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 Simple Westernで内在性膜タンパク質の分析 
 

イントロダクション 
内在性膜タンパク質（Integral membrane proteins; IMP）

は、すべての細胞の重要な細胞機能に関与し、すべて
のOpen reading frameの20〜30％を占めています1。と

ころがその独特な性質のために、IMPの生化学的分析

は容易ではありません。球状タンパク質とは異なり、

IMPは細胞と細胞内の構成要素（コンパートメント）

をカプセル化して包み込むように、脂質に富んだ疎水
性の膜内に存在します。それらは膜貫通ドメインの疎

水性アミノ酸で複数回その膜にまたがっていることが

よくあります。実際の細胞膜からIMPを取り出すこと

は困難なことが多く、多くの場合、溶解および変性条

件の検討や、界面活性剤の添加などが必要になります。 
 

IMPの研究実験を行う前に、まず目的のIMPを抽出する

方法を確立しなければなりません。界面活性剤を多く

含んだlysisバッファーの使用や2分画法により特定の細
胞内コンパートメントを分離3します。このプロトコー

ルではネバダ大学が行った研究を紹介します。ネバダ
大学では、超遠心機を使って細胞分画法で細胞膜結合

インテグリンを分画しSimple Western™で分析しました。

また、グリコシル化した膜タンパク質を扱う際のサン
プル調製条件の検討方法のコツや、IMPの適切なロー

ディングコントロールに関する助言を提供しています。 

 
IMPsの溶解に関する考慮事項 

IMPsを効率良く抽出するために、より厳密な可溶化手

順をとることがよく必要となります2,3,6。ProteinSimple 
RIPA buffer (PN 040-483)などのlysis bufferや、目的の膜
タンパク質の抽出に同様に適している、もしくは確立
されたbufferを使用することをお勧めします。膜抽出

バッファーを含めて検証済みバッファーに関しては、
Simple Western Buffer Compatibilityガイドをご覧くださ
い。 

 
IMPの変性に関する考慮事項 

目的の標的タンパク質のサンプルを準備するプロトコ
ールが既にある場合（例えば文献から）、 Simple 

Westernでそれらの条件を使用することをお勧めします。
サンプル調製プロトコールをお持ちでない場合は、最

初にデフォルトのサンプル調製条件から始めることを
お勧めします。 多くの膜タンパク質においては、これ 

で上手くいきますが、一部のIMPは高熱で加熱する

と疎水性ドメインが新たに露出し、好ましくないリ

フォールディングにより凝集することがあります9。

このような場合、サンプルを95°Cで5分間加熱するな
どのデフォルトのSimple Westernプロトコールは、目

的の膜タンパク質に適しておらず、予想分子量（MW）

でシグナルを得られない場合や、使用している分離

範囲の上端にシグナルを検出することがあります。 

標的タンパク質がデフォルトのサンプル調製条件下
で凝集する場合、もしくは安全を期したい場合は、
さまざまな加熱時間と温度を評価する簡単な変性テ
ストを行うことをお勧めします。まず、複数のチュ

ーブに分注することのできる1本のマスターサンプル
を作成し、 サンプルを各チューブに分注した後、各
チューブを異なる変性条件で処理します。その後、

並べてSimple Western機器で測定し、目的のIMPに最
適な条件を特定します（図1）。 
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図1.目的のIMPに適した変性条件を特定するワークフロー。 

 
IMPの推奨熱変性条件検討: 

1. 製品説明書に従い、8µLの5XのMaster Mixと32µLの希

釈済ライセートを混ぜて、マスターサンプル(40 µL)

を作成します。 

2. このサンプルを4本のチューブに1チューブあたり10 

µLずつ分注します。 

3. 4つのチューブのうち、1つを95°Cで5分間、1つを

70°Cで10分間、1つを室温で30分間放置します。2％
SDSサンプルの場合、1µLのサンプルを取り除き、代
わりに1µLの20％SDSを加え、チューブを95°Cで5分
間放置します。 
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4. 熱変性したサンプルを2分間1000 x gで遠心しま

す。 

5. サンプルをSimple Westernのサイズアッセイで並

行して測定し、最適な変性条件を検証します。 

IMPは細胞表面と細胞内コンパートメントの境界に

局在しています。調製サンプルには細胞内フラクシ

ョンが含まれるため、IMPが発現している特定の膜
を分離する必要があります。次の章では、日常的に

膜画分の分離を行い、膜タンパク質分析を行ってい

るネバダ大学の研究を紹介します。 

 
超遠心による分画 

細胞質シグナル伝達機構の存在は、IMPの研究を困

 

