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TritonX-114を 用 い る ミセ ル 水 性 二 相 分 配 法 に よ る膜 タ ン

パ ク質 の 抽 出 に及 ぼ す荷 電 水 溶 性 ポ リマ ー の添 加 効 果

谷 博 文R*, 大浦 貴史*, 上舘 民夫*

Effect of charged water-soluble polymers on the extraction of membrane 

proteins in a Triton  X-114-based aqueous micellar two-phase system 
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The effect of charged water-soluble polymers on the extractability of membrane pro-

teins in a Triton X-114-based aqueous micellar two-phase system was examined. 

Cytochrome b5 (Cyt.b5), NADH-cytochrome b5 reductase  (fp1  ), and NADPH-cytochrome 

P450 reductase (fp2), used as model proteins, were to be well-extracted into a surfactant-

rich phase without polymers. In the presence of non-charged dextran, there were no 

changes in their extractability. However, by the addition of cationic diethylaminoethyl-

dextran at the concentration range of 0.01•`0.3%, the extractability of  Cyt.b5 and fp2 was 

greatly reduced. In contrast, the use of anionic dextran sulfate at the same concentra-

tion range depressed the extraction of fp1 alone. A further increase in the  polymer con-

centration or salt addition resulted in an increase in the extractability.  From a  calcula-

tion of net charge of the proteins, it was shown that  Cyt.b5 and fp2 are negative and  fp1 is 

positive at pH 7.4, where the extraction was conducted. Thus, the depressed extraction 

of the proteins in the presence of the charged polymers is attributable to the  electrostatic 

interaction between the proteins and the charged polymers in the aqueous phase. 

These results indicate that charged polymers could be effective for the selective extrac-

tion of membrane proteins in a Triton X-114-based aqueous micellar  two-phase system. 

Keywords : charged polymer; Triton  X-114; two-phase  separation  ; membrane  protein  ; 

extraction.

1 緒 言

ポリオキシエチレンアルキルエーテル(POEAE)系

非イオン界面活性剤の ミセル水溶液は曇点と呼ばれる温

度以上に加温すると,ミ セルの濃縮した界面活性剤相と

ミセルをほ とん ど含まない水相の二相に分離する1)2).

この二相間における物質の分配現象を用いた ミセル水性

二相分配法が金属キレー トやタンパク質の分離濃縮に用

いられている3)～9).

ミセル水性二相分配法を用いたタンパ ク質の分離に

は,POEAE系 界 面活性剤の中でもTriton X414(TX

114)が 主に用いられている.TX114で 生体膜から可溶
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化 した膜 タンパク質は二相分離によって界面活性剤相に

抽出されるのに対し,水 溶性 タンパク質は水相に分配さ

れる.従 って,水 溶性 タンパク質と膜タンパク質を容易

に分離することができる.本 法は操作が極めて簡便であ

ることから,膜 タンパク質精製の初期段階における粗分

離法 として主に利用 されている.こ の方法はタンパク質

の疎水性の違いに基づ く分離法であるため,同 程度の疎

水性を持つ膜 タンパク質問の相互分離は困難とされてい

る.

著者らは,ア ルキルグルコシ ド系非イオン界面活性剤

が水溶性ポリマーの添加により,ポ リマーを含んだ水相

と界面活性剤相の二相に分相することを見いだし,こ れ

をポリマー誘起型の ミセル水性二相分配法 として膜タン

パク質の抽出に応用してきた1{脚.そ の際,ジ エチルア

ミノエチルデキストランや硫酸デキス トランなどの荷電

ポリマーを用いることにより,膜 タンパク質の電荷の違

いに基づ く分配の制御が可能であることを見いだ し

だb.従 って,よ り高性能で簡便な膜タンパク質の分離

法としての利用が可能となった.し か し,荷 電ポリマー

を導入した高性能 ミセル水性二相分配法をはん用性の高

い分離法とするためには,膜 タンパク質の分離に最 も利

用されているTXll4ミ セル水性二相分配系に適用する

必要があると考 えられる.本 研究では,TXI14ミ セ ル

水性二相分配系に荷電ポリマーを導入し,二 相分離挙動

並びに膜 タンパク質の抽出に及ぼす影響を検討した.更

に,本 法による膜 タンパク質の選択的分離の可能性を探

索 した

2 実 験

2・1 試薬及び装置

TX-114は ナ カライテスク製を特に精製せず使用 し,

20%(w/v)水 溶 液として保存 した.水 溶性ポリマーに

はPharmacia製 のデキス トランT-500(Dx,平 均分子

量500000),ジ エチルアミノエチル(DEAE)一 デキス トラ

ン(DEAE-Dx)及 び硫酸デキス トラン,ナ トリウム塩

(Dx-S)の3種 のデキストランを使用 した.DEAE-Dx及

びDx-Sは いずれも平均分子量500000のDxか ら合成さ

れたものである.

