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概要 

 ゲルろ過カラムからの溶出体積を基にタンパク質の分子量を見積もる方法(1)は、簡便な

分子量分析手法として頻用されている。だが解析対象となる分子がゲルろ過担体と相互作

用する条件下や、解析対象となる分子の形状が球状からかけ離れている場合では、真の分

子量とゲルろ過カラムからの溶出体積から見積もられる分子量に大きな違いが認められる。

ところがそのような条件下においても、ゲルろ過カラムから溶出したタンパク質の静的光

散乱と濃度を測定することによって、溶出体積を基にした分析よりも、原理上信頼性の高

い分析結果を得ることができる(2,3)。溶出体積を基にした分析法との実験的な違いは、カ

ラムから溶出したタンパク質の検出法だけであり、実験にかかる時間や必要な試料の量や

純度等には違いはない。ゲルろ過カラムクロマトグラフィーと静的光散乱検出器および示

差屈折率計を組み合わせた分子量分析法はとりたてて新規な手法ではないが、測定装置の

改良が進んで比較的容易にかつ再現性よく実験を行えるようになったため、ここであらた

めて紹介したい。本方法を用いて、これまで安定だと考えられていたヒストン(H3-H4)2 四

量体が、内在性因子（ヒストンシャペロン CIA）によって二つの二量体に分割されること

が明らかになった(4)。 
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イントロダクション 

 解析対象となるタンパク質が単量体なのか、あるいは同一のポリペプチド複数からホモ

多量体を形成するのか、それとも異種ポリペプチドでヘテロ複合体を形成するのか、また

ホモ多量体やヘテロ複合体を形成する場合の化学量論はどうなっているのか、分子の会合

状態に関する情報は、タンパク質の機能を解析する上で極めて基本的な情報である。分子

の会合状態は、多くの場合において分子量から求めることが可能である。通常タンパク質

の分子量分析は、超遠心分析、動的光散乱、ゲルろ過カラムクロマトグラフィー、SDS-PAGE、

Native-PAGE 等のいずれかの手法単独で、あるいはこれらの手法を複数組み合わせて行わ

れる。なかでも、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーの溶出体積から分子量を見積もる方

法(1)は簡便なため、頻用されてきた。しかし、タンパク質分子がゲルろ過担体と相互作用

する場合（塩基性タンパク質の場合しばしば観察される）や、タンパク質分子の形状がモ

デルとなる球状タンパク質と大きく異なる場合においては、溶出体積から“正しい”分子

量を見積もることは困難である。 

 

 ところが、ゲルろ過カラムから溶出するタンパク質の検出に静的光散乱検出器と示差屈

折率計を用いれば、簡便性というゲルろ過カラムクロマトグラフィーの利点を活かしつつ、

上記のような欠点を克服してより正確に分子量を分析することができる(5,6)。ゲルろ過カ

ラムクロマトグラフィーでは検出部に吸光度計が用いられることが一般的であるが、本方

法では検出部に静的光散乱検出器と示差屈折率計を用いる（図 1）。静的光散乱検出器では

溶出タンパク質の分子量および濃度の両者に比例する値が、示差屈折率計では溶出タンパ

ク質の濃度に比例する値が測定できる。理論的な側面についてはいろいろな総説等(2,3,7)

で解説されているが、以下に概説する。 

 

 溶質の濃度が希薄な条件下では、光散乱強度、散乱角度、溶質の分子量、溶質濃度の基

本関係は、以下の式で表される。 

 

  

 

  ここで、R(θ)は角度θにおける過剰散乱強度の還元散乱強度、K＊は光学パラメータ

ーで 4π2n0
2(dn/dc) 2/(λ0

4NA)、c は mg ml
-1を単位とする溶質の濃度、n0は溶媒の屈折率、

dn/dc は溶質の屈折率の濃度増分、λ0は真空中での入射光の波長、NAはアボガドロ数、Mw

は重量平均分子量、<rg
2>は平均二乗慣性半径、A2は溶質分子の分散状態（溶質分子と溶媒

分子の親和性）を示す第二ビリアル係数である。ゲルろ過カラムクロマトグラフィーから

の溶出液などの溶質の濃度が希薄な条件下では、第二ビリアル係数を無視してもよい。ま

たおおまかな目安として、溶質の根平均二乗慣性半径<rg
2>1/2 が静的光散乱の測定波長の

1/20 以下の場合には、散乱光の角度依存性はほとんどないものとして扱ってよいとされて

おり、その場合、式(1)の角度依存性を表している角度関数の項[16π2<rg
2>sin2 (θ/2)]/(3

λ2)を無視することができるようになる。つまり、大抵のタンパク質をゲルろ過カラムク
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ロマトグラフィーから溶出させた際の、光散乱強度、溶質の分子量および濃度の基本関係

