合体からの蛍光である。囲い内の色は、純粋なグ
リーンまたはレッドのままである。色の混合は生じず、別個の分離した膜のアレイを構築
する上で最適化されたマイクロアレイヤーの能力を証明している。
【０１７２】
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　実施例７－流動性膜を有する機械製ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭ

　光退色後の蛍光回復（ＦＲＡＰ）実験は、マイクロアレイヤーにより組立てられたＭｅ
ｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭにおけるＮＢＤ標識膜（図１０）およびテキサスレッド標識
膜（データは示していない）から代表的な囲いに対して実施された。囲いの１つにおいて
、凡そ１００ミクロン／ミリメートル直径スポットは、開口絞りを通して方向付けられた
１００Ｗ水銀アークランプ（Ｕｓｈｉｏ社、ＵＳＨ－１０２ＤＨ、日本国東京）で２分の
照射により光退色した（図１０ａ）。光退色後、広範な拡散により、囲い内の蛍光回復が
生じ（照射１０分後に撮影された図１０ｂを参照）、マイクロアレイヤーにより整列され
たＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭにおける膜の流動性を証明している。
【０１７３】
　実施例８－コレラ毒素は、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭ上のガングリオシドＧＭ１に
特異的に結合する
　ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭの表面を、前記アレイの全ての特性点（すなわち、囲い
）が同時に単独試剤に曝露するようにデザインする。この性質を立証するために、Ｍｅｍ
ｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭ実験を実施して、整列された膜が、試験物質の結合をアッセイす
るためも特異的な標的として使用できることを示した（図１１）。ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈ
ｉｐＴＭは、実施例６に記載された自動化方法に従って構築された。５００平方ミクロン
の特性点（すなわち、囲い）を有する４×４のアレイにおいて、１つを除いて全ての囲い
を、１モルパーセントＮＢＤ－ホスファチジルグリセロールを有する９９モルパーセント
卵ホスファチジルコリンを含有する溶液で整列させた。最後の囲い１１０（第３欄、第３
列、上部左コーナーが原点）は、９８モルパーセント卵ホスファチジルコリン、１モルパ
ーセントＮＢＤ－ホスファチジルグリセロールおよび１モルパーセント非標識ＧＭ１によ
り整列させた。適切なＦＩＴＣフィルタセット（Ｎｉｋｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ社
、９６１０６８０７Ｂ－２Ａ、ニューヨーク州メルビレ）を装備した蛍光顕微鏡（Ｎｉｋ
ｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ社、Ｎｉｋｏｎ　Ｅｃｌｉｐｓｅ　Ｅ４００、ニューヨー
ク州メルビレ）下で観察すると、チップは、均一にグリーンが表れた（データは示してい
ない）。
【０１７４】
　コレラ毒素は、ガングリオシドＧＭ１に極めて特異的に結合する。ＭｅｍｂｒａｎｅＣ
ｈｉｐＴＭは、この特異的な相互作用を検出できた。ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭを、
１ｍｌのリン酸緩衝生理食塩水中の２μｇ／ｍｌテキサスレッド標識コレラ毒素（Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、オレゴン州ユージーン）と共に室温で１時間インキュベー
トした。インキュベート後、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭを洗浄してコレラ毒素含有溶
液を除去し、１ｍｌのリン酸緩衝生理食塩水を室温で加えた。洗浄工程をさらに４回繰り
返した。１モルパーセントＧＭ１を含有する囲いのみがコレラ毒素に結合した。蛍光顕微
鏡で画像化すると、ＧＭ１を含有している囲い１１０は、レッドで現れる（暗灰色として
示される）が、一方、ＧＭ１を欠く他の囲いは、いずれのコレラ毒素とも結合せず、した
がってグリーンのままであった（薄灰色として示される）（図１１）。
【０１７５】
　表面上の機能性膜を表示するＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭミクロアレイの自動化構築
の成功により、大量の並行実験、薬物ターゲットであるタンパク質と会合した細胞膜など
天然および人工細胞膜を試験する能力が拡大される。したがって、これらのマイクロアレ
イ化ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭは、ハイスループットの、低コストの極めて精確な薬
物スクリーニング、最適化、および膜成分に関する標的同定に役立つ器具である。
【０１７６】
　実施例９－ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭを用いるＧ－蛋白共役レセプターの分析
　序論
　大多数の薬物標的は、Ｇ－蛋白共役レセプター（ＧＰＣＲ）類などの膜タンパク質であ
る。例えば、全処方医薬品の６０％がＧＰＣＲ類を標的にする。これらのタンパク質は、
ＧＰＣＲ類に結合するホルモン類および神経伝達物質など、リガンドにより開始される大
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多数の細胞作用を媒介するので、このような注目に値する。ＧＰＣＲ類に結合するリガン
