
(57)【要約】

【課題】ｐＨ環境による影響を受けやすい酵素などの機

能をもつタンパク質を回収時のｐＨ環境を該酵素のｐＨ

安定領域に制御保持しつつ、酵素の機能を損なうことな

く回収する。

【解決手段】以下の工程からなるタンパク質溶出方法を

実現して上記課題を解決する。

（ａ）両端に陰極および陽極の電極を設けた等電点電気

泳動用ゲルの所定位置に孔部を形成する工程、

（ｂ）前記孔部にタンパク質を捕捉するための吸着体を

充填する工程、

（ｃ）溶出しようとするタンパク質を含む試料を前記吸

着体内にまたは吸着体に当接させる工程、

（ｄ）前記ゲルに電場をかけ、前記吸着体のｐＨ値を前

記孔部の位置に対応するゲル上のｐＨ勾配に応じたｐＨ

値となして試料中のタンパク質を溶出させるとともにこ

のタンパク質を前記吸着体に吸着させる工程、

（ｅ）吸着体からタンパク質を回収する工程。

【選択図】　図３
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の 工 程 か ら な る 等 電 点 電 気 泳 動 法 に よ る タ ン パ ク 質 溶 出 方 法 。
（ ａ ） 両 端 に 陰 極 お よ び 陽 極 の 電 極 を 設 け た 等 電 点 電 気 泳 動 用 ゲ ル の 所 定 位 置 に 孔 部 を 形
成 す る 工 程 、
（ ｂ ） 前 記 孔 部 に タ ン パ ク 質 を 捕 捉 す る た め の 吸 着 体 を 充 填 す る 工 程 、
（ ｃ ） 溶 出 し よ う と す る タ ン パ ク 質 を 含 む 試 料 を 前 記 吸 着 体 内 に ま た は 吸 着 体 に 当 接 さ せ
る 工 程 、
（ ｄ ） 前 記 ゲ ル に 電 場 を か け 、 前 記 吸 着 体 の ｐ Ｈ 値 を 前 記 孔 部 の 位 置 に 対 応 す る ゲ ル 上 の
ｐ Ｈ 勾 配 に 応 じ た ｐ Ｈ 値 と な し て 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ る と と も に こ の タ ン パ ク
質 を 前 記 吸 着 体 に 吸 着 さ せ る 工 程 、
（ ｅ ） 吸 着 体 か ら タ ン パ ク 質 を 回 収 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 吸 着 体 は 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た イ オ ン 交 換 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 等
電 点 電 気 泳 動 法 に よ る タ ン パ ク 質 溶 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 等 電 点 電 気 泳 動 用 ゲ ル は 、 両 性 担 体 を 添 加 し た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
な い し ２ 記 載 の 等 電 点 電 気 泳 動 法 に よ る タ ン パ ク 質 溶 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
タ ン パ ク 質 を 含 む 前 記 試 料 は 、 電 気 泳 動 に よ り ゲ ル 上 に 精 製 さ れ た 単 一 の タ ン パ ク 質 を 含
む バ ン ド の 切 片 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ な い し ３ 記 載 の 等 電 点 電 気 泳 動 法 に よ る
タ ン パ ク 質 溶 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
吸 着 体 か ら の タ ン パ ク 質 の 回 収 は 、 吸 着 体 と し て の イ オ ン 交 換 体 に 塩 類 を 含 む 緩 衝 液 を 添
