
ピルビン酸 　　乳酸

ピルビン酸を補酵素NADHを用いて乳酸に還元する。糖代謝中間体のFBPで活
性化を受ける。

二リン酸　　　　　



テキスト

細胞破砕器

低速遠
心分離

遠心分
離

超遠心
分離

　上清　　

　細胞質画分　　

目的の蛋白
をより高い
割合で含ん
だ沈殿

不純物を
含んだ上
清

透析膜

少量の緩衝液
（バッファー）
に沈殿を溶かす

バッ
ファー

塩を含む蛋
白溶液

　　開始時 　　平衡化後

　　緩衝液

グルコースを
固定化したカ
ラムにグル
コース結合蛋
白を結合させ
る。他の蛋白
質は結合しな
い。

グルコースと
共にグルコー
ス結合蛋白質
が溶出され
る。

グルコー
ス添加

他の蛋白質は素通りする。

LDHの場合はAMP（NADの一部）を固定したカラムにLDHを吸着させ、NADで
溶出する。

固定
（AMP)

溶出
(NAD)

AMPの部分の方がNADよ
り安定でビーズに固定す
るのに適しているが、よ
り親和性、特異性の高い
NADの方がより、容易に
かつ選択的にLDHを要出
する。

AMPに結合する蛋白質は
全てカラムに着くことに
留意。したがって他の分
離方法も組み合わせる必
要がある。 陽イオン交換クロマ

トグラフィーの原理

正に帯電した蛋白質
（青）だけ、吸着す
る。後にイオン強度を
上げ、結合を弱くして
溶出させる。

負に帯電した蛋白質
（赤）は吸着せず、素
通りする。

カルボキシメチル
（CM）基

ジエチルアミノエ
チル（DEAE）基負に帯

電した
ビーズ

正電荷を持った蛋
白質を吸着

負電荷を持った蛋
白質を吸着

(pHによっても蛋白質の持っている電荷は異なる事に留意。後述）



蛋白質標品

ゲル濾過カラ
ム

多孔質の
ビーズ
小さな蛋白
質はビーズ
に入る

大きな
蛋白質
はビーズ
に入れ
ない

アクリルアミド メチレンビスアクリルアミド(架橋剤）
過硫酸塩

（重合促進剤）

重合/ 架橋したアクリルアミド

蛋白質の
移動方向 多孔質ゲル

混ざった蛋
白質標品

電圧をかける

ドデシル硫酸
ナトリウム

分子量
（kDa)

移動度 （分子量マーカー）と比較して分子量を決定できる。

（実験誤差により正確に４倍にはならない。）
等電点

S
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等電点電気泳動
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結合



ニンヒドリン

フルオレッサミン

クロマトグラフィーによるペプチド分解物の解析 エドマン分解

一段目

二段目

標識

切断

フェニルチオシアネート

PTH-アミノ酸 N末端が一残基短くなったペプチド



ラジオ波照射

スピン状態の
遷移エネルギー差

　　　　　　磁場強度　　

エ
ネ
ル
ギ
ー

化学シフト

強
度

(主に主鎖のアミドのプロトンを使う）



（１０℃-蛋白質
は熱に不安定）



二リン