ドは、代謝、細胞増殖、および神経伝達に関連する広範囲の生理的機能を媒介する。
【０１７７】
　最近、ヒトゲノムデータの助けにより、約１，０００のＧＰＣＲ類が発見され、新規な
標的に関する薬物を創製する膨大な機会を提供している。これらの発見により、評価すべ
き最良の標的を選択する上で医薬品開発における新たなジレンマを生んでいる。今日まで
に薬物開発に用いられた方法は、主に直線的な１対１の過程に頼っており、複数標的の並
行評価にとって適切ではない。最近のＧＰＣＲ発見を完全に利用するために、膜タンパク
質を並行して取り扱うための新規な方法が要求されている。プロテオミクスシステムのＭ
ｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭプラットフォームは、この必要性を扱っている。薬物を、並
行性の高い複合様式で多数のＧＰＣＲ類に対して試験できるように、ＭｅｍｂｒａｎｅＣ
ｈｉｐＴＭが、アレイフォーマットにて天然の膜環境における多数の活性ＧＰＣＲ類を表
示するために使用できる。
【０１７８】
　この例は、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭを用いて実施された本発明の実験を述べてい
る。このデータは、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭ技術が、医薬品開発におけるＧＰＣＲ
類の並行分析用システムを提供することを明確に立証している。
【０１７９】
　　ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭＧＰＣＲアッセイ
　ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭは、並行フォーマットにおいて任意の数のＧＰＣＲ類を
ディスプレイするために使用できる。ＧＰＣＲ膜製剤は、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ（カリフ
ォルニア州ラホーヤ）またはＰａｃｋａｒｄ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ（コネチカット州メ
リデン）より購入した。材料と方法に記載された方法を用いて調製された、膜製剤対卵ホ
スファチジルコリン（Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ、アラバマ州アラバスタ
ー）ベシクル製剤の１：１比を、３７℃で一晩インキュベートし、拡散溶媒として用いた
。次に、ＧＰＣＲ類を、実施例６に記載されたマイクロアレイヤーを用いてチップ上にデ
ザインされた囲い内に整列した。チップ上の各ＧＰＣＲの座標を追跡した。ＧＰＣＲ類が
埋め込まれている脂質二重層は生物学的に活性である。すなわち、ＧＰＣＲ類は、機能的
であり、天然または天然様膜環境内に適応されていた。
【０１８０】
　ＧＰＣＲ類に対するリガンド結合を検出するために蛍光に基づく検出システムを使用し
た。前記リガンドを、蛍光染料ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲまたはＢＯＤＩＰＹ　５５８／５６
８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、オレゴン州ユージーン）により標識した。全て
のリガンドを、他に特記しない限り、５０ｍＭトリスＨＣｌ（ｐＨ　７．２）、１２．５
ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２ｍＭ　ＥＤＴＡにより溶解させた。飽和曲線は、本明細書中に参考
として援用される、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，　Ｒ
ＥＣＥＰＴＯＲ　ＢＩＮＤＩＮＧ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、
ニュージャージー州トトワ、１９９９年、ｐ．４１～４２に記載されている標準的プロト
コルに従って作製した。β－アドレナリンサブタイプ１レセプター（ＡＲ－β１、Ｐａｃ
ｋａｒｄ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ、コネチカット州メリデン）を、室温で１時間、１ｍｌ
の全容量中、４２ｎＭ、１５ｎＭ、１０ｎＭ、５ｎＭ、０．０２ｎＭのＢＯＤＩＰＹ　Ｔ
ＭＲ　ＣＧＰ１２１７７（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、オレゴン州ユージーン）
と共にインキュベートした。ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭを含有する各ウェルは、１ｍ
ｌの５０ｍＭトリスＨＣｌ（ｐＨ　７．２）、１２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２ｍＭ　ＥＤ
ＴＡにより室温で３回洗浄した。他の全てのアッセイは、同様に飽和曲線に対して実施し
た。
【０１８１】
　競合結合試験もまた、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，
　ＲＥＣＥＰＴＯＲ　ＢＩＮＤＩＮＧ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓ
ｓ、ニュージャージー州トトワ、１９９９年、ｐ．４２～４３に記載されている標準的プ
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ロトコルに従って飽和実験と同様な条件下で実施された。簡略に述べると、蛍光リガンド
および非標識薬物を、５０ｍＭトリスＨＣｌ（ｐＨ　７．２）、１２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ

２、２ｍＭ　ＥＤＴＡに溶解した。蛍光強度は、全容量１ｍｌ中、室温でプロービング１
時間後に測定された。各ウェルは、１ｍｌの５０ｍＭトリスＨＣｌ（ｐＨ　７．２）、１
２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２ｍＭ　ＥＤＴＡにより室温で３回洗浄した。
【０１８２】
　標識リガンドの特定のＧＰＣＲ類に対する結合を、特定のＧＰＣＲ(類）が残留してい
る膜囲い中の蛍光シグナルの存在により測定した。競合結合アッセイがデザインされ、具
体的なＧＰＣＲ類に対する薬物（または候補薬物または他の試験物質）の相対的親和性を
同定するために実施された。非標識薬物を、蛍光リガンドと混合し、ＭｅｍｂｒａｎｅＣ
ｈｉｐＴＭと共にインキュベートした。あるいは、蛍光リガンドを、最初にＭｅｍｂｒａ
ｎｅＣｈｉｐＴＭと共にインキュベートしてもよく、リガンドの特異的結合は、蛍光画像
を捕捉し、囲い（単数または複数）と会合した絶対的または相対的シグナルを確立するこ
とにより決定され、その後、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭを非標識薬物（または候補薬
物または他の試験薬剤）と共にインキュベートする。ＧＰＣＲ上の結合部位に関して、非
標識化合物が蛍光リガンドと競合する場合、ＧＰＣＲに結合する蛍光リガンドが置き換わ
り、そのＧＰＣＲを含有する囲いにおける蛍光を消失させる。シグナルの減少は、その特
定のＧＰＣＲに対して試験される薬物に関するポジティブの「ヒット」と考えられる。
【０１８３】
　ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭ上にディプレーされたＧＰＣＲ類に対するリガンド類の
結合は、蛍光顕微鏡（Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ社、Ａｘｉｏｖｅｒｔ１００、ニューヨーク
州ソーンウッド）を用いてモニターされた。顕微鏡画像をとらえ（Ｒｏｐｅｒ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ　Ｇｅｒｍａｎｙ、ＣｏｏｌＳＮＡＰ、ドイツ国ミュンヘンおよびＲｏｐｅ
ｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｇｅｒｍａｎｙ、ＣｏｏｌＳＮＡＰソフトウェアバージョン
１．１、ドイツ国ミュンヘン）、総合蛍光密度を、公に入手可能なソフトウェアパッケー
ジ、ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ（Ｓｃｉｏｎ社、Ｓｃｉｏｎ　Ｉｍａｇｅ　Ｂｅｔａ　４．０
．２、メリーランド州フレデリック）を用いてＲｅｌａｔｉｖｅ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎ
ｃｅ　Ｕｎｉｔｓ（ＲＦＵｓ）と称される定量数に変換された。
【０１８４】
　　結果
　ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭの重要な特徴の１つは、今日薬物開発に使用されている
他の伝統的なアッセイ（フィルタ結合およびシンチレーション近接アッセイ（ＳＰＡ））
と比較して各データポイントに必要なＧＰＣＲが実質的により少ないことであることであ
る。表１に、典型的なフィルタ結合アッセイおよびＳＰＡに必要な膜と特定のＧＰＣＲ、
ＡＲ－β１の量が算出され、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭに対するアッセイに必要なも
のと比較されている。これは特に、ＧＰＣＲ類の量獲得がしばしば時間がかかり、困難で
あることから重要である。さらに、ＧＰＣＲ類は、薬物スクリーニングおよび最適アッセ
イの開発において全コストのうち最も大きな割合になることが多い。表１に例示されるよ
うに、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭは、データポイント１つ当たりに必要とされるＧＰ
ＣＲ量において約３００倍以上の減少を提供する。
【０１８５】
【表１】

