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研究成果の概要（和文）：微小化学分析システムを組み入れたバイオMEMSは、細胞内の連鎖化学反応や蛋白質間相互作
用によるシグナル伝達を模倣できる微小実験プラットフォームとして期待できる。しかし、そのためには、細胞内での
蛋白質の局在化と移動挙動を模倣するために、複数種の蛋白質をマイクロ流路の適切な位置へ各々配置し、かつ、蛋白
質を自在にキャッチ&リリースする仕組みが必要である。そこで本研究では、有機・無機材料に特異的に結合するペプ
チドや抗体に外的環境変化によって可逆的脱着できる機能を付加することによって、外的環境変化によってバイオ分子
を繰り返しキャッチ＆リリースできる方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Microelectromechanical system for biology has the potential for reconstituting 
chain chemical reaction and protein-protein interaction in cell. However, for the construction of cell in 
MEMS, The ways to immobilize a protein on a specific position on MEMS and to irrepressibly immobilize 
proteins on MEMS should be studies. In this study, we evaluated material-binding peptide to the peptide 
with reversible binding to material surfaces. The peptide could be reversibly bound by the change of 
ionic strength in solution.

研究分野： 生体機能化学
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１．研究開始当初の背景 
 
各種精密機器に利用されている微小電気

機械システム(MEMS)は、そのプラットフォ
ームに核酸, 蛋白質, 細胞などのバイオ素材
を固定・構造化することによって、外部信号
とバイオ素材が双方応答するセンシングデ
バイスやバイオマシンとなる。膨大な遺伝子
情報が蓄積されている現在、遺伝子がコード
する蛋白質間の動的相互関連を包括的に理
解するシステム生物学が生まれ、微小化学分
析システムを組み入れたバイオ MEMS は、細
胞内の連鎖化学反応や蛋白質間相互作用に
よるシグナル伝達を模倣できる微小実験プ
ラットフォームとして期待できる。しかし、
そのためには、細胞内での蛋白質の局在化と
移動挙動を模倣するために、複数種の蛋白質
をマイクロ流路の適切な位置へ各々配置し、
かつ、蛋白質を自在にキャッチ&リリースす
る仕組みが必要である。その中で我々は、こ
れまで有機・無機材料表面を標的とできるペ
プチド・抗体分子の創出と、混合操作や溶液
フロー操作のみでの蛋白質やナノ粒子のナ
ノパターニングに成功してきた。このペプチ
ド・抗体に外部の刺激によって繰り返し接合
＆脱離ができるダイナミックな接合分子が
開発できれば、目的バイオ MEMS を単純な構
造で作製できると考えた。 
  
２．研究の目的 
 
本研究では、抗体の分子認識場を外的環境

によって界面環境が変化する有機・無機材料
界面まで拡張し、その変化によって親和性が
応答するダイナミックなペプチドや抗体の
取得を行う。そして、外的環境変化によって
バイオ分子を繰り返しキャッチ＆リリース
できる動的躍動なバイオ MEMS を提案する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 材料表面へ結合するペプチドの取得 
ペプチドファージライブラリーを用いて、標
的材料へ対して結合するペプチドを取得す
る。 
 
(2) 外的環境によって可逆的に脱着できるペ
プチドの同定 
(1)で選択した候補分子の中から外的環境を
変化させることによって、可逆的に脱着でき
る分子の同定を行う。 
 
(3) 混合操作やフロー操作による接合分子の
可逆的脱着 
(1)もくしはこれまで作製してきた材料結合
性分子を用いて外的環境の変化で可逆でき
る接合分子を設計する。 
 
４．研究成果 
 

(1) 材料表面へ結合するペプチドの取得 
 
まず初めに、有機薄膜へ結合するペプチド

の取得を目指して、パリレンとセルロースを
標的として実施した。ペプチド取得の方法は、
アミノ酸残基数 12 個のペプチドを骨格とし
て、10 の 9 乗程度の規模を持つペプチドファ
ージライブラリーを用いた工選択操作(ファ
ージ提示法)で行った。 
ファージ提示法では、緩衝液中でペプチド

