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〔シンポジウム:電気泳動法の最近の進歩〕

セ・ア膜による 2 次元電気泳動法

大橋望彦* ・戸田年総* ・藤田敬子* ・吉田光孝**

セ・ア膜 2 次元電気泳動法について

O'FarrelIの 2 次元電気泳動法を始めとして，近来，

種々の多次元展開による分離 ・ 分析法が開発されてきて

いる 何故，多次元展開に目が向けられるのか，その理

由は簡単で， 1 次元の展開像に比較して明らかに分離能

が優れているからであり，諸解析をより詳細に行える利

点があるからである.

乙の利点を生かして，かつ簡便な操作法で，より迅速

な分離 ・ 分析が行えるようになることは，各方面での応

用を容易にし，また，向じ分野での多くの知見が集積し

やすくなる.

すでに，われわれは以上の乙とをより具体的にするた

め，セルローズ・アセテート膜(セ ・ア膜)を用いた 2 次

元電気泳動法を確立したト剖. われわれの開発した 2 次

元電気泳動法においては 1 次元自の泳動では，セ・ア

膜上の濃縮操作を除けば，原理的lζ通常のセ ・ア膜電気

泳動法とほとんど変りがない.また， 2次元自の展開で

は 1 次元自の分離と原理的には近い等電点電気泳動法

を応用している.この 1 ・ 2 次元の泳動法の組合せは，

他の 2次元展開の方法とはかなり異なっている.たとえ

ば，ポリアクリルアミド・ゲjレの 2 次元展開は，普通に

は 1 次元自に等電点電気泳動法を行い 2次元自では，

まったく分離の原理が異なる分子箭効果で分けるゲJレ電

気泳動法を行っている←引.確かにこの方法は非常に優れ

た分離分解能を示し，従来の 1 次元のみ行っていた方法

ではとうてい達成できなかった詳細なポリペプチド・マ

ップが作成されている.乙のように優れた方法がすでに

知られていながら，別の方法の開発をした理由はいくつ

かある.その主な理由は，①支持体であるセ・ア膜が

常時入手可能な市販品であるとと，②その使用条件が

一定で，再現性が得られやすいととである さらに，

③ SDS ゲソレ電気泳動のように，展開時lζ蛋白質の変性

期jを使用しない方法を採用する ④短時間の操作で，

結果がわかる ⑤試料が少なくて解析できる ⑥リプ

リカ染色法が採用できる.⑦染色された展開像を乾燥

後保存するととが容易である 等々が挙げられる .

そとで， ζ こに挙げた③の理由について少し詳しく吟

味してみる .

蛋白質の分離展開像について

1. pI マーカーの 2 次元展開

従来のセ・ア膜を用いた l 次元展開の電気泳動法で

は，分離された蛋白質が natlve の状態で，多量体のま

まの電気的性質が易動度lζ反映している.この性質を残

したままで 2 次元の分離展開像が得られることは，蛋白

質の生体内の存在様式を少しでも反映している分析法と

して意味がある.すなわち，遺伝形質発現により産生し

た蛋白質は，その後種々の修飾を受け， hetrogeneous 

な分子形態を作っていることが解析可能となる .

その具体的なモデルとして， Myoglobin や Cyto­

chrome C 等の保存試料を 2次元展開したととろ 1 次

元展開では不明である複雑な分解生成物の分布がみられ

た.

2. ヒト血清蛋白質の 2 次元泳動像

本法による 2次元の展開像は，従来の 1 次元法による

泳動像との位置関係がそのまま対応しうるので，解読し

やすい.とくに 1 次元のいわゆる 5 分画に分けられるヒ

ト血清蛋白質の展開像では，従来の 5 分画がさらに細部

に分画されているととが明瞭となる.

Two-dimensional electrophoresis of native proteins on celIulose acetate membranes. 
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(1 )方法

ヒト血清を 2次元セ ・ ア膜電気泳動法lζより展開した

後， ク 7 シー ・ フツレーにより蛋白質の染色を行う.本報

告の中で用いたセ ・ ア膜ならびにセパラインは， 富士写

真フィルム株式会社より提供された.

