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表面プ ラズ モ ン共鳴を用い たベ プチ ドリガ ン ドに よるポル フ ィ リン類 の検出
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【目的】　 環境ホ ル モ ン は 、 低分子量 で あ り、 極微量で作 用する とい う特徴 を有す る 。

環境ホル モ ン 等の 有害物質の 迅速、高感度 な検出法の 開発 が望 まれ る 。 本研究で は、表

面 プ ラズモ ン 共鳴 （SPR ）を用 い た低分 子物 質の 高感度検出シス テム を構築す る こ とを

目的 とした。 こ の シ ス テ ム の モ デル として 、 夕
一ゲ ッ トにポル フ ィ リン の

一
種で ある

5
，
10

，
15

，
20−Tetrakis（N 一皿 ethylpyridinium −4−yl）−21H ，

23H −porPhine （H2TMpyP ）、 リガ ン ドに

H2TMpyP を特異的に認識 する6残基の ペ プ チ ド、　 PsP2 （HAsYsC ）を用い た 。

【方法及び結果 】　 セ ン サーチ ヅ プ にPSP2 を固定化 した後 、 チ ヅ プ の表面に H2TMpyP

溶液を注入 し、 BIACORE 　X （ビ ア コ ア 社）を用 い て SPR シ グナル の 変化 を測定 した 。

この結果 、 数十ng ！m1 〜 数 pg〆m1 の濃度範囲にお い て 、
　 H2TMpyP を定量 的に検 出する こ

とが 出来た 。 また 、 コ ン トロ
ー

ル として 、 プ ロ トポル フ ィ リン IVを用い た場合 には 、

SPR シ グナル の 変化 はほ とん ど見 られ なか っ た こ とか ら 、　 H2TMpyP の 特異的 な検出が

示され た。 さ らに 、 数種類 の ポ ル フ ィ リン を用い た検 出試験 の結果 、 特定の 構造の ポル

フ ィ リン の みが検 出され 、
ペ プチ ドの 持つ 分子識別能が示さ れた 。
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【目的】　 植 物の 光合成 系の キノ ン 結合サ イ トに 結合 し 、 光合成阻害を起こ す トリア ジ

ン 系除草剤は 、 発ガ ン性 や環境ホ ル モ ン と して の 性 質が指摘 され 、 世界的に使用が制限

されつ つ ある化合物で ある 。 本研究で は こ の 阻害機構に着 目し、 光合成反 応 中心 （RC ）

そ の も の を用 い るバ イオセ ン サー を開発 する こと を目的 とした 。 除草剤 に は トリア ジ ン

系除草剤 の
一

種で あ るア トラ ジ ン を用い 、 RC には遺伝子組み換 え技術の 確立 して い る光

合成細菌 の RC を用 い た 。 ア トラ ジ ン とRC の 相互作用 を検出す るデバ イ ス には 、 表面 プ

ラズモ ン共鳴 （SPR ）測定装置 を用い た 。

【方法及び結果 】　 光合成細菌Rhodobacter 　sphaereides 由来の RC に遺伝子組 み換 え に

よっ て ヒ ス チ ジン タ グを付与 した もの （His −RC ）をア トラ ジ ン検 出の リガ ン ドと して用

い た。 SPR の 測定に は 、
　 BIACORE （X −2000

，
　BIACORE 　 Co　 Ltd．）を用い 、

セ ンサー一

チ ヅ プ には 、 Ni−NTA セ ン サ
ー

チ ッ プ を用 い た 。 チ ヅ プ上 に His−RC を配位結合させ 、 ア

トラ ジ ン検出チ ッ プ と した 。 50mM 　NaCl お よび 0．5 ％ （w ／v ）triton ）〈−100 を含む 50

mM リン酸 緩衝液 （pH8 ．0 ）をラ ン ニ ン グ緩衝液 と して 使 用 し 、 ア トラ ジ ン は 、 5 ％

（v ／v ）メタ ノ
ー

ル を含む 同緩衝液 に溶解 した もの を使用 した。測定 の 結果 、 His −RC とア

トラ ジ ン との 結合 を表 すSPR シ グナ ル は 濃度依存的 な増加 を示 し 、　 ppb オー ダ ー
の 低濃

度領域 に お い て 良い 相 関を 示 した 。 His −RC を用 い る こ とで 、 トリァ ジ ン系除草剤 を直

接 、 高感度 に検出す るこ とが 可能 で あるこ とが示され た 。
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