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6.a.1 各種のSDS-PAGE系

SDS-PAGEは，精製した標品などのタンパク質組成

を解析するために頻繁に用いられる基本的な分析法の一

つである．SDS-PAGEでタンパク質を分離し，その後

ウェスタンブロットによるタンパク質の同定，また，N

末端配列解析やMS分析を行うことも日常的に行われ

る．しかし，SDS-PAGEとひとくちに言っても，いろい

ろな系が開発されてきており，それぞれに特徴がある．

それぞれの特徴をつかんで，自分の研究対象のタンパク

質を分離できる系を選ぶことが重要である．また，解析

対象の標品に含まれているタンパク質を捉えるために

は，ひとつの系にこだわらず，別の系で，あるいはゲル

条件を変えて泳動してみることも必要であろう．そのた

めに見たくないものも見えてきてしまうこともあるかも

しれないが，誤った結論に行き着かないためには，いま

使っている系ではもしかしたら見えていないだけのタン

パク質が含まれている可能性もあることも心しておくべ

きである．またごく少数の例外と言えるかも知れないが，

電気泳動後の染色で染色されづらいために，実際には存

在するのに検出が困難なNinjaタンパク質 ともいえる

タンパク質がある．たとえば，リジン，ヒスチジン，シ

ステインを全く含まないPsbW はCoomassieによる染

色性がかなり低い ．PsbJも染色性が低く，検出するこ

とが困難な場合が多い ．また，Synechocystis  sp.PCC
 

6803のPsb30も染色性が低く，また，抗体を使っても検

出が困難な場合もある ．pIが泳動バッファのpHより

も大きいと，泳動されないことにもなる．

本稿では，我々の研究室で日常的に用いている４つの

系の手順を紹介する．第一は，Mes/Trisの系である ．

我々は，日常的には18-24％アクリルアミド，6M尿素の

スラブゲルを作成し，用いている．この条件で，3kDa程

度から100kDa超まで，膜タンパク質の多くを明瞭に分

離することが可能である．場合により，均一アクリルア

ミド濃度のゲルや，ミニゲルも作成し，用いている ．

この系は，次に述べる3M Trisの系の不自由な点を解

消するために，3M Trisの系を元に開発したものであ

る．3M Trisの系に比べると尿素濃度が低いためか低分

子量域で若干シャープさに欠けるバンドもあるが，

20～50kDa域ではより明瞭なバンドが得られることが

多い．また，Synechocystis sp.PCC 6803のD1/D2タン

パク質は明瞭に別個のバンドとして分離されるが ，6

M尿素のゲルでは Thermosynechococcus  elongatus の

D1/D2タンパク質は分離されず単一のバンドとなる．こ

のMes/Trisの系では，通常６M尿素のゲルで充分な分

離が得られるため，冬季室温がかなり下がってしまう研

究室でも問題なく使用することができる．また，分離ゲ

ル緩衝液はTris，Mes，SDSを溶解させるだけでpH調

整の必要がないため，緩衝液調製が容易であり，また，
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調製した生体試料のタンパク質組成を解析する際などに，最初に行われる最も基礎的な実験のひとつ

がSDS-PAGEであろう．近年のプロテオミクス解析に於いて広く用いられる等電点二次元電気泳動

でも，二次元目にはSDS-PAGEが行われるのが一般的である．比較的容易に行うことができるSDS-

PAGEであるが，手元の生体試料に含まれているタンパク質群の中にある重要なタンパク質を見落と

さないために留意しておくと良いことがある．本稿では，４種類のSDS-PAGE系を比較しながら，そ

れぞれの実験方法を簡単に記述する．

１)岡山大学大学院自然科学研究科

２)兵庫県立大学大学院生命理学研究科

３章 単離・精製・活性測定

６．タンパク質
a．SDS-PAGE

井上（菓子野）名津子 ，菓子野康浩

SDS-PAGE
 

Natsuko Inoue-Kashino,Yasuhiro Kashino
 

SDS-PAGE is one of the very basic techniques for the protein analysis.One has to keep in mind the availability
 

and the limit of this technique.In this section,we will describe the characteristics of four SDS-PAGE systems
 

and present the outline of the procedure.
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緩衝液調製ごとの再現性も充分である．冬季に室温がか

