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【目的】近年、環境汚染物質を簡便、高感度に検 出する 検出 法の 開発 が 求め

られ て い る。なか で もポ リ塩化 ビ フ ニ「ニ ル 〔PCB ）は 環境中 で広 範 囲に検
出されて お り、今なお汚染が問題 とな っ て い る。そ の た め 本研 究 で は リボ

ソ
ー

ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

を 利用 した 簡便な PCB 検 出 法 の 開発 を 目的 と

した。
【方 法お よび 結果 】PCB 検 出は 2 つ の カ ラム を組 み合わせ て 行 っ た。まず
PGB 抗体固定化 カラ ム に お い て PCB とボ ス ホ リパ ーゼA2 （PI蕊 2）コ ン ジ ュ
ゲ
ー

トとの 競合反応 を行い 、抗体に 結合 しな か っ た PIA2 コ ン ジ ．zゲ ート

を溶出 させ た。こ の 溶 出液を蛍光物質カル セ イ ン 封入 リポ ソーム カ ラ ムへ
添加 し、PLA2 に よリリボ ソ

ー
ム が破壊 され て 漏 出 して く る蛍光最 を測定

した ．本研究で は多検 体を同時に 検出する た め に 、ウ ＝ル の底部 が フ ィル

ターとな っ て い る 96 穴 マ イ ク ロ プ レ ートを 用 い た。これ に よ り 96個 の ミ

＝ カ ラム を作製する こ とがで き 、多検 体測 定 を行 うこ とが 可能 と な る。反
応 に つ い て の 条件 検討 を行 っ た 結果 、競合 反 応 は 1 時 間、37℃ で 振盪す
るこ とで 行い 、リボ ソ

ー
ム カ ラ ム に お け る反応 は 室温 で 10 分間、振撮 に

より行 うこ ととした。ま た 至 適 PLA2 コ ンジ ュ ゲ ートの 濃度は 5
μ gfmlで

あ る こ とが 示 差 され た。ま た 、シ グ ナル 増幅 の た め に は PM2 によ り破壊
され や す い リボ ソ

ー
ム を選 択 する 必要 が あ る、、そこ で 本研 究で は リン 脂質

の組 成を変えた リボ ソーム を 用 い て 、PLA2 に よ る漏 出蛍光量の 比 較 を行っ
た 。そ の結果、負電荷を持 つ リン 脂 質 〔polve山ylencexide

−
palmiteyToleoy ］−

phosphatidylethanelamine）を含 む リボ ソーム の 場合に、漏 出蛍 光量が増
大す る こ とが 示差 され た。ま た ．反応の pH に つ い て も検 討を行 っ た結果、
至 適 pH は 8 で あ る こ とが 示 差 された、
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【R的】我々 は こ れ まで 、抗原に よる 抗体 Fv の 安定化 を利用 した 新規免疫

測 定法オ ーブ ン サ ン ドイ ソ チ （OS）法 を提案す る とともに 、フ ァ
ー

ジ提示

法 を 用 い て OS 法に適 した 抗体を迅速 に選択 する こ とが可 能 な系 （spht 　Fv
syStem ＞の 確立 を行 っ て きた。　spliしFv　syStcm では 、繊維 状 フ ァ

ー
ジ末端に

あ る r．ajの 外被蛋 白p7，p9 の N 末端 に抗 体 VL，　VH をそ れ ぞ れ 融 合 させ る

こ とで Fv を提 示す る。こ の とき ベ ク タ
ー

ヒの VL 遺伝 子 と g7 の 間 に ア ン

バ ーコドン を配 し、ホ ス ト大腸菌の sup 変異 の 有無 に よ り VL 断片の 提示

と分泌 の 切 り替 えが 可能 に して あ る。こ れに より VII〜　VL 　ee示 時 には 抗原

に よ るパ ニン グが 、VL 分泌時に は VL をプ レ
ー

トに固 定化 し、培 養 ヒ清中

の VH 提示フ ァ
ージ の 結 合量を OS 法に よ り測 定す る こ とが 可 能 とな っ て

い る。本研究 では こ の spllt　Fv　system を用い て ．内分泌か く乱物質で ある

単価抗原 ビス フ ェノ
ー

ル A （BPA ）の 非競争的検 出を試み た．
【方法 と紵果】抗 BFA 抗体 scFv 遺伝子 よ り PCR 法で 作成 した spht 　Fv 断

片 を、フ ァ
ージ ミ ドベ ク タ

ー
pKST2 に 組 み 込 ん だ ．これ を 大 腸 菌 TG −

1〔sup＋ ）に 形質転換 しフ ァ
ー

ジを調 製 した とこ ろ 、．卜．分な BPA 結 合 能 が確
認 され た。次 に フ ァ

・一
ジを HB2151 〔suP

−
｝に感染させ 、同様に フ ァ

ージ と

可 溶性 VL を含む 一ヒ清 を 調製 した 。これ と prOtein　L 固 定 化プ レートを 用

い て OS 法 を行 っ た と こ ろ、　 BPA 濃 度 依存的 な信 号 上 昇が 確認 され た。
【結 論 】新規 フ ァ

』．’
ジデ ィ ス プ レ イ lk　split　F ；，　system を 用い た オ ー一プ ン サン

ドイ ッ チ ELISA 法に よ り 、ビス フ ェ ノ
ー

ル A の 非競争的検 出が 夫現 された。
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【は じめ に 】静電気的相彑 作用 を利 用す る ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（イ オ ン 交換

