
カラムクロマトグラフィーによる生体高分子の分画 佐藤高
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手順のフローチャート

コレクションチューブを12本準備

番号などを記入

4ml のカラムバッファー
を「カラムバッファー」
チューブに入れる

カラムの上と下をはずし、「廃液」チューブに立てる

樹脂上のバッファーをチューブに落とす

カラムをチューブ「1」にセット
カラム

チューブ1

カラム

チューブ1

タンパク質混合液50ulをカラムに加える

タンパク質混合液

カラムバッファー250ulを加える

チューブ1

出てきた液をチューブ1に回収し、さらに
カラムバッファー250ulを加える。出てき
た液をチューブ1に回収

チューブ２

カラムをチューブ「２」にセットし、
カラムバッファー3mlを加える

5滴をチューブ2に回収

カラムをチューブ「３」にセットし、
5滴回収

チューブ３

同様にしてチューブ「９」まで行う

カラムをチューブ「１０」にセットし、１０滴回収

カラムの下にふたをする

カラムの下のふたをとる



サイズ排除カラムクロマトグラフィー（ゲルろ過クロマトグラフィー）

カラム

タンパク質を分子量により分ける（分離する）方法。
カラム（筒）の中には多孔質のゲルが充填されている。

これにタンパク質溶液を流すと、分子量の小さなタンパク質は
孔に入るが、分子量の大きなタンパク質は入らない。小さいタ
ンパク質を孔から出すためには多くのバッファーを流さなくて
はならない。従って、分子量の大きなタンパク質はカラムから
先に出て、分子量の小さなタンパク質は後に出る。

タンパク質

小さなタンパク質

大きな
タンパ
ク質

チューブの番号

分子量小分子量大
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バッファー（緩衝液）：pHを一定に保つ役割をする。通常は酸と塩基からなる。

タンパク質：アミノ酸の重合体。20種のアミノ酸が多数(100個以上）つながっ
ている。生体を構成したり、代謝活動をするのに必要な生体高分子。
例えば、コラーゲン（皮膚）、ケラチン（爪）などもタンパク質。

タンパク質の精製：細胞の抽出液などから目的のタンパク質を純粋に取り
出す操作のこと。クロマトグラフィーは代表的な手法。いろいろなタンパク
質が混じっていると分析への影響が大きいため、あるタンパク質の機能を
調べるためには精製が必要になる。

用語

この資料は下記HPからダウンロードできます。
http://www.geocities.jp/satokichi2004jp/

syllabus/jyugyou.htm



タンパク質の一次構造

一次構造：アミノ酸配列、アミノ酸がどのような順番でならんでいるか

一次構造決定法

N末端側からエドマン分解により一つずつアミノ酸を遊離させて
決定する。現在は自動化されている。

標準試料と比較してアミノ酸を決定する。

一般的な一次構造決定の手順

目的のタンパク質を精製する

ジスルフィド結合を還元する。

-CH2-S-S-CH2- → 2  -CH2-SH

SH基を保護する -CH2-S-X

エドマン分解を行う

エドマン分解はサイクルを重ねるとPTHアミノ酸の収量が少
なくなる。一般的には30-50アミノ酸で限界。

N C

？

ポリペプチド鎖を何らかの方法で切断し、N末端を
生成させればよい。アミノ酸配列情報を組み合わせ
て、最終的に全体の配列を決める。

N C
N C

N C



プロテインシークエンサーは鎖状に並
んだアミノ酸をアミノ末端から一つずつ
標識してはずし、自動的に高速液体ク
ロマトグラフィーに導入してアミノ酸の
種類（例えば、メチオニン（Met)、アラ
ニン(Ala)など）を同定してくれる機器
です。
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＜課題＞ 10点
データは、あるタンパク質のN末端からエドマン分解を行った分析結果である。
①～⑤は、エドマン分解のサイクルに対応する。このタンパク質のアミノ酸配
列を推定しなさい。