なり下がってしまう研究室に於いても，ストック溶液が

析出することはない．

第二の系は，池内により開発された3M Trisの系で

ある ．通常使われる16-24％アクリルアミド，7.5M尿

素のゲルにより，3kDa程度から100kDa超まで，膜タ

ンパク質の多くを非常に明瞭に分離することが可能であ

る．このゲル条件では，Thermosynechococcus elongatus

のD1/D2タンパク質も明瞭な別個のバンドとして分離

される．ゲルに含まれる尿素濃度が高いため，冬季に温

度が低い研究室に於いては，泳動中に尿素が析出するこ

ともあり，また，そのような環境では，分離ゲル緩衝液

やアクリルアミドのストック溶液も析出することもある

ので，注意が必要である．

第三の系は，Schaggerらにより開発されたTris/

Tricineの系である ．1kDaから100kDa程度までを分

離できる系である．低分子量域の分離にとくに優れてい

る．ただし，膜画分や膜タンパク質複合体の解析の際は，

やはり脂質除去処理（6.a.3.1）を行わないと充分な分離

が得られないのは，上記の系と同様である．一方，40kDa

程度以上になるとバンドの間隔が非常に狭くなり，高分

子量域の解析には困難が伴うことが多いようである．こ

の系での電気泳動は，上記ふたつの系やLaemmliの系

に比べてコスト高になり，また同じゲルサイズでも長い

泳動時間が必要であるが，アクリルアミドの濃度勾配を

作成する必要がなく，また，ゲルに尿素を含まないので，

ゲル作成が容易である．ただし，6M尿素を含むゲルも

用いられることもある ．

第四の系は，Laemmliにより報告された系で，最も一

般的に使われている．ゲルに尿素が含まれていれば膜タ

ンパク質の分離も申し分ない．また，アクリルアミドの

濃度勾配ゲルを作成することにより，分離可能な分子量

域も広げることができる．必要な泳動時間も上記３種類

の系に比べて短い．ただし，アクリルアミド濃度を上げ

ても，低分子量のタンパク質を明瞭なバンドとして分離

することは困難である．10kDa程度以上のタンパク質を

対象とする場合には，この系が便利であろう．

上記のように，それぞれ特徴があるが，系によりタン

パク質の移動度が異なり，また，移動度の逆転が起こる

場合もある．これを利用して，一次元目と二次元目のゲ

ルの系を変えて二次元電気泳動を行い，分子量が似てい

るために分離しにくいタンパク質相互を分離することも

可能な場合がある．

このように，SDS-PAGEにもいろいろな系があるが，

系は違っても，基本的な原理は共通である．タンパク質

は多価電解質であり，電場中に置かれると電荷に依存し

た速度で陽または陰極に移動するので電荷の異なるタン

パク質を分離することができる．この際，支持体として

アクリルアミド重合体のゲルを用いるのがPAGE

（polyacrylamide gel electrophoresis）である．ポリア

クリルアミドゲルは電気泳動の際の良い支持体であり，

大きさにより分子を分離する分子篩効果を持つ．界面活

性剤SDS（Sodium Dodecyl（またはLauryl）Sulfate）

が結合してタンパク質を変性させると，SDSの硫酸基に

よってタンパク質は負に荷電する．この時結合するSDS

量はタンパク質の種類に依らず単位重量当りほぼ一定で

ある．このため，SDSが結合したタンパク質は電場中で

陽極に移動し，ポリアクリルアミドゲル中では分子篩効

果のために大きな分子ほど移動度が小さく，小さい分子

ほど移動度が大きくなる．これにより，ポリペプチドの

鎖長（分子量）で移動度が決まる．SDS-PAGEでは，こ

のようにしてタンパク質が分離され，ポリペプチドの移

動距離（移動度）から分子量を推定することが可能であ

る．分子量標準試料の移動距離を横軸に，分子量の対数

を縦軸にしてプロットして分子量標準曲線を作成す

る ．目的のタンパク質バンドの移動距離を測り，分子量

標準曲線から「見かけの」分子量を得ることができる．

この「見かけの」分子量は，厳密な意味での分子量では

ない．個々のタンパク質の性質も反映され，移動距離は

標準曲線から若干ずれることもある．いっぱんに，同じ

分子量のタンパク質であっても，膜タンパク質の移動距

離は水溶性タンパク質の移動距離よりも大きくなる．

本稿の読者は光合成に関わるタンパク質を研究対象に

していて，そして多くの場合，チラコイド膜など，膜画

分のタンパク質の分離が往々にして重要になると考えら

れる．膜タンパク質をSDS-PAGEで分離する場合，尿素

を含むゲルを使用した方がいっぱんにバンドが明瞭であ

る．水溶性タンパク質の場合，尿素が含まれていなくて

も明瞭なバンドとなることが期待できるが，膜タンパク

質の場合は，4～7M程度の尿素が含まれている方が分離

およびバンドの明瞭度がよい．もちろん，水溶性タンパ

ク質もより明瞭なバンドとして得られる．ただし，本稿

で取り上げるTris/Tricineの系では尿素を含まなくて

も，膜タンパク質が明瞭なバンドとして得られる．尿素

がタンパク質の分離に与える影響は，文献 で取り上げ

てある．また，アクリルアミド密度勾配のゲルの方が，

均一アクリルアミドゲルよりも，しばしばバンドが明瞭

になる（図1）．

これらのことは，レディメィドゲルではなく，実験ご

とにゲルを自分で作らないといけないことを意味する．
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尿素を含むゲルは日持ちしないので（尿素の変性と析出

のため），せいぜい２，３日程度の保存であろう．もし保

存する場合は，ゲル板上部をラップで丁寧に包み，水分

が蒸発しないようにしておく．尿素濃度が7.5Mのゲル

では，低温では尿素が析出するので，冷蔵庫での保存は

禁物である．

【実験方法】

6.a.2 アクリルアミド濃度勾配ゲルの作成

図2に示すようにガラス板，ペリスタポンプ，ミキシ

ング管をセットする．ミキシング管の下にスターラを置

き，ミキシング管のペリスタポンプに近い側に回転子を

入れる．我々は，10mm長の三角柱状回転子を使ってい

る．回転子の体積を考慮すると，ミキシング管のペリス

タポンプとは離れた側（図2では右側）の底面にコイン

を１枚敷くと，二つの管に液を入れたときに液面がほぼ

同じ高さになる．ペリスタポンプのプレッシャーノブを

回し，適度な強度で送液チューブを締め付ける．ミキシ

図2：アクリルアミド濃度勾配ゲルの作製．
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図1：サンプル処理の効果．
Synechocystis sp.PCC 6803 HT3株から精製した光化学系 複合体を使い，変性液を加えただけの場合（Lane 4），変性液を加え
た後95℃で５分間の熱処理を行った場合（Lane 5），脂質除去処理を行った場合（Lane 6）を比較した．いずれも5μg Chl相当
量の光化学系 複合体を泳動した．ゲルは，Mes/Tris系の18－24％アクリルアミド濃度勾配ゲルで6M尿素を含む．
Lane 1～3は，分子量マーカである．
Lane 1,Bio-Rad 161-0317;Lane 2,Bio-Rad 161-0304;Lane 3,Bio-Rad 161-0326

