
クロマトグラフ用イオン交換樹脂の進歩

橋本 勉＊

1. はじめに

タンパク質のイオン交換クロマトグラフィーは，

1950年代にセルロースイオン交換体が開発されて
以来，タンパク質酵素，核酸等の生体物質の分

離，精製手段として，広く使用されてきた。そし

て1970年代後半より，その高性能化が検討され始
め(!-5)，シリカ又は，親水性樹脂をベースとした

多孔性のイオン交換体が開発されてきた。この多

孔性のイオン交換体は，単位質量あたりの吸着面

積が大きいため試料負荷量も多く，現在， タンパ

ク質の分離，分取手段として頻繁に使用されてい

る。しかし， シリカをベースとしたイオン交換体

は化学的に不安定なため，洗浄，再生にアルカリ

が使用不可能であり，現在では親水性樹脂をベー
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図 1 Titration curve of TSKgel D E A E - N P R .  

スとしたイオン交換体を使用するケースがほとん

どである。ところが，最近， Ungerらは，粒子径

1.5μm程度の非多孔性、ンリカゲルを用いたタン
パク質のクロマトグラフィ ーを検討し（6)，非多孔

性充填剤の有効性を見い出した。

本稿では，当社で最近開発された親水性樹脂を

ベースとした非多孔性イオン交換体 (TSKgel

D E A E- N P R,  TSKgel S P  - N P R ) と，従来の

多孔性イオン交換体 (TSKgel D E A E - 5  P W,  

TSKgel S P - 5  P W ) の比較について述べる。

2 .基本的性質

(1) イオン交換容量とタンパク質結合量

TSKgel D E A E- NPR, およびTSKgel D E A E-
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図 2 Titration curve of TSKgel S P - N P R .  
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5 P Wは親水性樹脂にジエチルアミノエチル基を

導入したアニオン交換体で， TSKgel S P  - NPR, 
およびTSKgel S P - 5  P Wはスルホフ ロ゚ピル悲を

導入したカチオン交換体である。

図ー1, 2 にTSKgel D E A E - N P Rおよび
TSKgel S P - N P R の滴定曲線を示す。これらの
イオン交換容量は，膨潤ゲル 1 mlあたりそれぞれ，
約0.15およびO.lOmeqに調節されている。 TSKgel
D E A E - 5  P W ,  S P - 5  P Wも同様の滴定曲線，
イオン交換容量を有する。

タンパク質結合容量は， TSKgel D E A E  - N P R  

DEAE-NPR 

はウシ血清アルブミン， TSKgel S P  - N P Rはウ

シヘモグロビンを用いてそれぞれ測定した結果，

ともに約 5rng/m]であった。一方TSKgel D E A E -
5 P W ,  S P - 5 P Wは，約30~40rng/m]で， この

差は単位質量あたりの表面積の差によるものと考

えられている。

(2) 標準タンパク質の分離

図ー 3および図ー 4 にTSKgel D E A E - N P Rと
T S K gel  D E A E - 5  P W ,  TSKgel S P - N P Rと
TSKgel SP - 5  P Wでのタンパク質の分離を， そ

れぞれの標準溶離条件で行なった場合の比較を示
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図 3 Comparison of TSKgel D E A E - N P R  and D E A E - 5 P W .  
Columo: TSKgel OEAE-NPR (JS x  4.6 mm !.O.) and OEAE-SPW (71 x  7.5 mm !.O.) 
s,m,le:, mixture of ovalbumin(l) and trypsin inhibitor(2) 
Elution: ID or 60 min linear gradient of NaCl from O t o  0.5 M i n  20 mM Tris-HCI buffer(pH 8.0) 
flo·• rate: I.I or 1.0 ml/r.in Temperature: 21'C Detection: UV (280 nm) 
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図 4 Comparison of TSKgel S P - N P R  and SP-5PW. 
Column: TSKge l  SP-IIPR (35 x  4.6 rrrn 1.0.) and SP-5PW (75 x  7.5 mm 1.0.) 
Sample: a  mixture of a-chymotrypsinogen A  (1) and ribonuclease (2) 
Elution: 10 or 60 min linear gradient of NaCl from O to 0.5 M  In 20 叩 MES buffer (pH 6.0) 

