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2. 標準型の操作 （02 蛋白質試料の調製、03 蛋白水溶液の作成、04 STOCK SOLUTION） 

02020202    蛋白質試料蛋白質試料蛋白質試料蛋白質試料のののの調製調製調製調製    

現在現在現在現在 RFHRRFHRRFHRRFHR 法法法法でででで最最最最もよくもよくもよくもよく適用適用適用適用されるされるされるされる蛋白調製法蛋白調製法蛋白調製法蛋白調製法はははは酢酸法酢酸法酢酸法酢酸法（（（（Hardy, S.J.S. et al. (1969) Hardy, S.J.S. et al. (1969) Hardy, S.J.S. et al. (1969) Hardy, S.J.S. et al. (1969) 

BiochemistryBiochemistryBiochemistryBiochemistry 8, 2897 8, 2897 8, 2897 8, 2897----2905290529052905））））であるであるであるである。。。。試料水溶液試料水溶液試料水溶液試料水溶液にににに 1/101/101/101/10 容容容容のののの 1M MgCl1M MgCl1M MgCl1M MgCl2222 をををを加加加加ええええ、、、、十分十分十分十分にににに撹撹撹撹

拌拌拌拌しつつしつつしつつしつつ２２２２倍容倍容倍容倍容のののの酢酸酢酸酢酸酢酸をををを加加加加えていくえていくえていくえていく。。。。そのそのそのその後氷冷後氷冷後氷冷後氷冷しながらしながらしながらしながら１１１１時間撹拌時間撹拌時間撹拌時間撹拌をををを続続続続けるけるけるける。。。。蛋白質蛋白質蛋白質蛋白質はははは

溶解溶解溶解溶解しししし、、、、核酸核酸核酸核酸はははは不溶化不溶化不溶化不溶化するするするする。。。。6000 rpm 20 min6000 rpm 20 min6000 rpm 20 min6000 rpm 20 min４４４４ºCºCºCºC 遠心遠心遠心遠心しししし、、、、そのそのそのその上澄液上澄液上澄液上澄液をををを２２２２％％％％酢酸酢酸酢酸酢酸にににに４４４４ºCºCºCºC

透析透析透析透析するするするする。。。。透析外液透析外液透析外液透析外液をををを数回更新数回更新数回更新数回更新するするするする。。。。このこのこのこの操作操作操作操作でででで十分十分十分十分にににに脱塩脱塩脱塩脱塩することがすることがすることがすることが極極極極めてめてめてめて重要重要重要重要であるであるであるである。。。。

脱脱脱脱塩塩塩塩がががが不十分不十分不十分不十分なななな場合場合場合場合、、、、0000 次元泳動次元泳動次元泳動次元泳動でのでのでのでの蛋白質蛋白質蛋白質蛋白質のののの濃縮濃縮濃縮濃縮にににに失敗失敗失敗失敗することがすることがすることがすることが多多多多いいいい。。。。不溶性不溶性不溶性不溶性のののの試料試料試料試料かかかか

らららら調製調製調製調製するするするする場合場合場合場合、、、、67%67%67%67%酢酸酢酸酢酸酢酸 30 mM MgCl30 mM MgCl30 mM MgCl30 mM MgCl2222 にににに懸濁懸濁懸濁懸濁しししし、、、、そのそのそのその後氷冷後氷冷後氷冷後氷冷しながらしながらしながらしながら１１１１時間撹拌時間撹拌時間撹拌時間撹拌しししし、、、、以以以以

下同様下同様下同様下同様にににに操作操作操作操作するするするする。。。。透析後凍結乾燥透析後凍結乾燥透析後凍結乾燥透析後凍結乾燥によってによってによってによって得得得得られたられたられたられた乾燥粉末乾燥粉末乾燥粉末乾燥粉末をををを----80ºC80ºC80ºC80ºC にににに保存保存保存保存するするするする。。。。    

他他他他のののの蛋白調製法蛋白調製法蛋白調製法蛋白調製法もももも適用適用適用適用できるができるができるができるが、、、、いずれのいずれのいずれのいずれの場合場合場合場合もももも十分十分十分十分にににに脱塩脱塩脱塩脱塩することがすることがすることがすることが必須必須必須必須であるであるであるである。。。。    

    
    
    