 
Lane 3の161-0326には，以下のタンパク質が含まれている．

26,625 Triosephosphate isomerase
 

16,950 Myoglobin
 

14,437α-Lactalbumin
 

6,512 Aprotinin
 

3,496 Insulin b chain,oxidized
 

1,423 Bacitracin



ング管の二つの間を繫ぐチューブを目玉クリップで閉じ

る．目玉クリップの方が，スクリューコックよりも使い

勝手が良いようである．

１．まず低濃度アクリルアミド溶液に過硫酸アンモニウ

ム液を加えて攪拌し，次いでTEMEDを加えて攪拌す

る．この溶液を，ミキシング管のペリスタポンプとは

離れた側（図2では右側）に入れる．

２．ミキシング管の二つの管を繫ぐチューブを閉じた目

玉クリップを少し開き，このチューブ内の空気を押し

出し，また目玉クリップを閉じる．

３．高濃度アクリルアミド溶液に，1と同様にして過硫

酸アンモニウム液とTEMEDを加え，ミキシング管の

ペリスタポンプに近い側（図2では左側）に入れる．

このとき，プレッシャーノブを閉め忘れていると液が

送液チューブに流れ込んでしまう．その場合は，慌て

ずにプレッシャーノブを締め，ミキシング管の方に液

を送り戻す．

４．用意ができたら，スターラを適度な速さで回転させ，

ペリスタポンプのスイッチを入れ，ミキシング管につ

けた目玉クリップをはずす．この際，低濃度アクリル

アミド溶液が高濃度アクリルアミド溶液の中に流れ込

んでくるか，確認する．流れ込んでくると，シュリー

レンが観察される．流れ込んでくるのに若干のラグが

あることもあるが，それはとくに問題ではないことが

多い．スターラによっては，目玉クリップを外さない

と回転子がうまく回転しないことがある．また，残液

量が少なくなるに連れて，スターラの速度を徐々に落

としていくと良い．送液速度は，スラブゲルの場合（10

mL＋10mL），10分近くの時間をかけるのが良いよう

である．

５．ゲル液がすべてゲル板に注がれたら，あるいは所定

の高さまで注がれたら，ペリスタポンプを止め，送液

チューブをゲル板から外す．ゲル板の中のゲル液上面

に，パスツールピペットを使って静かに純水を重層す

る．これは，ゲル液を空気（酸素）から遮断するため

である．この際，ガラス板にゲル液が辿った痕がつい

ているので，そこから注ぎ込むとゲル液の上面を乱さ

ずに純水を重層することができる．一カ所から注ぐだ

けで，純水は左右に広がっていく．純水を注ぐのが苦

手であれば，水を飽和させたイソブタノールを使うと，

容易になる．しかし，この場合，余計な有機廃液が発

生することになる．

６．過硫酸アンモニウム液とTEMEDは，1時間ほどで

ゲル化が完了する程度が良いようである．重層した純

水とゲル液との境界が次第に不明瞭になるが，ゲル化

が完了すると，重層した純水の下部が再び明瞭になる．

また，ゲル底部とスペーサとの間にも明瞭な線が見ら

れる．

７．分離ゲルができたら，濃縮ゲルを作成する．濃縮ゲ

ルアクリルアミド溶液に過硫酸アンモニウム液を加え

て攪拌し，次いでTEMEDを加えて攪拌する．分離ゲ

ルの上部の液体をアクリルアミド廃液入れに回収し，

少量の上記濃縮ゲル液で共洗いする．共洗いを行わな

いと，分離ゲルと濃縮ゲルの境界に波状のシュリーレ

ンが見えるゲルができる．共洗い後，濃縮ゲル液を適

量注ぎ，サンプルコームを差し込む．この際，気泡が

残らないように注意する．サンプルコームを水平に差

し込むよりも，サンプルコームを傾けて片方を先に差

し込み，その後徐々に水平になるように差し込んでい

くと，気泡が押し出されていき，気泡が残りにくい．

ミキシング管は，スラブゲルを作る際は，内径24mm，

高さ55mmの管のものを使っている．どこの電気泳動

メーカでも作成してくれるであろうが，我々は日本エイ

ドーに依頼している．

サンプルコームは，必要に応じ，ウェルの数を変えた

ものを作成している．Ｎ末端配列解析の際や，抗原調製

のためにタンパク質バンドを大量に回収したい場合，二

次元電気泳動のための幅広のウェルが必要な場合など，

12連などのウェルがついたサンプルコームよりも，カー

テン状の泳動を行った方がいいことがある．このような

場合にも，サンプルコームを自作している．サンプルコー

ム用のテフロン板も，どこの電気泳動メーカからも可能

であろうが，我々は日本エイドーから調達している．

6.a.3 サンプル処理

膜タンパク質を多く含む標品の場合，また，膜タンパ

ク質をターゲットとした解析の場合，サンプル処理が重

要である．多くの電気泳動の教科書には，熱処理を行う

ように記載されている．しかし，図1に示したように，

変成処理液を加えた光化学系 複合体を90度で５分間

熱処理すると，D1/D2タンパク質，CP43/CP47タンパク

質の多くは凝集してしまって分離されなくなってしま

う．多くの水溶性タンパク質は熱処理をしなくても充分

に変性されるため，熱処理は必要ない．したがって，通

常は，熱処理は行うべきではない．ただし，超好熱菌の

LHCのように，熱処理などを行わないと変性されず，ク

ロロフィル複合体のまま泳動された例もある．もっとも，

我々の経験では，脂質除去処理によりそのLHCも充分

に変性させることができた．
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6.a.3.1 脂質除去

低分子量タンパク質を解析する場合は，脂質除去処理

を行う必要がある．これは，図1に示したように，多量

に含まれる脂質とクロロフィルが低分子量タンパク質の

分離を妨げるからである．脂質除去処理を行うことによ

り，低分子量域の分離が劇的に改善される．ただし，D1/

D2タンパク質など，比較的分子量の大きな膜タンパク質

が凝集し，分離ゲルに展開される量が減ってしまうもの

がある．

我々は，通常ジエチルエーテルを使って脂質除去を

行っている．クロロフィル定量，あるいはタンパク質定

量を行い，標品の泳動に必要な量を決める．処理量が30

μLを超える場合は，複数に分け，脂質除去処理終了後ひ

とつに合わせるようにする．これは，30μL以上の水溶液

ではジエチルエーテルと混和しないためである．30μL

以下の標品に100μLのメタノールを加え，ボルテック

スにより攪拌する．そして，1mLのジエチルエーテルを

加え，攪拌し，10,000rpmで10分間，遠心する．ドラフ

ト中で，パスツールピペットを使って上清を静かに取り

除く．上清を除いたら，なるべく速やかに変性液を加え，

バスタイプの超音波破砕器・ボルテックスを使って沈殿

を溶解させる．乾燥してしまうと，変性液に溶解しづら

くなることがままある．バスタイプの超音波破砕器で沈

殿を溶解させる際は，キャビテーションポイントにサン

プルチューブを配置するように注意する．どうしても沈

殿が残る場合，サンプルチューブのふたを開けて氷上に

静置し，少量残存しているジエチルエーテルを蒸発させ

ると改善されることがある．この脂質除去処理は，エッ

ペンドルフタイプのサンプルチューブで問題なく行うこ

とができる．

6.a.3.2 タンパク質濃度が低い場合のサンプル処理

ゲル濾過後の標品を泳動する場合など，タンパク質濃

度が低く，そのまま泳動サンプルとして調製することが

困難な場合がある．泳動に必要な標品量が1mL以下の

場合，エッペンドルフタイプのサンプルチューブに標品

を入れ，最終体積を1mLになるように純水を加える．83

μLの98％ TCAを加え，充分に攪拌し，10,000rpmで

15分間，遠心する．上清を捨て，変性液を加える．必要

標品量が1mL以上の場合，ファルコンチューブを使っ

て同様に処理すると良い．必要があれば，脂質除去処理

を行う．この際，変性液を加える前に上記のようにメタ

