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生体高分子精製法の二三の進歩

塩 ) 11 洋 之

(北海道大学結核研究所生化学部)

生体高分子の分離精製は従来ともすれば試行錯誤的あ になってきた。現在においても実際に生体高分子を精製

るいは経験主義的になり勝ちであったが，最近生体高分 する場合には或る程度の経験を必要とすることは勿論で

子の物理的化学的性質についての知識が蓄積されるにつ あるが，その分離法の特徴および適用範囲をよく考えて

れて，生体から高分子を分離する方法についての理論も 行えば分離効果をより高いものにする。表1に現在よく

系統化されつつあり，精製操作はかなり精徽に且つ容易 用いられている方法を，分離されるべき物質の性質の如

表 1 溶質の性質に基づく分離分の分類

分 離 法 [大きさ(電 荷 l分子間引力
「京蚕語合 |非極性結合

沈澱法 電解質(塩析) + + + + + + + + + 
有機溶媒 + 十+ + + + 
等電点 + + + + + 
脱塩叉は希釈 + + + + + + + + 
駿による沈澱 十++ + + 
塩基による沈澱 + +十 + + 

吸着法 酸性白土 + + + + + + + 
アルミナゲル 十 + + + 十++ 
イオン交換樹脂 + + + + 
イオン交換セルロース + + + + 
イオン交換ゲル + + + + 
a任initychromatography + + + + + + 

分子節 透 析 + + + + 
限外溢過 + + + + 
ゲ、ノレクロマトグラフィー + + + + + 

沈 降 遠心法 + + + + 
密度勾配遠，心法 + +十 + 

電気泳動 溶 液 + + + + + 
支持体 (i虚紙，セルロースアセテート等) + + + + + 
ケソレ(アクリルアミド，澱粉等) + + + + + + 
D国電気泳動法 + + + + + + + + 

% 配 カウ γターカレント + + + + + + 
クロマトグラフィー(漉紙，シリカゲル等) + + + + 十++ 
水性二層分配法 十++ + + + + + + + + + 

註) +++， ++， +，分離法に影響する性質の寄与の程度をしめす。

何なる点を利用しているかとL、う見地から分類してみ づいている方法を繰りかえして用いるよりは，原理的に

た。実際に分離精製を行う場合には，通常数段階の操作 異なった方法を組み合わせる方がよりよい効果を与える

が組み合わされるものであって，一般には同じ原理に基 場合が多いが，しかしそれはその時々において判断しな



に用いられてきた溶媒系は主として水ー有機溶媒系であ

ったために，有機溶媒に対しては変性しやすいタンパク

質，核酸のような生体高分子の分離においては用いられ

た範囲は限られたうらみがあった。近年 Albertssonに

より開発された水性二層分配法 (Polyrnertwo phase 

Partitio日)においては，ある濃度以上においてはたがL、

に混合しない2種のポリマー水溶液を2相系として用い

ているために，通常の生体高分子は変性されることはな

くその適用範囲は非常に拡大され，多くの生体高分子は

勿論細胞およびその破片粒子の分離にまで用いられるよ

うになってきた。7，8，9，10) 

種々の組成の2種のポリマー水浴液を混合した場合の

状態図を図に示したが，図中の曲線 (dinodal)より上の
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ければならず，例えば精製操作の終段階によく用いられ