加 し て 、 溶 液 状 態 で タ ン パ ク 質 を 得 る よ う に し た こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ な い し ４ 記 載
の 等 電 点 電 気 泳 動 法 に よ る タ ン パ ク 質 溶 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ５ に お い て 、 タ ン パ ク 質 溶 液 か ら 脱 塩 濃 縮 に よ り タ ン パ ク 質 を 回 収 し た こ と を 特 徴
と す る 等 電 点 電 気 泳 動 法 に よ る タ ン パ ク 質 溶 出 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 願 発 明 は 、 等 電 点 電 気 泳 動 に よ る ｐ Ｈ 勾 配 を 利 用 し た ｐ Ｈ 制 御 下 に タ ン パ ク 質 、 特 に ｐ
Ｈ 環 境 に よ り 機 能 に 影 響 を 受 け や す い 酵 素 類 を ｐ Ｈ 安 定 領 域 に 保 ち つ つ 溶 出 回 収 す る 技 術
に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
液 体 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 な ど の 分 子 に 電 圧 を 加 え る と 、 分 子 の 性 質 や 形 状 に 応 じ て ＋
ま た は － の 電 荷 を も ち 、 ＋ の 電 荷 を 有 す る 分 子 は 陰 極 方 向 に 、 ま た － の 電 極 を 有 す る 分 子
は 陽 極 方 向 に 移 動 す る 現 象 が あ る 。 　 こ の 現 象 が い わ ゆ る 電 気 泳 動 で あ り 、 試 料 は 緩 衝 液
を 含 ん だ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル や ア ガ ロ ー ス ゲ ル 等 の 支 持 体 に 保 持 さ れ 、 分 子 が 電 界 の 作 用
を 受 け る 中 で 分 離 さ れ る 。 す な わ ち 、 試 料 中 の 成 分 の 移 動 度 の 相 違 に 基 づ き 所 要 の 分 離 が
な さ れ る 。 こ の よ う な 目 的 に 供 す る た め 従 来 種 々 の 装 置 類 が 提 案 さ れ て い る 。
例 え ば 、 図 ７ は 、 タ ン パ ク 質 の 溶 出 に 用 い ら れ る 従 来 の 電 気 泳 動 溶 出 装 置 の 構 成 を 示 す 模
式 図 で あ る 。
図 に お い て 、 １ は 緩 衝 液 で 満 た さ れ る 泳 動 槽 で 、 陰 極 ２ ａ を 有 す る 陰 極 槽 ２ と 陽 極 ３ ａ を
有 す る 陽 極 槽 ３ と か ら な っ て い る 。 前 記 陰 極 槽 ２ と 陽 極 槽 ３ と の 間 に は 複 数 の 連 通 管 ４ 、
４ 、 ４ が 架 設 さ れ て い て 、 こ れ ら 連 通 管 ４ 、 ４ 、 ４ に よ り 前 記 陰 極 槽 ２ と 陽 極 槽 ３ と の 間
に 流 路 が 形 成 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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そ し て 、 前 記 連 通 管 ４ 内 に 試 料 を セ ッ ト し て 陰 極 ２ ａ お よ び 陽 極 ３ ａ 間 に 通 電 し て 試 料 か
ら 目 的 の タ ン パ ク 質 を 溶 出 す る こ と に な る 。 　 す な わ ち 、 図 ７ に お い て 、 ５ は 連 通 管 ４ 内
に 設 置 さ れ た 載 置 網 ６ に 係 止 し た 試 料 と し て の タ ン パ ク 質 を 含 む ゲ ル で あ り 、 ７ は 試 料 と
し て の ゲ ル ５ か ら 緩 衝 液 中 に 溶 出 さ れ 連 通 管 ４ 内 を 移 動 す る タ ン パ ク 質 を 捕 捉 採 取 す る た
