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研究成果の概要（和文）：「生体中微量金属イオンがどのタンパク質にどれだけ結合しているのかを計測する」ことは
重要であるが非常に困難である。そこでこれを実現するために新規なポリアクリルアミドゲル電気泳動法（PAGE）を開
発した。一つは汚染金属イオンをタンパク質の分離場から高度に除去可能な汚染金属イオンスウィーピングPAGEであり
，もう一つはゲル分画中の超微量金属イオンを検出可能な金属検出PAGEである。さらに金属タンパク質だけを試料から
単離可能なホロ/アポ変換二次元MICS-PAGEの開発にも成功した。これらの新規PAGEによって生体試料中の新規金属タン
パク質を発見することにも成功した。

研究成果の概要（英文）：Although investigation of metalloproteins is of importance to realize the 
relationship between metal ion and biological behavior, identification of metalloproteins is difficult. 
Here, we have developed three types of new polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) specific to 
metalloproteins and protein-bound metal ions in biological samples: metal ion contaminant sweeping 
(MICS)-Blue Native (BN)-PAGE; metal ion detection PAGE; and holo-apo conversion two dimensional 
MICS-PAGE.
In MICS-BN-PAGE, all metal contaminants were excluded from the gel, the separation buffer and the 
instruments, resulting in protein separation under metal-free conditions. In metal detection PAGE, metal 
ions (Fe, Cu and others) were separated and fluorescently detected with high sensitivity (to the ppt 
level) by the addition of probes. In holo-apo conversion 2D MICS-BN-PAGE, metalloproteins were 
exclusively isolated off of the diagonal line.

研究分野： 分析化学

キーワード： メタロミクス　金属タンパク質　電気泳動　スペシエーション
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１．研究開始当初の背景 
近年，生体中の金属結合型タンパク質（金

属タンパク質）の生体内分布を知ることが多
くの病態や生命活動を理解する上での鍵で
あることが明らかとなってきた。しかし，タ
ンパク質結合型金属の正確な分布を網羅的
に調査できる方法は確立されていない。 
 一方，研究代表者はこれまでに，ブルーネ
イティブ-ポリアクリルアミドゲル電気泳動
（BN-PAGE，変性力は弱いが分子量に基づ
く分離が可能な PAGE）によるタンパク質分
離（一次元目）と独自に開発した蛍光プロー
ブを用いる ppt レベルの金属イオン検出用
PAGE（二次元目）を組み合わせて，一次元
目のタンパク質分画中の微量金属を定量す
る PAGE を基盤とした簡易なタンパク質－
金属イオン二次元マッピング技術の開発に
成功している。これにより，ヒト血清中の主
な鉄と銅イオン結合タンパク質の分布を得
ることに成功したが，以下の問題が残ってい
た。A. 弱く結合しているタンパク質結合型
金属は泳動中にタンパク質から解離するた
め検出できないこと，また，B. BN-PAGE で
は，目的とする金属タンパク質と分子量が同
程度のタンパク質との単離・同定が困難なこ
と，C. 装置および試薬由来の微量な汚染金
属イオンの存在により，正しい金属分布情報
が得られないことである。これらの問題は，
他の研究者らによって開発された種々の金
属 タ ンパク 質 の分離 検 出法（ 例 え ば
HPLC-ICP-MS や PAGE-レーザーアブレー
ション質量分析法等）でも同様に論じられ，
最終的にはこれらの分離検出法では上記問
題の解決は非常に困難であると報告されて
いた(Balkhi et al., Anal. Chem., 2010, 82, 
6904 など)。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，「生体中微量金属イオン

がどのタンパク質にどれだけ結合している
か」を計測するためのゲル電気泳動法を基盤
とした簡易で高感度なスペシエーション技
術を確立することである。特に，これまで検
出不可能であった置換活性なタンパク質結
合型金属イオンの検出をするために，１．金
属タンパク質からの金属解離（分解）を抑制
した「ソフトな分離場」の確立に挑戦した。
また，２．複雑な生体試料から金属タンパク
質だけを選択的に単離する新規二次元電気
泳動法の開発を行った。さらに，上記１およ
び２を統合し，３．金属タンパク質に特化し
た電気泳動システムを構築することで，血
清・微生物中の金属イオンの動態把握を試み
た。 
 