る再結晶の繰りかえしが如何に効果的であるかをみても

わlるであろう。生体高分子の分離精製についてはすでに
すぐれた著書トωあるいは綜説4，5，6)が刊行されている

が，この綜説においては比較的最近開発された水性二層

分配法，水和ゲル膜による限外i慮過法および A日inity

Chrornatographyについての進歩を概観してみたい。

I 水性ニ層分配法

たがし、に混合しない2種の溶媒への分配係数が異なる

ことを利用して混合物を分離する方法は古くから用いら

れ，生体分子を扱う場合には分配クロマトグラフィーお

よび向流分配法として発達したが， 2層を形成するため

?
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ポリマー P%→

2種類のポリマー水溶液から作られる分配系の状態図

物理的および化学的性質，相のイオン組成，分配される

物質の性質等非常に多くの条件が分配を支配するけれど

も，多くの実験によって或程度の一般化はできるように

なった。次にその主なものを挙げてみよう。

1. 粒子の大きさ

粒子の大きさは分配に非常に大きな影響を与える。タ

ンパク質或いは核酸のような高分子が二相に分配する行

動は古く BrOnstedllJにより次の式であらわされた。

c. )，・M
Qn K=Qn← 1 一一一一一c1 - RT 

式中 Kは高分子の分配係数， C1および c2は各相に

おける高分子の濃度，Rは気体常数，Tは絶対温度，M

点で表示される総組成を有する系では2相系を形成し，

下の領域の点で表わされる総組成を有する系は均一な溶

液となる。曲線上の2点たとえばBCを結んだ直線 (tie

line)上にある各点， A， A'， A"等はし、ずれも上層と下

層の組成がBおよびCで表わされるような 2相を形成す

るがその休積比は異なり， A点では AB:AC叉A'点で

はA'B:A'C となる。此のことを利用して何れか一方

の層にかたよって分配されるような物質を濃縮すること

ができる。

高分子がポリマー 2相系へ分配する状態はいろいろの

因子によって影響されるが，それらはほとんど経験的に

しかわからない。即ち二相を形成するポリマー水溶液の

図 1



は分子量(或いは粒子量l. ，(は分子量以外の因子たとえ

ば高分子の化学組成とか構造或いは系の性質に依存する

因子である。球状粒子においてはM は粒子表面積でお

きかえることもできる。上式から判るようにKはM に

依存するからもしも M が非常に大きくて 100万以上な

らばAが非常に小さくてもK値 (C1/C2)に非常に大き

な変化を与えることが予想される。たとえば dextran

poly-ethylene glycol (PEG)系では低分子の塩，アミノ

酸，ヌクレオチド等は2相系全体に均等に分布するが，

高分子のタンパク質は通常0.1から 10程度の分配係数

を有しており，更に大きな高分子である DNA或いは

細胞粒子などは全くー相のみに偏在する。どちらの層に
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存在するかはその高分子の性質に依存する。

2. 立体構造

分配される高分子が同ーの分子であってもその立体構

造が異なれば分配も叉異なる。たとえば未変性の DNA

は変性した DNAと全く異った分配を示し，同じ現象は

タンパク質の変性の場合にもみられる。これは恐らく立

体構造の変化によって分子内に埋もれていた基が表面に

露出した結果によるものと思われる。

3. イオン組成と電荷

イオンの存在は多くの分配系に大きな影響を与える。

その典型的な例を図212)に示す。図に見られるようにイ

オンの濃度によって分配係数は左右されているが此の性

o DNA 
× 変性 DNA

マ PolyU 
• Poly C 

口 PolyA 
'Y Poly H 

3 

2 

2 

3 。mMNaH2P04 。 F 
d 10 5 0 mM NazHPO'1 
o 5 5 mM Na:JPOl 

図 2 核酸の分配 (dextran-PEG系)におよぼすイオンの効果

質を利用すれば後に実例で述べるように有効な分離操作

を行うことができる。

4. 他の因子

分配系に用いられるポリマーのタイプおよび分子量が

分配に影響をおよほすことは勿論であるがポリマーの化

学的性質もまた大きな効果を示す。ポリマ一分子がその

表面上に有する疎水基或いは親水基の挙動は現在のとこ

ろあまりよく知られていない。

表2に現在まで用いられたポリマーを挙げ子こが，これ

らの組合せによって多くの分配系を作ることができる。

実際によく用いられている系は dextran-polyethylene

glycol (PEG)系および dextransulfa te-polyethylene 

glycol系である。

分配された粒子と相の聞に働く力として想像されるも
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表 2 水性二層分配法に用いられるポリマー10)

非解離性ポリトー | 解離性ポリマー

dextran I Na dextran Sulfate 

Polyethylene glycol I Na carboxymethyl dextran 
Polypropylene glycol I Na carboxymethycellulose 
Polyvinyl alcohol I DEAE-dextran • HCI 
Polyvinylpyrrolidone 