(2 )結果

ヒト血清の 5分画泳動像はそのまま 2 次元展開像でも

5分画の位置として表現する乙とができる これらスポ

ッ ト は，免疫化学的手法等lζよりすでに大部分同定され

ているが8) しかし，蛋白質としては微量にしか存在し

ない酵素類等は，特別なスポットとして認識されずに，

乙乙 lζ見られているスポ ッ トと重複して存在している場

合が多い(後述のアイソザイムの展開像参照) .

3. O'Farrell とセ・ア膜 2 次元展開像の比較

高分子の状態で泳動されるため， SDS ゲJレ電気泳動に

比して，分離解像力が衰える(参照:肝納出蛋白質の 2

次元展開像の比較9 .10)) . この乙とは致し方ないことで，

nat1ve の状態は， いろいろな修飾された分子形態が連続

した状態にある ζ とを考慮すれば，当然のとととなる.

,. 
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アイソザイムの展開について

1. 酵素活性を残したままで撲の宙定ならびに洗浄を

行う試み

乙の 2 次元電気泳動法にも ， ある程度の制約がある .

すなわち 2次元自に等電点電気泳動法を採用している

ので， 泳動展開後のセ ・ ア膜上には，明らかに pH 勾配

が作られている.ζの勾配が発色反応時lζ不均一な条件

を与える可能性のあるととは否定できない.

そ ζで， マウス腎の酵素抽出液を試料とし 2 次元展

開した後で，各種飽和度の異なる硫酸アムモニア溶液で

膜上の蛋白質を固定し，可及的にセパラインを除去する

洗浄の検討を行った.

( 1 ) 方法

まずは 1 次元の等電点電気泳動法によりマウス腎の抽

出液を展開して，以下のどとく処理された.

A. 20% 飽和硫安， 5min 

B. 30% 飽和硫安， 5min 

C. 40% 飽和硫安， 5min 

d 
A 

B 

C 

D 

E 

F 
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Fig. 1. Effects of concentrations (% saturation) of ammonium sulfate (AS) on 五xation and 

rinsing of LDH isozymes are showing after the developments by two.dimensional 

cellulose acetate electrophoresis (a, b and c) and by isoelectric focusing on CA 

membrane (d). LDH isozyme from kidney of mouse was used. 

a : 20% satur. AS. (stained by PMS method), b: 30% satur. AS. (stained by PMS method), 
c : 40% satur. AS. (stained by PMS method), d: 20-80% satur. AS. (stained by Diaphorase 
method; Lanes f rom A to G are 且xed with 20, 30, 40, 50, 60, 70 and 80% saturation of AS, 
respectively.) 

- 24 ー



D. 50% 飽和硫安， 5min 

E. 60% 飽和硫安， 5min 

F. 70% 飽和硫安， 5min 

G. 80% 飽和硫安， 5min 

上記の固定 ・ 洗浄処理を行 っ た膜 ( 1 次元 ・ 2 次元展

開済みの) について， それぞれ LDH isozyme の酵素

染色 (PMS 法と Diaphora se 法を用いた) を行って比

較検討した.

PMS 法 2.6 mg NAD, 0.075 mg PMS, 0.51 mg 

N BT, and 57.6 mg Li.lactate in 3.0 ml of 0.3 

M Tris・HCl ， pH 9.5. 

Diaphorase 法11) : 2.6 mg NAD, 0.51 mg NBT, 57.6 

mg Li-lactate, 22 units of Diaphorase in 0.3 M 

Tris-HCI, pH 9.5. 

(Diaphoraseは， 東洋醸造株式会社から提供された . )

(2 ) 結果

これまでに， メタ ノーノレ ・ 酢酸， スルフ ォ サルチ Jレ

酸 5 %酢酸等の緩和な固定処理による酵素活性の残存

を調べてきたが， いずれの処理も酵素を完全に不活性化

してしまう結果に終った.そ乙で， 今回検討した硫酸ア

ムモニアの固定 ・ 洗浄処理は， 1 次元展開後Diaphorase

a 
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法iとより染色した場合では， 40% 以上飽和硫安で 5min

処理が良好な結果を示した (Fig . 1- d). なお 2 次元展

開像の結果 (PMS 法)は 30% 飽和硫安で 5min 処理

でも良好な結果が示された (Fig. 1・a ， b ， c) . との硫安処

理条件は酵素の種類IC従ってそれぞれ至適飽和度がある

ので，あらかじめその点を配慮する必要がある.また ，

硫安の飽和度が高いと反応に影響する場合があるので，

固定可能な最低濃度条件を採用するのが好ま しい .

