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　〔内容抄録〕　フルラム蛍光標識使用の15％，30％（架橋比1：37）SDSポリアクリルアミド

ゲルを用い，2週令ブロイラー一一　）雌　胸肉，肉漿蛋白質のディスク電気泳動を行なった。試料

緩衝液として，ホウ酸緩衝液とトリス緩衝液の影響を検討した。15％ゲルではアミノ酸と分子量

1～2万以上の・ミソドが10本，中間にペプチド区分がみられた。トリス緩衝液ではこのペプチド

区分に蛍光がみられ，今後の実験に不適当であった。標準物質を15％，30％ゲルと8M尿素入

り（架橋比1：10）SDSポリアクリルアミド　ゲルで泳動した。3種ともカルノシンからミオグ

ロピンまでは直線関係にあったが，アミノ酸は直線からはずれた。尿素入り15％ゲルではBPB

よりカルノシンがおくれるが，15％ゲルではBPBより㊥極に進んだ。易動度の差の大きかった

のは尿素入り15％ゲル，30％ゲルであったが，結果があざやかなのは尿素入り15％ゲルであっ

た。30％ゲルはかたすぎ　きれいな結果が得られなかった。

1緒 言

　螢光試薬を用いたアミノ酸，ポリペプチドの

分析法は比色分析にくらべ10～100倍の感度を

もち，貴重な試料を扱うに有効な方法である。又，

ディスク電気泳動後の染色法で検出出来ない

130～1200の低分子ペプチドの検出も可能であ

る。ペプチドの螢光分析は古く8－anilinonaph－

thalen－1－sulfonatei）セこよるものがあり，ダン

シルクロライドの使用はWeber2）が最初に用

いている。フルラム3）（4－phenylspiro（furan一

2（3H）1’－phthalan）－3，3’－dione）は　pH　8．6

－9．0で1級アミソと反応し，螢光物質を形成

する。著者はクマシブリリアソトブルーなど

で染まらない1000以下の低分子ペプチドの検

出にフルラムを用い，加藤ら4）の報告した8M

尿素入り高架橋度SDSポリアクリルアミド

ゲル電気泳動法の分析条件を検討したので報告

する。2週令ブロイラー，雌，胸肉，肉漿蛋白

質を同法と対照として15％および30％SDSポ

リアクリルアミド　ゲル電気泳動法と比較した。

＊食品学第4研究室 注SDS＝sodium　dodecyl　sulfate

　DTT＝dithiothreitol
　EDTA＝ethylen　diamine　tetraacetate

　BPB＝bromophenol　blue
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II　実験材料及び実験方法