Methylcellulose 

のは水素結合および疎水結合であろうが，溶液系が多価

電解質系の場合はイオン結合の寄与も考えられる。し

かしいずれにせよその力は弱し、もので， 高分子が上層

或いは下層に分配した際の遊離エネノレギーの主主は約3

Kcaljmol程度で C1/Czの債は約 100のオーダーに相当

する。したがって 1分子或いは 1粒子あたり 1個の水素

結合の変化すらその分子或いは粒子を 1相へ偏在させる

ことができる。

実際に此の方法を用いて分離を行った例はかなり多い

が，分配係数がかなり大きい場合即ち分離を目的とする

物質が1相に偏在するときは分液漏斗を用いる程度のパ

ッチ法で目的を達することができる。しかしより複雑な

分離においては向流分配法のような連続的な再抽出を繰

りかえす方法が必要で、あろう。次に代表的な生体高分子

或いは粒子に就いて，分離法の実例jを挙げるが詳しい実

験条件等については原報を参照されたい。

1. タγパク質および核酸

タンパク質と核酸は一般に分配係数に差があるので，

此の方法をタンパク質精製のための除核酸或いは核酸精

製のため除蛋白に用いることができる。 Okazakiおよ

び Kornbergl3)は Baci11usSubtilisの細胞抽出液から

DNAポリメラーゼを精製する際に，最初プロタミン処

理で除核酸を行ない引きつづいて DEAEクロマトグラ

フィーを行なったが，プロタミン処理による収量は変動

が大きく且つ DEAEセルロースクロマトにおいては吸

着容量が低い上に本来一つのピークで現われて来るべき

酵素が2本のピークとなって溶出された。従って彼らは

プロタミン法の代りに水性二層分配法を行なった。即ち

1150 mQの抽出液に20，%dextran 500溶液および 30，%

PEG溶液を終濃度がそれぞれ 16，%および 6.4，%になる

ように加え，更に Naclを加えて終濃度を4Mにした。

2時間， OOC Vこ放置後遠心分離によって両相を分離すれ

ば，酵素と PEGは透明な上層 (1480mQ)に存在し，核

酸は dextranと共に白濁した下層 (280mQ)に存在し

た。酵素活性の収量は約80，%で比活性の上昇は約2倍で

あった。一般にタ γパク質の精製過程の初期段階におい

て，核酸・多糖類を除去すればその後の精製は行ないや

すくなるもので，此の方法はそのような意味で核酸除去

の一つの有力な方法となりうるであろう。同様な操作は

A phageにより誘導された exonucleasew，phage Qs 

RNAポリメラーゼ15)の精製にも用いられてし、る。比の

パッチ法を数回連続して行なうことは容易であり勿論そ

れだけ効果で的あるが，一例として Babinetl6)による

RNA-ポリメラーゼの精製例を表3に示す。比の酵素は

多くの研究者17-23)によって微生物から分離されていた

が， Fωhsの方法以外は皆初期の段階において核酸除去

のためにストレプトマイシン又はプロタミン処理を行な

っており，此の段階の収量が好くなかった。表にみられ

表 3RNAポリメラーゼの水性二層分配法による精製

粗酵素抽出液 (920mQ，総活性=180，000単位，収量=100，%， 1 
比活性=岬位/mgタンパク質系 1

+PEG 6000 (30，% wJw， 296 mQ) 

+ Dextran 500 (20，% w!w， 106 mQ) 

|撹削0分 40c) 
遠心(10分， 14，000 x g 

~ハ\
PEG1 (上層;すてる) Dl (下層;160 mQ) 

+PEG (30，% w/w， 157 mQ) 1 
}系 2

+緩衝液I註[)(383 mQ) 

+NaCl (82.5g，終濃度2M)) 

撹搾(30分. 4
0c) 

遠心(10分.14.000xg) 



PEG2(上層;すてる) D2(下層:160m.Q) 

+PEG (30，% w/w， 157 m.Q) 
}系 3

+緩衝液 1(383 m.Q) 

+ NaCl (146g，終濃度4M) J 

|境搾(45分， 40C) 

|遠心(10分， 14，000xg) 

PEGa (530 m.Q， 総活性=165，000単位，収量;91，%) 

i 衝緩液Iに透析(2o， 60分， 3回)
透析された PEG(697m.Q)

I +国体硫酸一…g)
遠心(5分， 9，000RP附

~ 
PEG(上層，すてる 下層 (600m.Q)

I +周体硫酸アンモニウム (42g)
| 遠心

-------ム¥¥¥

沈澱 上清

| 緩衝液E註2)にとかす (40m.Q)

Da(すてる)

酵素液(ASI，総活性=156，000単位，収量=85，%，比活性=250単位/mgタンパク質)

註1)緩衝液1;0.01Mトリス一塩酸液， pH 8.4， 0.005 M-2ーメルカプトエタノール，

0.01 M MgCI2， 0.001 M EDTA. 

註2)緩衝液II;O.OIMトリス一塩酸液， pH 8.4， 0.005 M 2ーメルカプトエタノール，

O.OOM EDTA. 