ノールとジエチルエーテルを加えて，処理を行う．この

脂質除去のために溶媒に沈殿を溶解させる際，バスタイ

プの超音波破砕器を使うと良いが，破裂する恐れがある

ので充分な注意が必要である．ただし，TCA処理だけで

脂質がある程度除去されるようで，改めて脂質除去処理

を行う必要性は低い場合が多い．TCAが皮膚などに触

れるとやけどを負うので，取り扱いには充分な注意が必

要である．

6.a.3.3 サンプル量

標品の必要量を計算し，通常は，変性液と標品を等量

ずつ混合し，泳動サンプルとする．目的，サンプルの状

況によっては，上記のようにTCAによる濃縮や脂質除

去のステップが必要になる．泳動サンプルは，スラブゲ

ルの12連のコームの場合１ウエルあたり10μLが適量

である．そして，光化学系 ， 標品やチラコイド膜で

は１ウエルあたり5μg Chlが良いようである．その他の

標品の場合，経験あるいは文献に当たるのが良いが，例

えば，BSAをスラブゲルで泳動した場合，10μg程度が

Coomassie Blueで染色される充分なバンドになること

がサンプル量を考慮する参考になるであろう．また，１

ウェル分だけを処理するのはいろいろなステップでの作

業がやりづらいので，標品に余裕があれば２～３ウェル

分程度を調製するとよい．例えば，1,400μg Chl/mLの

標品の場合，10.7μL（5μg chl x3ウェル分，15μg Chl）

をサンプルチューブに分注し，標品懸濁液を15μLにな

るように加え，変性液を15μL加えて（最終体積30

μL），10μLを泳動する．TCA処理や脂質除去処理を

行った場合，30μLの変性液を加え，10μLをロードす

る．

6.a.3.4 変性液の組成

我々の用いている変性液（ローディング液）は，40mM
 

DTT，5.2％ LDS，172mM Tris，0.5M sucrose，0.01％

pyronin Y，である．変性液を加えた泳動サンプルは，

ローディングの時まで氷上に置いておく．高濃度のSDS

は低温で析出しやすく，LDS（Lithium Dodecyl Sulfate）

の方が低温での溶解度が高いので，LDSを用いている．

pyronin Yは赤色の色素で，泳動の状況を確認するため

のものである．Pyronin Yは現在ではSigmaから手に入

れることが可能であるが，BPB（bromophenolblue）で

も良い．sucroseは，泳動サンプルの密度を上げるために

加えてある．尿素入りのゲルでは，サンプルをロードし

ている間にも尿素がウェル内の泳動バッファに溶け出し

てウェル内の密度が上がり，サンプルのローディングが

うまく行かないことがある．このような場合，sucroseに

よりサンプルの密度を上げておくと良い．グリセロール

でも良い．このような変性液を適量調製し，サンプル

チューブに500μL程度ずつ分注して冷凍しておくと便

利である．解凍・凍結を複数回繰り返しても，分離には

問題ないようである．ただし，ヘム染色を行う場合，新
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鮮なDTTが必要で，解凍を繰り返した変性液は不適で

ある．また，そのような変性液では，ヘム蛋白質（PsbV

など）のバンドも不明瞭化しがちである．

6.a.3.5 サンプルのローディング

両端のウェルを使ったレーンでは，バンドが歪みがち

である．両端のウェルを使わない場合，サンプル量の２

割増し程度（サンプル量が10μLであれば12μL）の変

性液をこれらのウェルに入れてから泳動すると良い．こ

のことにより，スカート状に裾が広がるのを抑えること

ができる．また同様に，全部のウェルを使わない場合，

サンプルをロードしたウェル達の両側にサンプル量の２

割増し程度の変性液を入れてから泳動すると，泳動結果

がスカート状に裾広がりになるのを抑えることができ

る．

サンプルのローディングは，先端の細いチップをつけ

たマイクロピペッタあるはマイクロシリンジを使って行

う．この際，チップの先端あるいはマイクロシリンジの

針の先端をなるべくウェルの底近くに挿入し，静かにサ

ンプルを吐出するようにすると良い．このようにすると，

サンプルはウェルの底部でしっかりとした層になり，

シャープなバンドを得やすい．溶け出してきた尿素のた

めにロードしづらくなった場合は，シリンジなどを使っ

てウェル内の溶液を吸い出すと良い．

6.a.4 各種のSDS-PAGE系

6.a.4.1 Mes/Trisの系

以下のように，ストック溶液を調製する．いずれも室

温で保存する．未重合のアクリルアミドは高い神経毒性

があるので，取り扱いには充分な注意が必要である．ま

た，アクリルアミドを含む廃液は回収し，ゲル化させて

から廃棄する．

ストック溶液（いずれも室温保存）

分離ゲル用アクリルアミド溶液（0.5％ ビス）

49.5％(w/v）アクリルアミド，

0.5％(w/v）メチレンビスアクリルアミド

濃縮ゲル用アクリルアミド溶液

29.2％(w/v）アクリルアミド，

0.8％(w/v）メチレンビスアクリルアミド

分離ゲル用緩衝液；pHの調製は行わない

0.65M Mes，3M Tris，0.5％(w/v）SDS

濃縮用緩衝液

0.625M Tris-HCl(pH6.8），１％(w/v）SDS

電極液（Laemmliの系と同じ．ワーキング溶液）

25mM Tris，0.192M Glycine，0.1％(w/v)SDS

10％過硫酸アンモニウム液は，小分けして冷凍してお

くと便利である．凍結・融解を繰り返しても，通常は差

し支えない．ただし，融解後は氷上に静置する．アクリ

ルアミド濃度勾配ゲルを作成するには，表1にしたがっ

てアクリルアミドゲル溶液を調製し，先述の6.a.2「ア

クリルアミド濃度勾配ゲルの作成」にしたがって，ゲル

を作成する．アクリルアミドゲル溶液を脱気する必要は

ない．10％ 過硫酸アンモニウムの量は，外気温により調

節が必要な場合もある．アクリルアミド均一濃度のゲル

を作成するには，表2を参考にゲル溶液を調製する．い

ずれの場合も，アクリルアミド濃度を変更するときは，

分離ゲル用緩衝液および尿素の量をそのままにして，

50％アクリルアミド溶液と純水の量を調節する．尿素の

濃度を変更するときは，表3の尿素濃度と液体の関係を

参考にして，調節する．

アクリルアミド均一濃度のミニゲルを作成するには，

表2を参考にして，分離ゲル液の最終体積が10mLにな

るようにする．

表1：Mes/Trisの系での6M Urea，18－24％アクリルアミ
ドゲル溶液（スラブゲル）

アクリルアミド溶液

18％ 24％ Stacking

50％アクリルアミド 3.6mL 4.8mL －

30％アクリルアミド － － 1.6mL

分離用ゲル緩衝液 2mL 2mL －

濃縮用ゲル緩衝液 － － 1.6mL

尿素 3.6g 3.6g 2.9g

純水 1.9mL 0.7mL 2.8mL

(体積) (10mL) (10mL) (8mL)

10％過硫酸アンモニウム 12μL 8μL 40μL
 

TEMED 4.5μL 4.5μL 9.0μL

表2：Mes/Trisの系での6M Urea，24％均一アクリルアミ
ドゲル溶液（スラブゲル）

アクリルアミド溶液

24％ Stacking

50％アクリルアミド 9.6mL －

30％アクリルアミド － 1.6mL

分離用ゲル緩衝液 4mL －

濃縮用ゲル緩衝液 － 1.6mL

尿素 7.2g 2.9g

純水 1.4mL 2.8mL

(体積) (20mL) (8mL)

10％過硫酸アンモニウム 20μL 40μL
 

TEMED 9.0μL 9.0μL
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泳動は，電源にも拠るが，6M尿素を含むスラブゲル

