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1. はじめに
　筆者は4回生として研究室に所属して以来、タンパ
ク質複合体の解析に携わってきた。振り返ってみる
と、LC-MS/MS解析がこの分野に及ぼした影響は大き
いと改めて感じている。
  LC-MS/MS解析の大きな利点としては、1)サンプルが
微量であってもタンパク質が同定できること、2) 複数
のタンパク質が混ざっているサンプルを解析に用いて
も、そのタンパク質群の網羅的な同定が可能であるこ
と、の2点が挙げられる。
　一般にモデル植物は、ゲノムサイズが小さい、ライ
フサイクルが短い、サイズが小さく栽培が容易、形質
転換が容易、近縁種に重要な作物がある、などの利点
を持っている。その一方で、生化学的な精製材料には
適していないと考えられていた。しかしLC-MS/MS解
析が利用できればその欠点は克服可能であるため、タ
ンパク質の複合体解析の分野でも、モデル植物の利点
を生かした多角的なアプローチが、より強力なものと
なってきた。
　タンパク質は１つ１つに個性があり解析のマニュア
ル化が難しいことから、筆者の世代は諸先輩方と比べ
ると生化学が苦手な印象がある。その一方で、変異株
を利用した遺伝学的な解析や分子生物学的な手法 /

ツール、データベース解析等の利用には積極的であ
る。
　本稿の前半では筆者自身の研究を振り返りながら、
「ゲノム世代的な」タンパク質複合体解析について考
えてみたい。また本稿の後半では、タンパク質複合体
解析にとって有用な技術であるBlue Native PAGE (BN-

PAGE)の実践的なTipsを紹介する。

 2. ゲノム世代のタンパク質複合体解析とは？
　ここでは、葉緑体NAD(P)H Dehydrogenase (NDH)複

合体のサブユニット組成を明らかにするための筆者自
身の２つのプロジェクトの結果を踏まえて、「ゲノム
世代的な」タンパク質複合体解析について考察する。

NDH複合体について
　筆者のこれまでの主な研究対象は葉緑体のN D H複
合体である。これは葉緑体ゲノムコードの11のサブユ
ニット(ndhA-ndhK)と核ゲノムコードのサブユニット
群から構成される巨大な複合体であるが、研究を始め
た当時（1997年）には核ゲノムコードのサブユニット
群は見つかっておらず、その同定は大きな懸案であっ
た。

C4植物のアマランサスを用いたNDH複合体の分離・
精製（1999年～2003年）
　まず葉緑体単離と材料の入手が容易なホウレンソウ
を材料として、N D H複合体を精製しようと試みた。
しかし、予備実験の結果、N末端解析に十分な量を確
保するのが難しいと判断した。そこで、実験材料を変
えることにした。
　NDH複合体の蓄積量はC4植物で多いことが知られ
ている1)。筆者はC4植物の中でも葉肉細胞でNDHが高
蓄積するNAD-ME型植物1)がNDH精製の材料としては
理想的ではないかと考えた。そこで目を付けたのがア
マランサスである。アマランサスはNAD-ME型のC4植
物であり、葉野菜として市場に出回っているため、精
製材料として優れていると判断した。
　まず、指導して頂いていた京都大学大学院・遠藤剛
先生の車で農協に行き、毎回12kgのアマランサスの葉
を購入した。そして研究室に戻るとすぐに葉緑体を単
離し、タンパク精製を試みた。
　様々な試行錯誤を行ったが、最終的な実験条件は以
下の通りである。まず、マイルドな界面活性剤である
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n-Dodecyl-beta-D-maltoside（DM)でNDH複合体を可溶
化し、カラムクロマトグラフィで粗精製した。次に、
複合体を Blue-Native PAGE で分離し、nitroblue 

tetrazolium chloride (NBT)で活性染色を行った。最後
に、染色されたバンドを切り出してSDS-PAGEを行っ
た。しかし、銀染色で検出できる程度の量のバンドし
か得られず、N末端解析に十分な量を確保できなかっ
た。
　もしLC-MS/MS解析が使える環境であれば、同じC4