と分離された。

3. 細胞粒子

5 

るように分配法の処理で得られた分画 (ASI)は収量85

，%，比活性の増加は25倍で単に核酸の除去のみならず

蛋白質相互間の分離も行なわれていることがわかる。

RNAとDNAはそれぞれ異なった分配係数を有してい

るので (dextran-PEG系)，系のイオン組成をわずかに

変えるだけで，たがし、に他相への移動を簡単に行なうこ

とができ， RuclinとAlbertsson24>は此の法により E.

Coliからの DNAとRNAの分離を行なった。

2. ビーノレス

dextran sulfate-PEG系でポリオビーノレスの種の違い

によって分配パターンの異なることが報告され25)分配

係数と遺伝子のマーカーとの相関関係が論ぜられてい

る。免疫化学的に興味のあることは抗原抗体結合物の分

離で， Philipssonら26，27)は 32Pでラベルしたポリオ

ビールスがヒト rGの抗体で不活性される際にえられる

産物を向流分配法でしらベた。結合しなかったビールス

はビールス抗体結合物と図3にみられるようにはっきり

細菌細胞，芽胞，細胞フラグメント等は簡単なパッチ

法で分配分画が可能であるが，粒子相互の分離には向流

分配法が用いられてし、る。図423)iこ微生物の混合物を

dlextren-PEG系で向流分配法を用いて分離した例をあ

げた。血液中に存在する種々の細胞を分配法により相互

分離した多数の例が Walter29-39)によって報告されて

いる。彼らは一連の研究から血液中の細胞の分配挙動を

次のようにまとめた。 (1)分配法により赤血球を種々の年

令に分け得る。 (2)動物種が異なれば血球細胞は異なった

分配挙動を示す。 (3)細胞の表面の電荷と分配の聞には大

まかな相互関係が成立する。(心細胞膜を酵素により修飾

すれば分配に変化を生ずる。 (5)網状赤血球は分配により

2つの分布をしめす。(紛白血球は赤血球と分離するこ

とができ，更に白血球相互の分離も可能である。
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管番号

向流分配法によるポリオピールスとビーノレス抗体結合物の分離

左;ビーノレス抗体結合物 右;結合しなかったビールス

50 40 20 10 

図 3

E4∞nl{1 
Naclの終濃度

40 50 

管番

向流分配法によるパクテリヤの分画 (dextran-PEG系)

1. Saccharomyces Carlsbergensis 2. Escherichia Coli， K 12 W 1117 

3. Escherichia Coli， K 12 58 4および4'.Chlorella pyrenoidosa 5. Escherichia Coli， ML 3081 
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る多彩な分離が期待される。

水和ゲル膜による限外j戸過法

従来水浴中に存在する小分子と高分子を分離するには

いわゆる半透膜を用いる透析或いは限外濠過法が用いら

E 

以上述べた諸例からもわかるように，ポリマー溶液の

水性二層分配法は比較的簡単な方法で温和な条件下に生

体高分子を分離することができる点に特徴がある。現在

まで報告されてL、るポリマー溶液の組合わせは数少いが

此の点は将来の研究によって拡大され，此の分配法によ



れてきた。半透膜としてはコロジオン膜およびセロファ

ン膜が使われてきたが，溶質相互の分離は膜の孔の大き

さに依存しているために，温過速度を増すために減圧或

いは加庄を行なうと，孔よりも大きな分子が孔をふさい

で目づまりを起し目的に反して濯過速度は急速に低下

するとL、う現象がしばしばみられた。最近になって高分

子技術の発展によりケ、ノレ状濯過膜が開発され上のような

欠点がし、ちぢるしく改善された。.ePちこの膜は水に浸し

た場合ケ、ル状となって多量の水を含んでいるので温過に

際しては，小分子の溶質は此の中を拡散しながら透過し，

7 

一方高分子の溶質は拡散速度が非常に遅くなって実際的

には通過しないと同じような結果がえられるものと思

われる。この膜は米国において市販され (Diaflo膜，

Amicon社)その紹介40-43)もあるが，最近になって国産

品(ダイヤフィルター，日本真空KK)も市販されるよう

になった。実際にこの膜を限外温過等に使う場合に問題

となるのは高分子物質のヶル中における拡散速度即ち膜

がどの程度高分子を保持するかということであるが，こ

れはいわゆる膜の保持率として種々の膜について測定さ

れている。表4にその例を示した055〉

表 4 種々のゲノレ膜によるタンパク質の保持率

保

化 l同斗 物 分 子 ι主ョ~
(100.000) 