で，180mA h程度である（12mA定電流で約15時間）．

最近の電子回路型の電源装置では，低めの仕事量になる

ようである（約160mA h）．泳動度の再現性を得るため

には，いつも同じくらいの電流値で泳動するのが良い．

6.a.4.2 3M Trisの系

以下のように，ストック溶液を調製する．いずれも室

温で保存する．未重合のアクリルアミドは高い神経毒性

があるので，取り扱いには充分な注意が必要である．ま

た，アクリルアミドを含む廃液は回収し，ゲル化させて

から廃棄する．これらのストック溶液は，低温で保存す

ると析出する可能性が高い．冬季気温の低い部屋では注

意を要する．

ストック溶液（いずれも室温保存）

分離ゲル用アクリルアミド溶液

60％(w/v）アクリルアミド，

0.8％(w/v）メチレンビスアクリルアミド

濃縮ゲル用アクリルアミド溶液

30％(w/v）アクリルアミド，

1.6％(w/v）メチレンビスアクリルアミド

分離ゲル用緩衝液

3M Tris-HCl(pH8.8），0.5％(w/v）SDS

濃縮用緩衝液

1.25M Tris-HCl(pH6.8），１％(w/v）SDS

電極液（Laemmliの系と同じ．ワーキング溶液）

25mM Tris，0.192M Glycine，0.1％(w/v)SDS

分離ゲル用緩衝液を調製する際には，充分に時間をか

けてpHを調整する必要がある．塩酸を加えることによ

り，温度が上昇し，その状態で目的のpHに合わせても，

実際に使用するときにはpHがずれている可能性があ

る．そうすると，低分子量域に於いては期待通りの分離

を得ることができない．実際に泳動を行ってみて分離状

況が不充分であれば，pHの再調整を行う．

表4にしたがってアクリルアミドゲル溶液を調製し，

先述の「アクリルアミド濃度勾配ゲルの作成」にしたがっ

て，ゲルを作成する．アクリルアミドゲル溶液を脱気す

る必要はない．10％ 過硫酸アンモニウムの量は，外気温

により調節が必要な場合もある．

泳動は，電源にも拠るが，スラブゲルで，180mA h程

度である（12mA定電流で約15時間）．最近の電子回路

型の電源装置では，低めの仕事量になるようである（約

160mA h）．泳動度の再現性を得るためには，いつも同

じくらいの電流値で泳動するのが良い．

6.a.4.3 Tris/Tricineの系

文献 にプロトコルが改めて紹介されている．

以下のように，ストック溶液を調製する．いずれも室

温で保存可能である．未重合のアクリルアミドは高い神

経毒性があるので，取り扱いには充分な注意が必要であ

る．また，アクリルアミドを含む廃液は回収し，ゲル化

させてから廃棄する．

ストック溶液（いずれも室温保存）

AB-3 Mix

49.5％ T,3％ C

48％(w/v）アクリルアミド，

1.5％(w/v）メチレンビスアクリルアミド

AB-6 Mix

49.5％ T,6％ C

46.5％（w/v）アクリルアミド，

3.0％ メチレンビスアクリルアミド

ゲル緩衝液（3x）

3M Tris-HCl(pH8.45），0.3％(w/v）SDS

陽極液（Anode buffer,10）

0.2M Tris-HCl(pH8.9）

陰極液（Cathode buffer）

0.1M Tris，0.1M Tricine，0.1％(w/v）SDS

表５にしたがってアクリルアミドゲル溶液を調製す

表3：一定体積の尿素含有溶液を調製する際の尿素量および
液体量

尿素 液体 最終体積

2M尿素 12.01g 90.93mL 100mL

4M尿素 24.02g 82.02mL 100mL

6M尿素 36.04g 74.86mL 100mL

8M尿素 48.05g 63.97mL 100mL

アクリルアミドゲル溶液を調製する際は，アクリルアミドストック
溶液，ゲル緩衝液，純水の合計量を上記の液体量として考える．

表4：3M Trisの系での7.5M Urea，16－24％アクリルアミ
ドゲル溶液（スラブゲル）

アクリルアミド溶液

16％ 22％ Stacking

50％アクリルアミド 2.67mL 3.67mL －

30％アクリルアミド － － 0.8mL

分離用ゲル緩衝液 2mL 2mL －

濃縮用ゲル緩衝液 － － 0.8mL

尿素 4.5g 4.5g 3.6g

純水 2.1mL 1.1mL 2.1mL

(体積) (10mL) (10mL) (8mL)

10％過硫酸アンモニウム 20μL 15μL 40μL
 

TEMED 4.5μL 4.5μL 9.0μL

 

3652009 低 温 科 学 vol.67



る．アクリルアミドゲル溶液を脱気する必要はない．分

離ゲル液をゲル板に注ぎ（スラブゲルの場合，スペーサ

ゲルと濃縮ゲル，サンプルウェルのために，3～5cm程度

の空間を上に残す），すぐにスペーサゲル液をその上に静

かに重層する（1～2cmの高さ）．そして，そのスペーサ

ゲル液の上に純水を静かに重層し，ゲル化が完了するの

を待つ．ゲル化したら，濃縮ゲル（コーム先端からスペー

サゲルとの境界までが1～2cmの高さ）を作る．

ゲルをセットし，サンプルをロードする．サンプル量

は，10μL程度までに抑えた方がよいようである．サンプ

ルが濃縮ゲルに入りきるまで，30Vを印加し，その後は

90Vで最後まで泳動する．表5に示したスラブゲルの条

件で，約24時間を要する．分離ゲルにタンパク質が到着

したときには90mA程度の電流が流れるが，次第に電流

量は減少し，泳動終了時には10mA程度になる．ゲルの

温度が40℃以上にならないようにする．そのために４℃

で泳動を行ってもよいであろう．ゲルの厚みによっては

より高い電圧を印加することもでき，より短時間で終了

する ．

ミニゲルでもスペーサゲルを通過するまで90Vで泳

動し，分離ゲル中で105V電圧をかけた場合，約６時間

を要する．分離ゲルにタンパク質が到着して105Vの電

圧をかけたときに約40mA程度の電流が流れるが，泳動

終了時には10mA程度にまで徐々に減少する．

6.a.4.4 Laemmliの系

Laemmliにより報告され，最も広く利用されている系

である．以下のように，ストック溶液を調製する．いず

れも室温で保存可能である．未重合のアクリルアミドは

高い神経毒性があるので，取り扱いには充分な注意が必

要である．また，アクリルアミドを含む廃液は回収し，

ゲル化させてから廃棄する．

ストック溶液（いずれも室温保存）

30％ アクリルアミド溶液

29.2％(w/v）アクリルアミド，

0.8％(w/v）メチレンビスアクリルアミド

40％ アクリルアミド溶液

38.9％(w/v）アクリルアミド，

1.1％(w/v）メチレンビスアクリルアミド

分離用ゲル緩衝液

1.5M Tris-HCl(pH8.8），0.4％(w/v）SDS

濃縮用ゲル緩衝液

0.5M Tris-HCl(pH6.8），0.4％(w/v）SDS

電極液（ワーキング溶液）

25mM Tris，0.192M Glycine，0.1％(w/v)SDS

表6に「5M尿素，13.5％均一アクリルアミドゲル溶

液（ミニゲル）」のゲル液組成を示した．スラブゲルであ

れば，分離ゲル液を20mL調製すればよい．また，表7

に「6M Urea，12-18％アクリルアミドゲル溶液（スラブ

ゲル）」の例を示した．先述の「アクリルアミド濃度勾配

ゲルの作成」にしたがって，ゲルを作成する．アクリル

アミドゲル溶液を脱気する必要はない．アクリルアミド

濃度を変更するときは，分離用ゲル緩衝液および尿素の

量をそのままにして，アクリルアミド溶液と純水の量を

調節する．尿素の濃度を変更するときは，表3の尿素濃

度と液体の関係表を参考にして，調節する．

表5：Tris/Tricineの系でのアクリルアミドゲル溶液の調製（スラブゲル）

分離ゲル スペーサゲル 濃縮ゲル
(16.5％T，6％C) (10％T，3％C) (4％T，3％C)

