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　The 　e 晦 ct 　of 　charged 　water −soluble 　polymers　on 　the　extrad ．abi1重ty　of 　membrane 　pl
’
o−

tcins 　 in　a　 Triton　X −1且4−bascd　aque 【）旺 s　miccllar 　two −pbase　sアsten
’
l　 was 　 examincd ．

Gytochrome 島 （Cアt．勾 ，　NADH −cytochrolne 　bs　reductase （fp1 ），and 　NADPII −cytochrom ．e

P450　redu 〔tase （f1）2），　used 　as 　model 　proteir］s，　wcre 　to　be　well −extra （二ted 　into　a 　surfactant −

rich 　phase　without 　Polアmers ・　In　t］’lc　prcscncc　of　non −chargcd 　dcxtran，　thcl’c　wcl
’
c） no

challges 　ill　their 　extractabili1 −y・　Howeve ら by　thc 　additi て）n 　of 　cllti（川 jc　dlethylaminoethyレ
dextran　at　the　con 〔二entrat ．ion　rangc （⊃f　O．  1 〜0．3％，　the 　cxtrac 矼．abi 員亡y　of 〔〕yt．ゐ5　and 　fl）2　was

greatly　rcdu ｛：ed ・　In　contrast
，　thc　use 　of 　anionic 　dextran　 sulfate 　at 　the 　same 　concentra −

tion 　l
・
ange 　depressedしhe　extraction 　offpl 　alone ．　 A 　furthc・r　iiコcrease 　in　the 　pdymcr 　con −

cePtrati （⊃n 　 or 　 salt 　addition 　 resulted 　 iIl　 an 　increase　ill　thc 　 extractabilitv ．　 Fr｛，m 　 a 　cak 二uld
一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
tion　of　net 　chargc 　of しhe　proしeins ，　itwas　shown 　that 　Gアt・ウ5　and 　fP2　are 　negative 　and 　fi）1　is

positive　at　pH 　7．4，　whcrc 　the 　extraction 　was 　conduc 匸ed ．　Thu 臨 tl〕e　depresscd　extra α i（♪賤
of 　the 　preteiI〕s　in　thc 　presence　of 　the 　charged 　polymcrs　is　ato

・ibutable　tc） the 　cie α rostal
．
｛c

intcractioll　bctwcen　thc 　p夏
・
oteins 　and 　thc　charged 　polアmers 　in　thc　aqueous 　pha 呂¢ ．

These　results 　indicate　that　charged 　polymers　could 　be　cff 鉦∋〔二tivc　fc｝r　the　s〔｝lect．ive　cxt 聖
1ac．．

tion　of　membrane 　proteins　in　a 　Triton　X −114based　aqueeus 　mi 〔：cllar 　twc｝
−phase　s｝

・stcm ．

KE［VwordS ： chargcd 　polymer ；Triton　 X −114； two −phase　sc｝〕ara 徹 ）11 ； membrane 　protcin ；

　 　　 　　 　　 　 extraCUon ．

1 緒
ゴ一
萄

　ポ リ オ キ シエ チ レ ン ア ル キ ル エ ーテ ル （POEAE ）系

非 イ オ ン 界 面活 性 剤 の ミセ ル 水溶液 は 曇 点 と呼ば れ る温

度以 上 に 加温す る と
，

ミ セ ル の 濃縮 した 界面活性剤相 と

s

北海道 大学 大 学院．匚学研究 科分 子化 学専 攻 ： 060−8628
　 北 海 道札 幌 市北 区北 13条 西 8 丁 目

ミ セ ル を ほ と ん ど 含 ま な い 水相 の
．
二相 に 分離す る

1）n ．

こ の 二 相間に お け る物質 の 分配現．象 を坿 い た ミセ ル 水性

＝．相分配法が 金属 キ レートや タ ン パ ク 質の 分 離濃 縮 に用

い られ て い る
／1）
、．9，．

　 ミ セ ル 水 性 r一相分配法 を 用 い た タ ン パ ク 質 の 分離 に

は，POEAE 系界面活性剤 の 中 で も Tritく川 X −114 （TX

l14）が 主 に 用 い られ て い る ．　 TX1 ／4 で 生 体膜 か ら可溶
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化 し た 膜 タ ン パ ク 質 は 二 相分離 に よ っ て 界】面活性剤 柑 に