Apo-ferritin 480.000 100 

r-g1obulin 160.000 100 

Aldolase 142.000 O 

Albumin 67.000 O 

Haemoglobin 64.500 。
Ovalbumin 45.000 。
Chymotrypsinogen A 25.000 O 

a-Chymotrypsin 24.000 O 

Trypsin 20.000 。
Myoglobin 17.800 。
Cytochrome C 12.300 。
Cyanocobalamin 1.355 O 

Phenylalanine 165 。

持 率 (%) 

XM-501XM-4a l 
(60.000) I (35.000) 

100 

85 100 

68 100 

62 70 

77 98 

O 。
O 。。 。
。 。
。 。

O 。

UM-1 

(10.000) 

100 

100 

100 

100 

90 

95 

95 

88 

85 

O 。

UM-2 

(500) 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

O 

O 

( )の中の数字はその膜によって保持される物質の大略の分子量の下限を示すO

生体高分子においては加圧法が限外濯過に用いられ，

液量に応じた装置が市販されている。此の方法は Blatt

ら43)によりタンパク質の希薄溶液の濃縮に応用されて

以来従来のセロファン膜による限外温過法よりも非常に

短時間で操作を行なうことが認められた。また濃縮中の

高分子の損失量も少なく。 Pollakら叫が希釈したヒト血

清および異常尿について行なった実験によれば，タンパ

ク質の回収率はそれぞれ94.5%および94.8%であった。

このように濃縮効果がすぐれているのみならず望ましく

ない低分子の除去も同時に可能なので，尿，血清のような

体液および生体抽出液等の電気泳動或いはクロマトグラ

フィ一等の前処理法として好適でありその方面の報告は

多い45一日)0 Blattら闘は種々のサイズ(分子節のサイ(ズ

の膜 ((i)XM-50 : 5000 (ii) UM-1 : 10.000 (iii) UM-2: 500) 

をそれぞれ備えた溢過装置を直列につなぎ，試料として

アルブミン，チトクロームC.シアノコパノレミン，フエ

ニルアラニンの混合物を (i)の装置へ入れて限外誼過を

行ない分離を行なった。その分離17Uを図5に挙げるが，

同一試料を用いて Sephadex-100による分離像とくらべ

て殆んど同程度の分離をしめしており，濯過法は操作が

簡単である上に一度に多量の試料を処理しうることを考

えれば，高分子のグループ分離に好適な方法であると考

えられる。 Ziplivanら耐も 3偲の誼過装置 ((i)60.000 

(iり10.000(iii) 1000)を直列につなぎ. (i)内でポリア

クリノレアミドゲノレにカップルさせて不溶化した a キモ

トリプシンをカゼインに作用させて，酵素分解を行ない

それによって生ずるフラグメントの限外溢過を行なっ

た。各装置に保持された分画と溢液とを Sephadexー100

による分析，免疫拡散法および免疫泳動法によって，カ

ゼインの酵素分解フラグメ γ トの抗原性の消失の程度を

知ることができた。 Blattら叩はメチノレオレンヂとヒト

血清アルブミンを溢過装置内で結合させ濯液中の色素を
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MEMBRANE PARTITION “SEPHADEX G-100" 