AB-3 Mix － 1.22mL 0.40mL
 

AB-6 Mix 6.68mL － －

ゲル緩衝液 6.68mL 2.0mL 1.24mL
グリセロール 2.68g － －

純水 4.5mL 2.78mL 3.36mL

(総量) (20mL) (6.0mL) (5.0mL)

10％過硫酸アンモニウム 66.8μL 24μL 40μL
 

TEMED 7.5μL 4.8μL 4μL

表6：Laemmliの系での5Ｍ尿素，13.5％均一アクリルアミ
ドゲル溶液（ミニゲル）

アクリルアミド溶液

13.5％ Stacking

30％アクリルアミド 4.5mL 1.6mL
分離用ゲル緩衝液 2.5mL －

濃縮用ゲル緩衝液 － 2.0mL
尿素 3.0g 2.4g
純水 0.80mL 2.6mL

（体積） (10mL) (8mL)

10％過硫酸アンモニウム 28μL 40μL
 

TEMED 5.0μL 9.0μL
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［均一アクリルアミド濃度ゲルの作製］

分離ゲルの作成

１．分離用ゲル液に過硫酸アンモニウムを加えてあまり

泡を立てないように混ぜた後，TEMEDをさらに加

え，注意しながら混ぜる．

２．組み立てたゲル板のなかに(1)の液を静かにそそぎ

込む．ガラス板の上端から約3cmのところまで入れ

る（残ったゲル溶液は必ずゲル廃液入れに入れる）．

３．純水をパスツールピペットを用いて静かに重層する

（約5mmの高さ）．純水を重層するのが難しい場合

は，水を飽和させたイソブタノールを用いる．

４．1時間ほど静置する．アクリルアミドが重合すると

ゲルの界面が水（イソブタノール）層の下に鮮明に見

えるようになる．

濃縮用ゲルの作製

１．分離ゲルの重合が完了したらゲル上面の水（イソブ

タノール）を流し出す．

２．過硫酸アンモニウムを濃縮用ゲル液に加えて手早く

混ぜた後，TEMEDをさらに加え，あまり泡を立てな

いように注意しながら混ぜる．分離ゲルと違って急速

にゲル化するので素早く行う必要がある．

３．作製した分離用ゲルの表面を少量の濃縮用ゲル液で

共洗いする．

４．濃縮用ゲル液を切れ込みのところまで注ぎ込む．

５．コームの下に気泡が残らないように注意しながら，

ゲル板の間にコームを差し込む．重合が完了すると

コームの歯の周辺に境界線が見えてくる．

図3に示した電気泳動像は，5M尿素，13.5％均一ア

クリルアミドゲル溶液（ミニゲル）のゲルを使い，35mA

定電流で約１時間泳動したものである．表7に示したよ

うなスラブゲルの場合，180mA h程度である（12mA定

電流で約15時間）．最近の電子回路型の電源装置では，

低めの仕事量になるようである（約160mA h）．泳動度

の再現性を得るためには，いつも同じくらいの電流値で

泳動するのが良い．

6.a.5 検出法

6.a.5.1 Coomassie Blue（CBB）染色

SDS-PAGE後のタンパク質の検出に広く使われてい

る染色法である．いっぱんにはCoomassie Blue R-250

が用いられる．検出限界はタンパク質にも拠るが8-16

ngである．ダイナミックレンジは，125-1000ng であ

る．使い捨てが一般的であるが，廃液を減らすために数

回の再使用も可能である．染色液の組成は，0.15％(w/v)

Coomassie Blue R-250，50％(v/v)メタノール，10％

(v/v)酢酸である．泳動後のゲルを染色液に浸し，約１時

間振とうする．染色時間が長くなっても，一般的には問

題はない．温めた純水を使って染色液を調製すると，染

色時間を短くすることができる．脱色液の組成は，25％

(v/v）メタノール，7％(v/v）酢酸である．キムワイプ

（ティシュペーパ）を紙縒状にし，ゲルに重ならないよう

に入れておくと，キムワイプがCoomassie Blueを吸着

する．キムワイプを取り替えながら脱色を進めていく．

脱色液も，温めた純水を使って調製すると，脱色の時間
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図3：Laemmliの系での分離パターン．
5M尿素，13.5％均一アクリルアミドゲル溶液（ミニゲル）の
ゲルを使い，35mA定電流で約１時間泳動した．Lane 1，分
子量マーカ；Lane 2，ホウレンソウの光化学系 コア複合
体；Lane 3，ホウレンソウBBY標品；Lane 4，ホウレンソ
ウ葉緑体．

表7：Laemmliの系での6M Urea，12-18％アクリルアミド
ゲル溶液（スラブゲル）

アクリルアミド溶液

12％ 18％ Stacking

40％アクリルアミド 3.0mL 4.5mL －

30％アクリルアミド － － 1.6mL
分離用ゲル緩衝液 2.5mL 2.5mL －

濃縮用ゲル緩衝液 － － 1.6mL
尿素 3.6g 3.6g 2.9g
純水 2.0mL 0.5mL 2.8mL

（体積） (10mL) (10mL) (8mL)

