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P 4. 高圧セルロースアセテー卜膜等電点電気泳動法における電子冷却装置の開発と
その応用
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(はじめに) り得られた泳動像が、氷水冷却装置で従来の泳動条件で行つ

我々はセバラックス EF膜(以下セア膜)を支持体とする た泳動像より分離が良くなった.そ乙で氷水冷劃破置でも

t手電点電気泳動装置の開発、至適糊J条件の設定及びその応 2000Vの条件を加え、 両装置の泳動像均ι致するような

用について本学会において報告してきた.従来開発された泳 条件を検討した" 2000Vの通電時闘を 10.15 . 20.

動装置は氷水により冷却を行うもの(以下氷水冷却装置)で 25分間と変えて泳動したところ、 20分間で電子冷剥瑛置

あるが、氷が入手不可能な施設でもセア膜の等君主点電気泳動 の泳動像とほぼ一銭する泳動像を得たので、:iÞl<冷却瑛置の

が行えることが望まれてきた.そこで今回電子冷却を用いた 泳動条件にも 2000V20分聞を追加するζ とにした.

泳動装置(以下電子冷却装置)を新たに開発した.従来の氷 3) 泳動像の護の多様性:塗布時に結露を生じないように泳

水冷却装置とのデーターの互換性があるように二つの泳動方 動槽の蓋を開けないで塗布するよう工夫し、そのアプリケ一

法を対比しつつ、至適条件についても検討したので報告する. ターとしてファルマシア社製のサンプルアプリケーターを周

(材料及び方法) いていた. 今回新たにへレナ社製のサンプルアプリケーター

材料 :東京医科歯科大学医学部付属病院患者血清及ひ職員 で塗布できる蓋も作成した" 2つの方法で塗布した場合泳動

の血清を用いた. 像の分離は全く同じであるが、各泳動像のバンド巾がファル

電子冷却装置.新たに開発した装置は空冷式サーモモジュ マシア社製は約4棚、へレナ社製は約5.5mmであり、へレ

ールにより冷却を行うよう製作した.冷却温度はー 2 "C~ ナ社製の方がバンド巾が広いだけ見やすい泳動像を得ること

20"Cの範囲内で温度を設定できるようにした. ができる。簡便で使用検体量も少なくてすむという点ではフ

電気泳動法・電子冷却装置の場合、設定温度を 7 "Cとし、 ァルマシア社製のアプリケーターの方が良い。蓋を変えるだ

300VI0分. 500V30 分. 1500V45分通電す げで用途に応じて塗布方法を選択できるようにした.

る従来の泳動条件に更に2000V5分間の泳動を追加した。 4) 両性坦体液:セパライン (pH3.5~1 0) のみを用いて

氷水冷却装置の場合にも 2000V20分間の泳動を追加し いたが、セパラインとp噂図の狭い両性!g体とを混ぜた両性

た 坦体液 (4.5%セパライン (pH.3.5~ 1 0) -4.5 %セパラ

イムノプロッティング法:皐動後ただちにセア肢を 5%ス イン (pH4~6) ー 1%セルパライト (pH9~1 1) ーシヨ

ルホサリチル般により固定を行っていたのを、泳動が終了後 精液)を用いて泳動したととろ、より鮮明なバンドとしてと

直後PVDF膜を密着させて転写を行うようにした. らえられることができた.ζのことから、広範囲の凶で泳動

(結果と考察) を行う場合にも広範囲の両性坦体に狭い範囲の両性坦体を混

1 )電子冷却装置の至適泳動条件.設定温度を O. 4.7. ぜた両性t旦体液を使用するほう地哩ましいこと志功かった.

10.15"Cと変えて泳動を行ったところ、 7 "Cの時にー番 5) イムノプロッティング法:従来は泳寂級のセア膜を5%

良好な泳動像が得られた。 7 "Cまでは設定温度が高くなるほ スルホサリチル畿で固定した後、イムノプロッテイング法を

ど分離が良くなったが、 7"Cを越えると冷却が不十分となる 行っていた.確かに特定タンパクを鮮明にとらえることがで

ためバン ドに歪が生じた。 きたが、他のタンパクも固定するためか非特異的なバンドが

従来 1500V45分で泳動を終了していたが、試しに 出現する場合もあった.そこで、再びスルホサリチル酸の固

2000Vの泳動条件を加えたところバン川唖に鮮明にな 定の有無を検討したところ、前処理したPVDF膜を直後答、

った。 そこで 2000Vの通電を 5分~20分間行ったとこ 着させるだけで"卜分なことが分かった。但しセア膜と PVD

ろ、 5 分間のときに量平明な泳動像が得られ、それ以上通電を F践を密着させたときに膜の聞にある余分な緩衝液を十分に

行うとかえってバンドに歪が生じた.とれらの結果より電子 取っておく必要がある.
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