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Native-PAGE による蛋白のオリゴマー化の検出
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要旨

私達はパーキンソン病をはじめとした神経変性疾患の分子病態の解明にリコンビナント蛋

白を使用している。しかしながら、せっかく精製したその蛋白が native な状態にあるのか、

あるいはミスフォールドによりオリゴマー化しているのかを判別することは容易ではない。

私 達 は オ リ ゴ マ ー 化 の 有 無 を 検 出 す る た め 、 Native-PAGE （ polyacrylamide gel 

electrophoresis）を試みた。対象は中国 N 社へ発注した H2B 蛋白の2回分と NEB 社で購入

した市販 H2B 蛋白を使用し Ponceau S、および ATTO のキットを使用し BN-PAGE を行った。

また BN－PAGE 改良版の Clear Native PAGE も試みた。Ponseau S を使用した方法は全く

うまくいかなかった。キットを使用すると泳動はでき、市販の蛋白ならびに2回目のカスタム

オーダーの蛋白はオリゴマー形成が認められた。BN-PAGE 技術を試行錯誤ののち習得するこ

とができた。今後も新たな技術に挑戦していきたい。

キーワード：Native-PAGE、オリゴマー

背景と目的

私達と取り組んでいる神経変性疾患の分

子病態の研究には、大腸菌発現系により産

生・精製されたリコンビナント蛋白が必要

となる。しかし、リコンビナント蛋白の in-

house の作製には多くの手間と時間がかか

り、技術的に困難なことも多いため、非常

に高価ではあるが市販品や受託合成を利用

することが多い。通常リコンビナント蛋白

の品質は SDS-PAGE でチェックされ、これま

で私達はそれを信じて多くの製品を購入し

てきた。私達の研究には native な状態の蛋

白が必要であるが、購入タンパクにはミス

フォールドした状態のものが少なくないこ

とが判明した。蛋白のミスフォールドは

SDS-PAGE では検出できず、Native PAGE が

必要となる。蛋白のミスフォールドは SDS-

PAGE では検出できず、Native PAGE が必要

となる。そこで、私達がこれまでに実施し

た２種類の Native PAGE について報告する。

対象と方法

ヒストン H2B 蛋白は、126 アミノ酸から

なる低分子タンパク質で、真核細胞でクロ

マチン構造に関与する 4 つの主要なヒスト

ン蛋白質（H2A、H2B、H3、H4）のうちの一

つで、私達はヒストン H2B 蛋白を計３回購

入した。これら H２B 蛋白の品質を native-

PAGE で検討した。(図 1)

中国 N 社で H2B 蛋白を 2 回発注した。ま

た 市 販 の NEB 社 H2B 蛋 白 を 購 入 し 、

Ponceau S、および ATTO のキットを使用し

BN-PAGE を行った 1) 。 3 サンプルとも

SDS を含まないサンプル buffer を加え

Ponceau S 含トリス緩衝液およびトリス緩
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衝液にて 150V 低電圧で 3 時間泳動した。泳

動後の脱色液は、50％メタノール、10％酢

酸を使 用し た。 また BN-PAGE 改 良版 の

Clear Native PAGE(CN-PAGE)も試みた。

結果

H2B 蛋白の品質チェック

図 2 に示すように、A 社で受託した H2B

蛋白 1 回目、2 回目、B 社で購入した市販品

H2B 蛋白 3 つとも約 15KDa の 1 本のバンド

が検出された。このことより、この時点で

は単量体と推測できた。

Ponceau S を用いた BN-PAGE 法

図 3 に示したとおりの方法で泳動を行っ

てみたが、ここで問題が発生した。サンプ

ルがゲルを 1/3 挿入した段階で陰極 Buffer

を入れ替えないといけないが、サンプルが

赤色、泳動 Buffer は、濃い青色でサンプル

がゲルに侵入したのが分からななかった。

そこで、この方法は撤退した。

BN-PAGE

ATTO のキットを用いて、BN-PAGE を行っ

た。その結果、レーン 2 の A 社に受託した 2

回目 H2B 蛋白とレーン 3 の市販品 H2B 蛋白

はオリゴマー形成が認められたが、レーン 1

の 1 回目に受託した H2B 蛋白は明らかな形

成が認められなかった。(図 4)

CN-PAGE

レーン 2 の A 社に受託した 2 回目 H2B 蛋

白は、オリゴマー形成が認められた。一方、

レーン 1 の 1 回目に受託した H2B 蛋白とレ

ーン 3 の市販 H2B 蛋白は明らかな形成が認

められなかった。（図 5）

まとめ

① 3 サンプルの H2B 蛋白を BN-PAGE および

CN-PAGE を行った。

② SDS-PAGE では 3 サンプルとも 1 本のバ

ンドであったが、Native PAGE を行うと、

2 サンプルはオリゴマー形成が著明であ

った。

③ 国内では sec-HPLC を受託する業者がほ

とんどなく、BN-PAGE 技術の取得を試み、

試行錯誤ののち習得することができた。

④ 何の疑いもなくリコンビナントタンパク

を購入し使用しているが、市販品といえ
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ども品質を妄信してはいけないことが判

明した。
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