植物であってもアマランサスではなく、（NADP-ME

型であるとはいえ）ゲノム解読が進んでいるトウモロ
コシを選択しただろう。実際、コーネル大学の研究グ
ループはトウモロコシのプロテオーム解析により、
N D H複合体の新規サブユニット群の網羅的な選抜に
成功している2)。
　
シロイヌナズナを用いたバイオインフォマティクスに
よる探索（2003年～2006年）
　この研究を始めたのは博士後期課程 3年の秋頃で
あった。
　この頃N D H複合体の未同定サブユニット群を見つ
け出すためにバイオインフォマティクスが利用できな
いかと、論文や本を読んだり、セミナーに出たりして
いた。そこで覚えた様々な手法を試してみた結果、1) 

系統プロファイル法と2) 共発現プロファイル法が有望
であると判断し、その2つの手法で候補遺伝子を絞り
込んだ。
　系統プロファイル法は、あるタンパク質のオーソロ
グがどの生物種のゲノムで保存され、どの生物種のゲ
ノムで保存されていないかを調べることで、そのタン
パク質の機能を推測しようとする手法である。N D H

複合体であれば、モデル植物のシロイヌナズナやイネ
には存在するが、モデル藻類のクラミドモナスやシゾ
ンでは失われている。そのため、相同性検索をして、
そのような分布になるタンパク質群を探せば良いこと
になる。
　一方、共発現プロファイル法は、発現プロファイル
が類似した遺伝子同士はその生理的な機能も関連して
いる可能性が高いことを利用して、未知遺伝子の機能
を推測しようとする手法である。特に光合成遺伝子に
ついては発現プロファイルと機能の相関が高く、この
手法は効果的であった。また候補遺伝子の選抜には、
大林武先生（現：東北大）によって作られたATTED-

IIデータベース(http://atted.jp/)を利用させて頂いた。
　２つの手法で選抜した候補遺伝子群について、T -

DNA挿入変異株ラインを入手しNDH活性を測定した
結果、幸運にも高確率でN D H活性を失った変異株ラ
インが存在した。さらに、それらN D H活性を失った
変異株を個別に解析した結果、それら変異株の原因遺
伝子は、新規なサブユニット群（NDF1, NDF2, NDF4, 

NDF5, NDF6, PPL2)をコードしていることが明らかに
なった3-6)。
  この研究はシロイヌナズナのゲノムが完全解読され
ていること、また公開マイクロアレイデータが蓄積し
ていること、T- D N A挿入変異株が容易に入手できる
ことなど、モデル植物ならではのインフラに大いに助
けられた。筆者自身も何らかの形でコミュニティに恩
返しをしたいと強く感じている。
  

ゲノム世代のタンパク質複合体解析とは
　ゲノムリソースが充実した植物種においては、L C -

M S / M S解析を利用することで、高感度でのタンパク
質同定が可能である。N末端解析とLC-MS/MS解析の
感度の差は非常に大きく、また、複数のタンパク質を
含む粗標品サンプルを用いても網羅的にそのタンパク
質群を検出できるため、シロイヌナズナのようなサイ
ズの小さなモデル植物で生化学的な解析を行うことも
現実的になった。
　事実、筆者は、LC-MS/MS解析の専門家である北海
道大学低温科学研究所共同研究推進部の桑野晶喜さ
ん、低温研微生物生態学グループの笠原康裕先生と共
同で、シロイヌナズナのチラコイド膜プロテオーム解
析を行い、既知のN D Hサブユニットの相当数を同定
できた。複雑な心境である。
  MS解析技術の発展により、モデル植物の利点、例え
ばゲノムリソースや変異株リソース、遺伝子組み換え
技術等、を活かしたタンパク質複合体解析が非常に有
効なアプローチになった。バイオインフォマティクス
を利用したアプローチはその一例であるといえる。
　近い将来、D N Aシークエンサーの能力がさらに向
上しゲノム解読や大量のEST配列の入手が容易になれ
ば、非モデル植物でもこのようなアプローチが有効と
なるだろう。
　
3. BN-PAGEのTipsの紹介
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BN-PAGEとは
　Blue Native PAGE (BN-PAGE) はNativeな構造を保っ
たままタンパク質複合体を高解像で分離する手法であ
る。CBB G-250をタンパク質に結合させてから泳動す
るため、通常のNative PAGEと違い、泳動度は分子量
にほぼ比例する。最初はミトコンドリアの呼吸鎖複合
体の解析によく用いられたが、最近では光合成研究で
もよく用いられる。筆者は10