2. 同時多酵素染色法

l 次元の泳動像と異なり 2 次元lζ展開している と，

いくつかの類似反応で発色させると とのできる酵素であ

れば， 多種類のアイソザイムの分離像を一枚のセ ・ ア膜

上において示すことが可能である .

その一例として "'7ウ ス腎抽出液をセ ・ ア膜上で 2 次

元lζ展開した後，いくつかの脱水素酵素を組合せて，同

時IC発色させた 2 次元展開像を示す.

(1 )方法

a. ICD+G6PD 

b. MAD+SorbDH 

0.3 M Tris・HCI， pH 8.5, 0.1 mM NAD, 0.1 mM 

N ADP 1(, 2 mg/ml Isocitrate, 0.4 mg/ml G6P (a グ

3.5 ..... 
+
。

pl 

Fig. 2. Demonstrations of multiple isozyme staining and high sensitive staining methods 

on CA membrane. 

a : Isocitrate dehydrogenase and glucose-6-phosphate dehydrogenase isozymes from kidney 
of mouse. b: Malate dehydrogenase and sorbitol debydrogenase isozymes from kidney of 
mouse. C human serum LDH isozymes. 5μ1 of serum was applied and stained by diaｭ
phorase method. 
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ノレープ)， 14 mgfml Malate , 2.5 mgfml Sorbitol ( b グ 類の発色が行えない場合でも，前記③の リプリカ染色

ノレープ)の基質をそれそ、れ添加，全量を 3.0m l とした 法を採用し，数枚の重復展開したセ ・ ア膜をそれぞれ発

乙の反応液 2.5ml を 6 . 8x 11. 5 cm のろ紙に穆み込ま 色させるととが可能であり，多種酵素の位置的判断も決

せ，その上に展開後のセ ・ ア膜を載せ， squeeze してろ めやすい.

紙と密着させた.そして， 370C , 20m i n 反応， 染色した ( 1 ) 方 法

(2 ) 結果 2次元自の泳動の際IC ， セ ・ ア膜を 3 枚重ね合わせて

こ乙で採用したそれぞれのアイソザイムは，相互に 展開する その 3 枚の膜をそれぞれ，異なった反応系で

重なり合うことなしに分布しているととが明瞭であるが 染色を行い， 2 次元展開像として相互に比較する.

(Fig. 2-a, b )，染色されていない他の蛋白質とは明らか a 酵素 1 (SorbD) の反応による染色

lζ重なっている.また， PMS 法より Diaphora se 法は b 酵素 2 (MAD) の反応による染色

感度が高く，ヒ卜血清の LDH i sozyme の 2 次元展開像 c . 酵素 3. (LDH) の反応による染色

が本法で容易に得られた (Fig. 2・c ) . 乙れは，今後の臨 (2 ) 結果

床応用 lζ適した方法といえる リプリカ法の採用により，反応系の異なるアイソザイ

3. リプリカ ;去による多重酵素染色 ム像を容易に比較検討するととができた (F i g. 3-a, b, c). 

+ 

反応系が異なるために，上記 2. のように同時に多種

'" 
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Fig. 3. Replicative staining method for indepenｭ

dent color reaction of enzyme. 

a : SorbDH isozymes 011 upper layer of 
piled CA membranes. b: MAD isozymes on 
middle layer of piled CA membranes. c 
LDH isozymes on lower layer of piled CA 

membranes. 

結 5苦

以上セ ・ ア膜 2 次元電気泳動法についての概略を説明

した.基本的には方法としてほぼ確立したといえ，種々

の応用が可能であるととを示したが，その臨床応用等の

経験が浅く，乙れからいろいろと検討しなければならな

い乙とがらが多く残されている.こ乙では省略したが，

乙の他 IC，セ ・ ア膜上で，高感度の蛋白質染色法である

銀染色法の適用は，従来困難とされていたが，検討の結

果十分感度よく染色される方法 ・ 条件を見いだす乙とが

できた山.また， 免疫化学的手法を組合せることもすで

に検討していて，スポッ ト の同定lζ十分役立つ乙とがわ

かっている 8) 乙れらの手法も加えて， 多くの方 lζ利用

される乙とを期待している

2 次元電気泳動法の実施lζ 協力してくださった林依

子，新保精志両氏IC感謝します
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