め に 連 通 管 ４ の 陽 極 槽 ３ 側 の 開 口 端 に 張 設 さ れ た セ ロ フ ァ ン 膜 等 の 導 電 膜 で あ る 。 　 な お
、 図 に お い て 、 矢 符 は 電 流 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
陰 極 ２ ａ と 陽 極 ３ ａ 間 に 電 圧 を か け る と ゲ ル ５ か ら タ ン パ ク 質 ８ が 溶 出 さ れ て 連 通 管 ４ 内
を 陽 極 方 向 に 移 動 し 、 前 記 セ ロ フ ァ ン 膜 ７ に 当 接 し て 移 動 が 遮 断 さ れ そ の 近 傍 に 濃 縮 さ れ
る 。 　 試 料 中 の タ ン パ ク 質 は 溶 出 さ れ て 移 動 す る う ち に 、 緩 衝 液 中 に 拡 散 ・ 希 釈 さ れ る か
ら 高 塩 濃 度 溶 液 等 を 使 用 し て 回 収 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
と こ ろ で 、 酵 素 な ど の 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 周 囲 の ｐ Ｈ 環 境 に よ っ て 影 響 を 受 け る 。
　 す な わ ち 、 酵 素 は 機 能 を 発 現 で き る 至 適 ｐ Ｈ 領 域 を 持 ち 、 至 適 ｐ Ｈ 領 域 外 で は 機 能 を 発
現 で き な い 。 ま た 、 ｐ Ｈ 安 定 性 も 酵 素 の 持 つ 特 徴 の ひ と つ で あ っ て 、 酵 素 が そ の 機 能 を 維
持 で き る ｐ Ｈ 領 域 も 各 酵 素 に 固 有 の も の で あ る 。
ｐ Ｈ 安 定 領 域 か ら は ず れ た ｐ Ｈ 環 境 に 酵 素 を 晒 す と 酵 素 は そ の 機 能 を 失 う こ と も あ る 。
し た が っ て 、 酵 素 の 機 能 を 失 わ ず に こ れ を 回 収 す る に は 、 回 収 の 際 の ｐ Ｈ を 酵 素 の ｐ Ｈ 安
定 領 域 内 に 維 持 す る 必 要 が あ る 。 し か し な が ら 、 上 述 の 従 来 技 術 に あ っ て は 、 泳 動 槽 を 満
た す 緩 衝 液 の ｐ Ｈ を 自 由 に 設 定 で き な い た め 、 泳 動 用 の 緩 衝 液 の ｐ Ｈ （ ｐ Ｈ ８ ． ０ － ｐ Ｈ
９ ． ０ ） 条 件 下 で 不 安 定 な 酵 素 は そ の 活 性 を 維 持 し た 状 態 で の 回 収 す る こ と が 困 難 で あ っ
た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
本 願 発 明 は 、
（ ａ ） 両 端 に 陰 極 お よ び 陽 極 の 電 極 を 設 け た 等 電 点 電 気 泳 動 用 ゲ ル の 所 定 位 置 に 孔 部 を 形
成 す る 工 程 、
（ ｂ ） 前 記 孔 部 に タ ン パ ク 質 を 捕 捉 す る た め の 吸 着 体 を 充 填 す る 工 程 、
（ ｃ ） 溶 出 し よ う と す る タ ン パ ク 質 を 含 む 試 料 を 前 記 吸 着 体 内 に ま た は 吸 着 体 に 当 接 さ せ
る 工 程 、
（ ｄ ） 前 記 ゲ ル に 電 場 を か け 、 前 記 吸 着 体 の ｐ Ｈ 値 を 前 記 孔 部 の 位 置 に 対 応 す る ゲ ル 上 の
ｐ Ｈ 勾 配 に 応 じ た ｐ Ｈ 値 と な し て 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ る と と も に こ の タ ン パ ク
質 を 前 記 吸 着 体 に 吸 着 さ せ る 工 程 、
（ ｅ ） 吸 着 体 か ら タ ン パ ク 質 を 回 収 す る 工 程 。
以 上 の 工 程 か ら な る 等 電 点 電 気 泳 動 法 に よ る タ ン パ ク 質 溶 出 方 法 を 提 供 し て 上 記 従 来 の 課
題 を 解 決 し よ う と す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