は、式(1)より Mw=R(θ) /(K
＊c)の式で近似してもよいことになり、タンパク質の分子量は、

タンパク質の濃度に対する散乱光の強度の比から求められることになる。静的光散乱検出

器のレーザー光源の特性上、測定には 633 nm あるいは 690 nm 付近の波長が用いられるこ

とが多いため、ここでは根平均二乗慣性半径<rg
2>1/2が 30 nm を超える様な“大きな”タン

パク質の分析は想定していない。この場合、散乱光はどの角度で測定してもよいが S/N 比

が最も高い 90°で行うとよいだろう。なお、Kaye らが開発した小角での散乱光を測定する

タイプの静的光散乱検出器(8）を用いる場合には、ここで想定しているよりも“大きな”

タンパク質を測定する場合においても式(1)を Mw=R(θ) /(K
＊c)と近似できるため、本プロ

トールによる分析も可能である。本プロトコールの範疇を超えるような“大きな”タンパ

ク質の分析を行うには、複数の角度で散乱光を検出することができる多角度光散乱検出器

を使用し、散乱光強度の角度依存性を用いて分子量を求める方法(7)の方がよいだろう。記

録される静的光散乱検出器の出力強度 IntLS は、KLS を静的光散乱測定の装置定数（使用す

る測定装置および測定条件に応じて決まる値）とすると、溶質の分子量および濃度の両者

に比例する値として次式(2)で表すことができる。 

 

  

 

 また、KRI を示差屈折率測定の装置定数とすると、示差屈折率計の検出強度 IntRI は、溶

質の濃度 cに比例する値として次式(3)で表すことができる。 

 

  

 

ゲルろ過カラムクロマトグラフィーの検出部に、静的光散乱測定器と示差屈折率計を直列

に接続して、溶出タンパク質の示す静的光散乱検出器の強度と示差屈折率計の強度を測定

すると、式(2)および式(3)の左辺の値が実測値として得られる。式(2)および式(3)から（c

を消去する事で）、重量平均分子量 Mwと実測値の関係が次式(4)のように求められる。 

 

  

 

 一般的に、大腸菌で発現させた組換えタンパク質の様な糖鎖修飾を持たないタンパク質

に関しては、屈折率の濃度増分 dn/dcの値はアミノ酸配列に依存せず約 0.186 g-1 ml と一

定であるとしてよいとされている(2, 3)。そのため、分子量が既知の標準タンパク質を複

数用いて静的光散乱検出器と示差屈折率計の出力強度を測定し、分子量を溶出ピーク頂点

の IntLS/IntRIの値に対してプロットして検量線を作製すれば、その傾きから静的光散乱と

示差屈折率を同時に測定する際の装置定数 K’=KRI/[KLS(dn/dc)]を比較的精度よく求められ

る。標準タンパク質には、糖鎖修飾を受けていないもの（あるいは糖鎖修飾を受けていて
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もごくわずかで、糖鎖修飾の dn/dcへの影響が少ないことが分かっているもの）で、分子

量が既知のものであれば何を用いても特に問題はない。用いる分析装置の装置定数 K’が

実験的に求まれば、式(4)によって、解析対象となるタンパク質の分子量を見積もることが

できる。本プロトコールによる分子量分析は、以上のように行われる。なお、糖鎖修飾に

よって dn/dc値は影響を受けるため、糖鎖修飾を持つタンパク質の分子量分析には本プロ

トコールをそのまま適用することはできない。 

 

 静的光散乱検出器と示差屈折率計の測定強度は、溶出タンパク質のピークの高さから求

めても面積から求めてもどちらでも基本的に問題はないが、ピークの高さから求める方が

簡便である（図 2）。筆者らは、外部入力を取り込む A/D コンバータを内蔵した、コンピュ

ーター制御の静的光散乱検出器を用いているため、クロマトグラムのテキストデータから

測定強度をそのまま読み取り、ピークの高さを得ている。各検出器からの出力をチャート

紙で記録して紙媒体上でピークの高さを読み取っても大抵の場合分析は成立するが、Smart 

Chrom (KYA TECH 社)等の A/D コンバータを用いて測定強度を数値化した方が解析しやすい

だろう。 

 