(2[N-morphollno]ethanesu1fonic acid - NaOH) 
flow rate: 1.5 or 1.0 ml/min Temperature: 25'C Oetection: UV (280 nm} 
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す。TSKgel D E A E - N P R , およびT S Kgel S P -

N P Rの方が，多孔性イオン交換体である T S K g el
D E A E - 5  P WやTSKgel S P - 5  P Wよりも非常

に短い分離時間（約 6分の 1) で高い分離能が得
られている。
非多孔性充填剤にはポアがないため， 試料は充

填剤外部表面だけでの相互作用により分離され，

このため試料ヒ°ークの広がりを抑えることができ

高分離が得られると考えられる。

(3) タンパク質回収率

表ー 1および表ー 2 にT S Kgel D E A E - N P Rお

よびTSKgel S P  - N P Rのタンパク質回収率を，ま
た表ー 3 および表ー4 にTSKgel D E A E - 5  P W ,  
T S K g el  S P - 5  P Wのタンパク質の回収率を示す。

すべてのタンパク質がほぼ90％以上の高い回収率

で得られている。

表 1 Recovery of Pro_teins from TSKgel 
D E A E - N P R  Column 

表 3 Recovery of Proteins from TSKgel 
D E A E - 5 P W.  

Protein Recovery （兄）

Thy「og!obu!1n
Ferri tin 
y-Globulin 
・Bovine serum albumin 
Hemoglobin 
Ovolbumin 
e-Lactoglobul in 
Trypsin inhibitor 
Myoglobin 

98 
99 
100 
102 
96 
10り
103 
10り
103 

Each protein of 0.4 mg was applied to DEAE-5PW 
column(75 x  7.5 mm I.D.) in 0.02 M  tris-HCl 
buffer(pH 8.5) and the adsorbed protein was 
desorbed in 0.02 M  tris-HCl buffer(pH 8.5) 
containing 0. 5  M  NaCl. 

表 4 Recovery of Proteins from T S K gel 
S P - 5 P W .  

Protein Recove「y (%) 
Thy「oglobul in 100 
Ferri tin 99 
l'-Globul in 10り
Bovine serum albumin 102 
Hemoglobin 91  
Ovolbumin 103 
企Lactog lobul In IOI 
Trypsin  lnhlbl tor 98 
Each protein of_ 5  μg was. separated_ on_ TS~~el OEAE-NPR column (35 x  4.6 rrm 1.0.) with a  10 min linear gradient of 
NaCl from Oto 0.5 Min 20 吋1 Tris-HCl buffer (pH 8.0) at 
a  flow rate of 1.5  ml/min and detected at 280 nm. 

表 2 Recovery of Proteins from TSKgel 
S P - N P R  Column. 

Protein Recovery (%) 
Hemoglobin 88 
ix-Chymotrypsinogen A  95 
IX-Chymotrypsin 100 
T「yosinogen 87 
Lysozyme 96 
Ribonuclease 95 
Cytochrome C  93 

Protel11 rlecuvery (%) 

r-Globulln 98 
lle111og lobln 96 
T「ypslnogen l  o  l  
(l-Chy111otryoslnogen A  98 
a-Chy111ot「yosln l  oq 
Myoglobin 88 
LYSOZYflle 95 
Ribonucleose A  100 
Cytochrorne C  103 
Each protein of 0.1 n>~ was applied to SP-51'W 
colurnn(75 x  7.5 111111 I.D .) in 0.02 U  phosphate 
buffer(pll G.0) and the adsorbed protein was 
desorbcd in 0.02 M  phosphate bu!fer(pll 6.0) 
containing 0.5 M  NaCl. 

Each protein of 5  ug was separated on TSKgel SP-NPR column 
(35 x  4.6 n m  I.D.) with a  10 min linear gradient of NaCl 
from Oto 0.5 Min 20 mM phosphate buffer(pH 7.0) at a  flow 
rate of 1.5  ml/min and detected at 280 nm.  