上 記 に お い て 、 前 記 吸 着 体 は 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た イ オ ン 交 換 体 で 構 成 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
ま た 、 上 記 に お い て 、 　 前 記 等 電 点 電 気 泳 動 用 ゲ ル は 、 両 性 担 体 を 添 加 し た も の で 構 成 す
る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
さ ら に 、 上 記 に お い て 、 タ ン パ ク 質 を 含 む 前 記 試 料 は 電 気 泳 動 に よ り ゲ ル 上 に 精 製 さ れ た
単 一 の タ ン パ ク 質 を 含 む バ ン ド の 切 片 と な す こ と が あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
ま た さ ら に 、 上 記 に お い て 、 吸 着 体 か ら の タ ン パ ク 質 の 回 収 は 、 吸 着 体 と し て の イ オ ン 交
換 体 に Ｎ ａ Ｃ ｌ そ の 他 の 塩 類 を 含 む 緩 衝 液 を 添 加 し て 溶 液 状 態 で タ ン パ ク 質 を 得 る よ う に
な す こ と が あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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そ し て ま た 、 上 記 に お い て 、 タ ン パ ク 質 溶 液 か ら 脱 塩 濃 縮 に よ り タ ン パ ク 質 を 回 収 す る よ
う に な す こ と が あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 発 明 の 実 施 形 態 】
本 願 発 明 の 要 旨 は 、 ｐ Ｈ 環 境 に よ る 影 響 を 受 け や す い 酵 素 な ど の 機 能 を も つ タ ン パ ク 質 を
回 収 時 の ｐ Ｈ 環 境 を 該 酵 素 の ｐ Ｈ 安 定 領 域 に 制 御 保 持 し て 酵 素 の 機 能 を 損 な う こ と な く 回
収 す る 点 に あ り 、 前 記 ｐ Ｈ の 制 御 は 等 電 点 電 気 泳 動 に よ っ て 形 成 さ れ る ｐ Ｈ 勾 配 を 利 用 し
て な さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
ま ず 、 タ ン パ ク 質 を 含 む 試 料 を 電 気 泳 動 用 の ゲ ル に 添 加 し 、 図 １ に 概 略 構 成 を 示 す 電 気 泳
動 装 置 に よ り 電 気 泳 動 し て 単 一 の タ ン パ ク 質 を 含 む バ ン ド に 精 製 す る 。
図 １ に お い て 、 １ １ は 、 ゲ ル １ ２ の 支 持 板 で 電 圧 印 加 時 の 冷 却 手 段 を 兼 ね て い る 。 １ ３ 、
１ ３ は 、 ゲ ル １ ２ の 両 端 に 設 置 さ れ た 濾 紙 で 電 気 的 イ ン タ ー フ ェ ー ス と し て の 電 極 液 を 含
浸 さ せ て あ る 。 １ ４ 、 １ ４ は 、 前 記 濾 紙 １ ３ 、 １ ３ と 電 極 を 結 ぶ 導 電 線 で あ る 。 　 な お 、
矢 符 は 電 流 方 向 を 示 し て い る 。
タ ン パ ク 質 を 含 む 試 料 を ゲ ル 上 の 陰 極 側 の 近 傍 適 宜 箇 所 に 濾 紙 小 片 を 載 置 し 、 こ の 小 片 に
試 料 溶 液 を 添 加 す る 。 　 次 い で 、 ゲ ル に 電 圧 を か け て 電 気 泳 動 を 発 生 さ せ 、 タ ン パ ク 質 を
そ れ ぞ れ 単 一 の バ ン ド に 分 離 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