10％過硫酸アンモニウム 20μL 15μL 40μL
 

TEMED 5.0μL 5.0μL 9.0μL



を短縮することができる．

6.a.5.2 ゲルの乾燥

Coomassie染色や後述の銀染色後，ゲルを乾燥して保

存することができる．乾燥中にゲルが割れるのを防ぐた

めに，グリセロール液に浸してから乾燥を行うことが勧

められている場合がある．しかし，我々の経験では，充

分に脱イオン水に置換した後，比較的低温（50度程度）

で乾燥すれば，割れることなく無事に乾燥が終了する．

乾燥は，濾紙の上にゲルを載せ，セロファンやラップ

をかぶせた上で行う．乾燥後，ラップははがされるが，

セロファンはゲルに密着するので，セロファンを使う際

には気泡を除いておく必要がある．

また，ゲルの両面をセロファンで乾燥すると，後々MS

分析をしたいと思ったときに便利である．目的のバン

ド・スポットを切り出しやすく，また，純水でゲル状に

戻しやすい．目的のバンド・スポットを切り出した後，

エッペンドルフチューブなどに純水を入れ，その中に切

り出したゲル片を入れると，ゲルが膨潤し，セロファン

も自然に剥がれる．この膨潤したゲル片で通常のゲル内

消化を行い，MS分析サンプルにすることができる ．濾

紙を台紙にして乾燥した場合も同様にMS分析に用い

ることができるが，膨潤したゲル片から濾紙の繊維を取

り除くのに手間取ることが多い．

6.a.5.3 銀染色

Coomassie Blueでは染色できないほどの微量のタン

パク質でも染色することが可能である．検出限界は，タ

ンパク質にも拠るが，0.5ng程度 である．ダイナミッ

クレンジはそれほど広くなく，4-60ng程度の間で染色

度の線形性が得られる ．染色キットが市販されている

が，我々は以下の手順で染色している．大きめのバット

で操作すると，染色ムラを少なくすることができる．な

お，この方法で染色したタンパク質バンド・スポットは，

MS分析に用いることができる．また，Coomassie Blue

で染色・脱色した後のゲルでも，引き続き銀染色を行う

ことができる．廃液は，研究機関の規則に従って処理を

行う．

［染色方法］

１．ゲルを40％(v/v）エタノール，10％(v/v）酢酸を含

む溶液で，少なくとも30分間，平衡化させる．Coomas-

sie Blue染色後に充分に純水に平衡化させたゲルであ

れば，このステップは省略する．

２．純水で，数回洗う（10分，３回程度）

３．320μM DTT溶液（32μL1M DTT/100mL）に約

30分間，平衡化させる．Coomassie Blueで染色した

後のゲルであれば，このDTT溶液での平衡化を行わ

ないと，発色されない．

４．0.2％AgNO 溶液（0.2g/100mL）で30分の平衡

化．

５．純水でゲルを数回洗う．このステップは必ずしも必

要でないが，このステップを入れた方が仕上がりが綺

麗である．

６．発色液（15g NaCO，0.25mL HCHO/500mL）を

加える．この際，染色ムラを防ぐため，ゲルの上面・

下面に速やかに，なるべく均等に行き渡るようにする．

７．染色具合を確認しつつ，静かに振とうし，適度な発

色が得られたら反応停止液（10％(v/v）酢酸）と交換

する．

８．反応停止液にしばらく平衡化させる．

９．発色が強すぎてバックグランドが濃くなりすぎた

ら，Farmer’s reducer（0.19g FeCN，2.4g Na-

thiosulfate/250mL）に浸し，振とうする．適度なバッ

クグランドになったら，速やかに純水と交換し，数回

洗う．Farmer’s reducerに長時間浸すと，すべてが脱

色されてしまう．

10．純水に平衡化した後，スキャナで画像化する，MS分

析のサンプル処理を行う，乾燥する，等の処理を行う．

6.a.5.4 SYPRO RubyやFlamingoによる

検出

蛍光検出装置の普及により，SYPRO RubyやFla-

mingo等による検出が容易に行われるようになってき

た．これらの手法による検出限界は銀染色と同程度であ

り ，また，ダイナミックレンジは1-1000ngと ，銀

染色とCoomassie Blue染色の両方をカバーする．操作

はCoomassie Blueと同様，いたって簡便である．泳動

後のゲルを染色液に３時間程度平衡化させ，蛍光イメー

ジング装置で画像化する．特定のバンド・スポットを切

り出すためには，専用の装置が必要となる．これらの手

法で染色したゲルも，改めてCoomassie Blueで染色す

ることができるので，必要があればCoomassie Blue等

で染色し直してバンド・スポットを切り出すということ

も可能である．

6.a.5.5 フィコビリンタンパク質の検出

ラン色細菌や紅藻など，フィコビリゾームを含む材料

を取り扱う場合，フィコビリンタンパク質を感度良く検

出できると便利である．電気泳動後のゲルを，トランス

イルミネータに載せ，紫外線を照射することで，フィコ

ビリンタンパク質を発色させることができる．また，硫

酸亜鉛（ZnSO）溶液を使うことで検出感度を高くする方

法も報告されている ．この方法では，色のついてい
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ないリンカータンパク質も検出することが可能である．

