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1. 緒論 

分子インプリントの技術は任意の選択性

を持った分子認識サイトを作り出す手軽な

分離方法の一つである。分子インプリント

ポリマーはすでに様々な低分子のインプリ

ントにおいて研究結果が報告されており，

最近では生体高分子や特定のタンパク質の

分離，酵素や抗体の模倣などの生体材料と

して利用されているため医療や環境分野な

ど多方面で注目されている 1)~4)。しかし食

品分野，特にアレルギー原因物質の分子認

識に関する報告はほとんどない。このアレ

ルギー原因物質を除去できればアレルギー

を持っている人や，乳幼児でも栄養価の高

い食品を摂取することができると期待され

る。本研究では，卵アレルギーの原因タン

パク質である卵白リゾチーム（Lyz），オボ

アルブミン（OVA），オボトランスフェリ

ン（OTF）などの卵白タンパク質を取り除

くことのできる分子鋳型導入アクリルアミ

ドゲル（MIG）の調製を目的とし，アクリ

ルアミドゲルに対するタンパク質吸着能を

各タンパク質溶液の吸光度変化から評価し

た。 

2. 実験方法 

2-1 N-(4-vinyl)-benzyl iminodiacetic acid 

導入 Lyz 認識アクリルアミドゲルの調製 

 N-(4-vinyl)-benzyl iminodiacetic acid

（VBIDA）導入 Lyz 認識アクリルアミドゲ

ル（以下 MIGL-VB と略記する）を合成す

るために，アクリルアミド 1.85×10
-2 

mol，

アクリル酸 7.32×10
-5 

mol，VBIDA 合成モ

ノマー 7.69×10
-6

 mol，架橋剤として N,N-

メチレンビスアクリルアミド 1.69×10
-4 

mol，CuSO4 8.3×10
-6 mol，標的タンパク

質である Lyz 2.80×10
-7 

mol を Tris/HCl 緩

衝液（pH 7.0，I=0.05）12 cm
3 に溶かした。

その後，重合開始剤として 20 ％（wt/wt）

過硫酸アンモニウム 450μl，重合促進剤と

して N’,N’’,N’’’,N’’’-テトラメチルエチレン

ジアミンを 30 μl 入れ重合反応させた。反

応終了後，調製したゲルを一定の型（面積

9.62 cm
2，厚さ 0.17 cm，体積 1.64 cm

3）で

成形した。その後，1M の NaCl 溶液 20 cm
3

と 0.2 MのEDTA溶液 20 cm
3でそれぞれ 10 

min×3 回洗浄することによってゲル内部

の Cu
2＋と認識モノマーの配位結合を切断

し Lyz を除去して MIGL-VB を得た。Lyz

を導入してないコントロールゲルを上記と

同じ分量で作製した。 

2-2 Cu
2+を用いた MIGL-VB における Lyz

吸着実験 

規定 Lyz 濃度(6.43 μM, 5.12 μM, 4.99 μM)

と1.5 mgのCuSO4を添加した評価液10 cm
3

に MIGL-VB を浸漬させた。10 分毎にその

上澄み液を採取し， Lyz の吸収極大             
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波長である 280 nm における吸光度を紫外

可視（UV-Vis）吸光光度計を使って測定し

た。その後，評価液の Lyz 濃度減少から

MIGL-VB への Lyz 吸着量を算出した。

MIGL-VB に対する Lyz の特異的吸着能を

評価するために Lyz と分子量も近く塩基性

アミノ酸数も等しいリボヌクレアーゼ A

（RNase）を用いて吸着実験を行った。 

上記と同様に同じ卵白タンパク質である

OVA，OTF を認識するアクリルアミドゲル

（MIGOV，MIGOT）を調整しそれぞれ吸

着実験を行った。 

3. 実験結果および考察 

 Fig.1 に Cu
2+を用いた Lyz 吸着実験におけ

る Lyz 吸光度の経時変化を示す。その結果，

MIGL-VB に対する Lyz の吸着量は，Cu
2+を

用いた吸着実験がより Lyz を吸着すること

が分かった。 

RNase を用いた吸光度測定において

MIGL-VB はコントロールゲルと同様に変

化しなかった。したがって，MIGL-VB は

RNase ではなく Lyz のみを選択的に認識し

吸着していることが分かった。 

吸着量から MIGL-VB に対する Lyz の吸

着様式を検討したところ，Freundlich 型吸着

等温線に対して相関性が高いことが分かっ

た。このことから MIGL-VB に対して Lyz

は主に多層吸着していると推察することが

できる。 

OVA吸着実験においてOVAの吸光度は減

少し，OVAがMIGOVに対して吸着したこと

が分かった。同様に，OTF吸着実験におい

てもOTFの吸光度は時間経過に伴い減少し

OTFが吸着したことが分かった。学術講演

会ではLyz吸着実験およびOVA，OTFの吸着

実験の結果を併せて報告する。

fig.1　Time Course Changes in the adsorped amout of Lyz in adsorption

experiment  of lyz with Cu
2+
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4. まとめ 

MIG-VB の Lyz 吸着能について検討した結

果，以下のことが明らかになった。  

・ Cu
2+存在下でMIGL-VBに対して配位相

互作用により Lyz の His 残基と

Cu
2+

-VBIDAモノマー複合体がキレート

化しより多くの Lyz を吸着した 

・ MIGL-VB に対する Lyz の吸着様式は主

に多層吸着であり，Lyz のみが特異的に

反応する結合部位が存在する 
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