(4) 試料負荷量

数種の精製タンパク質を用いて，最大試料負荷
量の検討を行なった。図ー 5 にTSKgel D E A E  -

N P Rにおける卵アルブミンと トリ プシンイン ヒ

ビタ ー (soybean)の分離能への試料負荷量の影

響を示す。また，図ー6にTSKgel D E A E - 5  P W  
での結果を示す。図ー 5および図ー6より D E A E-
N P Rでは 10 μg （各 5 μg), D E A E - 5  P Wでは

1  （各0.5mg) までは一定の分離能が得られるが，
それ以上では分離能は徐々に低下した。図ー 5お
よび図ー6 は，精製された試料についての結果を
示したが，次に不純物の多い粗製試料について検
討した。試料には市販リボキシダーゼを用いた。
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図 5 Dependence of resolution on sample load ing in the separation of proteins on 
T S K gel D E A E - N P R .  

A  mixture of equal amount of ovalbumin  and trypsin inhibitor was separated 
under the same conditions as in Fig. 3. The sample loading was varied between  
1.25 to 80 μg .  
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図 6 Dependence of resolution on sa mple  loading in the separation of proteins  on 
TSKgel D E A E - 5 P W.  

0.1  

A  mixture of equal amount  of ovalbumin and trypsin inhibitor was separated 
under  the same conditions as in Fig. 3. The sample  loading was varied between 
0 .06 to 4  mg .  
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図ー7 に試料量50μgと200μgのク ロマトグラム
を示す。図ー 7 より試料量200 μgまでは， クロ
マトグラムに大きな違いはなく良好に分離された

が， 200 μg以上では分離能は低下した。
以上，精製タンパク質および粗製タンパク質の

最大試料負荷量について検討したが，非多孔性充
填剤は表面積が少ないため，従来の多孔性充填剤
と比較すると約100分の 1であった。

50 JJ9 

3 .応用例

基本的性質の項で述べたように，非多孔性充損
剤 (TSKgel D E A E - N P R,  S P - N P R ) は微量

タンパク質の分離精製，あるいは純度チェックな

どが非常に短時間で行なえ，一方， 多孔性充填剤
(TSKgel D E A E- 5  P W ,  S P - 5  P W ) は，分取

を目的とした精製が行なえる。

200 lJQ 

゜ 2
 

3
 

4
 

5
 

6
 ゜ 2

 
3
 

hr 5
 

6
 Elution Time (min) 

図 7 Separation of a  crude sample of lipoxidase of 50μg and 200μg by ion-excharge chromatography 
on TSKgel D E A E - N P R .  

Column: TSKge1 DEAE-NPR (35 x  4.6 mm I.D.) 
Sample: a  commercial crude sample of lipoxidase (5D or 200 μg)  
Elution :  10  min linear gradient of NaCl from O t o  0.5 M i n  20 mM Tris -HCl buffer (pH 8.0) 
Flow rate: 1.5 ml/min Temperature: 25°C Detection: UV (280 nm) 
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3  - 1 ,  TSKgel  D E A E - N P R,  S P - N P R  

による応用例

(1) TSKgel D E A E - N Pによるタンパク質の

純度チェック

図ー8 に起源の異なる二種のプロテインA の
TSKgel D E A E - N P Rによるク ロマトグラムを示

す。Repligen 社製の遺伝子組み換え大腸苗産生

のプロテイ ンA は，S D Sーポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動で， また生化学工業社製の黄色プ ドウ

球菌由来のプロテインA は，ディスク電気泳動で

それぞれシングルバンドしか確認されませんが，

図ー8 からわかるようにいずれの試料も複数のヒ°―
クが認められる。分析時間も約 5分と非常に短い
ことより， TSKgel D E A E - NP RおよびS P - N P R

によるタンパク質の分離は， 電気泳動法に代わる

純度チェックや，製品の品質管理の手段として有

用であると考えられる。

゜ 2  3  4  5  
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図 8 Separation of protein A  from recombinant E.coli product (upper)  and from Staphylococcus 
aureus (lower) by ion-exchange chromatography on TSKgel D E A E - N P R .  

