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研究成果の概要： 
従来法の要素技術の検証を進め、改善点が見出されて来ている。これまでに開発した、従来

の１０倍程度以上高感度なゲル内タンパク質染色法を活用し、本方法でなければ可視化出来な

いサブフェムトモルのモデルとなるタンパク質を調製し、少なくともサブフェムトモルレベル

では従来法の延長線上の解析手法にて対応可能であることが見出された。 
 また、得られた検証結果を随時、実践のタンパク質解析に応用している。 
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１．研究開始当初の背景 
SDS-PAGE など、電気泳動により分離したタ

ンパク質から目的タンパク質を見出し同定

することはこれまでも行われてきているが、

簡便さ、得られる情報量の多さなど、様々な

手法が利用可能な現在においても、その重要

性は些かも衰えていないと考える。 

見出されたタンパク質をここから同定す

ることは、研究を大きく進捗させることに貢

献する。 

電気泳動後のゲルを染色しタンパク質を

可視化する手法は現在様々に利用可能だが、

最も検出感度の良い方法は銀染色法になる。 

一般的に広く用いられているミニゲルの

SDS-PAGE にて、１ナノ（10-9）グラムから数

百ピコ（10-12）グラムのタンパク質の検出が

可能。これは 50kDa のタンパク質に換算する

と、20フェムト（10-15）モルから数フェムト

モル相当になる。 

しかし、これらタンパク質量の同定は、一

般的には出来ないことになっており、例えば、

受託解析会社では 25 フェムトモル以上（Ａ

社）や、100 フェムトモル以上（Ｐ社）必要

と謳っている。 

我々は、部分最適ながら手法を工夫するこ

とで、数フェムトモル相当のタンパク質を定
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常的に解析可能としている。即ち、「見えて

いるものは同定可能」な状態。さらに、明確

なバンドを形成していない（見えていない）、

サブフェムトモルと思われるものであって

も、同定されてくることがある。 

ただし、見えていないものを積極的に取り

扱うことは困難なので、従来の 10 倍程度以

上 検 出 感 度 の よ い 銀 染 色 法 （ 特 願

2004-282227）を開発した。 
 
２．研究の目的 
サブフェムトモルのタンパク質を定常的

に解析可能であるかは明確ではなく、本研究

課題を通して第一に明らかにしたいと考え

ていた。 

（１）SDS-PAGE など、電気泳動後のタンパク

質の同定で、試料量不足などを理由に何度も

再調製しなければならないフラストレーシ

ョンを解消し、研究効率の向上に資すること

を目指す。 

（２）この過程で、SDS-PAGEなど、簡易かつ

重要な手法を用いたタンパク質同定におい

て、サブフェムトモルやさらに微量な試料の

解析が、従来法の延長線上にあるのか見極め

る。 

（３）この結果次第で、従来法からのパラダ

イムシフトの必要性を明確にする。 
 
３．研究の方法 
 電気泳動ゲルから切り出したタンパク質
の同定・構造解析をする場合、電気泳動→ゲ

ルの切り出し→ゲルの脱色→タンパク質を

化学的に前処理→タンパク質を特定の酵素

により断片化→断片化ペプチドの抽出→抽

出ペプチドの質量分析→データベース検索

という流れが一般的（PMF）。 

我々が開発した染色方法を用いれば、サブ

フェムトモルタンパク質の可視化、切り出し

は充分可能。 

現在従来法で数フェムトモルタンパク質

の解析は可能となっているが、これは各ステ

ップを最適化した結果達成されているもの

ではない。 
タンパク質の分析では、試料損失が最も問

題となり、ステップ数および使用器具に改善

の余地が多分にある。ここをポイントに改良

を加えることで、少なくともサブフェムトモ

ルタンパク質は従来法の延長線上の技術に

て解析可能と考える。 
 タンパク質は化学的性質が多岐に渡り、少

なくともサブフェムトモルのものの解析が

可能であったとしても、さらに微量なものの

解析が可能であることは保証されない。即ち

低濃度になればなるほど、使用器具等にタン

パク質は吸着し、ある濃度を境に、急激に検

出不能になる可能性がある。ここの見極めも

本研究課題の目標になる。 
従来法の延長線上にあれば、引き続き手法

の改善に努め、なければ、新たな解析手法を

考察する。 
 
４．研究成果 
従来法の要素技術の検証を進め、改善点が

見出されて来ている。これまでに開発した、

従来の１０倍程度以上高感度なゲル内タン

パク質染色法を活用し、本方法でなければ可

視化出来ないサブフェムトモルのモデルと

なるタンパク質を調製し、少なくともサブフ

ェムトモルレベルでは従来法の延長線上の

解析手法にて対応可能であることが見出さ

れた。 

 
図１：モデルタンパク質（Carbonic anhydrase 

II）のサブフェムトモルの泳動像 

 

 
図２：24pg モデルタンパク質の PMF 

 

また、得られた検証結果を随時、実践のタ

ンパク質解析に応用している。 
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