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　　 交差 反応 を利 用す る分泌生産イネ α一ア ミラーゼ の

　　　　　　　免疫ア フ ィ za テ ィ ク ロ マ トグラフ ィ
ー精製

（京大 ・工 ・化 工 〉　 ○加藤滋雄 　寺嶋正 明　須澤通雅　佐 田栄三

1目的D 酵母 に よ っ て分 泌生 産 されるイネ cr一ア ミラーゼ を、抗大麦 α一ア ミラーゼ抗体
との 交差反応を利用 して、培養上 清か ら 1段の 免 疫ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ トグラ フ ィ

ーに
よ っ て 高純度に 精製するこ とを検討 した 。

　1方法 お よび 結果 ）硫安沈殿な らび にゲル ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

に よ っ て 粗精製 した大

麦 α一ア ミラーゼ をウサギに免疫して 得た抗血清か ら抗大麦 α一ア ミラー−ti抗体を精 製 し

た 。 こ れを CNBr −activated 　Sepharose　4B に 固定化 して 、免疫吸着体を調 製 した 。 イネ
α一ア ミラーゼ 発現ベ ク ターpEno1RAmy 　IA を導入 した Saccharomyces　cerevisiae 　LL 　20
を 、 2L の YEPD 培地で 24 時聞 30 ℃ で培養 した。 イネ α一ア ミ ラ

ー
ゼ を含 む培養上 清

を限外濾過膜で濃縮 した後 、 50　mMTris −HCI ＋ 5mM 　CaC！2 緩衝液 （pH 　7．6）で 平衡化
した免疫吸着体充填 カラム に 2mi ！mfn の 流量 で負荷 した 。 同じ緩衝液で 洗 浄後 、2．5M
NaSCN 又 は pH 　3．8 の 酢 酸緩衝液で イネ α

一ア ミラーゼ を溶離 した 。 活性は 還元 糖量 、 タ

ン パ ク濃度は CBB 法 、 純度は SDS −PAGE に よ っ て 求め た 。

　　 培養 上清か らの 1殺 の免疫 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ トグラフ ィ
ーに よ っ て SDS −PAGE

で 単
一一バ ン ドとなる純度に精製で きた 。 また、25MNaSCN に よる溶離の場 合回収率は

約 60 ％ で あ っ た 。 交差反応 を利用す る方法は 、 十分 な純度 、 量の精製 目的抗原 が得 ら

れない 場合に も免疫ア 7 イ ニ テ ィ ク ロ マ トグラフ ィ
ーが 行え、 また抗原中の不純物 と、

組換 え体に よっ て産生 された粗原料中の 不純物は 異なるた め 、 抗原純 度が 高 くなくて も、

高純度の 精製が可能で ある 。
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　　　　　with 　 a　 cross −reactive 　 antibody
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　　　　　　　 リ ン酸チ タニ ウ ム 系多孔質結晶化ガ ラ ス の タ ンパ ク質分離用 ク ロ マ ト充填剤として の応用
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［目的］ 無機材料は機械的強度や化学的耐久性が高 く、加熱滅菌 も容易 で あるこ とか ら生体触媒や生体関

連物質の 固定化 、 吸着分離材料と して 優れた資質をもつ 。 我 々 は 、 リン酸化合物材料の 高 い 生体親和性に 着

目し、これ までに生体関連材料と して優れた吸着機能特性をもつ 材料の創出を試み てきた 。 その 結果、原子

骨格構造的 に優れたイオ ン交換機能をもつ と思われる リン 酸を主成分 とした多孔質結晶化 ガ ラ ス を合成する

こ とに成功 した 。 そ こで 、 今回は この 材料の タ ン パ ク質吸着特性を調べ 、分離精製用 ク ロ マ ト充填剤と して

の機能性を検討 した 。 　　　　　　　　　 ．

［方法と結果】Lho ・cao ・Tio2−Pzo5系ガ ラ ス を結晶化処理後、酸処理 しLiTi2（Po4 ）3を骨格に持つ 多孔質結晶

化ガラス （LTP）、 および リ ン酸チタニ ウムTi（Hpo4）z．nH20 を含む組織を骨格 に持つ 多孔質結晶化ガ ラス （TP ）を

作製 した 。 比較として ハ イ ドロ キ シ ア パ タイ ト（HAP ）を用 い た。こ れ らを微粉砕 し牛血清ア ル ブ ミ ン溶液 に

投入 し、タ ンパ ク質吸着特性を比較 した 。

一
方、カ ラ ム に よ る タ ンパ ク質の 分離精製特性は、α・キ モ トリプ

シ ノ
ー

ゲ ンA 、 β
一
ラク トグ ロ ブ リン 、 チ トク m ム C

、 リボ ヌ ク レ ア
ーゼ A の 混合溶液を用 い て 、 各材料 の充填

カラム に 吸着 した混合タ ンパ ク質 の 分離条件を検討する こ と に よ り行 っ た 。 溶離液中の タ ン パ ク質 の 同定は

、SDS −PAGE に より行 っ た 。 そ の 結果、τPはHAP よ りも比表面積が高 く、担体重量あた りの ア ル ブ ミ ン 吸着

量 もHAP と 同等の 結果を示 したが、　 LTP の 吸着量 は こ れら の 約半分に とどま っ た 。
　 W と HAP に 吸着した ア ル

ブ ミ ン の溶離条件を調 べ た とこ ろ 、
NaCl水溶液では いずれも溶離できず 、

　 IN −NaOH や6N ・尿素 、
1N ・

リン酸緩

衝液（pH　7）で溶離され、両担体は同様な吸着機構 で ある こ とが推定された 。 しか し、　TPはNaイオ ン の 作用 に

よ り構造の 骨格が変質 して い る こ とが わか っ た 。 種 々 の カ チオ
’
ンの影響を調 べ た と こ ろ 、 リン酸ア ン モ ニ ウ

ム 溶液を溶離液として 用 い る こ と が適当 で あ っ た 。 混合タ ン パ ク質を吸矯 した 各試料 か ら溶離液 に濃度勾配

をつ けて段階的溶出を試みた とこ ろ、いずれも良好な分離パ ターンが得 られ た
。
SDS −PAGE の 結果、イオ ン

強度 に 依存 した溶出順はTPとHAP で は異な っ て い る こ とが判明した
。
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