札
口
同

C

∞N
・
刷
出

米

言語

溶出量→

ゲ、ノレ膜限外渡過と“SephadexG--I00"による分離の比較図

R:ゲル膜によって保持される物質
U:限外溢過液

図 5

そのカラムに流せばBは特異的にカラムに捕促されるが

結合にあず、からない他の共存成分はカラムを素通りして

しまう。捕促された分子を適当な条件下で溶出して集め

れば精製を簡単に行なうことができる。此のような目的

のために不溶化を行なう手段として最も多く用いられて

いるのは通常は可漆性であるAを，不溶性で、且つBに対

しては不活性である担体に物理的に吸着又は被覆させた

りあるいは化学的に共有結合させる方法である。従来は

担体としてガラス，合成樹脂粒子，セルロースのような

ものが多く用いられてきたが，最近はデ、キストラン，ポ

リアクリルアミドのような架橋構造をもち且つゲル化す

測定することにより両者の結合をしらベた。此の方法に

よって得られた結果は現在のところ従来の平衡透析でえ

られたものと必す、しもよい一致をみていないが，水和ゲ

ル膜による限外溢過法の応用のーっとして興味のもたれ

る方向であろう。

Affinity Chromatography 

生体高分子のうち特異的に結合するこ分子たとえば酵

素と基質叉は阻害剤，或いは抗原と抗体のようなものの

うち一方‘ (A，たとえば或る酵素の阻害斉U)を不溶化し

てカラムに詰めて，他方 (B:たとえば酵素)の溶液を

E
 



るようなものが多く用いられるようになってきた。

Cua trecasasら闘は酵素の精製のために Sepharose4 B 

に酵素の低分子阻害剤を結合させたものをカラムに詰め

て酵素液を流し分離に好結果を得た。彼らは此の方法

を A妊initychrornatographyと呼んでいるが，此の方

法は適当な条件をえらべば従来数段階で行なった精製操

作を一段階で行なうことがて、きる可能性を持っており，

将来その発展が期待されるものである。以下彼らの行な

• o 
自

.Mm
県

民

9 

った Staphy1ococcusauresの Nuc1easeの例を説明す

る。この Nuc1easeは Tymidine--3'.5'-di-p-nitropheny1 

phosphateを基質とした場合 5'位からp-nitropheny1

phosphateを遊離し。 3'1:立からもp-nitropheno1を遊

離する。彼らは強い阻害剤でで、ある 3'-(μ4一-arni出noぬ0叩phe児en町1)ザ凶y叶，1 l 
phos叩pho叩orηηyl)-de凹oxyt匂yrnl出d心m配1肥e-与与しphosphateを S匂ep凶harose

4Bに結合させたものをカラムに詰めて aff妊飢ml

rna出togra叩phyを行なつた。図6にその結果を示すが

。。
2.5 

CH:iCOOH 

PH3.1 

↓ 

O 

記
田
中

I 5: 
h 

1>¥ 

10 15 20 50 55 
溶出量 (rn1!)

図 6Affinity Co1urnnによるヌクレアーゼの精製

nuc1easeのコフアクターである 0.01M CaC12を含む

0.05Mホウ酸緩衝液 (pH8.0)で不活性タンパク質を溶

出した後に.0.1M 酢酸で溶出を行なうと Nuc1easeが

100 %の収量で回収された。更に aーキモトリプシン，

カノレボキ、ンベフ。チダーゼA.アピヂン等も此の方法で容

易に精製されている。

抗原あるいは抗体の一方をその結合力を保持したまま

不溶化したものは，いわゆる irnrnunoadsorbentとして

用いられ抗体あるいは抗原の分離に古くから用いられて

おり 59)その特異的相互作用による分離効果は非常に高

かった。従来主としてセルロースおよびその誘導体が不

溶性担体として用いられてきたが Cuatrecasas舶は

SepharoseにブターインシュリンのB鎖を結合させたも

のをカラムに詰め，インシュリン抗体を分離した。抗体

活性を有する部分は数本のピークに分かれ，いわゆる抗

体の“ heterogene i ty ..を示した。叉 Goetz16D らも

DNP化合物を特異的に結合する能力のあるマウスのミ

エローマ蛋白 (IgA)の部分的精製物を DNP-Sepharose

或いはPNP-Sepharoseカラムに吸着させ DNP-glycine

でミエローマ蛋白を溶出して精製を行なった。今まで述

べたセルロース或いはデキストランのような天然、高分子

は多糖類で、その化学的安定性或いは反応性はそれを構成

している糖の部分に依存しており，特にセルロースの場

合にはその構造が複雑なため導入される活性基の分布が

均一でないという欠点があった。 Inrnan62)は此の点を考

慮して化学的に安定であり且つ架橋度を容易に制御しう

るポリアクリルアミドの球状粒子を担体とし用いる方法

を開発した。ポリアクリノレアミド粒子は炭化水素の骨格

を有してカノレボアミド基を側鎖に持ち pH1 ~10の聞で

加水分解されなし、。しかしそのアミドNは容易に他の窒
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素化合物と次のように置換する。

li 11 |「」NH出z +叶Hz山NC叫H
polルyaωcrηy¥am日11凶de
O 
11 

HニNHz +HzNNHz 

ここに出来たポリアクリルアミドのアミノエチルおよ

900 

H
 
N

刊

十

.ua
 
v
 

n

a

.