拙出され る の に対 し，水溶性 タ ン パ ク質 は 水相 に分配 さ

れ る，従 っ て ，水溶性 タ ン パ ク 質 と膜 タ ン パ ク質 を 容易

に 分離す る こ とが で き る ．本法 は操 作 が 極 め て 簡 便 で あ

る こ と か ら，膜 タ ン パ ク 質精製 の 初期 段 階 にお け る粗 分

離法 と して 卞 に利用 さ れ て い る．こ の 方法 は タ ン パ ク質

の 疎 水 性 の 違 い に Jkつ く分 離法 で あ る た め ，同程度の 疎

水性 を持 つ 膜 タ ン パ ク 質問 の 相 互 分離 は 困難 と され て い

る．

　著 者 らは，ア ル キ ル グル コ シ ド系非 イオ ン 界面活性剤

が 水溶性 ポ リマ ーの 添加 に よ り ，
ポ リ マ

ーを含 ん だ 水相

と界面活性剤相 の 二 相 に 分相す る こ とを 見い だ し，こ れ

をポ リマ
ー

誘起型の ミ セ ル 水性 二 相分配法と して 膜タ ン

パ ク 質の 抽出 に 応用 して き た
1°川 ，そ の 際，ジエ チ ル ア

ミ ノ エ チ ル デ キ ス トラ ン や 硫酸 デ キ ス トラ ン な どの 荷電

ポ リ マ
ーを用 い る こ と に よ り，膜 タ ン パ ク 質 の 電荷の 違

い に 基 づ く分 配 の 制 御 が
．
μ∫能 で あ る こ と を 見 い だ し

た
11；．従 っ て ， よ り高 性 能 で 簡便 な 膜 タ ン パ ク 質の 分 離

法 と して の 利 用 が 可 能とな っ た．しか し，荷竃ポ リマ
ー

を導 人 した 高性 能 ミセ ル 水性
．
二相分 配 法をは ん 川 性 の 高

い 分離法 とす るために は， 膜 タ ン パ ク 質の 分離 に 最 も利

用 され て い る Txll4 ミ セ ル 水性 二 柑分配系 に 適用す る

必 要が あ る と 考 え ら れ る ．本研究 で は ，TX114 ミ セ ル

水性
．．
：相分配系 に荷電ポ リマ ーを導人 し，二 柑分離挙動

並 び に 膜 タ ン パ ク 質の 抽出に 及ぼ す影響 を検討 した．更

に ，本法 に よ る 膜 タ ン パ ク 質の 選 択 的 分 離 の 可 能 性 を探

索 した

2　実 験

　2畦 　試薬及び 装置

　TX −IM は ナ カ ラ イテ ス ク製 を特 に 精製 せ ず使用 し、

20 ％ （w ／v ）水溶液 と して 保存 し た．水溶性 ポ リ マ
ー

に

は Pharm 誂cia 製 の デ キ ス トラ ン T−r，oo （Dx ，平 均 分 子

量 500000），ジエ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （DEAE ）一デ キ ス トラ

ン （DEAE −Dx ）及 び 硫 酸 デ キ ス トラ ン，ナ トリ ウ ム 塩

（Dx −S＞ の 3 種 の デ キ ス トラ ン を使 用 した．　 DEA 聾 Dx 及

び Dx −S は い ずれ も平 均 分 子 量 500000 の Dx か ら合成 さ

れ．たもの で あ る．

　膜 タ ン パ ク 質 に 用 い た チ トク ロ ム b［，　（Cyt，bf，），還 元 型

ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド（NADII ）一チ ト

ク ロ ム 転 還 元 酵素 （fl〕
．
1．） 及 び 還 元型 ニ コ チ ン ア ミ ドア

デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド リ ン 酸 （NADPH ）一チ トク ロ ム

P450 還 元 酵素 〔fl）2） は ，そ れ ぞ れ 既 存 の 方法で ブ タ 肝

ミ ク ロ ゾー
ム か ら精製 した

L2）
．’