【０１８６】
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１Ｐａｃｋａｒｄ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ（コネチカット州メリデン）カタログ　　番号
６１１０１０６、ロット番号６１１０１０６Ｘ－２１、比活性：１．８ｐｍｏｌ／ｍｇ膜
タンパク質。
２１ｍｍ２囲いを用いる。
３Ｐａｃｋａｒｄ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ　ＡＲ－β１、ロット番号６１１０１１０Ｘ－
２４に関する技術データシートに概要される、直径５ｍｍＧＦ／Ｃフィルタによる推奨ア
ッセイ条件を用いる。
４ＳＰＡに概要されるＧ－タンパク質共役レセプターアッセイ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＲＰＮＱ０２１０、ニュージャージー州ピスカタウェイ）
　　競合結合アッセイは、２種のＧＰＣＲ、β－アドレナリンサブタイプ１レセプター（
ＡＲ－β１、Ｐａｃｋａｒｄ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅコネチカット州メリデン）（図１２
および表２）およびムスカリンレセプターサブタイプＭ１（Ｍ１、Ｐａｃｋａｒｄ　Ｂｉ
ｏＳｃｉｅｎｃｅコネチカット州メリデン）（表２）を用いて開発された。このタイプの
実験は、薬物最適化に使用され得る。脂質のみのコントロール（ネガティブコントロール
）で整列されたＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭの表面囲いを、ＡＲ－β選択的蛍光アンタ
ゴニスト類縁体、ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ　ＣＧＰ１２１７７（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
ｏｂｅｓ、オレゴン州ユージーン）の１００ｎＭ溶液により探査した。表面の蛍光は、著
しく低かった（図１２および表２の「ネガティブ」）。他のＧＰＣＲ類に対する結合特異
性を評価するために、ＣＸＣＲ４（ＣＸＣケモカインレセプター４）を含有するＭｅｍｂ
ｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭは、同一濃度のＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ　ＣＧＰ１２１７７（図１
２および表２「ＣＸＣＲ４」）により探査された。ネガティブコントロールよりも僅かに
高いシグナルが得られ、このＣＸＣＲ４細胞膜調製物は、低内在性濃度のＡＲ－β１を含
有することから予想されたことであった。ＡＲ－β１を過剰発現している細胞から細胞膜
製剤を含有するＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭが、１００ｎＭ　ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ　
ＣＧＰ１２１７７で探査された場合、大きなシグナルが観察された（図１２および表２の
「ポジティブ」）。重要なことに、５ｍＭの非標識ＡＲ－β選択的アンタゴニスト、プロ
プラノール（Ｓｉｇｍａ、ミズーリ州セントルイス）が、ヒット薬物の模擬物である、１
００ｎＭ　ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ　ＣＧＰ１２１７７と共に含まれた場合（図１２および
表２の「競合」）、ポジティブシグナルの約９５％は、競合で追い出された。
【０１８７】
　Ｚ’(表２）は、ハイスループットスクリーニング（ＨＴＳ）アッセイの評価にしばし
ば用いられる有用な無次元形態である。参照として本明細書で援用される、「Ａ　Ｓｉｍ
ｐｌｅ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｐａｒａｍｅｔｅｒ　ｆｏｒ　ｕｓｅ　ｉｎ　Ｅｖａ
ｌｕａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｈｉｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕ
ｔ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　Ａｓｓａｙｓ」、Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｓｃｒｅｅｎｉ
ｎｇ、４：ｐ．６７～７３（１９９９）を参照されたい。０未満のＺ’値は、通常使用さ
れる工業的基準値によれば許容されない。３つの独立して実施された実験から、９つの測
定値のセット（３個のチップ×１チップ当たり３つの測定部位）に関するＺ’は、０．４
３(表２）であり、これは、０．５の近傍にある他の市販アッセイを用いて得られた値に
等しい。このセットの標準偏差は、１４％であった（表２）。
【０１８８】
　同様の実験を、他の十分に特性化されたＧＰＣＲ、ムスカリンレセプターサブタイプＭ
１に対し実施された(表２）。この場合に用いられた蛍光リガンドは、サブタイプ選択的
蛍光アンタゴニストである、１５μＭ　ＢＯＤＩＰＹ　５５８／５６８Ｐｉｒｅｎｚｅｐ
ｉｎｅ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、オレゴン州ユージーン）であった。競合薬
物は、レセプター選択的アンタゴニスト、スコポラミン（１．３μＭ、Ｓｉｇｍａ、ミズ
ーリ州セントルイス）であった。一緒にまとめられたこれらのデータは、Ｍｅｍｂｒａｎ
ｅＣｈｉｐＴＭが、他のＧＰＣＲ類との交差反応を殆ど示さないリガンド結合アッセイを
確立するために使用できることを立証している。さらに、前記データは、Ｍｅｍｂｒａｎ
ｅＣｈｉｐＴＭが、薬物開発過程に許容できる様式で実施されることを示している。
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【０１８９】
【表２】