膜 タンパク質に用いたチ トクロム ∂5(Cyt.∂5),還元 型

ニコチンアミドアデニンジヌクレオチ ド(NADH)一 チ ト

クロム ∂5還元酵素(fpl)及 び還元型ニコチンアミドア

デニ ンジヌクレオチ ドリン酸(NADPH).チ トクロム

P450還 元酵素(fp2)は,そ れぞれ既存の方法でブタ肝

ミクロゾームから精製した1餅15).水 溶性 タンパク質で

あるチ トクロム6(Cyt.6,ウ マ心臓由来〉,ペ ルオキシ

ダーゼ(POD,西 洋 わさび由来)はSigma製 を使用し

た.カ タラーゼ(ク ロカビ由来)はServa製 の ものを使

用した.そ の他の試薬はすべて市販品の特級を特に精製

せずに使用した.

温度調整にはヤマ トーコマツ製CTE42A型 恒温槽を使

用した.分 相を促進するための遠心分離には,Tomy精

工製MGX-150型 遠心機を使用した.吸 光度の測定には

日立製U-2000型 ダブルビーム分光光度計を使用した.

2・2 操 作

2・2・1 曇点 の測定 所定の濃度の水溶性ポリマー

を含む2%(w/v)TXll4水 溶 液をサンプルチューブに

入れ,こ の溶液を恒温槽に浸した.そ の後,温 度をヒ昇

させ,溶 液の濁りを観察した。溶液の白濁 した温度 を曇

点とした.

2・2・2 タンパク質の抽出L5.mlサ ンプルチュー

ブに所定量のTX114,タ ンパク質溶液,Tris-HO緩 衝

液及び水溶性ポリマーを加えた後,水 を加え,総 量を1

m1と した.こ の溶液を30℃ で5分 聞インキュベー トし

た後,2000×gで5分 間遠心分離を行い,水 相 と界面

活性剤相に分相 した.そ の後,各 相のタンパク質濃度又

は活性を測定し,界 面活性剤相への抽出率を算出した.

2・2・3 タンパク質の定量Cvt.わ5の 濃度は還元型一

酸化型差スペク トルの423と409nmの 吸光度の差か

ら,モ ル吸光係数185000cm…lM一 蔓を用いて求めた16).

fp1及 びfや2活 性は,電 子受容体としてそれぞれフェリ

シアン化カリウム及びCyt.6を 用い,フ ェリシアン化物

還元活性,Cy揺 還 元活性 として25℃ において測定し

た17、18).その他のタンパク質の定量はビシンコニン酸

法19)に よ り行い,ウ シ血清アルブミンを用いて作成し

た検量線からタンパク質濃度を計算した.吸 光度測定の

際,TX114の 存在によって溶液に濁 りを生じた場合は

少量の20%(w/v)Trito1}X400を 加 えて濁 りを除いた

後に吸光度を測定 した.

3 結 果 及 び考察

3・1 TritonX-114の 曇点に及ぼす水溶性ポリマーの

影響

TX114の 曇点は約25℃ であることが知 られている9)

が,各 種デキス トランの添加によって変化することが予

想される.そ こで,タ ンパク質の抽出を行う際の相分離

温度を決定するため,ま ず各種デキス トランがTX114

ミセル水溶液の曇点に及ぼす影響について検討 した.デ

キス トランの濃度を変化させて曇点を測定した.結 果を

Fig。1に 示す.電 荷 を持たないDxを 添加した場合,濃
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度の増加 とともに曇点は著しく減少す ることが分かっ

た.す なわち,二 相分離が促進されたことを示している.

同様の現象が他のPOEAE系 界面活性剤とポリエチレン

グリコール201やポ リビニルピロリドン2bの組み合わせで

も報告 されている.ポ リマーの分子量を増加させると,

曇点はより一層低下する20)2bことから,こ のような水溶

性ポリマーの添加による非イオン界面活性剤ミセル水溶

液の相分離の促進は,ポ リマーによる ミセルの立体的な

排除効果によるものと考えられる.一 方,水 溶性ポリマ

一として陽イオン性のDEAE.Dx及 び陰イオン性のDx-S

を用 いた場合,低 濃度で若十の曇点の低下が見られた後,

ほぼ一定となった.以 上の結果から,抽 出の際の相分離

温度は30℃ 以上 とした.