 本プロトコールでは吸光度計の出力強度を分析には用いていないが、扱うタンパク質の

分子吸光係数εが既知であれば、吸光度計の出力強度を用いても同様の分析が可能である。

KUVを吸光度測定の装置定数、εを mg
-1 ml cm-1を単位とする分子吸光係数とすると、吸光

度計の出力強度 IntUVを次式(5)で表すことができ、式(2)および式(5)から重量平均分子量

Mwと実測値の関係式(6)が求められる。 

 

  

 

  

 

 dn/dc値を約 0.186 g-1 ml と一定であるとして扱える場合は、式(4)を用いる本プロトコ

ールの方法と同様に標準タンパク質を用いて検量線を作製して K”を求めれば、式(6)を用

いて分析が成立する。大腸菌で発現させた組換えタンパク質で、単一種類のサブユニット

からなるタンパク質（複合体）が解析対象であれば、アミノ酸配列から算出した分子吸光

係数を用いて解析を行っても特に問題はないだろう。だが複数種類のサブユニットからな

る複合体の場合には、サブユニット構成比があらかじめ分かっていなければ分子吸光係数

εを算出できず、測定強度から直接的に分子量を求めることができない。そのために本プ

ロトコールでは吸光度計の測定強度を用いた分析方法についてはとりあげないことにした。

だが吸光度は分子種や純度を知る手掛かりになるため、検出部には吸光度計も加えておく

とよいだろう。吸光度も測定しておくと、dn/dc ≈ 0.186 g-1 ml と扱える場合には、式(3)

および式(5)から導かれる次式(7)を用いて分子吸光係数εを算出することも可能になる。 
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 分子吸光係数εがあらかじめ別の方法で決定されていなければ分析が成立しないため本

プロトコールではとりあげないが、dn/dc 値を一定として扱えない糖鎖修飾を持つタンパ

ク質の場合でも、吸光度計の測定強度を用いることで、式(2)、式(3)、式(5)から導かれる

次式(8)を用いて、分子量分析を行うことが可能であることも付け加えておく。 

 

  

 

 また、本プロトコールのようにゲルろ過カラムを用いなくても、試料を直接検出器に打

ち込んで測定する方法で原理的には式(4)によって重量平均分子量を求めることも可能で

ある。だが、タンパク質溶液の溶媒を完全に置換しておき溶液中のタンパク質の屈折率の

みを実験的に測定することが非常に難しい。分析試料中の侠雑タンパク質や強い光散乱を

示す高分子凝集成分等を解析対象のタンパク質から分離する目的も兼ねているが、分析タ

ンパク質試料の溶媒を完全に置換して溶出タンパク質の屈折率をきちんと測定する目的で、

本プロトコールではゲルろ過カラムを用いている。ただし、ゲルろ過カラムを用いると、

試料の希釈が必ず起きてしまうため、KD がμM オーダーの比較的弱い相互作用によって形

成されているような複合体試料の分析には本プロトコールの分析方法は不向きであること

に留意されたい。なお、ゲルろ過カラムを用いる分析全般に言えることであるが、高純度

なタンパク質試料を準備すること、カラムの種類、カラムのサイズ、ランニングバッファ

ーの組成、流速等の条件をあらかじめ検討し、解析対象となるタンパク質試料がなるべく

鋭くかつ左右対称なピークとして溶出する高分離な条件を確立しておくことが肝要である。 
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装置・器具・試薬 

ランニングバッファー（条件に応じて調製） 

PEEK 製チューブおよびコネクター（各社） 

送液ポンプ（RID-10A, （株）島津製作所）* 

PEEK 製インラインフィルターホルダー（Wyatt technology）* 

インラインフィルターメンブレンディスク（ポアサイズ 0.1μm、直径 25 mm、各社） 

インジェクションバルブ（9725i、RHEODYNE）* 

サンプルループ（各社） 

ガスタイトシリンジ（各社） 

ゲルろ過カラム（各社） 

吸光度計（SPD-20A, （株）島津製作所）* 

静的光散乱検出器（miniDAWN tristar, Wyatt technology）* 

示差屈折率計（RID-10A, （株）島津製作所）* 

レコーダー（各社） 

標準タンパク質（RNase, ovalbumin, BSA 等） 

解析対象となるタンパク質（なるべく高純度に精製したもの） 

*筆者らが用いている機器名および製造元を示してある。 

 