03030303    蛋白水溶液蛋白水溶液蛋白水溶液蛋白水溶液のののの作成作成作成作成    

普通普通普通普通 8M urea8M urea8M urea8M urea にににに溶溶溶溶かしかしかしかし、、、、2 ~1 mg/1002 ~1 mg/1002 ~1 mg/1002 ~1 mg/100µllll のののの水溶液水溶液水溶液水溶液にするにするにするにする。。。。2222----mercaptoethanol (ME)mercaptoethanol (ME)mercaptoethanol (ME)mercaptoethanol (ME)をををを    

14 µl / ml14 µl / ml14 µl / ml14 µl / ml のののの濃度濃度濃度濃度にににに加加加加ええええ、、、、37ºC 1hr37ºC 1hr37ºC 1hr37ºC 1hr またはまたはまたはまたは 40ºC 30 min40ºC 30 min40ºC 30 min40ºC 30 min 還元還元還元還元するするするする。。。。そのそのそのその後後後後 50x sample buffer 50x sample buffer 50x sample buffer 50x sample buffer     

をををを 1/501/501/501/50 容加容加容加容加えるとえるとえるとえると出来上出来上出来上出来上がりがりがりがり。。。。    

このこのこのこの溶液状態溶液状態溶液状態溶液状態でもでもでもでも短期間短期間短期間短期間----80ºC80ºC80ºC80ºC 保存保存保存保存できるができるができるができるが、、、、なるべくなるべくなるべくなるべく電気泳動操作電気泳動操作電気泳動操作電気泳動操作のののの都度都度都度都度、、、、粉末粉末粉末粉末からからからから調製調製調製調製    

したしたしたした方方方方がよいがよいがよいがよい。。。。ゲルゲルゲルゲルにににに添加添加添加添加するするするする蛋白適量蛋白適量蛋白適量蛋白適量はははは、、、、例例例例えばえばえばえば大腸菌大腸菌大腸菌大腸菌ののののリボソームリボソームリボソームリボソーム蛋白蛋白蛋白蛋白のののの場合場合場合場合はははは    

100~300 100~300 100~300 100~300 µg/gelg/gelg/gelg/gel 程度程度程度程度、、、、リボソームリボソームリボソームリボソームをををを除除除除いたいたいたいた全可溶性蛋白全可溶性蛋白全可溶性蛋白全可溶性蛋白のののの場合場合場合場合はははは 500 µg/gel500 µg/gel500 µg/gel500 µg/gel 程度程度程度程度でありでありでありであり、、、、    

蛋白濃度蛋白濃度蛋白濃度蛋白濃度はははは 1~2 mg/100 1~2 mg/100 1~2 mg/100 1~2 mg/100 µllll がががが適当適当適当適当であるであるであるである。。。。    

    

    

    

04040404    STOCK  SOLUTIONSSTOCK  SOLUTIONSSTOCK  SOLUTIONSSTOCK  SOLUTIONS    

1.1.1.1.    0D 50D 50D 50D 50x buffer (at RT = room temperature)0x buffer (at RT = room temperature)0x buffer (at RT = room temperature)0x buffer (at RT = room temperature)    

5N KOH 24 ml, Acetic acid 7.4 ml / final 200 ml 5N KOH 24 ml, Acetic acid 7.4 ml / final 200 ml 5N KOH 24 ml, Acetic acid 7.4 ml / final 200 ml 5N KOH 24 ml, Acetic acid 7.4 ml / final 200 ml     

    

2.2.2.2.    50x sample buffer (at 4ºC)50x sample buffer (at 4ºC)50x sample buffer (at 4ºC)50x sample buffer (at 4ºC)    

Acridine orange 4 mg, PyronineY 4 mgAcridine orange 4 mg, PyronineY 4 mgAcridine orange 4 mg, PyronineY 4 mgAcridine orange 4 mg, PyronineY 4 mg をををを 0D 50x buffer 1 ml 0D 50x buffer 1 ml 0D 50x buffer 1 ml 0D 50x buffer 1 mlにににに溶溶溶溶かすかすかすかす。。。。    

    

3.3.3.3.    1D 4x buffer (at RT)1D 4x buffer (at RT)1D 4x buffer (at RT)1D 4x buffer (at RT)    

Tris 195 g, boric acid 128 g, EDTA2Na 32 g / final 1LTris 195 g, boric acid 128 g, EDTA2Na 32 g / final 1LTris 195 g, boric acid 128 g, EDTA2Na 32 g / final 1LTris 195 g, boric acid 128 g, EDTA2Na 32 g / final 1L    
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4.4.4.4.    2D 2D 2D 2D 10x gel buffer (at RT) 10x gel buffer (at RT) 10x gel buffer (at RT) 10x gel buffer (at RT)     