二相分離後の各相の体積は,タ ンパク質の抽出率を求

める際に必要なパラメーターとなる.そ こで,相 体積に

及ぼす各種デキス トランの影響を検討した.結 果をFig.

2に 示 す.曇 点の結果とは対照的に,界 面活性剤相の体

積分率は20%程 度 でほぼ一定とな り,デ キス トランの

添加による目立った変化は見られなかった.

3・2 各種 タンパク質の抽出

水溶性ポリマーの影響を検討するに先立って,TX114

ミセル水性二相分配系におけるタンパク質の抽出挙動を

相分離温度30℃ と35℃ で調べた.疎 水的なタンパク

質 に は肝 ミク ロ ゾー ム 中 の 電 子 伝 達 系 膜 タ ンパ ク質 で あ

るCyt.∂5,h)1及 びfp2を 用 い た.又,比 較 の た め に 水

溶 性 タ ンパ ク 質 で あ るCyt.6,POD及 び カ タ ラ ー ゼ につ

い て 同 様 に抽 出 を行 っ た.結 果 をFig.3に 示 す.疎 水

Fig. 1 Effect of dextran concentration on the 

cloud point of an aqueous micellar solution of 2% 

(w/v) Triton X-114

Fig. 2 Effect of dextran concentration on the 

phase volume in Triton X-114-based aqueous micel-
lar two-phase system

Fig. 3 Extraction of proteins in Triton  x414-based 

aqueous micellar two-phase system
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的な膜タンパク質はいずれもそのほとんどが界面活性剤

相へ抽出され,抽 出率は相分離温度の上昇に伴って増加

した.一 方,水 溶性 タンパク質であるCyt/,POD及 び

カタラーゼの抽出率は低 く,そ の値は相分離温度の上昇

に伴って低下 した.相 分離温度が高いほど,二 相問の界

面活性剤の濃度差が大きくな り,TXII4が よ り界面活

性剤相に濃縮される22)ことが知られている.一 ・方,タ ン

パク質は特別な相互作用がない限りミセルとの間に立体

的な排除効果が働き,界 面活性剤相にはほとんど抽出さ

れない晒.従 って膜 タンパク質の場合,TXII4ミ セ ル

との問に疎水性相互作用が働 くため,界 面活性剤相に抽

出され,温 度の上昇に伴い抽出率は更に増加 したものと

考えられる.こ れに対 し,水 溶性 タンパク質はTXIi4

ミセ ルとの問に疎水性相互作用がほとんど働かないた

め,温 度の上昇によって ミセルによる排除効果のみが強

くなり,抽 出率が低下したものと考えられる.以 上の結

果から,TXU4ミ セルニ相分配系におけるタンパク質

の抽出挙動がミセルとタンパク質との疎水性相互作用に

強く依存 していることが確認された.

3・3 荷電ポリマー共存下における膜タンパク質の抽出

電荷の異なる3種 類のデキス トラン共存下において

膜タンパク質の抽笛を行った.各 タンパク質の抽出率と

添加 したデキス トラン濃度 との関係をFig.4に 示 す.

Fig.4,aに おいて,電 荷を持たないDxを 添加した場合,

抽 出率はほとんど変化 しなかった.一 方,正 電荷を有す

るDEAE-Dxを 添加すると,fや1の 抽出率はほとんど変

化 しなかったのに対 し,Cyし ∂5及びfp2の 抽 出率は

DEAE-Dx濃 度の増加に伴い大きく減少 した後,再 び増

大 した.DEAE-Dx濃 度が0.Ol%及 び0.3%の と き,

Cyt.ゐ5及びfp2の 抽 出率はそれぞれ最小となった(Fig.

4,b).又,負 電荷を有するDx-Sを 用 いた場合,Cvt.∂、

及びfp2の 抽 出率はDx-S濃 度 の増加に伴いわずかに増

加 した.そ れに対 し,fp1の 抽 出率は著 しく低下し,

Dx-S濃 度0。1%付 近 で最小となった後,増 大したIFIg。

4,c)。 荷電デキス トランによるこのような抽出率の変

化は,水 相中におけるデキス トランと膜 タンパク質との

静電的な相互作用並びにデキス トランの膜 タンパク質に

対する立体的な排除効果によるものと説明できる.す な

わち,デ キストランが低濃度のとき.水 相中の荷電概換

基と膜タンパク質は静電的に結合し.抽 出率は抑制 され

る.し かし,タ ンパク質の濃度が決まっている以上,荷

電置換基による抽出抑制効果はデキス トラン濃度の増加

とともに頭打ちとなる.逆 に,高 濃度になるにつれ,デ

キス トランによる排除効果のほうが強く働き,再 び界面

a

b

 c

活 性 剤 相 に 抽 出 され る もの と推 察 され る.