３．研究の方法 
(1) 金属タンパク質に特化した PAGE の開発 
タンパク質結合型金属イオンが分離過程

で解離（分解）しない「ソフトな分離場」の
構築のため，ゲル中の高度な汚染金属除去に

種々の分離モードを適用することを試みた。
タンパク質を弱く変性する手法として
Urea-PAGE，Native-SDS-PAGE，BN-PAGE を
選択した。これらは金属タンパク質から金属
が解離しない程度に弱く変性するとの報告
がある手法である。しかし，金属タンパク質
から定量的に金属イオンが検出されている
かどうかといった詳細な検討はされていな
い。これらの PAGE に研究代表者が開発した
汚染金属イオンスウィーピング法（MICS 法）
を組み込み評価した。MICS-PAGE 法は上層
および下層泳動液にそれぞれ正と負の異な
る電荷を有する錯体を形成するキレート剤
を添加する PAGE であり，泳動液や装置由来
の汚染金属イオンをタンパク質試料に先行
して泳動・除去させる手法である。これによ
り，汚染金属イオンが除去されたばかりの泳
動場で試料を分離可能である。つまり，汚染
金属イオンと一切接触することなくタンパ
ク質の分離が可能である。これによって，タ
ンパク質結合型金属イオンを金属検出 PAGE
を用いて測定する際，汚染金属イオンのタン
パク質への誤取り込みによる正誤差や汚染
金属イオンによって起こる金属置換反応に
基づく負誤差を抑制し，正確な金属イオンの
分布を測定可能である。 
(2) ホロ/アポ変換 2D-MICS- PAGE による金
属タンパク質の選択的分離法の開発 
一次元目 MICS- PAGE（BN-PAGE あるいは

Urea-PAGE）と二次元目 MICS- PAGE の間で
金属をタンパク質から解離させ，ホロ型であ
ったタンパク質を対角線上から外れたスポ
ットとして金属タンパク質を単離させる方
法を開発した。すなわち，一次元目ゲルを，
キレート試薬を含む酸性溶液に浸漬するこ
とで，ゲル中ホロタンパク質をからアポ型に
変換し，その後，二次元目の MICS- PAGE に
供する。これにより，試料中のアポタンパク
質は一次元目と二次元目とで全く同じ電気
泳動をすることになるため，二次元図の対角
線上に泳動する。一方，金属タンパク質は，
一次元目はホロ，二次元目はアポタンパク質
として泳動される。 MICS-BN-PAGE や
MICS-Urea-PAGE ではホロとアポタンパク質
で泳動挙動が異なるため，金属タンパク質は
二次元図の対角線上から外れたスポットと
して検出されるはずである。 
(3) 金属検出 PAGE との統合による多次元化 
上記①，②および研究代表者の開発したゲ

ル中の微量金属イオン濃度を定量できる金
属検出 PAGE とを結合して PAGE を多次元化
し，さらに実試料（血清および紅色非硫黄性
細菌 Rubrivivax gelationsus）に適用した。 
 
４．研究成果 
(1) MICS-BN-PAGE，MICS-Urea-PAGE およ
び MICS-Native-SDS-PAGE のそれぞれがモデ
ルタンパク質である鉄結合型タンパク質で
あるトランスフェリン（Tf）に対して有効で
あることが分かった。すなわち，ホロ Tf は鉄
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ことでこれまで知られていなかった金属タ
ンパク質の発見に繋がると考える。また，金
属を解離させることなく，かつホロ型とアポ
型で泳動距離が大きく変化するような変性
剤の開発を行い，本手法の高性能化を図る予
定である。 
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