5N KOH 96 ml, acetic acid 523 ml / final 1L5N KOH 96 ml, acetic acid 523 ml / final 1L5N KOH 96 ml, acetic acid 523 ml / final 1L5N KOH 96 ml, acetic acid 523 ml / final 1L    

    

5.5.5.5.    2D 10x EL buffer (at RT)2D 10x EL buffer (at RT)2D 10x EL buffer (at RT)2D 10x EL buffer (at RT)    

glycine 150 g, acetic acid 16 ml / final 1Lglycine 150 g, acetic acid 16 ml / final 1Lglycine 150 g, acetic acid 16 ml / final 1Lglycine 150 g, acetic acid 16 ml / final 1L    

    

6.6.6.6.    10M urea (at RT or 30ºC)10M urea (at RT or 30ºC)10M urea (at RT or 30ºC)10M urea (at RT or 30ºC)    

urea 600 g / final 1Lurea 600 g / final 1Lurea 600 g / final 1Lurea 600 g / final 1L    

    

7.7.7.7.    0D gel solution (at 4ºC)0D gel solution (at 4ºC)0D gel solution (at 4ºC)0D gel solution (at 4ºC)    

AA 14 g, BIS 250 mg, urea 84 g, TEMED 0.6 mlAA 14 g, BIS 250 mg, urea 84 g, TEMED 0.6 mlAA 14 g, BIS 250 mg, urea 84 g, TEMED 0.6 mlAA 14 g, BIS 250 mg, urea 84 g, TEMED 0.6 ml, , , ,     

0D 50x buffer 4 ml / final 200 ml0D 50x buffer 4 ml / final 200 ml0D 50x buffer 4 ml / final 200 ml0D 50x buffer 4 ml / final 200 ml    

    

8.8.8.8.    1D gel solution (at 4ºC) 1D gel solution (at 4ºC) 1D gel solution (at 4ºC) 1D gel solution (at 4ºC)     

AA 14 g, BIS 250 mg, Urea 84 g, TEMED 0.6 ml, AA 14 g, BIS 250 mg, Urea 84 g, TEMED 0.6 ml, AA 14 g, BIS 250 mg, Urea 84 g, TEMED 0.6 ml, AA 14 g, BIS 250 mg, Urea 84 g, TEMED 0.6 ml,     

1D 4x buffer 50 ml / final 200 ml1D 4x buffer 50 ml / final 200 ml1D 4x buffer 50 ml / final 200 ml1D 4x buffer 50 ml / final 200 ml    

    

9.9.9.9.    contacting gel solution (at RT)contacting gel solution (at RT)contacting gel solution (at RT)contacting gel solution (at RT)    

pyronineY 40 mgpyronineY 40 mgpyronineY 40 mgpyronineY 40 mg をををを 1D gel solution 10 ml  1D gel solution 10 ml  1D gel solution 10 ml  1D gel solution 10 ml にににに溶溶溶溶かすかすかすかす。。。。    

    

10.10.10.10.    2D gel solution (at 4ºC)2D gel solution (at 4ºC)2D gel solution (at 4ºC)2D gel solution (at 4ºC)    

AA 170 g, BIS 4.7 g, urea 420 g, TEMED 5.8 ml, AA 170 g, BIS 4.7 g, urea 420 g, TEMED 5.8 ml, AA 170 g, BIS 4.7 g, urea 420 g, TEMED 5.8 ml, AA 170 g, BIS 4.7 g, urea 420 g, TEMED 5.8 ml,     

2D 10 x buffer 100 ml / final 1L2D 10 x buffer 100 ml / final 1L2D 10 x buffer 100 ml / final 1L2D 10 x buffer 100 ml / final 1L    

    

11.11.11.11.    paste gel solution (at RT)paste gel solution (at RT)paste gel solution (at RT)paste gel solution (at RT)    

AA 50 g, BIS 1.4 g, TEMED 1.2 ml / final 200 mlAA 50 g, BIS 1.4 g, TEMED 1.2 ml / final 200 mlAA 50 g, BIS 1.4 g, TEMED 1.2 ml / final 200 mlAA 50 g, BIS 1.4 g, TEMED 1.2 ml / final 200 ml    

    

12.12.12.12.    10% APS (at RT)    10% APS (at RT)    10% APS (at RT)    10% APS (at RT)        

APS 5 g / final 50 mlAPS 5 g / final 50 mlAPS 5 g / final 50 mlAPS 5 g / final 50 ml    

 


