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概要 

 蛋白質の構造転移に伴う熱の出入りを直接かつ高感度に観測できる熱量測定は、蛋白質

の安定性を評価する有力な手法である(1)。本プロトコールでは一定速度で温度を変化させ

る断熱型示差走査熱量計（DSC）を用いて、蛋白質の熱変性によって生じる熱量変化を測定

する方法の概略について述べる。測定は条件検討するため何度か行う必要があるが、測定

を行う前日に buffer によるベースラインの測定、サンプルの透析を行い、次の日にサンプ

ルの測定を行う。測定をうまく行うために、気泡がセル内に混入することに十分注意して

行うことが重要である。測定された過剰熱容量曲線（図１）から変性のエンタルピー変化、

変性温度、変性の熱容量変化が直接求まり、それらから変性のエントロピー変化、変性の

ギブスエネルギー変化が求まる。このように DSC 測定から、蛋白質の変性に伴う熱力学的

パラメータの温度関数（式２‐４）を算出することができる。 
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実験の詳細 

第 1日 

buffer 測定 

 buffer の測定を一晩かけて数回～10 回程度行う。測定は溶液を交換せず、連続して行う

ことができる。一回目に大きく異なるベースラインが観測されても、回数を重ねるごとに

安定した良いベースラインが得られるため測定回数は多いほうが良い。測定にはメンブレ

ンフィルターに通し、脱気を十分に行った buffer 用いる。（コツのところで述べるが連続

運転していない装置の場合は数日間以上この操作を繰り返す。buffer のセルへの入れ方も

コツを参照。） 

 

サンプル透析 

 サンプルを、測定する buffer で一晩透析する。ここで用いる buffer はベースライン測

定に用いたものと同じ種類にする。 

 

第 2日 

サンプル準備 

 サンプルをセルに入れる際に空気が入るのを防ぐために、蛋白質溶液はセル容量より多

めに用意する（約 1mL）。蛋白質溶液は前日に測定した buffer と同じ buffer で希釈する。

蛋白質溶液の濃度は約１mg/ml が適当であるが、0.1mg/ml‐2mg/ml でも使用できる。凝集

などに注意しながら、最初は低い濃度 0.5mg/ml から始めて、徐々に濃度を変化させていく

とよい。サンプルはメンブレンフィルターに通し、その後 15 分から 20 分かけて十分に脱

気する。また蛋白質濃度は解析の際に重要であるため、分光光度計を用いるなどしてあら

かじめ測定しておく。セルの保護のために、DSC 測定の前に、予めサンプルを測定温度ま

で加温して凝集しないことを確かめておくとよい。 

 

サンプル測定 

 試料セル（通常左側にあるが、S と横に書いてある）から buffer を取り除き、buffer

を入れた時と同様の方法で蛋白質溶液を入れる。測定条件は buffer を測定した時と同じに

する。昇温速度は通常 1oC/min とする。多くの蛋白質ではこの条件で昇温の各温度におけ

る平衡が成り立っている。しかし、蛋白質によっては変性速度が非常に小さい場合もある

ため (2)、昇温速度を変えて測定してみることが大切である。凝集が起こると変性後熱容

量曲線が大きく発熱側に落ちるような形状を示すため、確認されたら直ちに測定をやめ、

冷却し、セルを洗浄する。これはセルが汚れるのを防ぐためである。また、このような熱

容量曲線の形状が確認されなくとも、凝集が起こっている場合があるので、測定後のサン

プルはシリンジに取った後、分光光度計により蛋白質濃度を確認する必要がある。変性反

応の可逆性は一度測定したサンプルを冷却し、再び測定し同じ熱容量曲線を描くか確認す

ることで調べることができる。 

 

 測定後のセルは十分に洗浄を行う。セルの洗浄が十分でないと、溶液注入時に気泡が残

りやすくなる。測定終了後はセル内が乾燥して変形するのを防ぐために、ミリ Q水などで

満たしておく。 
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データ解析 

 解析の一例を示す。まずサンプルの過剰熱容量曲線から buffer のベースラインを引き

（図 1A）、濃度補正する。通常、buffer のベースラインは、図 1A のように蛋白質の変性前

後のベースラインより高くなる。これは蛋白質溶液の比熱が buffer 溶液よりも低いことを

示している。得られた過剰熱容量曲線のピーク面積が変性のエンタルピー変化（ΔHcal）、

その面積の 1/2 に達する温度が変性中点の温度（Td）（ピークの温度とは少し異なる）、変

性前後の熱容量曲線の差が変性の熱容量変化（ΔCp）に対応する（図 1B）。さらに、熱容

量曲線を温度に対して積分すれば、変性した分子の割合の温度変化を示すシグモイド曲線

が得られ、van’t Hoff 式（1）を用いて間接的にΔH（区別のためにΔHVHとする）を求め

ることができる。（ΔHVHの算出には、熱容量曲線の濃度補正を必要としない。） 

 