難にすることがあります。超遠心分離画分は、サイト

ゾル（細胞質）タンパク質からIMPを分離する方法で
す6。ネバダ州リノにあるネバダ大学リノ校医学部の

生理および細胞生物学科のブライアンA.ペリノ博士

とアシュリーオルセン博士は、超遠心と Simple 

WesternプラットフォームWes™でインテグリンを媒介
する平滑筋シグナル伝達メカニズムを研究しています。

インテグリンは、細胞接着を介したシグナル伝達に関
与するIMPのファミリーであり、αおよびβファミリー
サブユニットはその組合せ対により、様々な活性化二
量体受容体を形成することができます4。受容体の組

み合わせは、異なる細胞におけるインテグリンサブセ
ットの発現選択性によって制限（制御）されています。
例えば、α8β1は平滑筋細胞に主に発現しており、フ

ィブロネクチンや他の細胞外マトリックスタンパク質
に結合することが示されています5。 

 
ペリノ博士の研究室では、図2に示すように、超遠心

でβ1を含んだインテグリン二量体をほぼ純粋な膜画分
に分離しました。Simple Westernでの超遠心分離画分

の分析により、β1インテグリンはヒト胃底と胃前庭部

の平滑筋の両方から得た膜画分（100KP）に発現して
おり、サイトゾルのタンパク質を含んだ可溶性画分

（100KSN）にはほとんど発現していないことを示し

ています。 
 

図2. Wesを用いたβ1インテグリン発現の特性評価。  

100,000 xgで遠心し、ヒト胃底と胃前庭部の平滑筋から超遠心

分画を得た。遠心後、細胞膜画分（100KP、青線）と可溶性画

分（100KSN、オレンジ線）を精製した。  両方の画分は、

PNGase F（PNGase F PRIME、Bulldog Bio）で脱グリコシル化し、

8 M尿素で処理した後、1レーンあたり1.5 µgのタンパク質を反

復してロードした。抗 β1インテグリン抗体（Genetex、

GTX128839、1：50）でβ1インテグリンを検出した。 

 

同じ画分にα8インテグリンも発現していることも確認
しました。α8インテグリンは、ヒトの胃の平滑筋の

100KPに発現していますが（図3、レーン1）、骨格筋

には発現していませんでした（図3、レーン2）。 β1イ
ンテグリンのように、α8インテグリンは骨格筋ではな
く平滑筋に特異的に発現しています。 

 

図3.平滑筋細胞におけるβ1インテグリンの結合タンパク質

α8インテグリンの分析。 

平滑筋（レーン1）および骨格筋（レーン2）の細胞膜画分

をPNGase Fで処理後、1レーン当たり1.5 µgのタンパク質をロ

ードした。抗α8インテグリン抗体（Santa Cruz、sc-365798、

1：50）でα8インテグリンを検出した。 
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グリコシル化タンパク質の注意点 

従来法のウエスタンブロットのように、タンパク質の

特徴により、目的のタンパク質と分離マトリックス間
で二次相互作用が起こり、アミノ酸配列による予想分

子量と比較して見かけの分子量がシフトすることがあ
ります。分子量シフトを引き起こすことのある一般的
なタンパク質修飾の1つは、グリコシル化です。ここ

では、目的のタンパク質のグリコシル化状態を検証す

るために、ペリノ博士らが開発し、使用した脱グリコ
シル化をするプロトコールについて説明します。 

SIMPLE WESTERN用脱グリコシル化プロトコール: 

1. 製品インサートに従って、変性条件下でPNGase F 

PRIME（Bulldog Bio、NZPP050）を使用して脱グリコ

シル化を行います。 PNGase Fを他から入手すること

も可能ですが、この場合は別途最適化が必要になる

場合があります。 

2. 酵素反応を省いたコントロールを含めることを推奨

します。 

3. コントロールおよび脱グリコシル化したサンプルに

5X Master Mixを直接加え、最適化したサンプル調製

の条件で変性します。 

4. コントロールと脱グリコシル化したサンプルをWes

用のプレートにロードします。 

注:ペリノ博士のグループは、脱グリコシル化後に8 Mの
尿素をサンプルに加えて、追加の（およびオプションの）
変性ステップを行いました。 

 
膜タンパク質調製物のローディングコント

ロールの推奨 

MerckのRoddyとその同僚は、アナセトラピブ投与後
の肝臓ミクロソームのLDLr発現をSimple Westernで調
べる際に、膜タンパク質ローディングコントロールと

してNa+/K+ ATPaseを使用しました（以下の論文スポッ
トライトに含まれています）。このローディングコン
トロールは約110 kDaで検出されますが、さまざまな

細胞や組織の細胞膜に発現しています10。 

 
要旨 

IMPは、あらゆるプラットフォームで分析することが

本質的に難しいタイプのタンパク質です。適切に可溶

化し変性すると、これらのタンパク質を Simple 

Westernで簡単に検出することができます。インテグ

リンについて示されているように、更なる細胞内フラ
クション、脱グリコシル化、もしくは他の処理が有益

もしくは必要な場合があります。 

以下は、研究者たちが膜タンパク質を扱うという課題

に挑戦し克服した出版物の選択リストです... 
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