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【緒言】 
 従来、固体表面に親和性を有するペプチドは、ランダム

ペプチド提示ファージや、大腸菌等のライブラリ中からバ

イオパンニング法によって単離されてきたが、これらの操

作は煩雑な上、非特異吸着による多くの偽陽性クローンの

出現によって、単離が困難となる場合が多い。一方、プロ

テオミクスの発展に伴って、二次元電気泳動や

MALDI-TOF MS 等の技術が確立され、タンパク質、ペプ

チドの解析・同定が容易になってきた。このような背景か

ら本研究では、プロテオーム解析技術(二次元電気泳動、

MALDI-TOF MS、HPLC 等)を用いて、大腸菌の菌体破砕

溶液中から、プラスチック親和性ペプチド候補をスクリー

ニングする手法を開発したので報告する。また本研究では、

モデルプラスチック部材として、ポリカーボネイト(PC)な
らびにポリメタクリル酸メチル(PMMA)を用いた。 
 
【実験操作】 
①親和性タンパク質のスクリーニング 

大腸菌の菌体破砕溶液とプラスチック片 (表面積約

125cm2)を混合し、５時間タンパク質を吸着させた。その

後、PBS、超純水でプラスチック片を洗浄し、8M Urea、
4% CHAPS 溶液で吸着したタンパク質を溶離した。溶離

液を凍結乾燥により約５倍に濃縮し、二次元電気泳動を行

い、ペプチドマスフィンガープリント法で同定した。 
②親和性タンパク質のクローニング 
親和性タンパク質の遺伝子を、大腸菌ゲノムから PCR

によってクローニングし、大腸菌 BL21(DE3)で過剰発現

させたところ、インクルージョンボディとして回収された。

これらを可溶化し、His Trap HP カラムを用いて精製した。 
③親和性ペプチドのスクリーニング 
精製したタンパク質溶液と、トリプシン溶液を混合し、

37℃で一晩消化することで、各タンパク質のペプチド溶液

を得た。このペプチド溶液とプラスチック片 (表面積

200cm2)を混合し、２時間ペプチド断片を吸着させた。そ

の後、吸着前後での溶液中のペプチド成分の違いを、HPLC
により分析した。吸着後、著しく減少の見られるペプチド

断片を回収し、MALDI-TOF MS を用い、アミノ酸配列を

決定した。 
 

【結果および考察】 
 Fig.1 に示すように、大腸菌の菌体破砕溶液中から、PC
および PMMA に親和性を有するタンパク質をスクリーニ

ングしたところ、Malt porin (MLT)、Ompf porin (OMP)、 
Elongation factor Tu (ELN)が回収された。また、これら

のタンパク質を遺伝子組み換えにより大量生産し、高純度

に回収し、トリプシンおよびキモトリプシンにより、ペプ

チド断片に分解した。このペプチド断片をプラスチックに

吸着させ、その前後でのペプチド成分の違いを HPLC によ

り分析したところ、Fig.2 に示すように著しく減少したペ

プチドが、PC に対して６種類、PMMA に対して３種類検

出され、質量分析によりこれらのアミノ酸配列を決定した。 
 現在は、同定されたペプチド断片を固相合成し、PC お

よび PMMA に対する親和性の評価を行っている。 
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