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Abstract:

Phagedisplaypeptidelibraryisbasedonacombinatoriallibraryofrandompeptidefusedtoaminorcoatproteinofthe

filamentousM13phage.PhagedisplaycreatesaphysicallinkagebetweenadisplayedselectablefunctionandtheDNA

encodingthatfunction.Thisallowsrapididentificationofpeptideligandsforavarietyoftargetmoleculesbyaninvitro

selectionprocess.Phagedisplayisaneffectivetechniqueforisolationofthepeptidesandproteins,thatcanbindtoa

specificmolecule.Intheselectionofaphage,notonlypurifiedproteinsimmobilizedonanarticlesurfaceorintactcells,

butalsochemicalmoleculesorasurfacehavebeenusedasthetarget.Thisapproachmakesitpossibletousechemicals

inphysiologicalconditionasthetarget,sothatphagedisplayissuitableforthedevelopmentofpeptidesthatbindtoa

molecularantigen.Thepeptideisolatedfromaphagedisplaylibrarycouldconjugatewithaparticulardye,whichmakes

itapplicabletoidentificationandisolationofspecificchemicals.

Tothebestofourknowledge,thisreportisthefirstattempttodevelopapeptide,thatcanrecognizefullerene(C60).

Featuresofpeptideisolationfromaphagedisplaylibraryarediscussedinthefollowingsessions.Furthermore,thel

peptidethatsensetheoneofthedioxin,2,3,7-trichlorodibenzo-p-dioxin(2,3,7-TCDD),orthepeptidefromphage

displaypeptidelibrary,oneofcombinatorialtechnology,couldbindtotheundifferentiatedP19cellswereisolatedand

characterized.
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1.は じめに

生体が持っ優れた分子認識機構を利用、もしくは模倣

した化学センサーであるバイオセンサーは、基本的に分

子認識素子 と各種 トランスデューサーから構成される。

DNAチ ップを例に挙げれば、分子認識材料がターゲット

遺伝子 と相補配列を有するDNA分 子、 トランスデ ュー

サーとしては、蛍光標識分子を捉えるための蛍光測定器

が用いられる。したがって、バイオセンサー機能の進化

を行 う上で、新たな分子認識材料、お よび トランス

デューサーの設計、創成がキーテクノロジーになると考

えられる。そして、新 しい分子認識材料を創成する方法

としては、新たな天然酵素の探索、遺伝子工学的改変、

天然材料と人工材料のハイブリット化、人工材料のみに

よる設計などが挙げられる。

本稿では、こうしたバイオセンサーのための分子認識

材料の設計、創成法に関して、最近注目されているペプ

チ ドの分子認識能に着 目したバイオセンサー としての試

みを中心に解説する。

2.分 子認識材料としてのペプチ ド

生体中のさまざまな反応には、生体を構成する分子間

の特異的親和性によって起こるものが数多 く存在する。

その中でも、特に生体分子問の特異的親和性を示す相互

作用の代表的なものは、レセプター とアクセプター反応
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や抗 原 抗 体 反 応 で あ る。 そ の いず れ の反 応 で も重 要 な 要

