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研究成果の概要（和文）：本研究では，これまで達成されていなかった天然物エキスの非破壊2次元アレイの開発を目
的とした．天然物は多用な構造を有するので，1種類の固定化方法では全ての天然物に対応できず，エキスのアレイを
作成するのは困難である．これまでカルベン種などを用いて天然物の固定化が試みられてきたが，天然物の構造が変化
することが懸念されていた．今回，天然物をそのままアレイ化することを目標に，アレイの担体となる素材や，種々条
件を詳細に検討した．ヒトビタミンＤ受容体と活性型ビタミンＤの結合を，膜上にて抗原抗体反応にて検出することを
検討した．また，天然物エキスの膜上での展開方法などを検討し，直接展開可能な膜を見いだした．

研究成果の概要（英文）：Natural product extract microarray would be greatly helpful for search bioactive c
ompounds by incubation with target proteins. Reported method needed the structural change in each natural 
products. In this study, the material for microarray, method for making array, incubation with target prot
ein etc. were investigated. Poly-ether sulfone (PES) was found to be good membrane for thin-layer chromato
graphy of extract. Vitamin D receptor and its positive control 1a, 25 (OH)2 VD3 were used for establishmen
t of the method.
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１．研究開始当初の背景 
 化合物のマイクロアレイはこの２０年で劇
的に発展をとげたが，固定化にはある官能基
が必須の場合が多い．天然物は多用な構造を
有するので，1 種類の固定化方法では全ての
天然物に対応できず，エキスのアレイを作成
するのは困難である．これまでカルベン種な
どを用いて天然物の固定化が試みられてき
たが，天然物の構造が変化することが懸念さ
れていた． 
 
２．研究の目的 
	 本研究では，これまで達成されていなかっ
た天然物エキスの非破壊 2次元アレイの開発
を目的とした．天然物の構造を変化させずに
アレイ化し，アレイ上での標的タンパク質と
の結合を，抗体反応で検出することを目的と
した．本方法が可能となれば，多くの天然物
がスポットとして現れたアレイ（膜）と標的
タンパク質をインキュベートすることで，ど
の天然物が標的タンパク質と結合するのか，
迅速にスクリーニングすることが可能であ
る． 
 
３．研究の方法 
	 アレイの担体となる素材や，種々条件を詳
細に検討した．標的タンパク質としてはまず，
ヒトビタミン D受容体（大腸菌にて発現，精
製した）と活性型ビタミン Dの結合を，膜上
にて抗原抗体反応（ビタミン D受容体の 1次
抗体と続く HRP(horse radish peroxidase)融合
の 2次抗体を用いて，タンパク質と化合物の
結合の検出を検討した．また，天然物エキス
の膜上での展開方法などを検討した．また，
TLCでエキスを展開した後に，膜にアイロン
を用いて熱で転写することを検討した．	 
	 
４．研究成果	 
	 アレイ化の後にはタンパク質との結合お
よび，抗原抗体反応を予定しているので，そ
れに適した膜をまず選択した．ウェスタンブ
ロット等で使用される PVDF 膜， PES 
(poly-ether sulfone)膜を検討した．前者は TLC
でエキスを展開した後，熱による膜への天然
物スポットの転写が可能であることを見い
だした．後者は通常の TLCのように，有機溶
媒にて展開が可能であった． 
	 標的タンパク質との結合を膜状で起こさ
せるため，膜にビタミン D受容体に強く結合
する 1α, 25 (OH)2 VD3とネガティブコントロ
ールとして，結合の弱い VD3をキャピラリー
等にてスポットし，ビタミン D受容体溶液に
てインキュベーションし，その結合の HRP
二次抗体による発光にて検出の検討を行っ
た．ブロッキング条件（時間，温度，濃度），
抗体の種類，濃度，時間等，種々検討したと
ころ，1α, 25 (OH)2 VD3との結合のみを検出可
能な条件を見いだすことに成功した．	 
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