 

                                                                   (1) 

 

 こうして得られたΔHVH と、直接求められるΔHcal を比較することで蛋白質の変性過程に

ついて議論することができる。 van’t Hoff 式は変性反応を天然状態と変性状態の 2状態

転移と仮定したものであるため、ΔHcal = ΔHVHであれば変性反応が 2状態転移であるとい

える。一方、ΔHcal > ΔHVHや、ΔHcal < ΔHVHとなる時には、さらに詳細な解析を行うこと

でドメイン構造や会合状態についての情報が得られる。例えば、ΔHcalは分子数（モル数）

あたりのエンタルピー変化、ΔHVH は変性する単位あたりのエンタルピー変化であるので、

ダイマーが協同的に変性する場合、ΔHcal : ΔHVH = 1 : 2 となり、モノマーが２つのドメ

インごとに変性する場合、ΔHcal : ΔHVH = 2 : 1 となる。 

 

 また、以下の式(2)-(4)を用いて、変性のエンタルピー・エントロピー・ギブスエネルギ

ー変化の各温度依存性を求めることができる。したがって、任意の温度での変性の熱力学

的パラメータが算出できる。 

 

                                 (2) 

                                                                  (3) 

                                                                  (4) 

 

 ここでΔHdは変性温度でのエンタルピー変化である。ΔCpは、測定領域内で温度に依存

しないと仮定すると、pH を変えて測定し、得られる TdおよびΔHcalを変化させ、TdとΔHcal
の傾きからも求めることができる。 
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工夫とコツ 

DSC 装置の扱い方 

 DSC 装置は非常に過敏な装置であるので、設置された部屋に入るときは携帯電話の電源

を切るように心がけること。それがノイズの原因となる。装置が連続運転されていない時

は、第一日目の buffer 測定を、数日間以上（１週間程度）同じことを繰り返す必要がある。

また、昇温速度を変えたり、最高温度など温度設定を変えたときも buffer で数回慣らし運

転をするとよい。履歴効果を引きずる装置なので測定条件を変えるときは注意を要する。

（自動 DSC 装置を用いると、この慣らし運転を自動化できることとサンプルのセルへの注

入も自動化されるので不慣れなものでも精度の高い結果が得られる） 

 

脱気を十分に行う 

 セル内には空気が入らないように十分に注意する必要がある。気泡が少しでも入ってい

ると、熱容量が小さくなるために、正しい DSC シグナルが観測されなくなるからである。

buffer 測定時に、気泡が試料セル側にあれば、ベースラインは発熱側である下方へ曲がり

（熱容量が小さくなる）、比較セル側であれば、逆に上方に曲がる。サンプルを十分に脱気

する方法として、サンプルをエッペンチューブに小分けにし、脱気装置を用いて１０分か

ら２０分ほど脱気をする方法を用いる。 

 

サンプルのセルへの入れ方（図 2） 

 上でも述べたようにセル内に空気が入らないように十分に注意する必要がある。専用の

ガラスシリンジを buffer で共洗いし、空気が混入しないようにゆっくりサンプルを吸い取

る。吸い取る量はセル容量（約 0.5 ml）より大目に 1ml 程度取るとよい。シリンジをよく

観察し、気泡が入っていないことを確認する。気泡があれば、指でシリンジをはじくなど

してシリンジ上部に移動させる。シリンジでセルを傷つけないように気をつけながらゆっ

くりと入れる。そしてセルに気泡が入らないよう十分注意しながらサンプルを注入する。

入れ方のコツとして、シリンジのプランジャーを下方に数回に分けて速い速度で動かし、

サンプルを注入することが挙げられる。水流を発生させることによって、セル内に気泡が

入っていても追い出すことができる。リザーバー部分にサンプルが見えたら、シリンジを

引き抜き余分なサンプルを吸い取る。 

 

蛋白質の凝集を防ぐ 

 蛋白質濃度を低くすることにより、凝集が生じなくなる場合もある。buffer の pH もよ

く検討する必要がある。一般的に蛋白質の等電点から離れた pH で測定すると凝集が起こり

にくいとされる。 

 

使用する buffer 

 buffer に DTT や金属イオン等を含む場合、温度変化によるそれ自身の熱容量変化を検出

することがあるので注意が必要である。buffer に様々なものを加えるとベースラインにノ

イズが発生する原因になるので、極力避ける方が望ましい。また、buffer の pH の温度依

存性にも注意する必要がある。例えば、酢酸やリン酸は温度依存性があまりないが、Tris
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は温度依存性が高い。 
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          図 2：サンプルの入れ方のコツ 

 

 
 

プランジャー 

小さな気泡が確認された場合、指ではじ

いてこの部分に気泡を移動させる 

小刻みに速い速度でプランジャーを押す 

水流を発生させることにより気泡を追い出す 