⊥s）．水溶性 タ ン パ ク 質 で

あ る チ 1・ク ロ ム ‘ （Gyt ．c，ウ マ 心臓由来），ペ ル オ キ シ

ダーゼ （POD ，四 洋 わ さ び 山 来 ） は Sigma 製 を使用 し

た．カ タ ラーゼ （ク ロ カ ビ 由来） は SCtl．va 製 の もの を使

用 した．そ の 他の 試薬 はすべ て 市販品 の 特級を特 に 精製

せ ず に 使 用 した ．

　温度調整 に は ヤ マ ト
ー

コ マ ツ 製 C
「
fE42A 型 恒温槽 を使

用 した．分相を促進す る た め の 遠心分離 に は，
’
1
’
oni ＞

，精

工 製 MGX −150 型 遠 心 機 を 使 用 した．吸 光度 の 測 定 に は

HiZ 製 U −2000 型 ダ ブ ル ビ ーム 分 光 光 度 計 を使 用 し た．

　 2・2　操　作

　 2・2・1　曇点 の 測 定 　　所 定 の 濃 度 の 水 溶 性 ポ リマ ー

を 含 む 2 ％ （w ／v ）TXII4 水溶液 を サ ン プ ル チ JL ・一ブ に

入 れ，こ の 溶液を恒温槽 に 浸 した．その 後，温度を上昇

させ，溶 液 の 濁 り を観 察 した．溶 液 の 「「濁 した温 度 を曇

点 と した．

　 2・2・2　タ ン パ ク 質 の 抽出　 　1．5dnl サ ン プ ル チ ュ
ー

ブ に 所定量 の TXII4 ，タ ン パ ク 質溶液，　 Tris −HGl 緩衝

液及 び 水溶性 ポ リ マ
ーを加 えた 後，水 を加 え，総 量 を l

Iul と し た．こ の 溶液 を 呂0℃ で 5 分間 イ ン キ ュ ベ ートし

た 後，2000 × g で 5 分間遠心 分離 を 行 い ，水 相 と界面

活性剤相 に 分相 した．その 後，各相 の タ ン パ ク 質濃度又

は 活性 を 測定 し，界面活性剤相 へ の 抽出率を算出 した．

　2・2・3　タ ン パ ク質 の 定 量 　　（蓼1為 の 濃度 は 還 元 型
一

酸化 型 差 ス ペ ク トル の 423 と 409nm の 吸光 度の 差 か

ら，モ ル 吸 光係数 1850｛］Ocm
−1M ．．1

を川 い て 求め た
le ）．

ff）1 及 び rp2 活性 は，電子受容体 と して そ れ ぞ れ フ ェ リ

シ ァ ン 化 カ リ ウ ム 及び 〔lyt、‘・を 用 い ，フ ェ リ シ ア ン 化物

還元活性，Cyt．　c，還元活性 と して 2i｝℃ に お い て 測定 し

た
17v8 〕．そ の 他 の タ ン パ ク 質 の 定 量 は ビ シ ン コ ニ ン 酸

法
1’j）

に よ り行 い ，ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 用 い て 作 成 し

た 検量線か ら タ ン パ ク 質濃度 を 計算した．吸光度測定の

際，TXII ・1 の 存在 に よ っ て 溶 液 に濁 りを 牛 じた 場 合 は

少 量 の 2  ％ （w ／v） Triton　X −1．00 を 加 え て 濁 り を 除 い た

後 に吸 光度 を測定 し た ．

3　結果及 び考察

　 3sl　 TritonX −i14 の 曇点 に 及 ぼ す水 溶性 ポ リマ ーの

影響

　 ］rXU4 の 曇 点 は約 25℃ で あ る こ とが 知 られ て い る
t＋）

が，各種 デ キ ス トラ ン の 添加 に よ っ て 変化す る こ とが 予

想される．そこ で ，タ ン パ ク 質 の 抽出 を行う際の 相分離

温度 を決定す る た め，まず各種 デ キ ．ス ト ラ ン が TXI ］．4

　ミ セ ル 水溶液 の 曇 点 に 及 ぼ す 影響 につ い て 検討 した．デ

キ ス トラ ン の 濃度 を変化 させ て 曇点 を 測 定 した．結果 を