送液ポンプ；0.1 ml/min 程の低流速での送液が安定に行えるものであれば、使用できる。

一般的な HPLC 用のポンプであればまず問題ない。単体で動作させるだけなので、HPLC シ

ステム用のコントローラー等は必要ない。筆者らは送液部のコントロールをマニュアルで

行っている。 

 

静的光散乱検出器；フローセルで測定できる機器にはあまり選択肢がないのが実情である。

できるだけフローセル容量の小さな機器が望ましい。小角専用タイプ(8)であればフローセ

ル容量が小さいが、検出感度が高い一方で測定のバックグラウンドが高くなりやすい。筆

者らには経験がないが、フローセル容量が小さな HPLC 用の蛍光検出器であれば、本プロト

コールに流用できる可能性がある。また、上市されているかどうかの情報を筆者らはもち

あわせていないが、吸光度と 90°の散乱光を同時に測定できるタイプのフローセルを備え

た機器も開発されている(9)。 

 

示差屈折率計；静的光散乱検出器で用いる測定波長と同じ波長で測定できるタイプの機器

が理想的であるが、筆者らが用いている測定波長の設定ができないタイプの機器でも特に

問題はない。 

 

実験手順 

１）分析条件の確立 

２）実験装置、カラムの平衡化 

３）ゲルろ過カラムのクロマトグラム測定 

４）クロマトグラムデータの解析 

５）装置定数の決定 
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６）解析対象分子の分子量決定 
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実験の詳細 

１）分析条件の確立 

 解析対象の試料はなるべく高純度に、かつ大量に精製する。分子量分析に適した条件は、

解析対象となるタンパク質試料がなるべく鋭く、かつ左右対称なピークとして溶出する高

分離が可能な条件である。そのため、あらかじめ、カラムの種類、カラムのサイズ、ラン

ニングバッファーの組成、流速等の条件を検討し、分子量分析に適した条件を確立する。 

 

２）分析装置、カラムの平衡化 

 ランニングバッファーはメンブレンフィルターを用いてあらかじめ濾過しておき、流路

で気泡が発生しないように脱気も十分行っておく。可能であれば、ランニングバッファー

に He ガスを通気しておくと良い。上記 1)で確立した条件下で、実験装置にカラムを接続

し、終夜平衡化する。示差屈折率計の流路は、リファレンスセルとサンプルセルの両方に

ランニングバッファーが流れるように設定しておく。本プロトコールでは、装置定数 KLS、

KRIをそれぞれ個別にキャリブレーションする必要はない。 

 

３）ゲルろ過カラムのクロマトグラム測定 

 サンプルセルのみにランニングバッファーが流れるように示差屈折率計の流路を設定し、

標準タンパク質の測定と、解析対象のタンパク質の測定を、それぞれ３回以上行う。示差

屈折率計の測定は特に温度変化に対して敏感なため、測定は同じタンパク質試料に関して

複数回連続して行うのではなく、測定装置の状態が一連の測定を通して一定であることを

確かめられるように、例えば標準タンパク質と解析対象のタンパク質の測定を交互に行っ

た方がよい。測定の合間には、示差屈折率計のフローセルの流路を切り換えてリファレン

スセルの平衡化を行うとよい。標準タンパク質を含めた一連の測定を一定の条件で行うた

めには途中でランニングバッファーを交換すべきではないため、十分量のランニングバッ

ファーを用意しておき、一連の測定をなるべく短期間（できれば 1~2日）のうちに終えて

しまう方がよい。測定強度が検出器のダイナミックレンジを超えてしまった場合には、よ

り低い濃度の試料で測定をやり直す。 

 

 Wyatt Technology の製品を用いる場合；付属のソフトウェアに測定時の流速値を入力し、

試料のインジェクトと同時に測定を開始する。測定を開始すると、各検出器のクロマトグ

ラムは電圧変化の値として記録され、設定した時間（30 分前後）で 1回の測定が完了する。

静的光散乱検出器と示差屈折率計で検出される溶出ピークの体積ギャップのキャリブレー

ションは記録される生データには反映されないため必ずしも必要ではないが、最初に BSA

等の標準タンパク質を用いて決定し、付属のソフトウェアに入力しておくとよい。 

 

４）クロマトグラムデータの解析 

 各クロマトグラムから、検出強度のベースラインに対する溶出ピークの高さ（静的光散

乱検出器の測定強度 IntLSと示差屈折率計の測定強度 IntRI）を読み取る（図 2）。 

 