因 は 、20種 類 の ア ミ ノ酸 の組 み合 わせ が もた らす 無 限 な

立体 構 造 とア ミノ酸 に よ る静 電 的相 互 作 用 、 水 素結 合 、

疎 水 的 相 互 作 用 な どが あ り、 それ らが 多 種 多様 に相 互 作

用 し、特 異 的 親 和性 を 作 り出 して い る。 こ うした分 子 認

識 能 を持 つ 抗 体 は 、 特 異 的 に微 量 な抗 原 を認 識 す る た め

に、 生 体 中 の微 量 生理 活 性 物 質 、 環 境 有 害物 質 な どの検

出 に利 用 され て い る。 しか し、 抗 体 は 一般 に大 量 に作 製

す る には 、膨 大 な費 用 と労 力 を必 要 と して い る。 また 、

活1生の維 持 が難 し く、す ぐ に失 活 して しま う とい う性 質

もあ る。 この欠 点 を補 うツー ル と して 、現 在 注 目され て

い るの は 、抗 体 の抗 原 認 識 部位 を モ チ ー フ に した ペ プ チ

ドを 用 い る こ とで あ る。 ペ プ チ ドは 、抗 体 と比 べ て 安 定

性 が 高 く、作 製 が 容 易 、 費 用 が安 い な どの長 所 が あ る。

ま た 、抗 体 の代 わ りにペ プ チ ドで反 応 を行 い 、 分 子認 識

能 が あ っ た とい う報 告 例 が多 数 あ り、ポ ル フィ リン1)な

どの 化 合 物 や 酵 素 と して の グル コー ス オ キ シ ダ ー ゼ2)、

単離 精 製 され た タ ンパ ク質3)、 癌 細胞4)や グ リア細 胞5)、

ス トロー マ 細胞6)な どに対 す る細胞 マー カ ー に 対 して結

合 す るペ プ チ ドも見 つ か っ て い る。 また 、 生 体 関連 物 質

以 外 の物 質 を認 識 す る研 究 も行 われ て お り、 フ ァ ー ジ が

提 示 したペ プチ ドが金 属 で あ るGaAs表 面 を特 異 的 に認

識 した とい う報 告7)な ど もあ る。 こ の よ うな 例 か らも分

か る通 り、 分子 認 識 材 料 と して の ペ プ チ ドは 、バ イ オ セ

ンサ ー 素 子 して用 い られ る一 つ の 手 段 と して 、地 位 を確

立 した と言 っ て も過 言 で は な い。

こ う した様 々 な 分 子 認 識 材 料 と して のペ プ チ ドが 開 発

され て い る背 景 に は、 コ ン ビナ トリアル ケ ミス トリー や

フ ァー ジ デ ィス プ レイ 法 、SELEX(SystematicEvolution

ofLigandsbyExponentialEnrichment)法 、 リ ボ ソ ー ム

デ ィス プ レイ 法 、 細 胞 表 層 デ ィ ス プ レイ 法 な どの コ ン ビ

ナ トリアル ・バ イ オ エ ン ジ ニア リン グ8)な どの 技術 革 新

が あ っ た こ とは、 言 うま で もな い。 これ らは 、 多数 の混

合 され た化 合 物 の 集 合 体(ラ イ ブ ラ リー)か ら有 用 な も

の を見 つ けて い く とい う方 法論 で あ り、 天 然物 か ら有 用

な物 質 を見 つ け るア プ ロー チ とも類 似 して お り、 あ る生

体 情 報 や 構 造 と機 能 の相 関 な どの情 報 を基 に化 合 物 の基

本 構 造 をデ ザ イ ン し、 実 際 に合 成 した 大 多数 の化 合 物 ラ

イ ブ ラ リー の構 造活 性 を基 に して 、 最 適 な化 合 物 を選 択

す る とい う点 が優 れ て い る。 この よ うに して合 成 した 多

数 の 化 合 物 ライ ブ ラ リー は、 迅 速 に そ の有 効 性 を評 価 す

る必 要 が あ り、如 何 に早 く処 理 を す るか が重 要 とな って

く る。 した が っ て 、高 効 率機 能 評 価 法 、 つ ま り、 ハ イ ス

ル ー プ ッ トス ク リー ニ ン グ(HighThroughputScreening

:HTS)を どの よ うに行 うかが 問 題 とな る。 こ の よ うに 、

コ ン ビナ トリアル ケ ミス トリー とHTSに よ る最 適 化 合 物

の探 索 は、 如何 に ライ ブ ラ リー を大 き く し、如 何 に迅 速

なHTSの シ ス テ ム を構 築 す るか に掛 か っ て お り、 そ のた

め に は広e囲 な技 術 分 野 間の ネ ッ トワー ク を駆 使 す る こ