、Fig．1 に示す．電荷を持 た な い Dx を添加 した場合 ， 濃
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F気9・2　 r丘正ect 　 of 　dextrall　concentration 　ull 　 the

phase　vol しlme 　in　Trit ｛〕n 　X −ll4 −based 　aqueous 　micel −

Iar　two −Phase　sys 吐eln

［］： Aquc 〔｝us 　phase；鬪： Su 廷actant−rich 　phase

度 の 増 加 と と もに 曇点 は 著 し く減少 す る こ とが 分 か っ

た．すな わ ち ，
二 相分離 が促進 され た こ と を示 して い る．

同様 の 現 象が 他 の POEAE 系界面活性剤 とボ リエ チ レ ン

グ リ コ
ー

ル
’20）

や ボ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン
21）

の 紐 み 合わ せ で

も報告 され て い る ．ポ リ マ ーの 分子 量を 弾 加 させ る と
，

具点 は よ り
・
層低下す る

2°）al）
こ と か ら，こ の よ うな水溶

性 ポ リ マ
ー

の 添加 に よ る 非イ オ ン 界画活性剤 ミ セ ル 水溶

液 の 相分離 の 促進 は，ポ リ マ
ー

に よ る ミ セ ル の 立 体的 な

排除効果 に よ る もの と考 え られ る．一
方，水溶性 ポ リマ

ーと し て 臨 イ オ ン 性 の DEtllS−Dx 及 び 陰 イ オ ン 性 の Dx −S

を用 い た揚 合，低 濃度 で若 干 の 曇点 の 低 下 が 見 られ た 後 ，

ほ ぼ
．
定 とな っ た．以上 の 結果か ら， 抽出の 際の 相分離

温度 は 3〔，℃ 以 ヒと した．

　二 相分離後 の 各相 の 体積 は ，タ ン パ ク質 の 抽出率 を求

め る 際 に必要なパ ラ メ
ー

タ
ー

となる．そ こ で ，相体積 に

及 ぼ す各種 デ キ ス トラ ン の 影響 を検汀 した．結果 を Fig．

2 に 示 す．曇点の 結 果 と は対照 的 に，界 面 活件 剤相の 体

積分率は 20％ 程 度 で ほ ぼ
・
定と な り，デ キ ス トラ ン の

添加 に よ る 目立 っ た 変化は 見 ら れ な か っ た．

．
駐
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Fig・3　Extraction 　ol　proteins　in　Trlton　X −114−based
aqucous 　micellar 　tWO −Phase　system

2％ （w ／v ）Triton 　X−ll4，10mM 　Tr 孟s一正ICl，　pH 　7．4，
Phase　separation 　temperaL

’
ure ： 蜀，〜0℃ ；鬧，3う℃

　3・2　各種タン パ ク質 の 抽出

　水溶性 ポ リマ ーの 影響 を検討す る に先 立 っ て ，Tx ］14

ミセ ル 水牲
一

相分配系に お け る タ ン パ ク 質の 抽伊挙動 を

相分離温度 30℃ と 35℃ で 調 べ た ．疎水 的 な タ ン パ ク

質 に は 肝 ミ ク ロ ゾーム 中の 電 子 伝達系膜 タ ン パ ク 質で あ

る Cyt，bf，，｛や互及 び fp2 を用 い た．又，比較 の ため に 水

溶性タ ン パ ク質で あ る Cyt．c，　 POD 及び カ タ ラ
ーゼ に つ

い て 同 様 に 抽 出 を行 っ た．結 果 を Fig．3 に 小 す ．疎水
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的な 膜 タ ン パ ク質は い ず れ もそ の ほ と ん どが 界田1活性剤