6.a.5.6 ヘム染色

光合成電子伝達系の構成成分として知られている c

型シトクロムがある．多くの酸素発生型非緑色光合成生

物の光化学系 複合体に結合しているPsbV（cyt c 550）

や，シトクロム b 6/f 複合体のシトクロム f 等である．

これらのタンパク質バンドを電気泳動後に定量的に検出

する場合，ヘム染色が有効である．ただし，ヘムタンパ

ク質ごとに染色度が異なるので ，異なるヘムタンパク

質間の量的な比較は困難である．また，とくに注意すべ

き点は，タンパク質の変性液に含まれるDTT（dithioth-

reitol）は新鮮でないといけないということである．通常

のSDS-PAGEでは，変性液の凍結・融解を繰り返してい

ても大きな問題はないようであるが，ことヘム染色に関

してはDTTの鮮度は大きな問題である．新鮮なDTT

でないと，ヘム染色されないばかりか，Coomassie Blue

で染色したヘム蛋白質のバンドも不鮮明になることもあ

る．ここでは，蛍光イメージング装置を使った検出法

（ECL法 ）と，Diaminobenzidine（DABZ）を使った方

法とを紹介する．ECL法では，引き続いてウェスタンブ

ロットを行うことができる．ウェスタンブロットのつい

でにヘム染色を行うことができるわけである．また，

ECL法では，DABZ廃液も生じない．

［ECL法］

ECL反応液を用意する．我々は，Pierce社のWest-

Femtoを使っている ．同じ会社のWestPicoでは感度

が不充分なことが多い．

１．SDS-PAGE後，あるいはNative PAGE後，West-

ern blottingの方法により，PVDF膜にブロットする．

２．ブロット終了後，PVDF膜を軽く純水で洗う．そし

てOHPフィルム上にWestFemto（Pierce社）を適

量，混合し，PVDF膜の両面を反応液になじませる．

そして，気泡を挟まないように，OHPフィルムを被せ

る（OHPフィルムでPVDF膜を挟む）．ラップでも可

能であるが，反応液のムラを除くためにはOHPフィ

ルムが良い．

３．蛍光イメージング装置で画像を取り込む．または，

Ｘ線フィルムに感光させ，現像する．

４．PVDF膜をアミドブラック（0.1％(w/v）Amido
 

black-10B，10％(v/v）メタノール，2％(v/v）酢酸）

で染色し，スキャナで画像化する．脱色は，純水のみ

で行う．

５．必要であれば，ウェスタンブロットに進む．

［DABZ法］

１．SDS-PAGEの終了したゲルを純水で約20分，振と

う．途中，純水を数回，交換する．

２．純水で平衡化している間に，水50mlに対して0.2g

の 3,3’-Diaminobenzidine Tetrahydrochloride

(DABZ-4HCl）を溶かし，それにメタノール25mlと

Citric Buffer（1M citrate-NaOH/pH4.7）25mlを

加えたものを調製しておく．

３．純水を捨て，上記DABZ液に置換し，１時間程度の

振とうを行う．

４．終濃度２％となるように過酸化水素水を加え，発色

させる．

５．充分に発色させた後，純水で数回の洗浄を行う．

6.a.5.7 ウェスタンブロット

SDS-PAGEやNative-PAGEで分離したタンパク質

を特異的な抗体を用いて検出・同定する方法である．ス

ウェーデンのAgriSera（http://www.agrisera.se/）が光

合成関連の抗体を各種取り揃えている．

電気泳動後，PVDF膜やニトロセルロース膜にタンパ

ク質を転写し，BSAやスキムミルク等でブロッキングを

行った後，特異的な抗体（一次抗体），二次抗体と反応さ

せ，二次抗体に結合させたHPRなどの活性を利用して

検出を行う．一次抗体は通常，数百倍に希釈して使用し，

再使用することが多い．この場合，防腐剤が必要である．

一般的には，HRP結合の二次抗体を使用する場合，アジ

化ナトリウムはその活性を阻害するために一次抗体の保

存にもアジ化ナトリウムは使ってはならないことになっ

ている．しかし，一次抗体を反応させた後，PVDF膜（ニ

トロセルロース膜）を充分に洗浄するため，防腐剤とし

てアジ化ナトリウムが入っていたとしても二次抗体を作

用させる前に洗い流されるようで，実際問題としてはア

ジ化ナトリウムの使用は問題ない．アルカリフォスファ

ターゼ結合の二次抗体の場合も，同様であろう．

ブロッティング終了後，前述のヘム染色操作（ECL法）

で c 型シトクロムの検出を行ってからウェスタンブ

ロットを進めることが可能である．

［実験方法］

予め用意しておく溶液．

TBSX solution

20mM Tris-HCl（pH7.5），0.5M NaCl，0.1％

Triton X-100

(バックグランドの低減のためには，ナカライの

Triton X-100が良いようである）

Blocking solution
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1％ BSA in TBSX
 

Antibody buffer

1％ BSA/TBSX
 

Blotting buffer（Transfer buffer）

0.1M Tris，0.192M Glycine，5％ Methanol，

0.02％ SDS
 

BSAの代わりにスキムミルクを使うこともできる．

［操作］

１．電気泳動を行う．

・試料タンパク質量はCoomassie Blue染色の場合の

1/5から1/10でよい．

２．電気泳動終了後，ゲルを切り出し，Blotting buffer

に浸して振とうする．

３．ゲルを振とう・平衡化し始めて15分ほど経ったら，

ゲルを採寸する．

平衡化中にゲルが伸張する場合は，しばらく浸漬し

てから採寸するとよい．アクリルアミド濃度勾配ゲル

の場合は，ゲルの下端側が若干伸張しやすいようであ

る．

４．この大きさに合わせてPVDF膜（ニトロセルロース

膜）（１枚）と厚手の濾紙（８枚）を切り出す．PVDF

膜（ニトロセルロース膜）や濾紙は，ゲルよりも5mm

以上は大きくないように切り出す．

５．切り出したPVDF膜を100％メタノールに浸す．短

時間でよいが，ムラなく浸す．ニトロセルロース膜の

場合，必要ない．

６．メタノールをBlotting bufferに置換し，振とうしな

がら浸漬する．置換後すぐは注意深く攪拌し，Blotting
 

bufferに馴染ませるようにする．なるべく空気に触れ

ないようにしないと，転写後の膜への保持効率が悪く

なるようである．

７．セミドライタイプの転写装置の下部電極板にBlot-

ting bufferをむらなく広げる．

８．この電極板の上に，Blotting bufferに浸しておいた

濾紙を１枚ずつ４枚重ねる．このとき気泡が濾紙と電

極板の間，および濾紙と濾紙の間にできないように，

濾紙の下の空気を押し出すように濾紙を載せていく．

９．４枚重ね濾紙の上にPVDF膜を気泡ができないよ

うに素早く重ね，また素早くその膜の上にBlotting
 

bufferを注ぐ．

10．気泡が入らないようにゲルを載せる．このとき，で

きるだけゲルの裏表を確認して載せる．転写後PVDF

膜をレーンに合わせて切り出す必要がある場合，後で

切りわけ易いように，膜の上にレーンの境目を鉛筆で

印をつけておくとよい．

11．さらに，Blotting bufferをゲルの上に小量注ぎ，

Blotting bufferに浸しておいた濾紙を先ほどと同様

に１枚ずつ４枚重ねる．

12．さらにBlotting bufferを少量注ぎ，次いで上部電極

と濾紙との間に気泡が入らないように，注意深く上部

電極を載せる．上部電極をやや傾けて載せると，気泡

が押し出される．このような手順で行うと，濾紙の間

などに気泡ができにくいので，上部電極を載せる前に

ローラーなどで気泡を押し出す操作をしなくて済み，

また，Blotting bufferも濾紙などに充分保持される．

13．極性を確認して電源に繫ぎ，通電を始める．

・通電は，ゲル面積1cm 当り2.0mA定電流に設定

し，約45分通電する．通電直後は10V程度で，時

間が経つにつれて電圧が高くなっていく．

・通電時間等はゲル，試料によって異なるので，条件

設定をした方がいい場合もある．

14．終了後，必要に応じ，ヘム染色を行う．

15．アミドブラック，ポンソーなどで染色し，その後，

脱色する．

16．スキャナで画像を記録する．

17．PVDF膜（ニトロセルロース膜）をBlocking Solu-

tionに浸し，膜上のタンパク質がない部分をコーティ

ングする．振盪しながら約30分．

18．一次抗体を反応させる．振盪しながら30分～一晩．

19．反応後のPVDF膜をTBSXで洗う．5分間x4回

程度．

20．二次抗体（Horseradish Peroxidase-conjugated
 

IgG）を反応させる．振盪しながら30分～１時間．１％

BSA/TBSXで希釈して使う．

21．PVDF膜をTBSXで洗う．5分間x４回程度．

22．OHPフィルムにECL液（Pierce社のWestPico

等）を載せ，PVDF膜（ニトロセルロース膜）の両面

を反応液になじませる．そして，気泡を挟まないよう

に，OHPフィルムを被せる（OHPフィルムでPVDF

膜を挟む）．

23．蛍光イメージング装置で画像を取り込む．または，

Ｘ線フィルムに感光させ，現像する．

24．必要に応じ，別の一次抗体を反応させる．この場合，

前の一次抗体をはがすための処理もあるが，完全に取

り除くことは難しい．

6.a.5.8 N末端アミノ酸配列の解析

ウェスタンブロットと同様にして，ブロッティングを

行い，アミドブラックなどで染色する．電気泳動の際，

Tris/Glycine系の泳動バッファを使わないようにとの
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指示がある場合もあるが，問題ないようである（装置に

よるのかもしれない）．

Blotting bufferの組成は，50mM Tris，30mM Boric
 

acid，0.02％(w/v）SDS，5％(v/v）methanolである．

pHを調製していない1M Tris溶液と，0.5M Boric
 

acid溶液を用意しておくと，Blotting bufferの調製が容

易である．

ゲル面積1cm 当り2.0mA定電流に設定し，約45分

通電する．通電直後は20V程度で，時間が経つにつれて

電圧が高くなっていく．ブロッティング終了後はアミド

ブラック等で染色し，バンドを確認する．フォルミル化

によるブロッキングを除くために，0.6N HClで一晩，

インキュベーションを行っても良い．その場合は，純水

で充分に洗浄を行う．
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