【０１９０】
５Ｓｃｉｏｎ　Ｉｍａｇｅ　Ｂｅｔａ　４．０．２による分析により得られた。
６独立して実施された実験に関して。
【０１９１】
　　さらなる実験としては、所与の薬物化合物に関する解離定数値を測定するためのＭｅ
ｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭの能力を評価するために実施された。これらの解離定数値、Ｋ

ｄは、化合物のそのレセプターへの結合親和性の尺度である。標準的飽和等温結合曲線を
、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，　ＲＥＣＥＰＴＯＲ　
ＢＩＮＤＩＮＧ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、ニュージャージー
州トトワ、１９９９年、ｐ．４０～４１に要約されている標準的プロトコルに従って決定
した。これらの実験は、上記のＡＲ－β１、ＧＰＣＲの固定量を探査するためにＢＯＤＩ
ＰＹ　ＴＭＲ　ＣＧＰ１２１７７の種々の濃度を用いて実施された。生じた飽和曲線は、
図１３に示されている。曲線適合分析（Ｇｒａｐｈｐａｄ、Ｐｒｉｓｍバージョン３．０
、カリフォルニア州サンディエゴ）を用いて、Ｋｄが、他のＣＧＰ１２１７７誘導体に関
して報告されたＫｄ類と一致する１０ｎＭ（図１３）であることが決定された。この実験
は繰り返され、８ｎＭのＫｄが決定され（データは示していない）、これは、再現性に関
して十分、工業的に許容し得る範囲内にある。
【０１９２】
　実施例１０－複合ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭアッセイ
　ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐＴＭは、複合ＧＰＣＲアッセイのためのＭｅｍｂｒａｎｅＣ
ｈｉｐＴＭシステムの有用性を立証するために開発された。複数の標的が、単一の基体に
存在し、同時に試験物質に曝露されている複合アッセイにより、基体上の種々の標的に対
する試験物質の相対的親和性を極めて精確に判定することが可能である。ＧＰＣＲ類、Ｃ
ＸＣＲ１、ＣＸＣＲ３、ＣＸＣＲ４、Ｍ１およびＡＲ－β１を含有するＭｅｍｂｒａｎｅ
ＣｈｉｐＴＭは、実施例６に要約された方法に従って組み立てられ、実施例９に要約され
た方法に従ってＡＲ－β１特異的リガンドＣＧＰ１２１７７により探査された。ＡＲ－β
１に結合する２０ｎＭ　ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ　ＣＧＰ１２１７７からの蛍光シグナルは
、純粋脂質（図１４、「ネガティブ」）ＣＸＣＲ１、ＣＸＣＲ３、ＣＸＣＲ４およびＭ１
に対する蛍光リガンドの非特異的結合からの平均蛍光の２２倍である（図１４、「ＢＯＤ
ＩＰＹ　ＣＧＰ」バー）。蛍光標識ＣＧＰ１２１７７のＡＲ－β１に対する結合は、予想
されるとおり、未標識５ｍＭプロプラノロールの添加により競合した（図１４、ＡＲ－β
１欄に関する「ＣＧＰ＋プロプラノロール」のバー）。ＡＲ－β１にではなく、Ｍ１レセ
プターに高親和性を有する試剤、１５ｍＭスコポラミンの添加時には蛍光減少が殆ど見ら
れなかった（図１４、ＡＲ－β１欄に関する「ＣＧＰ＋スコポラミン」のバー）。