ク ロ マトグラフ ィ
ー，IEC ）は タンパ ク質の 精密分離に は必 要不 可 欠 の 方

法 で あ る。DNA の IE 〔：分離 も実際に 実施 され て い る が 、タ ン パ ク 質に く
ら べ て 系統化 され た工 学 的な解析 は 多 く な い 。本 研 究 で は 一塩 基 多型

（SNPs ）の 分離を 目的 として合成 オ リゴ ヌ ク レ オチ ドの IEC にお け る生 体
認識機構 を解析 したe

【結 果と 考察 】IEG カラ ム と して は非多孔 性陰イ オ ン交 換粒 子 カ ラム Tosoh
【〕E4E −NPR を使用 した。　pH 一

定で塩 濃度 を 直線 的 に増加 させ る直線塩 濃
度勾配溶出実験を全 自動ク ロ マ トグラ フ ィ

ー
装 置 〔Akta 　Explorer ） で 行 っ

た。
　直線塩 濃度勾配溶出実験か ら溶 出塩 濃度 Ir と規格化 され た勾配 GH と
の 関係を求め た。GH −Ir 曲線か ら吸着に 関 与 した サ イ ト数 B と一定 GH に

お ける溶出塩濃度 Irc を決定 した。サ イ ト数 は オ リゴ ヌ ク レオ チ ド長 と と

もに 増加 したが GC 含量の 影響 も ある こ とが 明 らか とな っ た．ま た Irc も
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド長 とと もに 増加 し たが GC 含量 の 影響が顕 著で あ っ た。一

塩 基 の 変 異が あ るサン プル に っ い て 多くの 場合、良好 な分 離結果 が 得 ら

れ た。
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［Objective 亅The 　per正brmancc 　of 　thenew 　type　adsorbent 　matrix （d）
・e−IDA・

ma ［rix ）devetoped 　by　Ineans 　of 　the　immobiliza［ion　Df 　Gibacron　Blue　3GA
（C］B ）on 　in旦inodiacctic　acid 　 agarose ・coa にd　 atumina 〔IDA −matrix ｝ was

inveStigaしed ．
EMe 匸hod ］Alumlna 　was 〔：Dated 　with 　agarose 　b￥ an 　emulsion 　technique ，
ac τiva〔ed　with 　epichlorohydrin ，　and 　reac 匸ed 　with 　iminodiacetic　acid （IDA ）

to　produce　IDA −matrix ．　Furth巳r　rhe　reac しion　o 『thc　IDA −matrix 　with 　C 且

produced　the 　dy巳．IDA −ma しrix ．The 　dyc−IDA一  a しrix 　was 　charged 　with 　zin 匸

ions，　and 　u 〜ed 　fbr　puriIicatbn　ofalcDhol 　dchydr〔｝genase（ADH ），
［Result］Immobilization 　o丘CB 　on 　IDA −matrix 　increased　ADH 　binding．
0 更1e・sしcp 　clution 　using 　4　mM 　EDTA 　containing 　O．5　M 　NaCl　resulted 　in
66％ of　cnz アme 　re ⊂Dvery 　and 　purification齔 tor　of 　4．7．］附 o．step 　elution

with 　buffcrs　c 〔mtaining 　imida 犯 1e　resul しed 　in　higher　pur面 ⊂ ation 　factor　of
6、5and 　lower 　enzyme 　recovery 　of40 ％．　F．quilibration　of 　ma 匸rix 　wi ［h　inli−
dazole　befb1

・e　appl ｝
，ing’Lhe 　samplc 　increased　both　ofthe 　purificaしion　factor

and 山 e　enzyme 　recovery 　to　8．4　and 　76％，　respectively ．　C］onsequentTy ，山 e

combinat め n　ofthe 　immobillzadon〔〕fCB 〔m 　IDA −ma ［rix 　and 　equilibration

of 　ma しrices 　with 　imldazolc 　bcfbre　adsorp ［ion　is　a　good　sしrategy 　fbr　purifi
．

catioTl 　of 　mc しalloenzyme 　su 匸h　as　ADH ，　and しhc　usag じ of 匸his　s匸rategy 　to
expanded 　bed 　sys しem 　should 　be　ft］コ’ther 　s匸udied 、
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