とが 重 要 とな る。 こ う して 、 近 年 、 コン ビナ トリアル に

合 成 され たペ プ チ ド、つ ま り 『コ ン ビナ トリアル ペ プ チ

ド』 を用 い たバ イ オ セ ン シ ン グが 、 バ イ オや 医療 分 野 な

どの ライ フ サイ エ ン ス分 野 に 大 い に利 用 され つ つ あ る。

この コ ン ビナ トリア ル ペ プ チ ドの ラ イ ブ ラ リー の作 製 に

は 、 上述 した コ ン ビナ トリアル ケ ミス トリー や フ ァー ジ

デ ィス プ レイ 法 、SELEX法 、 リボ ソー ムデ ィ スプ レイ 法 、

細 胞 表 層 デ ィ スプ レイ 法 な どが あ り、使 用 す る実 験 系 に

よっ て研 究 に よ り選 択 され て い る。

3.フ ラ ー レンの 分 子認 識 へ の 応 用

炭 素 同 素 体 で あ る フ ラー レン(C60)が 発 見 され て以

来 、 そ の 物 理 的 、化 学 的性 質 か ら さま ざま な研 究 が進 め

られ て い る。 最 近 で は生 物 学 的 な研 究 に も広 が り、 医薬

品 や バ イ オ セ ン サ ー へ の応 用 が 期 待 され て い る。 フ ラー

レ ンは 、 光 照 射 に よ り活 性 酸 素 を 生 じる性 質 が あ り、

DNA配 列 や塩 基選 択 的 にDNAを 切 断す る効 果9)、 神 経 変

成 疾 患 の原 因 の一 っ で あ る ヒ ドロキ シ カル ラ ジ カル の 生

成 を抑 え る効 果10)、 光 線 力 学 療 法 と して の ガ ン細 胞 や ウ

イ ル ス増 殖 を抑 え る効果11)な どが あ る。 また 、フ ラー レ

ンの 特 異 的 な球 形 、 大 き さ、疎 水 性 の性 質 を利 用 した エ

イ ズ の治 療 法 の 応 用 と して 、HIVプ ロテ アー ゼ の 活 性 部

位 に結 合 す る効 果12)、 さ らに は 、 グル コー スオ キ シダ ー

ゼ セ ンサ ー に お け る メデ ィエ ー タ ー13)と して の役 割 や

ア ンモ ニ ア、 ア ル デ ヒ ド等 の臭 気 物 質 セ ンサ ー に お け る

電 気 素 子14)な ど、様 々 な利 用 の 可能 性 を含 ん だ 化 合 物 で

あ る。 この 特 異 な性 質 を持 つ フ ラー レン を認 識 して結 合

す るペ プ チ ドが得 られ れ ば 、 フ ラー レンを 容 易 に 可溶 化

で き るだ けで な く、 さ らに機 能 的 な 分 子 を ペ プ チ ドを介

して 付 加 す る こ とが で き 、新 た な フ ラー レン の応 用 分 野

の開 拓 にな る と考 え られ る。 そ こで 本 研 究 で は 、 フ ァー

ジ提 示 系 ペ プ チ ドライ ブ ラ リー を用 い て 、 フ ラー レン を

認識 す るペ プチ ドの ス ク リー ニ ン グ を行 な っ た15)。

ま ず 、 環 状7残 基 のペ プ チ ドを提 示 す る フ ァー ジ ライ

ブ ラ リー を用 い 、 フ ラー レ ンを認 識 す る フ ァー ジ をス ク

リー ニ ン グす るた め に、 シ リコン 基板 に真 空 抵 抗 加 熱 蒸

着装 置 を用 い て フ ラー レン(C60)を 蒸 着 した基 板 を ター

ゲ ッ トと して 用 い た。 フ ラー レ ン蒸 着 基 板 に 対 して 、

フ ァー ジ提 示 系 の ス ク リー ニ ン グ操 作 を用 い 、 フ ラー レ

ンに結 合 す る フ ァー ジ を選 抜 した。 そ して 、 フ ラー レン

蒸 着 シ リコ ン基 板 に 結 合 した フ ァー ジ を有機 溶 媒 で溶 離

し、大 腸 菌 で 増 殖 させ た 後 、 フ ァー ジ を精 製 した。 この

パ ニ ン グ操 作 を5回 繰 り返 した 後 、 フ ァ ー ジ 増 殖 液 か ら
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表1.選 択 され た フ ァー ジが 提示 して いる環 状 ペプチ ドの ア ミノ酸 配列

Cys‐Ser-Arg一 丁hr-Pro一 丁hr-Ser-Gln-Cys

Cys‐Ser‐Arg‐Pro‐Asn‐His‐Gly‐Thr‐Cys

3:Cys‐Ser‐His‐Met‐Gln‐Thr‐Asn‐Leu‐Cys

4:Cys-Asn-Met-Ser一 丁hr-Val-Gay-ArgCys Phage{4}

5:

6

7:

Cys‐Ser‐Asn‐Ala‐Ser‐Val‐Lys‐Pro‐Cys

Cys-Leu-Gly-Pro-Asn一 丁hr-Lys-Leu-Cys

Cys‐Leu‐Asn‐Pro‐Thr‐Asn‐Ser‐Ser‐Cys

ファージに提示 され てい る際には、両端 のシステインが ジスル フィ ド結合 で結合 し、環状

ペプチ ドとなっている。

得 た24種 類 の フ ァー ジ のDNAをDNAシ ー クエ ンサ ー で

解 析 した 。 そ の結 果 、 フ ァー ジが 提 示 して い る環 状7残

基 のア ミ ノ酸 配列 は 、部 分 的 に同 じア ミ ノ酸 配 列 を持 つ

こ とが 確 認 で きた(表1)。 こ の配 列 の 中のNo.4フ ァー ジ

(ペプ チ ド配 列:CNMSTVGRC)を 用 い て 、 シ リコ ン基

板 に 半 分 だ け フ ラ ー レ ン を蒸 着 した 基 板 で 蛍 光 イ ム ノ

ア ッセ イ を 行 っ た とこ ろ 、 シ リコ ン部位 で は蛍 光 が ほ と

ん ど観 察 されず 、 フ ラー レン を蒸 着 して い る部 位 で は 蛍

光 が 強 く観 察 で き た。 一 方 、 ス ク リー ニ ン グ前 の ライ ブ

ラ リー フ ァー ジ で は 、 ど ち ら も蛍 光 は観 察 され な か っ た

(図1)。 こ の こ と か ら、 ス ク リー ニ ン グ で 得 られ た

No.4フ ァ ー ジ は 、 フ ラー レ ンに選 択 的 に結 合 す る こ とが

分 か っ た。 また 、No.4フ ァー ジ を粉 末 フ ラー レ ンや グラ

フ ァイ トと混 合 し、蛍 光 修 飾 した抗 フ ァー ジ抗 体 を 入れ 、

フ ァー ジ を蛍 光 修 飾 した 蛍 光 イ ム ノ ア ッセ イ を行 っ た。

そ の結 果 、No.4フ ァー ジ の提 示 して い るペ プ チ ドは 、粉

末 フ ラー レン には 結 合 した が 、 グ ラ フ ァイ トには 結合 し

な か っ た(図2)。 これ に よ り、 フ ァー ジが 提 示 して い る

ペ プ チ ドは 、 シ リコ ン基板 上 の フ ラー レン を認 識 す る だ

け で な く、粉 末 状 態 の フ ラ ー レン で も特 異 的 に認 識 す る

こ とがわ か った。

4.ダ イオキシン計測への応用

筆者 らの研究室では、抗体を固定化 したマイクロビー

ズを微細加工技術によって作製 した微小集積型反応チャ

ンバーに配置 したアレイ型バイオセンサーを作製し、ダ

3
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図1.選 択 さ れ た フ ァ ー ジ の 蛍 光 イ ム ノ ア ッセ イ

矢印部分 は、シ リコ ン部位 とフ ラー レン部位 の境 界 を示

し、点線 は、蛍 光強度の測 定位 置 を示す。

画

ア ピジ ン修飾f[T〔、

およびビオチン修飾

　フノ　ジ　　

、駈
フラーレン

Ψ

図2.選 択 され た フ ァー ジの結合 特 性を示す イ メー ジ ング
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イ オ キ シ ンの 検 出 に成 功 して い る16)・17)。この方 法 は 、