【０１９３】
　ＣＧＰ１２１７７の結合は、ＡＲ－β１に対して著しく特異性であった。上記のように
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、ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ　ＣＧＰ１２１７７の結合は、純粋脂質ＣＸＣＲ１、ＣＸＣＲ３
、ＣＸＣＲ４またはＭ１に対して殆ど見られなかった(図１４）。脂質のみ（「ネガティ
ブ」）、ＣＸＣＲ１、ＣＸＣＲ３およびＣＸＣＲ４の囲いに関して、プロプラノロールま
たはスコポラミンが添加されると、無視できる相違のみが見られた(図１４）。これらの
結果は、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭに対して調製されたＧＰＣＲ類が、リガンド類
および薬物に対するそれらの天然の生物学的特異性を保持していることを明確に立証して
いる。
【０１９４】
　ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭはまた、種々の化合物のＧＰＣＲ類に対する親和性を
推定するために使用できる。競合結合アッセイは、蛍光リガンドＣＧＰ１２１７７および
ＡＲ－β１を表示するＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭを用いて確立された。蛍光シグナ
ルおよび図１５の「ポジティブ」に示されるリガンド結合は、ＡＲ－β１に可変親和性を
有することが公知である薬物と競合した。図１５に、「ネガティブ」は脂質のみのコント
ロールの囲いであり、「ポジティブ」はＡＲ－β１の囲いである。薬物ＩＣＩ１１８，５
５１およびプロプラノロールは双方とも、ＡＲ－β１に結合するが、Ｋｄがそれぞれ約２
００ｎＭと約１ｎＭの異なる親和性を有する。我々の実験において、５０μＭのＩＣＩ１
１８，５５１は、蛍光シグナルの略３０％を競合して追い出したが、一方、同じ濃度で、
プロプラノロールは、該シグナルの略９０％を競合して追い出した（図１５）。これらの
結果は、ＡＲ－β１に対して結合するＩＣＩ１１８，５５１およびプロプラノロールの公
知のＫｄと矛盾せず、単一のＧＰＣＲに対する種々の薬物の結合能力の差が、Ｍｅｍｂｒ
ａｎｅＣｈｉｐｓＴＭ技術を用いて測定され得ることを示している。
【０１９５】
　アドレナリンレセプターファミリー、すなわち、ＡＲ－α２Ｃ、ＡＲ－β１およびＡＲ
－β２に対する化合物の親和性の相違を推定する可能性を試験するために、さらなる試験
が実行された（図１６）。ある特定のファミリーメンバーに対する薬物の選択性は、望ま
しくない副作用を最少にしながら治療効果を最大にするために重大である。ＢＯＤＩＰＹ
　ＴＭＲ　ＣＧＰ１２１７７は、ＡＲ－βファミリーの選択的アンタゴニストである。Ａ
Ｒ－βに対するこの選択性は、ＡＲ－α２Ｃの囲いではなくてＡＲ－β１およびＡＲ－β
２の囲いにおける相対的ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ　ＣＧＰ１２１７７蛍光シグナルにより立
証される（図１６、「－ＩＣＩ１１８，５５１」バー）。ＩＣＩ１１８，５５１の添加の
