アクリルアミドゲル等電点電気泳動法

試薬の調製

＜ゲルの保存液　/４種＞

　・Monomer concentrate（アクリルアミド溶液、T=25%、C=4%）
24%(w/v) アクリルアミド


1%(w/v) Bisアクリルアミド
フィルター濾過・４℃、遮光保存・50 ml /50枚分

　・0.1%(w/v) FMN（リボフラビン溶液）

４℃、遮光保存・50 ml /一生

　・25%(w/v) グリセロール溶液

50 ml/50枚分

　・10%(w/v) APS　・・・要事調製
　＜固定液　/１種＞
4% スルホサリシル酸

12.5% TCA

30% メタノール　　　　　　　25 ml/１回分

＜染色液　/１種＞

27% エタノール

10% 酢酸

0.04% CBB R-250

0.5% CuSO4
CBBはエタノールに、CuSO4は蒸留水に溶解してから混合する。

25 ml/１回分

＜脱色液１　/１種＞
12% エタノール

7% 酢酸

0.5% CuSO4　　　　　　　　脱色できるまで使用、25 ml × ３/１回分程度

＜脱色液２　/１種＞
25% エタノール

7% 酢酸

CuSO4を除去するために使用、25 ml ×２/１回分程度

ゲル作製
　ポリアクリルアミドゲルサポートフィルム(Cat No. 170-2983)は光に敏感なので、使用前は遮光して保存すること。ゲル付着後は光には反応しない。

　サポートフィルムは表裏がある。ゲルが付着する面は親水性で、この面を保護するため紙を交互にはさんで包装してある。水を滴下して、水滴が流れる方が表(親水面)で、丸まる方が裏(疎水面)。

　ガラスプレートやキャスティングトレーは洗浄し乾燥させること。キャスティングトレーの線上に有機溶媒、磨き粉、熱湯は使用しないこと。最後にエタノールで洗浄しキムワイプでふき取っておくこと。

１　洗浄したガラスプレートの上に水を0.2ml滴下する。

２　疎水面を下にゲルサポートフィルムをのせる。

３　試験管の底等をつかって、フィルムの表面を傷つけないように気泡や余分な水分をのぞく。

４　ガラスのへりにたまった水分をキムワイプでふき取る。

(注) 塩基性バイオライト(pH>8.0)はゲルとサポートフィルムの密着を悪くする。この場合過硫酸アンモニウム濃度を0.7mg/ml(モノマー液10mlに対して10%過硫酸アンモニウムを70ml加える)にする。ゲルへの密着性は酸性溶液にも影響されるので染色や脱色時間を必要以上に延長しないこと
５　Monomaer-ampholyte solutionを調製する。
Monomer-ampholyte solution(125×65×0.4mmゲル2枚分 )
H2O
5.5ml

Monomer concentrate(T=25% C=4%)
2.0ml

25%(w/v) glycerol
2.0ml

Ampholyte(40%)
0.5ml

すべてを加え5分間脱気
(注) ampholyteは40％の物の場合。濃度が違う場合はその都度量を調整すること。（水の量とで調製）

　　本講座が所有しているAmpholyte

ファルマシア
Pharmalyte 4-6.5
(45%)


Pharmalyte 3-10  
(36%)

BIO-RAD
Bio-Lyte3/10
(40%)

７　触媒を調製する。

Catalyst solutions　(125×65×0.4mmゲル2枚分 )
10%(w/v) APS
15μl

0.1%(w/v) FMN
50μl

TEMED
 3μl

８　モノマーに触媒を加え静かにかくはんする。

９　キャステイングプレート上にアクリルアミド溶液を流す。
10  ゲルサポートフィルムの親水面を下にして、ガラスプレートを置く。

(注) 気泡が入らないように、端からかぶせるようにすること
11  45分間放置。

12  ゲルとキャスティングトレーとの間にミクロスパーテルを挿入し持ち上げ、キャスティングトレーからゲルをはがす。

13 ゲル面を上にしてさらに10分間重合を行う。

サンプル・マーカー調製

<サンプル>

　試料は、沈澱がなく脱塩されている物が望ましい。通常のカラム操作で使用する程度のバッファー濃度ならほとんど影響がない。

　精製タンパク質なら、1-2μgを5μl以内でアプライするのが望ましい。（2μl程度がベスト)

<pIマーカー>

　BIO-RAD IEF Standardsを使用する場合は、高濃度なので50%グリセロールで12倍希釈した物を1.7μl/1laneアプライ。

　Pharmacia Calibration Kits for pIを使用する場合は、1バイアルをdH2O 100μlに溶解志、5μl/1laneアプライ。
サンプルのアプライ

１　サンプルアプリケーターを電極から少なくとも１cm離してゲル上に置き、軽く押しつける。(目的試料の等電点が予想されるときは、予想位置から離れたところに置く)

２　試料をウェルにアプライ（ゲルを崩さず、できれば泡も入らないように）

３　5-10min放置し、サンプルをゲル内に浸透させる。

４　サンプル溶液ができるだけ広がらないように注意してサンプルアプリケーターをはがす。

電気泳動

１　BIO-RADモデル111ミニIEFセル内の炭素電極棒をdH2Oで湿らせる。

２　湿った電極棒の上にゲルを逆さまにして、電極棒に平衡に置く。
(注) ゲルと電極の間に水分がないと接触不良を起こす。また、一度ゲルをのせたら、ゲルが崩れるのでできるだけ位置を変更しないこと
３　セルにふたをして、低温室ないで電極をパワーサプライに接続する。

<泳動条件>
100V
15min

200V
15min

450V
60min

(ただし、450Vにまであがらないので、要調節）

４　泳動が終了したら、電源を切りプラグを抜く。ふたをスライドさせてゲルを静かに持ち上げる。サポートフィルムをガラスからはずす。電極棒を取り出し、蒸留水で洗浄する。セルも洗浄し、電極棒を元に戻す。

染色・固定・脱色

１　<固定> 固定液中でゲルを30分間振盪させる。

２　<染色> 染色液中でゲルを約1〜2時間振盪させる。

３　<脱色> 脱色液１中にゲルを入れ、バックグラウンドが脱色されるまで2-3回脱色液の交換を行う。

４　　　　 脱色液２中でCuSO4等をのぞき脱色を完全にする。
(注) 染色、脱色時間の延長はゲルとサポートフィルムがはがれる原因となるのでtotal3-4時間以内に終了させること。

乾燥
ドライヤーの低温設定で乾燥させる。