年ほど前から利用しており
(図１)、本稿ではその過程で
蓄積したTipsを紹介したい。

BN-PAGEのTips

基本的なプロトコル
　著者はBN-PAGEの創始者
である Schägger のプロトコ
ルを基本的に踏襲している
7)。特に、Nature Protocolsに
掲載されたプロトコル8 )は非
常に丁寧に書かれた実践的な
プロトコルで、初めて B N -

PAGEを行う人にもお勧めで
きる。
　

Buffer作成　
　使用するbufferのpHは4℃でpH 7.0になるように調製
している。
　泳動bufferやゲルbufferでは従来使われていたBis-Tris

の代わりにImidazoleが利用可能である8)。後者の方が
安価なので、筆者はそちらを利用している。
　また、Cathode bufferにCBBを添加したbufferを作成
する際には、CBBを溶液に添加後、室温で2時間以上
撹拌し、さらに 0.45 μm のフィルターでろ過した後、
泳動に用いている。
　
グラジエントゲルの作成法
　筆者は長い針（テルモスパイラル針 SN-2090)をミ
ニゲル（ATTO AE-6530M) のゲル板の下の方まで差し
込み、アクリルアミド濃度が薄い溶液から入れ始め、
少しずつ濃くすることでグラジエントゲルを作成して
いる（図2A, B）。アクリルアミド濃度の高い溶液の
方が、よりG l y c e r o l濃度が高く比重が重いこともあ
り、濃度が薄い方の溶液が少しずつ上に浮いていく。
濃い溶液から入れ始めて軽い溶液を上に重層していく
手法と比べると、こちらの方が綺麗なグラジエントを
形成しやすく、是非お勧めしたい。
　なお、グラジエントゲルの作成中にゲルが固まらせ
ないためには、ゲル溶液をよく冷やす必要がある。筆
者はそれに加えて、低温室でゲルを作成するか、もし
くはゲルの作成中はシステム全体、特にグラジエント
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図2　BN-PAGEのグラジエントゲルの作成装置
(A）ペリスタポンプの片側のチューブの先をグラジエントメーカーと接続し、ペリスタポ
ンプのもう一方のチューブの先をスパイラル針に接続し、その針の先をゲル板の底に固定
している。グラジエントメーカーの中にスターラーバーを入れ、マグネティックスター
ラーを用いて撹拌している。撹拌時に熱が出るため、グラジエントメーカーは氷で冷やし
ている。
(B) ゲル板に差し込んだスパイラル針の拡大図。針先端のカット面をゲル板の内側に向け
ている。　

図1　BN-PAGEによりストロマタンパク質を泳動し、CBB染
色したゲル (Str)およびチラコイド膜タンパク質を泳動した
ゲル (Thy)
Strにおいて、最も量の多いバンドはRubisCOの8量体。Thyに
おけるバンドは、上から、光化学系 I Iの超複合体（ P S I I 
SC)、光化学系IIの二量体（PSII-D)と光化学系I-LHCI超複合
体(PSI-LHCI)の両方を含むバンド、LHCIIの3量体（LHCII-
T)。