，
且

H

訂

N

d

 

2

l

l

 

H

J

山

F
」

'

泊

口

叫

州
c

n

 

旧

.m

0

1

c

a

 

-
-
ー
「
|
|
|

470 (500) 
lーペニNHNHz + NH8 

hydrazide derivative 

O 
11 
--(ニNHz +OH-

600 
一ー〉

図 7 ポリアクリルアミドの誘導体生成反応 (1)

びヒドラヂト誘導体を母体として，活性物質と第2の置

換反応を行なわせて affinitychromatographyに適当

な不溶化物をつくることができる。図8にその一例を示

した。

O 
11 
-CNHCHzCHzNHz 

O 
G:¥ 11 

1. OzN-<O>-eNNaZSZ04 

DMF (Et8N) HzO 

HzO 

o 0 
11 ~ 

-CNHCHzCHzNHCべO)NHz

Na dinitrobenze!1e-

sulfonate 

pH 9，3 

p--aminobenzamido ethy¥ derivative 

(ABE) 

3. HN08 

aminoethy¥ derivative 

v 

dinitropheny¥aminoethy¥ 

derivative 

1 0 0 
I 11 
トーCNHCHzCHzNHC

4. protein 

pH~9 

o 0 
円¥

I-eHNCHzCHzNHC (0) N = N -Protein 

NOz 

-C問 CHzCHzNH-@ NOz 

azoprotein derivative 

図 8 ポリアクリルアミドの誘導体生成反応 (2) 

