
Mupid-3を用いたアガロース電気泳動法によるタン
パク質の分離条件の検討

言語: Japanese

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 本間, 啓子, 永島, 幹子, 櫻井, 裕之, 胡桃沢, 智子,

馬渡, 一浩

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/9522URL



����

　タンパク質の電気泳動法は臨床検査で汎用される

検査方法の一つである1-2）。検査技術科学専攻では、

電気泳動法の原理の理解や基本的な操作方法の習得

を目的として、２年前期の生化学実習でセルロース

アセテート膜電気泳動法を実習している。ところが

近年、この実習が終了予定時刻になっても終わらな

いことが多くなってきた。ティーチングアシスタン

ト（TA）と話し合ったところ、第１にセルロース

アセテート膜が裂けやすい、第２に支持体へ緩衝液

を浸透させるときにセルロースアセテート膜に気泡

が入りやすい、第３に緩衝液を浸透させたセルロー

スアセテート膜はタンパク質が付着しやすいため直

接素手で扱うことができない、第４にセルロースア

セテート膜へのサンプルの塗布が難しい、第５にセ

ルロースアセテート膜と泳動用緩衝液のブリッジに

用いる濾紙のセットが難しいこと、これら５点が実

習時間の長くなる要因であることが判明した。解決

策についてTAから、DNAの電気泳動に汎用されて

いる超小型電気泳動システムMupid-3 3）を使用すれ

ば、支持体にアガロース4-5）を用いることが可能とな

り、タンパク質の電気泳動が出来るのではないかと

の提案があった。

　Mupid-3 は支持体にセルロースアセテート膜だけ

でなくアガロースゲルも選択できる。第１～第４の

問題はセルロースアセテート膜を使用することに起

因するもので、アガロールゲルを使用することで解

決できるかもしれない。さらに、Mupid-3 はアガ

ロースゲルを泳動槽の緩衝液中に沈めて電気泳動を

行うサブマリン方式で、濾紙のブリッジを必要とし

ない。したがって、Mupid-3 を用い支持体をアガ

ロースゲルにすれば第１～第５の全部の問題を解決

できると考えた。

　そこで今回、Mupid-3 を用いたアガロース電気泳

動の条件について検討した。その結果、学生実習に

導入可能な条件を見出したので報告する。
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　ヒト赤血球を生理食塩水で３回洗浄後、上清の生

理食塩水を除去した赤血球層０.１ml に蒸留水０.９ml 

を加え１０～２０分間放置後、１０,０００rpmで２０分間遠心

した。この上清部分をグリセロール（和光純薬, 特

級）で２倍に希釈し、Hb溶液とした。
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　BSA（和光純薬，特級）２gと塩化ナトリウム（和

光純薬，特級）０.９gを蒸留水５０ml に溶解し、そこに

グリセロールを５０ml 添加し、２％ BSA溶液を調整

した。２％ BSA溶液１ml に０.１％ブロムフェノール

ブルー（BPB）エタノール溶液を０.２ml 添加し、BSA

にBPBを結合させた（BSA+BPB溶液）。
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　ベロナール緩衝液の粉末（コスモ株式会社）１包

をイオン強度０.０６用は蒸留水５００ml に、イオン強度
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０.０４用は蒸留水７５０mlに溶解して調整した。
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　アガロースＳ（和光純薬）を５０ml ガラスビーカー

に０.３g量り、２０ml のベロナール緩衝液を加え、電子

レンジで加温溶解後、１～２分放置した。ゲルメー

カー台にゲルメーカー板（小：５２×６０mm）を置き、

コームをセット後、加温溶解したアガロースSを流

し込み固化させた。
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　電気泳動は超小型電気泳動システムMupid-3（コ

スモバイオ株式会社）で行った。泳動槽にベロナー

ル緩衝液（pH８.６）を３００ml 入れ、同じイオン強度で

作成した１.５％アガロースゲル２枚をセットした。

試料は分子量がほぼ同じで、等電点の異なるHb （分

子量６.５万, 等電点６.８）とBSA（分子量６.９万, 等電点

４.９）を用いた。BPBはアルブミンに結合して泳動さ

れることが知られている6）ので、泳動距離と泳動状

況を観察するために予め混合して試料とした。Hb

溶液は２０μl 、BSA+BPB溶液は３０μl を塗布量とし、

各々ウェルに注入し、５０Vあるいは１００Vの定電圧で

電気泳動した。
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　セルロースアセテート膜を用いるタンパク質の電

気泳動は定電流（膜１cmあたり０.６～０.８mA）で４５～

６０分間電気泳動する1-2）。ところが、Mupid-3 では

５０Vあるいは１００Vの定電圧の電気泳動しか出来な

い。また、泳動用緩衝液のイオン強度がタンパク質

の泳動距離に大きな影響を与えることが知られてい

る7）。そこで、電圧（５０V, １００V）とイオン強度（０.０４, 

０.０６）を変えて電気泳動を行い、泳動距離を指標に泳

動条件を調べた。
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　イオン強度０.０４のベロナール緩衝液を用いて５０V