ファージライブラリーと標的材料を混合・洗
浄後に溶出操作を行い、標的材料へ結合した
ペプチドを提示しているファージを取得す
る。パリレンに対するペプチド選択では、溶
出操作として pH 変化とイオン強度変化を用
いて行ったところ、数種類のペプチド候補が
見つかった。そこで、ファージが融合してい
ないペプチドを別途調製し、パリレンに対す
る結合活性を評価したところ、解離定数が数
mM 程度のペプチドを同定することができた
が、外的環境変化によって明確な結合活性の
変化は見られなかった。 
一方、結晶セルロース Avicel を標的とした

場合、溶出操作としてイオン強度変化のよる
ファージの解離と酵素によるセルロース分
解の操作を試みた。その結果、イオン強度変
化による溶出において、3,4 回目の選択操作
後における残存ファージの配列解析から特
定の配列(AviBPn1~4)を提示する 4 種のクロ
ーンが濃縮されているのを確認した(表 1)。そ
こで、これらのペプチドをファージが融合し
ていない形で別途調製し、Avicel に対する結
合活性を評価した。その結果、AviBPn4 は、
解離定数が数M 程度の親和性で結合するこ
とが分かった。 
 
 
表 1. 結晶セルロースへ結合陽性なペプチド 

 
 
 
 
 
 

 
 
(2) 外的環境によって可逆的に脱着できるペ
プチドの同定 
 
次に、結晶セルロースへ結合陽性なペプチ

ドの外的環境による結合親和性の変化を測
定するために、溶液のイオン強度を様々に変
化させ溶液によって測定したところ、
AviBPn4 の結合はイオン強度の変化に鋭敏に
反応した。その結果、AviBPn4 は酢酸を含む
緩衝水溶液でのみ結合性を示すことが分か
り、緩衝溶液の濃度変化で可逆的に脱着でき
る接合分子を設計できることが示唆された。 
過去の研究で、酸化亜鉛に吸着するペプチド
は、リン酸濃度が増加することが示唆されて

溶出液 ラウンド数 ペプチド名 ペプチド配列 濃縮率

2 M NaCl
(塩溶出)

4

AviBPn1 D S Q F N K Y S I A T V 7/64
AviBPn2 D W S S W V Y R D P Q T 1/64
AviBPn3 A Y P Q K F N N N F M S 48/64

ペプチド非提示 4/64
非特異吸着ペプチド 1/64

解読不能 3/64

3

AviBPn3 A Y P Q K F N N N F M S 14/64
AviBPn4 H S D A T V R F A H R E 36/64

その他ペプチド 11/64
解読不能 ３/64



いた。しかし、今回の結果はイオン強度の減
少がペプチドの親和性を低下させることを
示しており、イオン強度の増加が必ずしもペ
プチドの親和性を低下させる方向だけに働
くと言えないことが分かった。 

 
 
 
 
 
 
 

(a) 50 mM 酢酸 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(b) 0 mM 酢酸 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 結晶セルロースに対する吸着等温線 
 
(3) 混合操作やフロー操作による接合分子の
可逆的脱着 
 
固相へ結合する機能をもつペプチド・タン

パク質及びそのペプチドから作製した抗体
を核として、単純な混合操作やフロー操作に
より蛍光タンパク質や抗体分子を固定化す
ることを試みた。その結果、有機材料と無機
材料の両材料面において目的抗体分子を材
料表面に活性を保持したまま固定化するこ
とに成功した。 
次に、溶液の組成変化によって固相へ結合

しているペプチド・タンパク質の可逆的な固
定化と脱離を試みた。その結果、pH の変化で 
は、固相結合ペプチド・タンパク質の可逆的

脱着をさせることはできたが、固相結合ペプ
チド・タンパク質を介して結合させたタンパ 
ク質の機能が失活する時があることが分か
った。そこで、pH はあまり変化させず溶液の
イオン強度を変化させることによって、固相
結合ペプチド・タンパク質の可逆的脱着を試
みたところ、系に用いているすべてのタンパ
ク質の機能を不可逆的な失活をさせずに固
相結合ペプチド・タンパク質の脱着をさせる
ことができた。また、タンパク質の固定化量
の可逆性も評価した結果、可逆的操作による
脱着を繰り返してもタンパク質の固定化量
は変化しないことも分かった。 
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