次 い で 、 分 離 し た 試 料 を ゲ ル か ら 切 片 と し て 採 取 す る 。 　 以 降 の 手 順 を 図 ２ の 参 照 下 に 説
明 す る 。 　 図 ２ は 図 １ に 示 し た 電 気 泳 動 装 置 に お け る 泳 動 面 の 平 面 図 で あ り 、 ゲ ル １ ２ は
両 性 担 体 を 添 加 し た 等 電 点 電 気 泳 動 用 の ゲ ル で あ り 図 ２ （ ａ ） に 示 す よ う に 両 極 間 に 電 場
を か け る こ と に よ り ゲ ル 上 に 所 定 範 囲 の ｐ Ｈ 勾 配 が 形 成 さ れ る 。 　 さ て 、 こ の ゲ ル １ ２ 表
面 に お い て 、 所 要 の ｐ Ｈ に 応 じ た 所 定 位 置 に 図 ２ （ ｂ ） に 示 す よ う に 長 方 形 の 孔 部 ２ １ を
形 成 す る 。
な お 、 孔 部 ２ １ に お い て 、 泳 動 方 向 （ 図 で 水 平 方 向 ） の 長 さ が 過 大 で あ る と ｐ Ｈ 勾 配 の 作
製 に 影 響 を お よ ぼ す の で 、 前 記 長 さ は 、 好 ま し く は ゲ ル 長 さ （ 泳 動 方 向 ） の １ ／ １ ０ 未 満
に 設 定 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
次 に 、 タ ン パ ク 質 の 吸 着 体 と し て 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た イ オ ン 交 換 体 ２ ２ を 準 備 し て 、 　 前
記 孔 部 ２ １ に 充 填 す る 。 　 こ の イ オ ン 交 換 体 ２ ２ は 、 電 場 を か け た 場 合 に ゲ ル １ ２ 上 に 作
製 さ れ る ｐ Ｈ 勾 配 上 に お い て 孔 部 ２ １ の 位 置 に 対 応 す る ｐ Ｈ に 制 御 さ れ る こ と と な る 。 し
た が っ て 、 緩 衝 液 で 平 衡 処 理 を な す に あ た っ て は そ れ に 近 い ｐ Ｈ の 緩 衝 液 の 使 用 が 望 ま し
い 。 　 吸 着 体 と し て の イ オ ン 交 換 体 と し て は 、 イ オ ン 交 換 樹 脂 、 イ オ ン 交 換 セ ル ロ ー ス 、
イ オ ン 交 換 セ フ ァ ロ ー ス 、 イ オ ン 交 換 セ フ ァ デ ッ ク ス 等 の 周 知 の も の を 使 用 で き る が 、 親
水 性 に 優 れ タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 多 糖 類 な ど の 吸 着 に 好 適 な イ オ ン 交 換 セ ル ロ ー ス 、 イ オ ン
交 換 セ フ ァ ロ ー ス 等 の 採 用 が 望 ま し い 。
な お 、 イ オ ン 交 換 体 に は 陰 イ オ ン 交 換 体 と 陽 イ オ ン 交 換 体 が あ り 、 前 者 は 平 衡 化 さ れ た ｐ
Ｈ よ り 低 い 値 の ｐ Ｉ （ ｐ Ｈ ） の タ ン パ ク 質 を 吸 着 す る 一 方 、 後 者 は 逆 に 平 衡 化 さ れ た ｐ Ｈ
よ り 高 い ｐ Ｉ （ ｐ Ｈ ） の タ ン パ ク 質 を 吸 着 す る 。 　 こ の よ う な 観 点 に お い て 、 吸 着 体 は 、
目 的 物 の 性 質 に 即 し て 適 切 な も の を 選 択 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
次 に 、 孔 部 ２ １ に 充 填 し た イ オ ン 交 換 体 ２ ２ 内 に 試 料 ２ ３ を 載 置 添 加 す る （ 図 ２ （ ｃ ） ）
。 　 試 料 ２ ３ の 位 置 は 回 収 に 支 障 が な け れ ば イ オ ン 交 換 体 ２ ２ 内 部 に 限 定 さ れ な い 。 　 以
上 の 状 態 で 、 ゲ ル １ ２ に 適 合 す る 条 件 で 電 圧 を か け て 、 タ ン パ ク 質 ２ ４ を 溶 出 し て イ オ ン