抗 体 を用 い て ダイ オ キ シ ンを認 識 させ る こ とか ら、感 度

や 選 択 性 が 高 い 反 面 、抗 体作 製 の繁 雑 さや コス トに 問題

が あ っ た。 そ こで 、 抗 体 に代 わ る分 子 認識 素子 と してペ

プ チ ドに着 目 し、 コン ビナ トリア ル ケ ミス トリー に よ っ

て作 製 した ペ プ チ ドラ イ ブ ラ リー か ら、 ダ イ オ キ シ ン結

合 性 ペ プ チ ドを探 索 し、 特 性評 価 を行 った 。

ダイ オ キ シ ン結合 性 ペ プチ ドをス ク リー ニ ン グす るた

め に 、 ダ イ オ キ シ ン と し て 比 較 的 毒 性 の 低 い2,3,7-

trichlorodibenzo-p-dioxin(TriCDD)を ター ゲ ッ トと した。

まず 、 ダ イ オ キ シ ンや フル オ レセ イ ン、 モ ル フ ィ ン と

い った 、 ベ ン ゼ ン環 を持 つ よ うな 低 分子 量化 合 物 に対 す

る 抗 体 の 超 可 変 部 位(ComplementarityDetermining

Region:CDR)の ア ミノ酸配 列 を参 考 に し、超 可 変 領 域 に

多 く出 現す る ア ミノ酸7種 類(ア ル ギ ニ ン 、ア スパ ラギ ン、

ア ス パ ラギ ン 酸 、 グ リシ ン、 セ リン、 ス レオ ニ ン、 チ ロ

シ ン)を 選 択 した。 そ して 、 コン ビナ トリア ル ケ ミス ト

リー を利 用 して 、固 相合 成 に よ り、直 径 が約100μmの ポ

リス チ レン ビー ズ 上 に7種 類 の ア ミ ノ酸 か ら な るヘ プ タ

ペ プ チ ドライ ブ ラ リー を合成 した。 こ の ライ ブ ラ リー に

は 、理 論 上 、7の7乗(約82万)種 類 の ペ プ チ ドが合 成 さ

れ て い る。 こ の ライ ブ ラ リー に西 洋 ワ サ ビペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ(Horseradishperoxidase:..)が 修 飾 さ れ た

TriCDD(HRP-TriCDD)を 混 合 して 反応 させ 、バ ッフ ァー

で 洗 浄 す る こ と に よ り結 合 して い な いHRP-TriCDDを 洗

い流 した 。 そ して 、マ イ ク ロチ ャ ンバ ー ア レイ 上 に移 し、

酵 素 反 応 を行 った。 も し、 ダイ オ キ シ ン結合 性 ペ プチ ド

が ビー ズ 上 に 合 成 され て い る と、HRP-TriCDDが 結 合 す

る ので 、.,が 酵 素反 応 に よ り蛍 光 性 の 生成 物 を産 生 す

る。 そ こで 、蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 す る とダ イ オ キ シ ン結 合

性 ペ プ チ ドが合 成 され てい る ビー ズ が 蛍 光 を発 して い る

の が観 察 され る。 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 に よ り、5種 類 の 蛍 光

を発 す るペ プ チ ドを選 び 出 し、 マ イ ク ロマ ニ ュ ピ ュ レー

ター を用 い て1個 ず つ 取 り出 して 、 プ ロテ イ ン シー ク エ

ンサ ー に よ り、 ア ミノ酸 配 列 を 決 定 した。 そ して 、 ス ク

リー ニ ン グ に よっ て 得 られ たペ プ チ ドA(ア ミ ノ酸 配 列:

GRGYNRG)に 対 して 、特 性 評 価 を行 っ た。 競 合 法 に よ り、

., -TdcDDど 田cDDに 似 た 構 造 を持 つ6種 類 の 阻 害 剤

(ビフ ェ ニル 、 ジ ク ロ ロベ ン ゼ ン 、 ジ フ ェニ レ ンジ オ キ

シ ド、 ジ フ ェニ レンオ キ シ ド、 ナ フ タ レン、 トリ ク ロ ロ

エ チ レン)を 混 合 し、 阻 害 効果 を調 べ る実 験 を行 っ た と

ころ 、ペ プチ ドAはTriCDD以 外 に も、 ジ フェ ニ レン オ キ

シ ドとジ フ ェニ レ ンジ オ キ シ ドに結 合 す る こ とが わ か っ

た。 ま た、TriCDDの 濃 度 依 存 的 な 結合 を調 べ る実験 で は、

ペ プ チ ドAは 、TriCDDに 濃 度 依 存 して 結 合 し、誤 差 も少

な か っ た。 しか し、 セ ン サー と して 使 用 す るに は結 合 力

が弱い結果であったことか ら、複数のダイオキシン結合

性ペプチ ドを結合 させた り、環状のペプチ ドを合成 した

りするなどの改良が必要 と考えられる。だが、ダイオキ

シンの除去など、濃度依存的な結合が要求されない系で

は、十分に使用が可能であると考えられた。

5.P19胚 性 腫 瘍 細胞 の細 胞 認 識 へ の応 用

P19胚 性 腫 瘍 細 胞(P19)は 、受 精 後7日 目の マ ウス の

胚 を成 体 のマ ウス の 精 巣 に 移植 して生 じた奇 形 癌 腫 細 胞

を 分 離 して 株 化 した も の で あ り、1982年 にMcBurneyら

に よっ て報 告 され た18)、い わ ゆ る胚 性 癌 腫 細 胞(EC細 胞)

の 一 種 で あ る。P19は 、 適 当 な濃 度 の レチ ノイ ン酸 で 処

理 す る こ とに よ り、神 経 細 胞 とグ リア細 胞 に効 率 よ く分

化 す る こ とが 知 られ て お り、 低 濃 度 の レチ ノ イ ン酸 や

Dimethylsulfoxide(DMSO)で 処 理 す る と心 筋 細 胞 や 繊 維

芽 細 胞 に分 化 す る性 質 を持 っ て い る19)。この よ うな性 質

は 、P19が 多分 化 能 と 自 己複 製 能 を 有 す る細 胞 株 で あ る

とい う こ と を示 して い る。 さ らに 、未 分 化 状 態 のP19で

はSSEA(stagespecificembryonicantigen)20)やOct-421)と

い っ た幹 細 胞 マ ー カ ー を発 現 して お り、P19は 幹 細 胞 と

して の 性 質 を 有す る細 胞 と して 、 古 くか ら細 胞 の分 化 メ

カ ニ ズ ム の研 究 材 料 と して用 い られ て きた 細胞 株 で あ る。

そ こで 本研 究 で は、幹 細 胞 のモ デ ル と して 、P19を 標 的 細

胞 と した22)。

ま ず 、 ス ク リー ニ ン グに 用 い た フ ァー ジ提 示 系 ペ プ チ

ドラ イ ブ ラ リ ー と し て は 、NewEnglandBiolabs社 の

ph.D.12THPhageDisplayPeptideLibraryKitを 用 い た 。 こ

の フ ァー ジ ラ イ ブ ラ リー は 、M13フ ァー ジの 外 殻 タ ンパ

ク質 で あ るg皿 タ ンパ ク に直 鎖12残 基 の ラ ン ダ ム な ア ミ

ノ酸配 列 のペ プ チ ドを提 示 させ た もの で あ る。 提 示 され

る ペ プ チ ドライ ブ ラ リー の 多 様 性 は 、1.9×109種 類 で あ

る。 フ ァー ジ選 別 の た め のパ ニ ン グ の操 作 で は 、 培養 し

た細 胞 を生 きて い る状 態 で そ の ま ま標 的 と して 用 い た。

そ こ で本 研 究 で は 、 は じめ に フ ァー ジ ライ ブ ラ リー を神

経 細 胞 に 分 化 したP19と 混 合 して 、 これ に 結 合 しな か っ

た フ ァ ー ジ の 中 か ら未 分 化 状 態 のP19に 結 合 す る とい う

二 段 階 の フ ァ ー ジ 選 択 を 行 っ た 。 次 に 、 回 収 され た

フ ァ ー ジ を 未 分 化 状 態 のP19と 混 合 して 、 洗 浄 の 操 作 を

行 っ た 後 、細 胞 に結 合 して い る フ ァー ジ をGlysin-}ICI溶

液(pH2)で 溶 離 した。 溶 離 した フ ァー ジ は 宿 主 の 大 腸 菌

E.coliER2537株 に感 染 させ 、増 殖 ・精 製 を行 っ た後 、次

のパ ニ ン グ に 使 用 した。 こ の方 法 で8回 のパ ニ ン グ を行

い 、 プ ラ ー ク ア ッセ イ に よ る 結 合 能 の 評 価 を行 っ た。

フ ァー ジの提 示 す るペ プチ ドの ア ミノ酸 配 列 は 、 これ を

コー ドす るDNAの 配 列 を解 析 す る こ と に よっ て確 認 す る

こ とが 出来 る。 そ こで 、 フ ァー ジ のDNAを 抽 出 し、DNA
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表2.選 択されたファージが提示しているペプチ ドのアミノ酸配列
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*印は解読不可のアミノ酸。