Conditions as in Fig. 3. 
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(2) TSKgel S P - N P Rによる
グリコヘモグロビ ンの分離

図ー 9 にTSKgel SP - N P Rによるヒトヘモグ
ロビンスタンダードの分離のクロマトグラムを示

す。グリコヘモグロビンの測定は，糖尿病のスク

リーニ ングテストとして，また糖尿病患者の長期

血糖コントロ ールの指標として注目され，すでに

臨床検査の項目に上がっている。図に示すように，

約1.2 分にグリコヘモグロビン (I-lb Ale) と思
われるピークが溶出 し，約2.4 分に溶出するヘモ
グロビン (I-lb Ao) のピークと良好に分離されて

いる。このように臨床検査への応用も可能である。

゜1  2  3  4  5  
Elution Time (min) 

図 9 Separation of human hemoglobin standard by ion-exchange chromatgraphy on 
TSKgel S P - N P R .  

Column: TSKgel SP-NPR (35 x  4.6 mm I.D.) 
Sample:・ human hemoglobin standard 
Elution :  3  min linear gradient of NaCl from 0.05  to 0.2 M i n  20 mM bis -Tris-HCl 

buffer (pH 6.0) 
Flow rate: 1.5 ml /min Temperature :  25°C Detection: UV (415 nm) 
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(3) D N Aフラグメントの分離

図ー10に ¢X - 174 R F  D N AのHae皿消化物

のク ロマト グラムを示す。72~310 塩基対 (base

pair :  bp) の分離は従来の多孔性充填剤とほとん

ど同じだが， 603 ~  l,353 bp の大きいフラグメ

ントについては，非多孔性充填剤であるTSKgel

D E A E - N P Rの方が良い分離を示し，分析時間
も12分と非常に短いことがわかる。
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図10 Separation of cj>X-174 R F  D N A - H a e  ill digest by ion-exchange chromatography on 
TSKges D E A E - N P R .  

Column 
Sample 
Elution 

Flow rate 
Detection 

海洋化学研究 3, 1  (1988) 

:  TSKgel DEAE-NPR ( 3 5  x  4.6 mmI.D.) 
:  <PX-174 RF DNA-Hae III digest (1.25 ¥J&) 
:  SO min linear gradient of NaCl from zero to O. S  M  
in 20 m M  Tris-HCl(pH 9) 
:  1.0 ml/min Temperature :  25°C 
:  UV absorbance at 260 run 
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゜ 30 
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60 

図11 C h r o m a t o g r a m  of crude superoxide disumutase (300mg)  obtaind on 
TSKfes C E A E - 5 P W  200X55mm 1.0. column with a  180min linear gradient of 
NaCl from O  to 0.3 M  in 0.0 2 M  Tris- H  CI buffer (pH7.5) at a  flow-rate of 30ml/  m  In .  

original samp le fraction 

゜ 10 20 ゜ 10 20 
Eluti on  Time (min) 

図12 Analytical ion-exchange chromatograms of original sample and superoxide dismutase 
fraction on TSKgel D E A E - 5 P W  7 5 X 7.5mm I.D. column with a  30 m i n  linear gradient 
of NaCl fr o m  O  to 0.3M in 0.02M Tris-HCI buffer (pH7.5)  at a  flow-rate of 1  ml/  m i n  
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3  - 2, TSKgel D E A E - 5  P Wによる応用例

(1)  TSKgel D E A E - 5  P Wによるスーパー

オキシドジスムターゼ (SOD) の精製

図ー11にT S K gel D E A E - 5  P W分取カラム

(200 X 55mml.D.）を用いて， S O Dを分離したク ロ

マトグラムを示す。図ー11中のメインピークに

S O D活性か認められ， 二本の縦線間を分取した。

フラクションは分析カラムで純度チェックをし，

その結果を図ー12に示す。図ー12より，不純物の

ないS O Dが得られていることがわかる。また，

電気泳動パタ ーンは示さないが， 電気泳動でも純

度チェックした結果，一本のバンドしか認められ

なかった。

4. 終わりに

以上、 最近開発された非多孔性充填剤と従来の

多孔性充隕剤の比較について簡単に述べたが、非

多孔性充填剤では微量の試料を短時間でしかも高

分離能で分離することが可能なため、 分析時間の

スピードが要求される臨床検査や、大量精製にお

ける生産過程の工程管理や純度チェックなどへの

応用が期待される。

一方、多孔性充填剤では表面積が大きいことを

利用し、大星精製や大星分取が可能であり、辿伝

子組み換え技術や細胞融合技術などを利用したラ

イフサイエンスが成熟し、それを応用した有用物

質の大量生腟と粕製への応用が期待される。
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