 Wyatt Technology の製品を用いる場合；付属のソフトウェアを用いて各クロマトグラム

のベースラインの値を差し引き、テキストデータとして保存する。なお、以降の作業では



蛋白質科学会アーカイブ, 2, e047 (2009) 

9 

付属のソフトウェアを使う必要はない。保存されたテキストデータから 90°の光散乱検出

器の出力ピーク値、示差屈折率計の出力ピーク値を読み取る。また、ピークの溶出体積も

読み取っておき、あらかじめ求めておいた検出器間のギャップと一致していることを確認

しておく。分析試料データの溶出ピークから算出される検出器間のギャップが標準タンパ

ク質のそれと異なる場合は、試料の分離がうまくいっていない可能性が高いため、分析条

件を再検討すべきであろう。 

 

５）装置定数の決定 

 標準タンパク質の IntLS/IntRIの平均値を用いて検量線を作成する（図 3）。原点を通る直

線の傾きから、式(4)の装置定数 K’=KRI/[KLS(dn/dc)]を求める。 

 

６）解析対象のタンパク質の分子量決定 

 式(4)を用い、解析対象タンパク質の IntLS/IntRI と上記 5)で求めた装置定数 K’

=KRI/[KLS(dn/dc)]から、解析対象タンパク質の重量平均分子量を見積もる。 
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工夫とコツ 

分析条件検討時には吸光度のみを検出すればよい 

 吸光度計のみで溶出パターンの確認はできるため、分析条件を検討する際には、ゲルろ

過カラムクロマトグラフィーシステムの検出部から、静的光散乱検出器と示差屈折率計を

取り外しておいた方がよい。条件によっては、解析対象のタンパク質がゲルろ過カラムに

吸着してしまい、アルカリや酸を用いてカラムの洗浄操作を行わなければならない場合も

あり、その洗浄操作によって溶出した成分が静的光散乱検出器のフローセル内部に吸着し

て感度の高い静的光散乱測定のノイズが大きくなってしまうことを避けるためでもある。

筆者らは、静的光散乱検出器を接続したままカラム洗浄を行ってしまい、静的光散乱検出

器のフローセルについた汚れを除去するのに苦労した経験がある。カラムの洗浄操作には、

分析用のものとは別のクロマトグラフィーシステムを用いることが望ましい。 

 

ランニングバッファーによる装置の腐食を防ぐ 

 タンパク質試料とカラムの相互作用を低減させる目的で、ある程度の濃度の塩（通常

0.1M 以上）を含むランニングバッファーを用いることが多いが、金属製のジャケットのカ

ラムを用いる場合には、金属の腐食を避けるために、可能な限りハロゲンを含まない硫酸

ナトリウム等の塩を用いた方が安全である。ハロゲンを含む塩を用いる場合、ポンプとイ

ンジェクションバルブの間に接続するインラインフィルターホルダーやインジェクション

バルブ等、流路に接続するものはできるだけ PEEK 製のものが望ましい。また、プランジャ

ー式のポンプの場合、プランジャーの腐食を防ぐために、専用のプランジャー洗浄ユニッ

トをポンプに装備するか、ペリスタポンプを用いてプランジャーに水を送液しつづけると

よい。筆者らは、金属製のインラインフィルターホルダーや洗浄ユニットを装備していな

い状態で使っていたポンプのプランジャーにさびが発生し、メンテナンスに苦労した経験

もある。 

 

測定温度 

 実験装置にカラムを接続した後に終夜平衡化する目的は、ランニングバッファーを含む

実験装置全体の温度を平衡にするためである（特に屈折率は温度の変化に敏感である）。示

差屈折率計の多くは、温度をコントロールするためにヒーターを内蔵しているものの冷却

機能を内蔵していないため、分析を行う温度よりも室温を低く設定した部屋に分析装置を

設置するか、装置内蔵の温度コントロール機能を使わずに室温が一定の部屋に設置すると

よい。 

 

実験スケールと検出器の接続について 

 分析用途として販売されている小さいカラムを用いると数μl ほどの少量の試料でも分

析が可能であるが、分析精度が低くなることに注意した方が良い。カラムから溶出するタ

ンパク質の体積が静的光散乱検出器のフローセル容積（筆者らが用いている静的光散乱検

出器のフローセル容量は 80μl）に対して小さくなりすぎてしまい、その結果、静的光散

乱検出器のフローセル内部における希釈の影響が大きくなり、静的光散乱が検出される際

の溶出タンパク質の濃度と、示差屈折率計で測定される際の溶出タンパク質の濃度の違い
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が大きくなってしまうからである。静的光散乱と示差屈折率を測定する際の溶出タンパク