シー クエ ンサ ー で 解 析 す る こ とに よ り、 目的 の ア ミ ノ酸

配 列 を決 定 した。 そ の 結 果 、No.2$フ ァー ジ が 提 示 す る

ペ プチ ド(No .28ペ プ チ ド)のN末 一ALPSTSSQMPQL-C末

とい う配 列 に高 い 相 同性 を もつペ プ チ ドが 、 高 頻度 で 出

現 して いた(表2)。 この こ とか ら、 フ ァー ジの提 示 す る

ペ プ チ ドの ア ミノ酸 配 列 はN末 一ALPSTSSQIVIPQL-C末 に

収 束 す る傾 向 にあ る と判 断 した。 これ は、標 的 と した未

分 化 状 態 のP19と フ ァ ー ジ の 混 合 を行 う前 に、 神 経 細 胞

に 分 化 したP19と の 混 合 し た こ と に よ り、 非 特 異 的 な

フ ァー ジが 十 分 に 除去 され た た め で あ る と考 え られ た。

No.28フ ァ ー ジ の 細 胞 へ の 結 合 特 性 の 評 価 は、 蛍 光 修

飾 され た抗M13フ ァー ジ抗 体 を 用 い た 蛍 光 イ ム ノ ア ッセ

イ を 用 い て 、共 焦 点 顕 微 鏡 に よ り蛍 光 観 察 を 行 っ た。

No,2$フ ァ ー ジの 結 合 の選 択 性 を評 価 す るた め に 、神 経

細 胞 に 分 化 し たP19と 、 未 分 化 状 態 のP19を 用 い て 、

No.28フ ァ ー ジの 結 合 性 の 評 価 を行 っ た。 神 経 細 胞 に分

化 したP19に つ い て は 、神 経 突 起 に も、そ の細 胞 体 の 部分

に もNo.28フ ァ ー ジ の 結 合 を示 す 蛍 光 の粒 子 は観 察 され

なか った。 一方 、未 分 化 状態 のP19に つ い て は、そ の細 胞

上 にNo.28フ ァ ー ジ の 結 合 を示 す 蛍 光 の粒 子 が観 察 され

た(図3)。 この こ とか ら、No.28フ ァー ジ は未 分 化状 態 の

P19に 選 択 的 に結 合 す る こ とが 示 され た。 さ らに 、共 焦

点 顕 微 鏡 に よ る蛍 光 像 か ら分 か る よ うに、No.28フ ァー

ジ は細 胞 膜 上 に提 示 され て い る分 子 に結 合 し、細 胞 の頭
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図3.共 焦点 顕微 鏡 によ るNo.28フ ァー ジの局在 の様 子
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頂 部 に集 合 す る こ とが 分 か っ た。 こ う した 細 胞 膜 上 の 分

子 が集 合 す る現 象 は 、抗 体 の よ うな複 数 の 結 合 部位 を持

つ 分子 が細 胞 上の マー カー に結合 した場 合 に観 察 され る23)。

今 回 の 実 験 で も、複 数 の 結 合 部 位 を 持 つNo.28フ ァー ジ

を用 い た こ とに よ り、 同様 の 現 象 が 観 察 され た と考 え ら

れ た。

No.28フ ァー ジ に提 示 され て い るペ プ チ ド(No.28ペ プ

チ ド)が 、未 分 化状 態 のP19に 選 択 的 に結 合 す る こ とが 分

か った が 、No.28ペ プ チ ド自体 の 結 合 特 性 を確 認 す る必

要 が あ る。 そ こで 、No.28ペ プ チ ドを 化 学 的 に合 成 し、

そ の特 性 を 評 価 した。 ペ プ チ ドの 合 成 はFmoc固 相 合 成

法 に よ り行 っ た。 今 回 の よ うな標 的細 胞 に対 す る フ ァー

ジ の結 合 が示 され て い る場 合 、 この フ ァー ジが 提 示 す る

分子 を合 成 して 、 フ ァー ジ と合 成 した分 子 を 同時 に混 合

し、 フ ァー ジの 結合 が 阻害 され るか を調 べ る こ と に よ り、

提 示 され る分 子 の 結 合 能 を 間接 的 に証 明す る とい う手 法

が 用 い られ る24)。そ こ で本 研 究 で は 、No.28ペ プ チ ドと

の比 較 の た め に 、No.28ペ プ チ ドの ア ミ ノ酸 配 列 を ラ ン

ダ ム に 組 み 換 え た ラ ン ダ ム ペ プ チ ド(N末 端.

