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東西南北プロ ッ ト法　東は終着駅 ？
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一

般的に 分子量 が 10
，
000以 上 の もの は 高分子 と み な

され，炭素を主骨格とする有機高分子の 中に タ ン パ ク質，

核酸の 天然 高分子 （生体高分子）があ る．1970年代，世

界で 初 めて DNA の 断片 をメ ン ブ レ ン 上で検出す る こ と

に，エ ジ ン バ ラ 大学 （英国）の エ ドウ ィ ン ・サザ ン が成

功した
1）．こ の方法は制限酵素で 断片化した DNA を電気

泳動した後 ア ガ ロ ース ゲ ル か らニ トロ セ ル ロ ー
ス 膜へ

DNA 断片 をプロ ッ ト （転写） し，　 UV な ど に よ り膜上 に

固定化，その後，放射性 同位体や酵素で標識されたプ ロ ー

ブ （対象物質と相互作用す るような物質，こ こでは核酸

プロ
ーブ の こ と〉 とハ イブ リダイズ （相補的に複合体を

形成す る こ と）させ，DNA を検出する方法である．開発

者の 名前に あや か り，本法は．「サザ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ

（サザ ン プロ ッ ト法）」 と呼ばれ，ゲ ノ ム DNA の構造解

析な どに 応用されて い る．

　 1970年代後半，米 国 ス タ ン フ ォ
ー

ド大学の研究 グル
ー

プの オール ウ ィ ン らは，RNA を電気泳動に よ っ て 展開 ・

分離後，ゲル か ら ニ トロ セ ル ロ ース膜に プ ロ ッ ト し，核

酸プ ロ ーブを用い て ハ イブ リダイズ し，RNA を検出する

方法を試みた．しか しなが ら，二 トロ セ ル ロ ース膜上で

RNA を固定化す る こ とが で きず，サザン プロ ッ ト法 に よ

る RNA の 検出に は至 らなか っ た，そ こ で ，活 性化 した

diazobenzyloxyrnethy1−paper（ワ ッ トマ ン ろ紙）をプロ ッ

テ ィ ン グ素材 として使用 しRNA を固定化，　 RNA を検出

する こ とに成功 した E）．本法は，「サ ザ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ」

に倣 っ て，1
一
ノーザ ン プ ロ ッ テ ィ ング （ノーザ ン プ ロ ッ ト

法）」と呼ばれ，転写 レ ベ ル の 遺伝 子発現解析に応用され

て い る．

　 その後，ス イ ス の研究グル ープの トウビ ン らは，タ ン

パ ク質を電気泳動に よ り分離 し，二 i・ロ セ ル ロ ース膜ヘ

ブ ロ ッ トして ，膜上 で抗原抗体反応によ り染色する方法

を開発 しft　s）．こ の方法は 「ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

（ウ ェ ス タ ンブ ロ ッ ト法）」 と呼 ばれ 特定 の タ ン パ ク質

に対す る抗体で 免疫染色する方法であ り，抗原抗体反応

と可視化の 2 つ の プ ロ セ ス に よ り成 り立 っ て い る．

　
一

方，セ ラ ミ ド （ス フ ィ ン ゴ シ ン と脂肪酸が ア ミ ド結

合 した化合物群） の ような低 分子化合物 に対 してはポ リ

アク リル ア ミ ドゲル などを用 い た電気泳動で は 分離能が

低 い た め，TLG （薄層 ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー，　 thin −layer

chromatography ） を用 い て分離 するのが
一

般的である．

TLC で セ ラ ミ ドを展開 ・分離後 熱転写に て PVDF （ポ
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ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グの 染色 模式図

リフ ッ 化ビ ニ リデン ）膜ヘ ブ ロ ッ トし，抗 セ ラ ミ ド抗体

を用 い て免疫染色する方法が開発され，本法 は 「TLC プ

ロ ッ ト」 と呼ばれ，さまざまな糖脂質の解析に応用 され

て い る．

　セ ラ ミ ドな どの従来の TLC プ ロ ッ 1・で は 固定化の ス

テ ッ プを必要 としな い の に対し，植物の 二 次代謝産物で

ある配糖体は，膜上 に 固定化されず反応緩衝液で簡単に

洗 い 流され て し ま う，そ こ で 九州大学の 正山らは TLC で

展開した ソ ラ ソ ジ ン 配糖体 （ナ ス科植物の アル カ ロ イ ド）

を PVDF 膜 に 熱転写 し，膜 を過 ヨ ウ素酸ナ トリウム

（NalO4） で 処理す る こ とで糖部 を開環 し，　 BSA （ウ シ血

清アル ブ ミン ）を加 え シ ッ フ ベ ース を形成し，BSA を介

して膜上 に 配糖体 を固定化，抗体染色する方法を見い だ

した （図 1）．後に こ の 方法は ア メ リカ化学会誌Ana ！yt−
ical　ChemistT）の チーフ エ デ ィ タ ーに よ り 「イ ース タ ン ブ

ロ ッ テ ィン グ （イース タ ン ブ ロ ッ ト法）」 と命名され 4），

さらに，エ ドウ ィ ン ・サザン もRoyal　Society　of　Chemistコy
の イン タ ビ ュ

ーに お い て，糖部を利用 した正山 らの方法

を 「イ
ース タン 」 とコ メ ン トして い る

5）．

　以上の よ うに タ ーゲ ッ 1・分子，化合物を よ り簡便に検

出する ため に，さまざまなプ ロ ッ ト法が開発され て い る，

イース タ ン （東）を出発駅 として，低分子化合物の新た

な検出方法が開発され る こ とを期待 した い ．
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