　試料溶液の調製：前報5）と同様に処理した2

週令ブロイラー，雌，胸肉を30g精秤し，

0．05Mリン酸緩衝液（pH　7．6）325　mlで3分

間均質化し，7000rpmで遠心分離後上澄液を

試料とした。

　試薬：1）　アクリルアミド　和光純薬工業K

K．2）　NNi一メチレンビスアクリルアミド（B

IS）半井化学KK．3）NNN’N’テトラメチ

ルエチレンジアミン（TEMED）　4）過硫酸

アソモニウム　5）　フルラム（Fluorescamine）

日本ロシュKK　6）Val－Val－Val・Ala　Kata・

kai8）の報告により合成した。7）　ミオグロビ

ン8）カルノシン9）インシユリン10）
インシュリンB鎖はSIGMA　Chemical　Com．

pany　11）　トリプトフアン　12）　ヒスチジ

ン　13）　セリン　14）　グリシンは味の素KK

14）　リゾチーム　エイザイKKのものを使用

した。

　分離ゲルの作成：1）15及び30％　架橋比1

：37SDSポリァクリルアミド　ゲルは表1
に示した保存溶液を混合して作成した。即ち，

30％ゲルはa：15　ml，　b：13．5ml，　c：1．　5　ml，

d：　O．　045　mlを混合する。15％ゲルの場合は

b：6．75　mlを使用する。

　2）8M尿素入り架橋比1：10　SDS　IS％，ポリ

アクリルアミド　ゲルは表2に示した保存溶液

Table　1．　Preparation　of　SDS　polyacrylamide

　　　　　ge1（cross・linkage　1：37）

Stock　solution　for　the　polyacrylamide　gel

a．0．2％SDS　in　O．1Mphosphate　buffer，

　pH＆3
b．　Bis・acrylamide　solution（30％）

　acrylamide　　　　　　　　　　　　　　　　　　　66．6g

　N，N’・methylen　bis　acrylamide　　1．8g

　Distilled　water　　　　　　　　to　100　mZ

c．　1．5％Ammonium　persulfate　solution

d．TEMED　solution

Table　2．　Preparation　of　8　M　urea　SDS　15％

　　　　　polyacrylamide　gel

　　　　　（cross・linkage　1：10）

Stock　solution　for　the　polyacrylamide　gel

a．2％SDS　in　1　M　phosphate　buffer，　pH

　8．3

b．　Bis－acrylamide　solution

　acrylamide　　　　　　　　　　　　33．3g

　N，N’－metnhylen　bis－acrylamide　3．3g

・Distilled　water　　　　　　　　to　50　ml

c．　1．5％Ammonium　persulfate　solution

d．TEMED　solution

e．　3％Potassium　ferricyanide　solution

を混合して作成した。a：1．5ml，　b：6．75　mZ，　c

：1．5ml，　d：0．045ml，　e：0．1ml，尿素：14．49

を混合し蒸留水で30mZにする。

　泳動装置：ミツミ科学産業KKのSJ－1060

D型ディスク電気泳動装置と東洋科学産業KK

IIC定電圧装置を用いた。

　操作法：試料抽出液は試料緩衝液と1：1の

割合で混合し，その1mlに対しSDS　10　mg

を加え，40℃30分加温する。加温後，フルラ

ム（1mg／mlアセトン溶液）を同量加える。た

だちに螢光を発するのでBPB含有の60％ショ

糖溶液を同量加える。ポリアクリルァミド　ゲ

ル管の上に20μZ加える。電極槽緩衝液はO．　05

Mリン酸緩衝液pH　8．3にアジ化ナトリウム
0．02％，SDS　O．乞96添加したものを用いた。泳

動はゲル1本当り5mAとした。8M尿素入
り高架橋比のゲルの場合3mAとした。　BPB

より㊥極にアミノ酸が易動するので注意しなが

ら1時間半泳動した。検出はマナスルライト

3650Aで照射し，記録後直ちにコダックTri－

Xpan　filmを用いて東芝ブイルターV・Y　43

をかけ接写した。

II結果および考察

1．　試料緩衝液の影響：リン酸緩衝液で抽出し

た肉漿蛋白質に加える試料緩衝液にトリス緩衝

一52一



北村・松本：フルラム螢光標識を用いた低分子ペプチドのSDSポリアクリルアミド　ゲル　ディスク電気泳動について

　（A）

Borate

buffer

（B）

Borate

buffer

　　（C）

Borate　　　’rris

buffer　　　　buffer

Fig．1　Electrophoretograms　of　sarcoplasmic　protein　extracted　from　muscle　samp！e

　　　immediately　after　slaughteL

　　　　A：15％acrylamide（1：37　cross・linkage）B：30％acrylamide（1：37　cross・

　　　　linkage）C：Blank　test　15％acrylamide（1：37　cross・！inkage）