水 溶性 ポ リマ ー と膜 タ ンパ ク質 との静 電 的相 互 作 用 を

検 証 す る た め に,各 膜 タ ンパ ク質 の ア ミ ノ酸 紐 成 か ら膜

タ ンパ ク質 の 電 荷 を求 め た.こ れ は,荷 電 ア ミノ酸 残基

数 とそ の 酸 解 離 定 数 か ら 各pHに お け る総 電 荷 数 を算 出

す る方 法2bで あ る。 ア ミ ノ酸 組 成 は,Cyし み5及 び Φ2は

ブ タ肝 ミ ク ロ ゾ ー ム25)26)のもの を,fや1は ウ シ 肝 ミク ロ

ゾ ー ム藻 の も の を そ れ ぞ れ 引 用 した.pHと 算 患 した総

電 荷 数 との 関 係 をFig.5に 示 す.Fig.5か ら明 らか な

よ う に,抽 出 を行 うpH7.4に お い て,Cyし 砺 と 恥2は

負 に,fや1は 正 に帯 電 して い る こ とが 分 か った.従 っ て,

Cyt.∂、及 びfp2はDEAE-Dxと,fや1はDx-Sと 静 電 的 に

結 合 す る こ とが 可 能 とな り,Fig.4の 結 果 と良 く…致 し

た.

Fig. 4 Effect of  dextran concentration on the 

extraction of membrane  proteins in Triton  X-114-

based aqueous micellar two-phase systems
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又,各 膜 タンパク質の抽出率が低下するデキス トラン

濃度条件 下でNaClを 添加 し,そ の影響を調べた.添 加

したNaCl濃 度 と抽出率の関係をFig.6に 示す.0.1%

DX-S共 存下におけるfp1の 抽 出率並びに0.1%DEAE-

Dx共 存下におけるCyt.b5の 抽 出率は,NaCl濃 度の増加

に伴って単調に増加 した.こ れは,塩 の添加により静電

的相 互作用が弱め られたため と考 えられる。 一方,

0.1%DEAE-Dx共 存下における Φ2の 抽出率はNaClの

添加によっていったん低下 し,30mMで 最低 となった

後,増 加した.Cyt.b5やfp1は 比較的その電荷が小さく,

低濃度のNaClに よって荷電デキス トランから脱着する

のに対し,fp2は よ り大きな負電荷を持つために低濃度

のNaCl濃 度 では脱着が起こらなかったものと考えられ

る。NaCl濃 度の増加に伴いTX114と デ キストラン混合

水溶液の二相分離が促進 されることか ら,低 濃度の

NaClの 添加によるfp2の 抽 出率の低 下は,DEAE-Dxが

水相中により分配したためと考えられるが,詳 細は明ら

かになっていない.

以上 の結果 より,TX114ミ セ ル水性二相分配法にお

いて荷電ポリマーを用いることにより,膜 タンパク質の

電荷の違いに基づ く抽出分離の可能性が示された.又,

イオン強度を調節することで同じ電荷符号を持つ膜タン

パク質問の分離も可能であることが分かった.従 って,

これまでTX114ミ セ ル水性二相分配法を用いて糧分離

されていた多 くの膜タンパク質のより精密な分離と迅速

な精製が可能になると考えられる.

1997年10月,日 本 分 析 化 学

会 第46年 会 にお いて 一部 発表
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要 旨

Triton X-114を 用 いたミセル水性二相分配系に荷電水溶性ポリマーを添加し,膜 タンパク質の界面活

性剤相への抽出に及ぼす影響を検討した.膜 タンパク質にはミクロゾーム中で電子伝達系を構成するチ

トクロム65,NADH一 チ トクロムb5う還元酵素,NADPH-チ トクロムP450還 元酵素を用いた.電 荷を持た

ないデキス トランを添加 した場合,添 加しなかったときと同様,い ずれの膜タンパク質も界面活性剤相

に抽出された.一 方,正 電荷 を持つジエチルアミノエチルデキス トランを添加すると,チ トクロムb5、

及びNADPH-チ トクロムP450還 元酵素の抽出が,負 電荷を持つ硫酸デキス トランを用いるとNADH-チ

トクロムb5還 元酵素の抽出がそれぞれ抑制 された.膜 タンパク質の電荷並びに塩を添加 したときの抽

出結果から,荷 電ポリマーによる抽出抑制効果は膜タンパク質と水相中のポリマーとの静電的相互作用

によることが明らかになった.