交 換 体 ２ ２ に 吸 着 さ せ る 。 吸 着 し た タ ン パ ク 質 は 溶 液 化 し て 脱 塩 濃 縮 す る 等 、 通 常 の 方 法
で 回 収 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
【 発 明 の 実 施 例 】
次 に 、 イ オ ン 交 換 体 の ｐ Ｈ 制 御 の 実 証 試 験 、 タ ン パ ク 質 吸 着 等 の 実 証 試 験 な ら び に こ れ ら
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に 基 づ く 本 願 発 明 の １ 実 施 例 を 説 明 す る 。
実 験 １ （ 図 ３ 、 図 ４ 参 照 ）
使 用 し た 電 気 泳 動 装 置 ： 　 Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ ｐ ｈ ｏ ｒ 　 Ｉ Ｉ 　 Ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｒ ｏ ｐ ｈ ｏ ｒ ｅ ｓ ｉ ｓ
　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ （ フ ァ ル マ シ ア 社 商 標 ）
ゲ ル ： 　 Ａ ｍ ｐ ｈ ｏ ｌ ｉ ｎ ｅ 　 Ｐ Ａ Ｇ 　 Ｐ ｌ ａ ｔ ｅ 　 ｐ Ｈ ３ ． ５ － ９ ． ５ （ フ ァ ル マ シ ア
社 商 標 ）
イ オ ン 交 換 体 ： 　 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ 　 Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ 　 Ｆ ａ ｓ ｔ 　 ｆ ｌ ｏ ｗ （ フ ァ ル マ シ ア 社
商 標 ）
ｐ Ｉ マ ー カ ー ： 　 Ｂ ｒ ｏ ａ ｄ 　 ｐ Ｉ 　 Ｋ ｉ ｔ ， ｐ Ｈ ３ ． ５ － ９ ． ３ 　 （ フ ァ ル マ シ ア 社 商
標 ）
１ ． 　 装 置 の 冷 却 板 に 絶 縁 用 の ケ ロ シ ン を 滴 下 し 、 ゲ ル を サ ポ ー ト フ ィ ル ム ご と 設 置 し た
。
２ ． 　 陰 極 用 濾 紙 に １ Ｍ グ リ シ ン 溶 液 、 陽 極 用 濾 紙 に 　 １ Ｍ リ ン 酸 溶 液 を し み こ ま せ ゲ ル
の 両 端 に セ ッ ト し た 。
３ ． 　 図 ３ に 示 す よ う に 両 極 間 を ほ ぼ ゲ ル １ ２ を ６ 等 分 す る 位 置 の ５ 箇 所 に 長 方 形 の 孔 部
２ １ （ た て ７ ｍ ｍ 　 × 横 １ ｃ ｍ ） を 形 成 し た 。
４ ． 　 孔 部 ２ １ に イ オ ン 交 換 体 を 間 隙 な く 充 填 し た 。
こ の イ オ ン 交 換 体 は 、 １ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 緩 衝 液 ｐ Ｈ ５ ． ５ で 平 衡 化 し て 自 然 沈 降 さ せ 、 上 澄 み
部 分 を 除 い た や や ゆ る め の ペ ー ス ト 状 に 調 整 し た 。
５ ． 　 ゲ ル １ ２ 上 で 図 示 の 位 置 に 、 ゲ ル に 作 製 さ れ る ｐ Ｈ 勾 配 の 視 覚 的 確 認 の た め 、 ｐ Ｉ
マ ー カ ー ２ ５ ， ２ ５ を 濾 紙 を 用 い て 添 加 し た 。
６ ． 　 使 用 し た ゲ ル １ ２ に 適 し た 条 件 （ １ ４ ０ ０ Ｖ ， 　 ２ ５ ｍ Ａ ， 　 ３ ５ Ｗ ） で １ 時 間 通
電 し た 。
７ ． 　 前 記 の 電 気 泳 動 後 、 各 孔 部 ２ １ の イ オ ン 交 換 体 を 回 収 し そ れ ら の ｐ Ｈ 値 を ｐ Ｈ メ ー
タ ー で 測 定 し た 。
そ の 結 果 、 図 ４ に 示 す よ う に 孔 部 ２ １ に 充 填 し た イ オ ン 交 換 体 （ 図 中 白 線 囲 み 部 分 ） の ｐ