質の濃度がほぼ一定に保たれた良質のデータを得るには、ある程度の大きさのカラム（内

径 5mm 以上＊長さ 200mm 以上）を用いた方が良い。通常分取に用いられる内径 10mm＊長さ

300mm のカラムを用いた場合でも、一回の測定に数 mg/ml 以上の濃度のタンパク質試料を

20μl ほど用いれば、良質のデータを得られる。カラムサイズの違いによる分析精度の違

いを、一例として示す(4)（表１）。なお、静的光散乱検出器のフローセル中における溶出

タンパク質の希釈の影響は、実験的に求められる装置定数 K’に含まれた形で補正される

ことになる。フローセル容積の小さな示差屈折率計を流路の上流側に、フローセル容積の

大きな静的光散乱検出器を流路の下流側に接続すれば、静的光散乱検出器のフローセル内

部における溶出タンパク質の希釈は問題にならなくなるが、そのような接続は示差屈折率

計の背圧を高めフローセルの破損をまねくことになるためさけるべきである。一般的に示

差屈折率計のフローセルは耐圧限界が低いため、安全のために示差屈折率計は流路の最も

下流側に設置した方がよい。静的光散乱検出器と示差屈折率計を流路上に直列に接続する

のではなく、カラムからの溶出液を 2つの流路に分けて静的光散乱検出器と示差屈折率計

を並列に接続した場合には、もっと小型のカラムを用いてもきれいなデータを得ることが

できると考えられる。ただしその場合、内径が非常に小さな PEEK チューブを流路の廃液側

に接続するなどして２つの検出器の背圧をコントロールし、各検出器の流量を一定に保つ

工夫が必要になるだろう。 

 

インジェクションされる試料の量をコントロールする 

 複数回の分析で再現性の高い結果を得るには、毎回同じ量の試料をカラムにインジェク

トするべきである。用いるサンプルループの容量が例えば 20μl だった場合、30μl の試

料をシリンジに吸い込み、サンプルループには 25μl 強の試料を打ち込むようにして、サ

ンプルループを試料で完全に満たすようにするとよいだろう。表 1において、カラム 2で

求めたヒストン(H3-H4)2四量体の分子量の S.D.値が大きい（とはいっても±1,050 Da であ

る）のは、サンプルループにロードした試料の量が、サンプルループの容量の約半分だっ

た際のクロマトグラムのデータも解析に用いたためである。 

 

分析法の比較 

 溶出体積の記録も精密に行える場合、本プロトコールによる分析だけではなく、ピーク

の溶出体積から分析する方法(1)でも分子量を求めてみるとよい。一例を表 2に示す。ヒス

トン H2A-H2B 二量体やヒストン(H3-H4)2四量体の場合、本プロトコールによって見積もら

れた分子量の方が理論値に近く、溶出体積から求められる分子量は理論値よりもかなり大

きめに見積もられていることが分かる。2 つの方法で分析すれば、各ヒストンサブユニッ

トの N末端領域に存在する tail 領域が定まったフォールドをとっていないために、両ヒス

トン複合体分子全体の形状が標準タンパク質と比較して非対称的になっており、このよう

な結果になったと考えることも可能である。 

 

測定装置のメンテナンス 

 装置の使用後は、脱気した水で十分に洗ってから、100%メタノールでさらに十分洗うと

よい。流路から検出機器を外しておく場合は、さらにイソプロパノール：アセトニトリル：
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水＝40%：40%：20%(v/v)混合液でフローセルを満たし、同じ混合液で満たした PEEK チュー

ブで検出器の IN と OUT を接続しておくとよい。 

 

タグ融合型タンパク質の化学量論を分析する際は要注意 

 最近ではほとんどの組換えタンパク質の精製にアフィニティータグが利用されている。

解析対象のタンパク質を簡便に精製することができる利点はあるが、タグによって分子の

会合状態に影響がでる場合があるので、タグ融合型タンパク質の化学量論を分析する際に

は注意が必要である。文献 4 には記載しなかったが、N 末のヒスチジンタグを除去してい

ないタグ融合型 CIA の場合、単量体と二量体の 2 つのピークが観察されたのである。N 末

のヒスチジンタグを除去すると二量体のピークは観察されなくなり、単量体のピークのみ

が観察された。タグ融合型タンパク質を用いて化学量論を分析する際には、タグを除去し

たタンパク質と化学量論に違いがないかどうか、確認すべきであろう。 
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