相 へ 抽 出 され ，抽出率 は 相分離温度の 上昇 に 伴 っ て 増加

した．一
づ∫，水溶性 タ ン パ ク 黄 で あ る CyLc ，　 POD 及 び

カ タ ラーゼ の 抽出率 は 低 く，そ の 値 は相分離温 度 の 上 昇

に 伴 っ て低 下 した．相分離温度が高い ほ ど，
．
二 相閾 の 界

面活性剤 の 濃度差が 大 きくなり，
「
11× 114 が よ り界面 1舌

性剤柑 に 濃縮 され る
！L
’
b

こ とが 知 られ て い る．一一t
方，タ ン

パ ク 質は特別 な棚 互 作用 が な い 限 りミ セ ル との 問 に立 体

的 な排 除効果 が働 き，界 而活性剤相 に は ほ とん ど抽出さ

れ な い
茄 ．従 っ て 膜 タ ン パ ク 質 の 場 合 ，丁Xl14 ミ セ ル

との 聞に 疎水性相互 作 用 が 働 くた め ， 界 面活性剤相 に 抽

出 さ れ，温 度 の 上 昇 に伴 い 抽出率 は更 に 増加 した もの と

考 え られ る．こ れ に 対 し．水溶性 タ ン パ ク 質 は TX 　1】4

ミ セ ル と の 間 に 疎水性相互 作用 が ほ と ん ど働 か な い た

め，温度の 上昇 に よ っ て ミセ ル に よ る 排除効果の み が 強

くな り，壬山出率が 低下 し た もの と 考え られ る ．以 ltの 結

果 か ら、TXll ・1 ミ セ ル
．
1相分配系 に お ける タ ン パ ク 質

の 紬出挙動が ミセ ル と タ ン パ ク 質 と の 疎水
’
性季Hコヱ作用 に

強 く依存 し て い る こ とが 確認 され た．

　3・3 荷電ポ リマ ー共存 下 に お け る膜タ ンパ ク質の 抽出

　電 荷 の 異 な る 3 種 類 の デ キ ス トラ ン 共存 下 に お い て

膜 タ ン パ ク 質 の 抽 出 を 行 っ た ．各 タ ン パ ク 質の 抽出率 と

添加 し た デ キ ス ト ラ ン 濃度 との 関係 を Fig．4 に 尓 す．

Fig，4，　a に お い て ，需荷 を持 た ない Dx を添加 した 場合，

抽出率 は ほ とん ど変化 し なか っ た．一一・
方，

．
「「：電 荷 を 有す

る DEAE −Dx を添加す る と，　 f1〕／ の 抽出率 は ほ と ん ど 変

化 しなか っ た の に 対 し．（．：yf．砺 及 び fp2 の 抽 出率は

DEAE −Dx 濃度 の 増加 に 伴 い 大 き く減 少 した 後，冉：び 増

大 し た．DEAE −r）x 濃度 が 0．〔｝1％ 及 び 0．3％ の と き，

CyL．尻 及 び fp2 の 抽 11五率 は そ れ ぞ れ 最小 とな っ た （Fig．

4，b）．又，負電荷 を有す る Dx −s を用 い た 場合 ，（〕yr．br，

及 び fp“2 の 抽 出率は DX −S 濃度 の 増加 に 伴 い わ ず か に 増

加 し た．そ れ に 対
’
し，f回 の 抽川率 は 著 しく低 ドし，

Dx．S 濃度 0、1％ 付近 で 最小 とな・
⊃ た 後，増大 した 〔Fig．

4，c ＞．荷 電 デ キ ス トラ ン に よ る こ の よ う な抽 出 率 の 変

化 は，水榊 械 こお ける デ キ ス トラ ン と膜 タ ン パ ク 質 との