SPQSPMLLAQTS-C末 端)を 化 学 的 に合 成 して、合成 され

た ペ プ チ ドが フ ァ ー ジ の結 合 を阻 害 す るか ど うか を調 べ

た 。 そ し て 、蛍 光 イ ム ノ ア ッセ イ を 行 う際 に 、No.28

フ ァー ジ と2つ の合 成 した ペ プ チ ドを そ れ ぞれ 未 分 化 状

態 のP19細 胞 と混合 して 、No.28フ ァー ジの 結合 が合 成 ペ

プ チ ドに よっ て 阻害 され るか を評 価 した。 そ の結 果 、 ラ

ンダ ムペ プ チ ドを混 合 した 場 合 に は 、No.28フ ァ ー ジ と

未 分 化 状 態 のP19を 混 合 した場 合 に 見 られ る強 い蛍 光 の

粒 子 が 観 察 され た(図4A)。 一 方 、No.28ペ プ チ ドを未

分 化 状 態 のP19と 一 緒 に混 合 した場 合 には 、No.2$フ ァー

ジ と未 分 化 状 態 のP19を 混 合 した場 合 に 見 られ る強 い蛍

光 の 粒 子 は観 察 され な か っ た(図4B)。 この こ とか ら、

No.28ペ プ チ ドは、No.28フ ァー ジ の結 合 を阻 害 す る とい

うこ とが示 され た 。 した が っ て 、No.28フ ァー ジは 、提 示

して い るNo.28ペ プ チ ドに よ っ て 未 分 化 状 態 のP19に 結

合 して い る とい う こ とが 示 され た。 さ ら に、No.28ペ プ

チ ドは 、 ペ プ チ ド単 独 で も未 分 化 状 態 のP19に 結 合 す る

とい うこ とが 問 接 的 に示 され た。

6.お わりに

ヒ トゲノムな どの遺伝子シーケンスが次々に明らか

にされつつある今目、遺伝子データを基礎とした生命現

象の理解が、ますます進むものと思われる。特に、細胞

レベルでの分子の理解 として、遺伝子からタンパク質、

その他の生体分子の時問的、空間的な相互的関連性が明

らかにされるであろう。バイオセンサーの研究は、生体

機能における分子の理解のための方法論を提供するだけ

でなく、こうした新たな生体分子のメカニズムを基礎 と

する新たなバイオセンシングの創案 ・展開をも可能にす

ると期待 される。

そこで、今回紹介 したコンビナ トリアルペプチ ドを用

いた細胞マーカー分子の探索方法などは、幹細胞のマー

カー分子の単離に非常に有効であると考えられる。また、

B)No.28ペ プ チ ド
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鑛
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難
図4.No.28ペ プチ ドの結 合 の評価
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スクリーニングによって得 られる認識分子は、幹細胞の

局在や分化状態を示す指標 となるだけでなく、セルソー

ター等を用いた体細胞性幹細胞の分離や、薬剤や分化誘

導因子などを修飾することによる内在性の幹細胞を活性

化させるドラッグデ リバ リーツールとしての応用も可能

であると考えられる。このように、コンビナ トリアルペ

プチ ドは、タンパク質や合成された化合物などだけでな

く、様々な分子の集合体である細胞にも有効な相互作用

分子を探索するツールであ り、特に今回紹介 した幹細胞

の分離に威力を発揮するとともに、幹細胞の再生医療へ

の応用を支援する強力なツールとなると考えられる。 し

たがって、こうしたHTSや コンビナ トリアル ・バイオエ

ンジニアリングの技術が、様々な研究分野での重要な研

究手法の一つとなり、その研究成果は医学、薬学、農業、

福祉、健康などの分野でバイオセンサーの形として現れ

てくるものと思われる。
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