Ｈ 値 は 陰 極 か ら の 距 離 に 応 じ て 変 化 し 、 ｐ Ｉ マ ー カ ー で 示 さ れ た ｐ Ｈ の 値 と ほ ぼ 一 致 す る
。 し た が っ て 、 予 め ｐ Ｉ マ ー カ ー で ゲ ル 上 の 位 置 ご と の ｐ Ｈ 値 が わ か っ て い れ ば 、 孔 部 ２
１ の 形 成 位 置 に よ り イ オ ン 交 換 体 の ｐ Ｈ の 設 定 す な わ ち ｐ Ｈ 制 御 が 可 能 で あ る こ と が 確 認
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
実 験 ２ （ 図 ５ 参 照 ）
ゲ ル 、 イ オ ン 交 換 体 そ の 他 の 試 薬 類 お よ び 装 置 は 前 記 実 験 １ と 同 様 の も の を 使 用 し た 。
１ ． 　 ゲ ル を 設 置 し 孔 部 ２ １ を 形 成 し て 、 イ オ ン 交 換 体 を 充 填 す る ま で の 工 程 は 前 記 実 験
１ と 同 様 で あ る 。
２ ． 　 陰 極 か ら １ ． ５ ｃ ｍ の 位 置 に ５ ｍ ｍ × ５ ｍ ｍ の 濾 紙 を セ ッ ト し 、 こ れ に ｐ Ｉ マ ー カ
ー を 添 加 し た 。
３ ． 　 ま た 、 イ オ ン 交 換 体 上 に ５ ｍ ｍ × ５ ｍ ｍ の 濾 紙 を セ ッ ト し こ れ に ｐ Ｉ マ ー カ ー を 添
加 し た 。
４ ． 　 以 上 の 状 態 で 前 記 実 験 １ と 同 様 の 条 件 下 に 、 ４ ０ 分 間 の 電 気 泳 動 を な し た 。
５ ． 　 ゲ ル か ら イ オ ン 交 換 体 を 除 去 し 、 ゲ ル を ク マ シ ブ ル ー Ｒ ２ ５ ０ 染 色 液 で 染 色 し た 。
以 上 に お い て 、 イ オ ン 交 換 体 の な い 位 置 に 添 加 し た ｐ Ｉ マ ー カ ー で は 、 含 ま れ て い る 全 て
の タ ン パ ク 質 の バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 　 一 方 、 イ オ ン 交 換 体 の 上 に 添 加 し た ｐ Ｉ マ ー カ ー
に あ っ て は 、 イ オ ン 交 換 体 に 吸 着 さ れ な い 孔 部 の 位 置 よ り 陰 極 側 の タ ン パ ク 質 の バ ン ド は
全 て 検 出 さ れ た が 、 イ オ ン 交 換 体 に 吸 着 さ れ る 陽 極 側 の タ ン パ ク 質 は ゲ ル 中 に バ ン ド が 形
成 さ れ な か っ た 。 通 常 、 陰 イ オ ン 交 換 体 は 平 衡 化 さ れ た ｐ Ｈ よ り ｐ Ｉ （ 等 電 点 ） の 低 い タ
ン パ ク 質 を 吸 着 す る 。 　 該 実 験 に お い て も 、 ゲ ル に 作 製 さ れ る ｐ Ｈ に よ っ て イ オ ン 交 換 体
が 平 衡 化 さ れ た ｐ Ｈ 以 下 の ｐ Ｉ の タ ン パ ク 質 が 吸 着 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
実 施 例 １ （ 図 ６ 参 照 ）
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１ ． 　 部 分 精 製 し た マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ア イ ソ ザ イ ム ４ 個 を 含 む 試 料 を 、 等 電 点 電
気 泳 動 に よ っ て ４ 本 の バ ン ド に 分 離 し 、 こ れ ら 各 バ ン ド を ゲ ル か ら 切 り 取 り ゲ ル 切 片 を 得
た 。
２ ． 　 前 記 実 験 １ ， ２ と 同 様 に 装 置 に ゲ ル を 設 置 し て ｐ Ｈ ５ ． ５ － ６ ． ０ と な る 位 置 に ４
個 の 孔 部 を 形 成 し イ オ ン 交 換 体 を 充 填 し て 、 こ れ ら の 各 イ オ ン 交 換 体 内 に 前 記 ゲ ル 切 片 を