静電的 な相 亙 作用並 び にデ キ ス トラ ン 0）膜 タ ン パ ク質 に

対す る 立体 的 な排 除 効 果 に よる もの と説 明 で き る．す な

わ ち ， デ キ ス トラ ン が 低濃度 の と き，水相 「
．
t
’
iの 荷電置換

基 と膜 タ ン パ ク 質 は 静窺酌 に 結合 し，抽出率 は抑制 され

る ，しか し，タ ンパ ク 質 の 濃 度 が 決 ま っ て い る以 lt，葡

電
．
置：換 基 に よ る抽 出 抑 制 効 果 は デ キ ス トラ ン 濃 度 の 増 加

と と も に頭打 ち とな る．逆 に，高濃度 に な る につ れ，デ

キ ス トラ ン に よ る排除効 果 の ほ うが 強 く働 き，喜び界面

、
黥
o

苡
口
。
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F 亘9・4 　Ej／Tect　 of 〔ic／Xtran 　conccnt ．ra！tion 　oyl　 thc

exLl
』
aCLic ）1

’
1   f　men 〕brane　protc／ins　in　Trit〔）n　X −114−

baSe （l　a （
］
11（，oUS 　Iヱiiccl ！a 匸

．
し、V ＜♪

−phase　S＞・sLelns

2％ （w ／v ）　
「
1
噛
riL（，ll　X −114，1  n1M 　Tris−HC1 ，　pH 　7．・d．．

Phase 　sePara ．t．i｛）n ［｛tTIIpel
・
atllre ： 3〔1℃．　とし： Dx ； b ；

DF．AF．−Dx ；c ： Dx −S ：○ ： Gアt、傭 △
： fPl；［ ： fp2

活姓剤柑 に 抽出 され る もの と推察 さ れ る．

　水溶性 ポ リ マ
ーと 膜 タ ン パ ク 質 と の 静 電 的 柑 互 作 用 を

検証す る た め に ，各膜 タ ン パ ク 質の ア ミ ノ 酸 組成 か ら膜

タ ン パ ク質の 電荷を求め た．こ れ は，荷電 ア ミ ノ 酸残基

数 と そ の 酸 解 離 定 数 か ら 各 pll に お け る 総 電 荷数 を 算出

す る 方法
24 ：

で あ る．ア ミ ノ 酸組成 は
，

Cyt ム 及 び fp2 は

ブ タ肝 ミク ロ ゾ
ー

ム
2／’）2／／1

の もの を，fPlは ウ シ 肝 ミ ク ロ

ゾー
ム

2η
の もの を そ れ ぞ れ 引用 し た．pH と算 出 した 総

電 荷数 と の 関係 を Fig，5 に 示 す．　 Fig，5 か ら 明 らか な

よ うに，抽 出 を 行 う pH 　7．4 に お い て，　 Cyt．br，と 正レ2 は

負 に，fP1 は IEに帯電 して い る こ と が分 か っ た．従 っ て ，

（．lyt．tJ／）及 び fp2 は DEAE −Dx と，　 fp／ は Dx 。S と 静電 的 に

結合す る こ とが ロ亅
．
能 と なり，Fig．4 の 結果 と良 く

一
致 し

た．
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　 又，各膜 タ ンパ ク 質の 抽出率が 低下す る デ キ ス トラ ン