液とホウ酸緩衝液を用いた場合の影響を検討し

た。0．4Mトリス緩衝液（8　mM　EDTA，4mM

DTT，1Mショ糖pH＆3）とトリスのかわり
にホウ酸ナトリウムを用いたホウ酸緩衝液を試

料溶液に1：1の割合で加えた。分離ゲルは15

％と30％，架橋比1：37のものを用いた。結果

は図1に示した通り，15％ゲルのBPBより㊥

極に近く光るのがアミノ酸で，e極に分子量1

～2万以上の蛋白質のバンドが10本みられた。

中間に存在するのがペプチドと思われる。30％

ゲルはかたすぎて硝子管の間に隙間が出来て，

きれいな結果が得られず適当と思われない。試

料溶液を加えない場合，トリス緩衝液ではペプ

チド区分にフルラムトリスの螢光がみられるが

ホウ酸緩衝液では生じなかった。ダンシルクロ

ライドを用いた加藤）の報告ではホウ酸でも㊥

極にダンシルーOHの螢光があり，トリスでは

ダソシルトリスとダンシルー一一一〇Hと2本の螢光

が存在すると述べている。フルラムの場合はペ

プチド区分に螢光が生じるのでトリス緩衝液は

Table　3．　Molecular　weights　of　polypeptide

　　　　　employed　in　electrophoresis

Polypeptides Mo1㏄ular　weights　of
Polypeptide　chain

1Myoglobin

2　Lysozyme

3　1nsulin

41nsulin　B

5　Val・Va1－Val・Ala

6　Carnosine

7　Tryptophan

8　Histidine

9　Serine

10　Glycine

17，8∞

13，930

5，700

3，400

　997

　226

　204

　155

　105
　　75
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Fig．2　Relative　mobility　vs．　molecular　weight，　BPB　as　standard

　　　▲　No　urea，15％acrylamide（1：37　cross・linkage）

　　　　×　No　urea，30％acrylamide（1：37　cross・hnkage）

　　　08Murea，15％acrylamide（1：10　cross・linkage）

使用出来ない。以下の実験ではホウ酸緩衝液を

用いた。

2．8M尿素入りSDS　15％ポリアクリルァ
ミド　ゲル電気泳動による標準物質の易動につ

いて：ペプチドの分離には高圧炉紙電気泳動が

用いられるが，アクリルアミド　ゲル電気泳動

を用い，ゲル濃度や架橋比をかえてペプチドの

分離をこころみている報告がある6）・7）。彼らは

分子量130～12000のものを分離し，1000以上の

場合は分子量と易動度とが直線関係にある事を

示している。1000以下の場合は種々問題のある

ことを示唆している。著者らは表3に示した標

準アミノ酸，ポリペプチドを架橋比1：37の15

％および30％ゲルと架橋比1：10の8M尿素

入り15％ゲル3種類を用いて泳動し，BPB
との易動を比較して易動度を求めた。加えた尿

素はアクリルアミドに加えるビスの増加による

不透明化を防ぐためとペプチドの易動をおくら
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　　　　　　No　urea．（15％geD　　　　　　　　　　　　　　8Murea．（15％ge1）
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Fig．3　Electrophoretograms　of　standard　amino　acids　and　polypeptides．

せ，分離をよくする為である。フエリシアン化

カリの添加は，ゲルの重合を遅延させる。マナ

スルライト照射後の泳動写真を図3に示した。

分子量と易動度との関係は図2に示したがいず

れもカルノシンより分子量の大きいポリペプ

チドは直線上に乗ったがアミノ酸は直線よりは

ずれた。15％および30％ゲルの場合はカルノシ

ソがBPBより㊥極に易動したが，尿素入り15

％ゲルの場合はおくれている。カルノシンとミ

ォグロビンの易動の差は尿素入り15％ゲルと

30％ゲルは大きかったが15％ゲルでは小さかっ

た。前にも述べたが，30％ゲルは結果の判定に

正確さをかくので，分子量13000以下のペプチ

ドの分離確認には，8M尿素入り15％ゲルが

適していると思われる。標準アミノ酸のゲル添

加濃度は8．2μ9で，ポリペプチドは分子量に

比例して採取量を増加した。

　なお，フルラムはα・アミノ基に反応するが

酸性ペプチド，親水性側鎖を持つペプチドでは

螢光が弱いという。アソモニアとは螢光物質を

作らない点，ダソシルクロライドより有利であ

る。ペプチドの反応を利用した螢光定量法も開

発され，アミノ酸自動分析器にも利用され今後

増々螢光試薬の使用が増加すると思われる。

　懇切なる御指導を賜わった東京大学名誉教授藤巻

正生先生に深謝いたします。なお本実験に御協力下さ

いました萩原三千代，伏見京子氏に謝意を表します。
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