このようにして作られたイオン交換体， lmmuno- 含むホウ酸緩衝液 (pH7.S)で洗樵後0.05Mグリシン

adsorbentはすぐれた性質をしめし Bio-gelP-300に -HCl緩衝液 (pH2 .4)で溶出すれば 76~93%の好収量

ウシ血清アノレブミンをヂアゾニウム塩を経て結合させた で回収された。

Immunoadsorbentのカラム (300mgのアルブミンが 1 生物を免疫した際に見られる抗体産生細胞を他の細胞

gのアクリルアミドに結合しているもの)は，非特異的 から分離する試みは従来かなり困難であったが，最近抗

に部分精製された抗アルプミンーウサギ免疫グロプリン 原あるいはハプテンを不溶化させたものを詰めたカラム

画分から 25~70mg の 181J-抗体を結合し， 1% NaClを を用いる affinitychromatographyにより可能になっ



た。 Wigzellら63，64)は抗原を被覆したガラス叉は合成

樹脂の粒子をカラムに詰めて，抗体産生細胞を含む細胞

混合物を流し抗体産生細胞は特異的にカラムに保持さ

れるのに対して他の細胞はほとんどカラムを素通りする

ことを利用して両者の分離を行なった。しかし彼らの実

験においては，抗体産生細胞以外の他の細胞もガラス粒

子に保持されていることが認められた。 Tru汀a-Bachi

および Wofsy65)は此の点を考慮して，前述の Inmanお

よび Dintzis62)の方法により y アミノフエニル s-ヲ
クトシドーへモシアニン複合抗原のハプテンである p-

アミノフエエル Pーラクトシド基を Bio-GelP-6 (16-
25メッシュ，直径 600μm以上のもの)に結合させて

上記複合抗原(lac抗原と略称)によって免疫されたマウ

スの牌臓細胞より抗体産生細胞の分離を行なった。此の

a妊inityカラムはあらかじめ lac抗原で免疫したマウス

の抗血清から純化された抗体で、テストしたところ，カラ

ムゲル 1m .Q 当り 2.2~0.3 mgのlac抗体と結合する

能力があった。表5にみられるように免疫マウス牌臓細

表 5lac affinityカラム上における
抗-lacPF細胞の除去

カラム kこ 温過前の
液濁PP溶中M*の出 細回(収%胞)率の

PPMホの

つ細け胞 た 回(収%)率総数 pp恥1*

6.0x107 ! 43 100 22 

1，2 X 106 750 210 100 28 

1.2x106 750 230 100 30 

1.6x107 760 127 100 16 

1.6x107 760 132 100 17 

4.0x107 1200 77 97 9 

4.0 X 107 1200 102 97 12 

4.0x107 1200 77 100 9 

4.0x I07 1200 230 100 29 

1.5x108 300 30 95 10 

2.0x106 700 119 96 17 

11 

PF細胞の

特 異 1生

抗 lac 。 4.0x107 1200 102 

抗 lac 1 x 1O-5M 3.7x107 1240 1270 

抗球ー細ヒ胞ツジ赤血 。 5.2x106 430 430 

抗ーアゾフェニノレ| 。 I 7.2x 107 I 30 I 30 -sグノレコシド

剤である PNPーlacを用いてカラムから抗 lacPF細胞

を溶出する試みは. PNP-lacの濃度が5X 104~106 の

範囲に存在する場合は PF細胞の検出が困難であるの

で，以下のようにパッチ法によって行なった。 2X 107伺

の細胞懸濁溶液を 0.2m.Qのlac-ゲ‘ノレおよび対照とし

て0.2m.Qのlac化しない Bio-GelP-60 (300 pm)に

それぞれ加え，混合後上i青を傾斜して除いた後に PNP-

lacを加えて 1x 10→M の濃度として溶出し，上清中の

抗 lacPF細胞数を測定(比の場合 PNP-lacの濃度は

2.5x 10-7 M に下げる)した。種々の時間で濃い PNP-

lacと共存させた抗 lacPF細胞の回収数を図9に示す。

100 

nu 
F
勺
U

υ内
出
没

、司、、、、、、、
も~ー'-.ー・・4・ー

平均回収率;99土2 18.:1:7 0 
10 <; 5xlO 6 

*PPM=細胞 100万個当りのプラック形成細胞数 PNP-LAC CMJ 

胞約 106-108個をカラムに流したところ，総細胞のうち

99土 2%は素通りしたが抗体産生細胞にの数は Jerne

のプラック法で測定したので抗 lacPF細胞と略称する)

は18:1:8%のみしか通過しなかった。此のカラムによる

細胞の保持は特異的で表6に見られるようにカラムの官

能基を変えれば抗 lacPF細胞は保持されず叉 pーニト

ロフエニル -s-ラクトシド (PNP-lac)の存在によって
も抗 lacPF細胞は保持されなし、。プラック形成の阻害

図 9 PNP-lacハプテンによる抗ーlacPF細胞に

あjする阻害

一細胞温過前の PF細胞に対する阻害

一・ lac affinity Columnの細胞漬過後溶出液

中の PF細胞に対する阻害

図にみられるように約70%の抗 lacPF細胞が lac 粒

子に結合するが PNP-lac添加後45分間のうちに大部分

の抗 lacPF細胞が溶出されている。このようにボリア
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グリルアミドを担体して官能基を導入した支持体を用い

た affinityカラムを用いて，抗体産生細胞の分離が非

常に特異的に行なわれた点は Wigzellらのガラス粒子

カラムにくらべて進歩しているが，溶出の点に問題が

あり，此の点は抗体産生細胞の安定性の問題と共に将来

の解決を待つところであろう。

N むすび

最近発達しつつある生体高分子の分離精製法のうち，

比較的手軽に用いることができると思われる水性二層分

配法，水和ゲル膜による限外溢過法および affinity

chromatographyの応用OtJをいくつか紹介した。前二者

は非特異的分離法で且つ比較的大量の試料を扱うことが

でき操作も簡単であるので。精製の初期段階においてク、

ループ分離をするような場合に好適であろう。後者は特

異的分離法で扱う試料の量も前者にくらべると少なく，

吸着剤の製法がやや煩雑である。しかしその特異性をう

まく用いるならば，非特異的方法では分離の非常に困難

なあるいは数段階を要する過程も一挙に解決してくれる

可能性を有している。これらの方法を今まで知られてい

る種々の方法と組み合わせて，生体高分子の容易な且つ

収量のよい方法を期待するものである。
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