の定電圧でHbとBSAを６０分間電気泳動した。図１

に示すように、HbとBSAは電気泳動によって完全

に分離され、泳動距離はHbで7.5±1 mm、BSAで

17.5±2 mmであった。イオン強度が０.０６の緩衝液を

用いた場合もほぼ同じ結果であった。
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　イオン強度０.０４のベロナール緩衝液を用いて１００V

の定電圧でHbとBSAを３０分間電気泳動したところ、

HbとBSAは完全に分離され、泳動距離はHbで

7.5±1 mm、BSAで17.5±2 mmであった。イオン強

度が０.０６の緩衝液を用いた場合もほぼ同じ結果で

あった。
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　今回実験したどの泳動条件でも、BSAの泳動距離

の方がHbより長かった。BSAにBPBを結合させて

用いても、BPBはBSAの分子内部の疎水性ポケット

に結合するので、泳動に影響を与える表面荷電（等

電点）にはほとんど影響しないと思われる。した

がって、BSAの等電点は４.９で、Hbの等電点６.８より

低いので、pH８.６でBSAはHbより大きい負の荷電を

帯び、より陽極側に泳動されると考えられる。Hb

の泳動距離７.５mmとBSAの泳動距離１７.５mmは、電

圧を５０Vから１００Vに２倍にすると、同じ泳動距離に

達する時間が６０分から３０分となり２分の１の時間で

よいことがわかった。定電圧でBSAとHbを電気泳

動すると、泳動距離は通電時間が同じならば、イオ

ン強度が０.０４でも０.０６でも同じになることがわかっ

た。

　しかし、泳動に使用した緩衝液の液温の変化は

５０Vの定電圧で６０分通電すると、イオン強度０.０４で

泳動前１２℃が、泳動後３７℃に、イオン強度０.０６で泳動

前１２℃が泳動後４５℃に上昇した。また、１００Vの定電

圧で３０分通電するとイオン強度０.０４で泳動前 １２℃が

泳動後３８℃に、イオン強度０.０６で泳動前１２℃が泳動

後４７℃まで上昇した。また、このときの室温は２７℃

であった。緩衝液の液温の増加分はイオン強度０.０４

の場合、５０V, ６０分で２５℃（０.４２℃／分）、１００V, ３０分
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で２６℃（０.８７℃／分）、０.０６ の場合 ５０V, ６０分で３３℃

（０.５５℃／分）、１００V, ３０分で３５℃（１.１７℃／分）で

あった。イオン強度が同じ場合、泳動に用いた電圧

が５０Vから１００Vに２倍になると、単位時間当たりの

温度上昇の程度が約２倍になることがわかった。実

験中、泳動槽の温度が５０℃以上になると電源ヒュー

ズが切れ、電気泳動が中断することがあった。した

がって、学生実習の場合、泳動距離と通電終了後の

緩衝液の液温を考慮すると、ベロナール緩衝液のイ

オン強度０.０４、５０V定電圧、通電時間６０分が適切で

ある。失敗した学生がやり直す場合等、急ぐ場合は

同一の緩衝液を用いて１００Vで３０分の通電でもよい

が、通電時間当たりの温度上昇率が大きいので注意

が必要である。
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　問題点のうち第１～第４はセルロースアセテート

膜に起因する問題で、第２と第３はアガロースゲル

に換えることで問題解決できた。第１はセルロース

アセテート膜が裂けやすいという支持体の脆弱性に

関するもので、結果には示さないが、取扱いが容易

なアガロースゲル濃度は１.５％であった。第４はア

ガロースゲルを作成するとき、コーム（櫛形の板）

を用いるとサンプル注入用の穴ができるので、注入

が容易になった。第５はMupid-3 がサブマリン型の

電気泳動法が可能で、ブリッジを必要としないため

解決できた。

　さらに、今回は試料として色素蛋白であるヘモグ

ロビン（Hb）と牛血清アルブミン（BSA）に予めブ

ロモフェノールブルー（BPB）を結合させたものを

用いた。このことで、泳動中の２つのタンパク質の

移動の様子を観察しながら実験できるようになった。

また、泳動後の染色、固定、脱色の操作が不要にな

るので、実習時間の短縮も可能となった。以上のこ

とから、学生実習への適用が十分に可能であると考

えられる。
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　学生に電気泳動法の基本的操作の習得および電気

泳動の原理を理解させる良い実験方法が確立出来た。

　Mupid-3 を用いてタンパク質を電気泳動する場合

の条件は以下のとおりである。

泳動用緩衝液　：ベロナール緩衝液pH8.6

　　　　　　　　イオン強度　0.04

アガロースゲル：1.5％アガロースS

通電条件　　　：50Vで60分間

試料　　　　　：HbとBSA+BPB

　実習方法を学生に近い視点を持ったティーチング

アシスタントからの指摘によって改善することが出

来た。今後、他の実習項目についてもこのような取

り組みを続けていきたいと考えている。　
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