添 加 し 前 記 実 験 ２ と 同 様 に 電 気 泳 動 溶 出 を 実 行 し た 。
３ ． 　 泳 動 後 、 各 孔 部 か ら イ オ ン 交 換 体 を 回 収 し た 。
４ ． 　 回 収 し た イ オ ン 交 換 体 に ０ ． ５ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む １ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 緩 衝 液 ｐ Ｈ ５
． ５ を ２ ｍ ｌ 加 え 、 攪 拌 後 、 濾 過 し て タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た 。 な お 、 溶 出 液 は 脱 塩 濃 縮 し
て ５ μ ｌ と し た 。
以 上 、 図 ６ に 示 す よ う に 、 回 収 さ れ た タ ン パ ク 質 の 等 電 点 電 気 泳 動 結 果 よ り 、 各 タ ン パ ク
質 は 始 め に 精 製 さ れ た の と 同 じ 位 置 に 単 一 の バ ン ド と な っ て 検 出 さ れ た 。
し た が っ て 、 ４ つ の マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ア イ ソ ザ イ ム は い ず れ も 、 ゲ ル 切 片 か ら 各
イ オ ン 交 換 樹 脂 に 溶 出 吸 着 さ れ た こ と が 確 認 で き る 。 し た が っ て 、 電 気 泳 動 試 料 の 前 記 ゲ
ル 切 片 か ら タ ン パ ク 質 の 溶 出 、 回 収 が 可 能 で あ る こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 願 発 明 は 、 以 上 説 明 し た よ う に 、 等 電 点 電 気 泳 動 に よ っ て 形 成 さ れ る ｐ Ｈ 勾 配 を 介 し て
ｐ Ｈ 制 御 さ れ た イ オ ン 交 換 体 に タ ン パ ク 質 を 溶 出 す る よ う に し た の で 、 タ ン パ ク 質 、 特 に
酵 素 等 の 機 能 や 特 性 を 損 な う こ と な く そ れ ら の 溶 出 回 収 が 可 能 に な っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 実 施 例 に 係 る 電 気 泳 動 装 置 の 概 略 構 成 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 １ に 示 す 装 置 に お け る 泳 動 面 の 平 面 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 電 気 泳 動 装 置 の ゲ ル 上 に 形 成 し た 孔 部 を 示 す 平 面 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ３ の 設 定 状 態 で 電 気 泳 動 を な し た 後 の 各 孔 部 に お け る イ オ ン 交 換 体 の 実 測 ｐ Ｈ
と 陰 極 か ら の 距 離 と の 相 関 関 係 を 示 す ゲ ル 平 面 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 等 電 点 電 気 泳 動 ゲ ル 上 で の ｐ Ｉ マ ー カ ー の 電 気 溶 出 結 果 を 示 す 平 面 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 第 １ 実 施 例 に 係 る タ ン パ ク 質 の 回 収 結 果 を 示 す ゲ ル 平 面 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 従 来 技 術 の 説 明 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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