メーカーを（マグネティックスターラーが熱源になる
ため）氷などでよく冷やしている（図2 A）。過硫酸
アンモニウムの添加量を減らすことで、室温でグラジ
エントゲルを作成することもおそらく可能と思われる
が、筆者自身は試していない。
　また、BN-PAGEの後でMS解析を行う場合には、市
販の高純度のアクリルアミド溶液を利用してゲルを作
成し、室温で一晩以上固めている。

サンプル調整
　筆者は、シアノバクテリア、葉緑体、ストロマ、チ
ラコイド膜などのサンプルを泳動している。比較的ク
ルードなサンプルでも泳動可能だが、経験上精製度が
高いサンプルの方がトラブルは少ない。クルードなサ
ンプルの場合には特に塩濃度に気をつける（低くす
る）必要があるが、例えば核酸なども泳動の妨害にな
る。
　膜タンパク質の可溶化にはDMを利用している。典
型的には、10μg～40μg程度のタンパク質サンプル（チ
ラコイド膜であれば、おおよそ 4μg～8μg chl  相当
量）に対して、2% (w/v) のストックを等量加えて5分
程度氷上に静置した後、遠心分離し、その上清に
CBBストック溶液を加えて泳動に用いている。　添加
するC B Bストック溶液はあらかじめフィルターろ過
し、 4℃に保存している。なお、可溶性タンパク質
（ストロマ画分など）の場合には必ずしもCBBをサン
プルに加える必要はない。
　
サンプルの保存
　チラコイド膜についてはよく泳動に用いるため、単
離後、小分けして保存している。具体的には、まず遠
心して上清を除き、そのペレットを液体窒素で凍らせ
た後、-80℃で保存している（～1ヶ月）。その後解凍
した後にD Mで可溶化し、その後泳動に用いている
が、少なくとも光化学系超複合体やN D H複合体など
の泳動パターンについては凍結前後での変化は見られ
ない。

電気泳動条件
　泳動条件は基本的にはプロトコルに従っているが、
サンプル調整に時間がかかる場合にはovernight 泳動
も行っている。例えば、50Vの定電圧で10時間程度、
低温室で泳動している。個人的には、overnight泳動の

方が、泳動像が綺麗であるように感じている。ただ
し、この条件では泳動中に電流が 1 mA を下回るた
め、パワーサプライによってはエラーが出るので注意
が必要である。
　ゲルをウエスタン解析に用いる場合には、1/3～1/2

ほど泳動が進んだ段階でCBB-freeのCathode bufferに交
換している。これはCBBがブロッティングを妨害する
ためである。

泳動後のゲルの保存
 泳動後のBN-PAGEのゲルは 50% glycerol 液で平衡化
した後、適当量の 50% glycerol 液と一緒にハイブリ
バッグに入れることで、－8 0℃で保存することが可
能である。この後で、例えば二次元SDS-PAGEを行っ
ても、凍結保存に伴うバンドの変化は（C B B染色で
も銀染色でも）見られない。さらに、このように保存
したゲルはMS解析にも利用可能である。
　　
泳動後の実験について
　著者は、泳動後のゲルをC B B染色、ウエスタン解
析、LC-MS/MS解析、活性染色、二次元SDS-PAGEな
どに用いている。BN-PAGE後のタンパク質複合体は
構造のみならず、活性を保っていることが多く、これ
以外にも様々な利用法が可能であると思われる。

4. おわりに
　LC-MS/MSについては機種依存性が大きいため、本
稿ではあまり取り上げませんでした。興味を持たれた
方は、例えば「明日を拓く新次元プロテオミクス-医
学生物学を変える次世代技術の威力（細胞工学別
冊）」が参考になると思います。
　BN-PAGEに関して、また、この記事の内容全般に
関して、ご意見やご質問がありましたら、どうぞお気
軽にお問い合わせください。わかる範囲で、お答えさ
せて頂きます。
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