際に、ＩＣＩ１１８，５５１が、ＡＲ－β１（Ｋｄが約２００ｎＭ）に対するよりもＡＲ
－β２（Ｋｄが約１ｎＭ）に対して大きな親和性で結合することから、ＢＯＤＩＰＹ　Ｔ
ＭＲ　ＣＧＰ１２１７７の蛍光は、ＡＲ－β２の囲いでは劇的に減少するが、ＡＲ－β１
の囲いでは部分的減少のみである（図１６、「＋ＩＣＩ１１８，５５１」のバー）。これ
らの結果は、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭを、同一のレセプターファミリーの異なる
メンバーに対する薬物の相対的結合親和性を特徴付ける複合アッセイを実施するために使
用できることを示している。
【０１９６】
　実施例１１－ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭ上に整列したレセプターに対する抗体結
合
　ケモカインレセプター、ＣＸＣＲ１、ＣＸＣＲ３およびＣＸＣＲ４（Ｓｔｒａｔａｇｅ
ｎｅ、カリフォルニア州ラジョラ）を、上記のとおり、プロテオリポソームベシクルに組
み込み、実施例６に記載された方法を用いてＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭの表面上に
整列させた。次にそれらは、各ＣＸＣＲ類を認識する蛍光標識抗体と共にＭｅｍｂｒａｎ
ｅＣｈｉｐｓＴＭをインキュベートし（図１７）、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭを洗
浄し、上記のとおり蛍光顕微鏡写真画像をとらえ、処理することにより検出された。ＧＰ
ＣＲ類が置かれている位置のバックグランド（それぞれ図１７中の「＋」および「－」）
と比較した相対的蛍光単位（ＲＦＵ）が統計的に有意に増加していることは、Ｍｅｍｂｒ
ａｎｅＣｈｉｐｓＴＭ表面上に整列後も、レセプター上の抗原部位構造が保存されたこと
を証明している。この結果は、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭが、抗原に結合する抗体
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を特徴付けるために使用でき、抗体結合が、ＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭの表面に存
在する標的を検出するために使用できることを説明している。
【０１９７】
　　結論
　高感度膜アッセイをＭｅｍｂｒａｎｅＣｈｉｐｓＴＭに適合させた。前記アッセイは、
簡潔で、試剤ロボット操作システムに適合性があり、複合フォーマットにおけるレセプタ
ーの個別の膜アレイに対する新規のアンタゴニストおよびアゴニストのスクリーニングを
可能にする。
【０１９８】
　本発明を、特定の方法および実施形態を参照にして記載したが、本発明から逸脱するこ
となく、種々の修飾がなされ得ることは理解される。科学刊行物、公表された特許出願お
よび刊行された特許など、引用された全ての参考文献は、全ての目的のために、本明細書
中に参考として援用される。
【０１９９】
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【数１－３】

