
2．3．重点研究テーマ・研究成果

（5）生物学的親和性クロマトグラフィーにおける分子認識機構と

　　　移動現象の解析による新規高度バイオセンサーの開発

研究目的

　生体分子の分離分析（センシング）には欠かすこ

とのできないクロマトグラフィーは溶質とカラム固

定相との平衡関係（分子認識）で分離が行われる。

分子認識と拡散混合は独立ではなく、リガンドと溶

質の相互作用の人きさや分布、さらには立体的配置

により吸脱着拡散速度は著しく変化する。さらに、

複数の相互作用か協調的に働くと分離挙動は一層複

雑となる。本研究では分子認識機構と移動現象（拡

散混合機構）を同時に解析し、新規高分離性能クロ

マトグラフィーバイオセンサーを開発することを目

的とする。特に生体巨大分子（抗体、ウイルス）を

対象とする。

研究成果

　adcno　virusは遺伝子治療のベクターとしての利

用が考えられておりクロマトグラフィーによる高度

精製は重要な操作となる。また、parvo　virusなど

は血液製剤から除去することが要求されている。

virusのクロマトグラフィー分子認識機構の解明は

重要な課題である。

　Fig．1，2には巨大分子サイズ排除曲線とHETP

データの例を示す。半径10nm以上の粒子は従来超

遠心で分離精製されていたが、クロマトグラフィー

による分離とキャラクタリゼーシ1iiンが有効である

ことが明らかとなった。またHETPと移動相線速

度uの聞係についてFig．2に示す。このデータから

サイズ排除クロマトグラフィーにおける細孔内拡放

などの物質移動（輸送）現象について解析している。

今後はadeno　virusなど他のvirus粒子のクロマト

グラフィー保持機構を検討する予定である。

　Hepadtitis　B　surface　antigen（以下HBsAg）は20

nm程度の直径を持つ巨大な粒子として存在するこ

とが知られている［5］。このような巨大分子の精製
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Flg．1　Size　exclusion　curve。分配係数Kはピーク保持容量

から算出し、標準球状タンパク質の等価半径あるいはデキス

トランの粘性半径に対してプロットしている。HBsAg　は
hepatitis　B　surface　antigen　particleであり直径22nmの粒子

として、parvo（human　parvo　virus　B19）は直径26nmとし

てプロットした。分子排除特性曲線（size　exclusion　curve）

はよく相関されている（相関係数0．99）。G6000PWは特に巨

大分子に適しているhigh　performance　exclusion　chromato－

graphy　column（Tosih）である。

400

竃

藍…

工

G6000PWxL　30cm　x　O．78cm　ID

＄

量

皇

。

寒1；
A

R艮望
。一

@o　o
0　　　　　　2　　　　　　4　　　　　　6
　　mobile　phase　veiocity，　u　［cm／min］

key　sample

C　vitamin　B12

A　ribonuclease　A

十lysozyme

O　BSA

O　lgG

e　albolase

×　catalase

V　urease

A　thyteqlobetin

e　hurnan

　parvo　virus　B19

Fig．　2　HETP　vs．　mobile　phase　velocity　u．　HETP＝Z

（w／tR）2／8で算出した。ここでZ＝カラム長、　wはC＝0．368

Cmaxにおけるピーク幅（Cm，x、ピーク高さ）、　tR＝ピーク保

持時間である。HETP－u曲線の傾きから細孔内拡散係数が求

められる。

方法としては大きな細孔径を持つ従来型のクロマト

グラフィー充填剤を使用する方法の他に、粒子表面

のみを利用する方法や、リガンドの三次元的配置を

持つゲルを埋めこんだゲルなどが考えられる。架橋
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Fig．　3　Dynamic　binding　capacity　DBC　vs．　mobile　phase

velocity，動的吸着容量DBCは破過曲線の10％言過容量VB

とベッド体積V試料初濃度C。からDBC＝C。VB／Vtで計算
した。Streamlineは200μm－agarose　bead、　Sepharose　FF

は90μm－agarose　bead、　Cellofine＝75μm－Sulfated　Cel－

lufine　beadである。　SP＝sulphopropyl，DEAE＝dieth－

ylamonoethyl，　BSA＝bovine　serum　albumin．．　BSA－S　P

Sehpafose　FF（pH4）でDBC＝47　at　17cm／minのデータが

得られているが、スケールの関係でFigure中には表示して
いない。

度が高いセルロース粒子に硫酸基を導入した吸着剤

（cellufine）の分子排除特性から分子量数万以上のタ

ンパク質は排除されることがわかった。Cellfine　は

HBsAgに対して強い親和性を持ち通常のIECより

効率良く吸脱着精製が可能であった。また、IgGに対

しても親和性を示し表面吸着のみであるにもかかわ

らず吸着速度が早いために動的吸着量は通常のゲル

型IEC充填剤とほぼ同じ程度となった（Fig．3）。た

だしBSAには親和牲を示さず他のIECゲルとは異な

る分子認識機構があることが示唆された。
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産業技術への貢献

　HIV（AIDS）をはしめとするウイルス性疾患や癌

の臨床診断、タンパク質・ペプチド医薬品の工業分

離プロセス、高性能分析手段、工業分離プロセスに

おけるオンラインモニタリングと多岐にわたる。さ

らに研究の延長線上には遺伝子診断および治療への

応用が期待できる。
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