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１ 研究の目的 
 金属イオンが生命活動に深く関与していることは論を待たないが，近年では，Metalomics（生体

金属支援機能科学）が提唱され，金属イオンの動態を調査する方法の開発が望まれている。しかし，

「どの微量金属イオンがどのタンパク質にどの程度の量で存在しているか」を計測する手法の開発に

ついては試行錯誤しているのが現状である。 
 一方，我々は，電気泳動法をベースとした金属イオンの分離検出法の開発が Metalomics を発展

させる上でキーになりうると考え，ポリアクリルアミドゲル電気泳動法（PAGE）をプラットフォー

ムとする金属－タンパク質複合体（メタローム）の簡易な解析法を開発することを最終目標とした。

本プロジェクトでは a) 前年度に合成した新規蛍光プローブの PAGE における分離挙動を詳細に調査

し，ゲル細孔が分離に及ぼす効果を調査すること。b) さらに本研究では，トランスフェリン（Tf）
とメタロチオネイン（MT）を金属イオン結合型タンパク質のモデルとして，タンパク質溶液中のタ

ンパク結合型金属イオンを蛍光プローブ錯体へと誘導体化・定量することを試みた。タンパク質の精

密分離法である二次元（2D）-PAGE 後の各々のタンパク質スポット中に，どの金属イオンがどの程

度の濃度で存在するかを簡易，網羅的かつハイスループットに計測する方法ができれば，金属の生体

中での動態を全体論的に把握することが可能になる。 
  

２ 蛍光プローブのPAGE における分離挙動 
先行研究では，既に合成した金属蛍光プローブFTC-ABEDTA（L1）およびFTC-ABDTPA（L2）お

よびFTC-ABDOTA (L3)（Fig. 1）をPAGE に導入している。しかし，L1 についてはどの金属イオン

も分離検出できていなかった。これは，モノマー中や pH緩衝剤中に含まれる汚染Ca2+に起因するも

のと考えた。分離場に多量の汚染Ca2+が存在する場合，金属錯体は汚染Ca2+との金属置換反応を起こ

す可能性がある。特にEDTA 錯体ではその反応速度は大きいことが知られている。そこで，試薬の精

製により汚染Ca2+を取り除いた状態でPAGEに導入すると，種々のL1錯体が検出できることが分かった

（Fig. 2）。金属イオンのうち，Fe3+, Zn2+, Ni2+, Co2+およびPb2+が検出可能であった。このうち，Ni2+, Co2+

に関しては分離定量できる可能性があることが分かった。 
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Figure 1. 金属蛍光プローブの化学構造

 

L3 をPAGEに導入した場合，Cu2+, Ni2+, Cd2+, Co2+およびFe2+が分離検出できることが分かっている

が，これらのプローブ錯体の分離原理は不明である。そこで，分離に与えるゲル濃度の影響を調査し

た。結果をFig. 3 に示す。ゲル総濃度（T%）が低い場合には全く分離がされないが，T%を増加させ

るとプローブ錯体は分離されることが分かる。一方，架橋度（C%）を増加させ，ゲル細孔径を増加
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させても分離は改善されない（Fig. 3）。
従って，プローブ錯体間の分離は，分子

ふるいではなく，ゲル媒体中での物理化

学的な相互作用によってなされていると

考察した。分子ふるい効果以外の分離原

理で，PAGE が小さな分子を分離可能で

あることはほとんど報告されておらず，

この分離法が新しい分離様式である可能

性もある。 

Figure 2. L1 錯体の典型的電気泳動図．ゲル組成：30 %T, 
2.7 %C, pH 9.42，[Tris] = 93.8 mM, [gly] = 47.9 mM, pH 9.37．
試料(各 10 μL)： [L1] = 1.0 × 10-6 M，[Metal] = 1.0 × 10-6 
M．泳動時間 3 h, 電流値 30 mA, 電圧値 1345～1719 
V.  

 

３ タンパク質溶液中金属イオンの検出 
 タンパク結合型金属イオンを蛍光プロ

ーブ錯体に誘導体化し，実際に定量でき

るかを，モデルタンパク質としてトラン

スフェリン（Tf）およびメタロチオネイ

ン（MT）を用いて検討した。Tf につい

ては，L2 を用いてアポおよびホロタンパ

ク質中のFe3+を定量し，MT（7 wt% Cd + 
Zn）については，L3 を用いて Cd2+を定

量した。TfまたはMTの 1.0 × 10-6 M 水溶

液を塩酸で pH 2 とし，その後，蛍光プロ

ーブおよび pH 緩衝溶液を添加し，PAGE
に導入した。結果を Fig. 4 に示す。Tf 中の Fe3+に関しては，ホロ Tf にのみ Fe3+を検出できた。一般

に一分子のホロTfの約 10％は 2 原子，約 45％は 1 原子のFe3+を含むことから，Tf : Fe比は 1 : 1.2 と

なるが，1.0 × 10-6 M ホロTf 中のFe3+の検出量は 1.2 × 10-6 M であった。一方，MT に関しては，Cd と

Zn の含有量から見積もると，一分子のMT中に 3～5 原子のCd2+が存在することになるが，1.0 × 10-6 

M MT中のCd2+の検出量は 5.1 × 10-6 M であった。さらに，それぞれの金属イオン濃度は，ICP-AES
を用いて計測した値とほぼ一致して

いた（Fe3+: 1.7 × 10-6 M, Cd2+:7.0 × 10-6 

M）。以上の結果から，L2 およびL3
を用いたタンパク質結合型金属イオ

ンの定量値は妥当であり，本法でタ

ンパク質結合型金属イオンの解析が

行えることが分かった。 
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Figure 3. 異なるゲル濃度における L3 錯体の電気泳動図．

左から，分離ゲル濃度 5 %T, 10 %T, 20 %T, 30 %T （すべ

て2.7 %C） および5 %T, 10 %C 

 Figure 4. タンパク質溶液中の金属イオンの検出 
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