 
【図面の簡単な説明】
【０２０２】
【図１】図１は、本発明の表面検出器アレーデバイス（ＳＤＡＤ）の一部を示している。
【図２】図２Ａと２Ｂは、本発明の表面検出器アレーデバイスの５つの異なった領域の脂
質二重層における光退色蛍光レポーター脂質の効果を例示する略図である。
【図３】図３は、各々が荷電蛍光レポーター脂質の電場誘導濃度グラジエントを含む、表
面検出器アレーデバイスの２つの領域の蛍光強度を示す。
【図４】図４は、バイオセンサーにおける使用に好適な本発明のデバイスの構造部分を示
している。
【図５】図５は、膜会合分子のサイズによる分離における使用に好適な本発明のデバイス
の構造部分を示している。
【図６】図６は、グラジエントバイオセンサーアレイ形成の平面図を示している。
【図７－１】図７ａ～ｄは、２組成物グラジエントバイオセンサーアレイ形成をカラーで
示している。
【図７－２】図７ａ～ｄは、２組成物グラジエントバイオセンサーアレイ形成をカラーで
示している。
【図８】図８は、ウェルの底部における本発明の表面検出器アレーデバイスを有するウェ
ルプレートを示している。
【図９】図９は、本発明の表面検出器アレイデバイスの表面上に「格子縞ボード」のパタ
ーンに整列させた２つの異なった脂質組成物を含んでなる前記デバイスを示している。
【図１０】図１０ａおよび１０ｂは、卵ホスファチジルコリン（ＰＣ）および１モルパー
セントの１６：０～１２：０　ＮＢＤ－ホスファチジルグリセロールから構成された囲い
に対する光退色（ＦＲＡＰ）実験後の蛍光回復の結果を示している。
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【図１１】図１１は、コレラ毒素がガングリオシドＧＭ１に特異的に結合することを例示
するための、本発明の表面検出器アレーデバイスを用いた実験結果を示している。
【図１２】図１２は、薬物スクリーニングと最適化適用に使用するための本発明の表面検
出器アレーデバイスの好適性を示すβ１アドレナリン作用性レセプター（ＡＲ－β１）競
合アッセイ結果を示している。
【図１３】図１３は、本発明の表面検出器アレーデバイス上のβ１アドレナリン作用性レ
セプターに対する蛍光標識β１アドレナリン作用性レセプターアンタゴニストＢＯＤＩＰ
Ｙ　ＴＭＲ　ＣＧＰ１２１７７の結合に関する用量応答曲線を示している。
【図１４】図１４は、複合アッセイ実施に関し、本発明の表面検出器アレーデバイスの有
用性を例示する実験結果を示している。
【図１５】図１５は、ＡＲ－β１に関し、種々の化合物の親和性を予測するための競合ア
ッセイにおける本発明の表面検出器アレーデバイスの使用を例示する実験結果を示してい
る。
【図１６】図１６は、化合物ＩＣＩ１１８，５５１に関し、種々のアドレナリン作用性レ
セプターの親和性を予測するための競合アッセイにおける本発明の表面検出器アレーデバ
イスの使用を例示する実験結果を示している。
【図１７】図１７は、本発明の表面検出器アレーデバイスに組み込まれたケモカインレセ
プターを認識するための標識抗体と共に本発明の表面検出器アレーデバイスを使用するこ
とを例示する実験結果を示している。

【図１】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図３】
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【図５】

【図６】

【図７－１】

【図７－２】 【図８】

【図９】
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【図１０Ａ】

【図１０Ｂ】

【図１１】

【図１２】

【図１３】

【図１４】

【図１５】

【図１６】
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