濃度条件 下 で Na （：1を 添加 し，そσ）影響 を調 べ た、添加

し た NaCl 濃度 と抽出率 の 関係 を Fig．6 に 示す．0．1％

Dx −S 共 存 ドに お け る fp1 の 抽 出率並 び に 0」％ DEAE −

Dx 共存下 に お け る Cytbs の 抽出率 は，　 NaCl 濃度の 増加

に 伴 っ て 単調 に増加 し た．こ れ は．塩 の 添加 に よ り静 電

的相 互 作 用 が 弱 め ら れ た た め と 考 え ら れ る ．　 一
方 ，

0．L％ DEAE −Dx 共存下 に おけ る fl）2 の 抽出率 は N “q の

添加 に よ っ て い っ た ん 低下 し，BO 　 mM で 最低 と なっ た

後 増加 した．Cyt．島 や fpl は 比 較的そ の 電荷 が 小 さ く，

低濃度 の NaCl に よ っ て 荷電 デ キ ス トラ ン か ら脱着す る

の に対し，fp2 は よ り大きな負電荷を持つ た め に低濃度

の NaCl 濃 度 で は 脱着 が 起 こ ら な か っ た もの と考 え られ

る ，NaCl 濃度の 増加 に伴 い TX ／14 とデ キ ス トラ ン 混合

水溶液 の 二 相分離 が 促 進 さ れ る こ と か ら，低濃度 の

Na．Gl の 添加 に よ る f採 の 抽 出 率 の 低 トは，　 DEAF ，。Dx が

水相中 に よ り分配 し た た め と考え られ る が ， 詳細 は 明 ら

か に なっ て い ない ．

　以 一ヒの 結果 よ り，TX ユ14 ミ セ ル 水性 こ．：相分配法 に お

い て 荷 電 ポ リマ ーを 用 い る こ と に よ り，膜 タ ン パ ク 質の

電荷 の 違 い に 基づ く抽讖 分離 の
．
叮能性が 示 され た，又，

イオ ン 強度を調節す る こ とで 同 じ電 荷符号 を 持つ 膜 タ ン

パ ク 質聞の 分離 も Ilr能 で あ る こ とが 分 か っ た，従 っ て ，

こ れ ま で TXI14 ミセ ル 水性 二 柑分 配 法 を 用 い て 粗分 離

され て い た多くの 膜 タ ン パ ク 質の よ り精密な分離 と 迅速

な精製が 可 能に な る と考 え られ る，

（
L997 イト　10 月 ，　日 本 分

》
析 イ匕ゴ蕁た

会第 46 年会に お い て
．一・

部発 表）

F量g．6 　Effbct　of　Na ｛⊃）concentration 　on 　the 　exLrac −
ti（川 of 　mcmbra ！1e　proteins　in　TI

・iton　X −］14−based
aque （・us 　 mice 賎ar　tsu

’
o −phase 　 systems 　 contai ・1ing

charged 　dextrans

2％ （w 〈 ）署
1riton

　X −ll4，0，1％ （w ／v ）DEAE −Dx （for
Cyτ．bfi： ○，　and 　fp2 ； 匚コ）｛〕1

・Dx −S（fQ当
一fi）1 ：　△ ），10

1nM 　Tris−HCI ，　pH 　7．4 ．　Phase　 separation 　 i．cmpera −
ture ： 30 ℃
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（1985） ． 要 旨 　 Trlron 　X − U4 を用いたミセ ル水 性二相分 配 系 に 荷 電 水 溶 性ポ リマー

添加し， 膜 タン パ ク 質 の界面 活 性剤相へ の 抽 出 に 及ぼ す 影 響 を 検討
し た． 膜タンパク 質にはミ クロ

ーム 中 で 竃子伝達系 を構成するチ ト ク ロム bf ，， 　
NADH 一チトク ロム わ 5 還元酵素 ，　NADPH 一チトクロム P

0 還 元 酵 素 を用 い た．電 荷 を持た な いデキ ス ト ラ ンを添加した 場 合 ， 添 加 し な かっ たと きと同様，

ず れの膜タン パク質
も 界 面活性 剤相 に 抽 出 さ れた． 一 一 方 ， 正 電荷 を 持つジエ チ ルアミ ノエ チ ル デキ

ト ラ ンを添加すると ，チ ト ク ロムhs
及
び
NADPH

一 チ トクロムP450 還元 ． 酵．素 の 抽出 が ， 負 電荷を持つ硫酸
キス 1 ・ ラ ンを 用い る と NADII 一 チ ト クロム 氏 還 元 酵 素 の 抽 出 が そ れ ぞ れ抑制 さ れ た ．膜 タ

パク質の 電 荷 並 び に 塩 を添
加し た と きの抽

出
結． 果 か ら ， 荷 電 ポリマーに よ る 抽

出抑制 効 ． 果は膜タンパ

質 と水 相 中の ポ リマ ー と の 静電

相万 1作用 に よ る こ と が明 らかにな っ た ． N 工 工 一


