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タンパク質の SH 基の数を知りたい

I はじめに

-SulfoBiotics- Protein Redox State Monitoring Kit（Code: SB11）
および -SulfoBiotics- Protein Redox State Monitoring Kit Plus
（Code: SB12）は、ゲル電気泳動を用いてタンパク質中の遊

離の SH 基数を可視化するためのキットである。キット付属の

Protein-SHifter（SB11 付属）および Protein-SHifter Plus（SB12
付属）は、マレイミド基を有する高分子ラベル化剤であり、タ

ンパク質のチオール基に特異的に結合する ( 図 1)。Protein-
SHifter（あるいは Protein-SHifter Plus）でラベル化したタン

パク質をゲル電気泳動に適用すると、タンパク質チオール基 1
個当たり分子質量が約 15 kDa 増加したバンドとして分離・検

出することが可能である ( 図 2)。
一方、-SulfoBiotics- PEG-PCMal（Code:SB20）が 1 分子結合

することで、タンパク質は分子質量約 5 kDa 増加したバンド

として分離検出される。

図 2　電気泳動によるタンパク質の SH 基数の可視化

図 1　Protein-SHifter( 上段 ) および Protein-SHifter Plus( 下段 ) の解析原理
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使用製品

-SulfoBiotics- Protein Redox State Monitoring Kit  [SB11]
-SulfoBiotics- Protein Redox State Monitoring Kit Plus   [SB12]
-SulfoBiotics- PEG-PCMal  [SB20]

解析装置

Protein-SHifter Plus（Code: SB12、SB20 付属）+PEG-
PCMal は光分解能を有するため、電気泳動のゲルに UV を照

射することで、ラベル化したタンパク質から切り離すことがで

きる。そのため、ラベル化していないタンパク質と同様にウエ

スタンブロットに適用することが可能である（図 1）。
-SulfoBiotics- Protein Redox State Monitoring Kit (Code: SB11)

は精製タンパク質の解析に、-SulfoBiotics- Protein Redox State 
Monitoring Kit Plus (Code: SB12) は細胞中の特定タンパク質の

解析に、-SulfoBiotics- PEG-PCMal（Code：SB20）は、細胞や動

物、植物組織の特定タンパク質の解析に適している。

Protein-SHifter による
ラベル化

Protein-SHifter Plus
またはPEG-PCMal による
ラベル化

SH
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II キット内容

(1) -SulfoBiotics- Protein Redox State Monitoring Kit
(Code: SB11)
 ・Protein-SHifter
 ・Reaction Buffer A
 ・Reaction Buffer B

(2) -SulfoBiotics- Protein Redox State Monitoring Kit Plus
(Code: SB12)
 ・Protein-SHifter Plus
 ・Reaction Buffer A
 ・Reaction Buffer B
 ・Lysis Buffer

キット以外に必要なもの

・200, 10 μl マイクロピペッター

・電気泳動関連試薬類 [ ゲル、Loading Buffer、タンパク質染

色試薬（CBB:Coomassie Brilliant Blue など）

・インキュベーター（37℃）

・PBS（サンプル希釈用）

・マイクロチューブ

・10 (w/v) % TCA( トリクロロ酢酸 ) 水溶液

・70 (v/v) % エタノール水溶液

・アセトン

・ウェスタンブロット関連試薬類 [PVDF 膜、転写装置、光切

断装置（トランスイルミネーター）など

・遠心装置（サンプル調製用）

III -SulfoBiotics- Protein Redox State Monitoring Kit
 (Code: SB11) の操作方法

1) Protein-SHifter に Reaction Buffer Aを 4 μl 加え、ピペッティ

ングでよく混合する。

2) 操作 1 の溶液にサンプル 2 μl を加え、ピペッティングで

よく混合する。

※ サンプルのタンパク質濃度は 0.1 〜 1 mg/ml、またはチオール濃

度として 100 μmol/l 以下を推奨する。推奨範囲を超える場合には

十分なラベル化ができない可能性がある。

3) 操作 2 の溶液に Reaction Buffer B を 4 μl 加え、ピペッティ

ングでよく混合する。

※ Reaction Buffer B を混合することで白濁することがある。

その場合、40-50℃で加温溶解すること。 
※ 溶液が泡立った場合は、7,000×g、1〜2 分間遠心して消泡すること。

4) 37℃、30 分間反応する。

※ラベル化したサンプルはすぐに電気泳動実験に使用する。

5) 操作 4 のサンプルを電気泳動に使用する。

6) ゲルをタンパク質染色試薬で染色し、タンパク質を検出する。

 IV 実験例

GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 
タンパク質中の SH 基数の検出

1) 1 mg/ml GAPDH (36 kDa、 SH基数3)( PBS溶液 )10 μlを1.5
ml マイクロチューブに入れ、100 mmol/l  DTT (Dithiothreitol)
水溶液を 1 μl 加え、良く混合した。

2) 操作 1 のチューブを 37 ℃、10 分間インキュベートした。

3) 操作 2 の溶液全量を 10 K フィルトレーションチューブに移

し、7,500 x g で 15 分間遠心した。

4) TE Buffer [50 mmol/l Tris-HCl (pH 7.5)、1 mmol/l EDTA] 100 
μl を操作 3) のチューブに加えて混合し、7,500 x g で 15 分
遠心し、ろ液を除去した。

5) 操作 4 の作業をもう一度繰り返した。

6) TE Buffer 50 μl を操作 5 のチューブに加え、良く混合した。

（0.2 mg/ml GAPDH）

7) Reaction Buffer A 4 μl を Protein-SHifter に加え、良く混合

した。

8) 操作 6 の溶液 2 μl を操作 7 のチューブに加え、良く混合した。

9) Reaction Buffer B 4 μl を操作 8 のチューブに加え、良く混合した。

10) 操作 9) のチューブを 37℃、30 分間反応した。

11) 操作 10) で反応する溶液に、 Loading Buffer [10 (w/v) %
sodium dodecyl sulfate, 50 (v/v) % glycerol, 0.2 mol/l Tris-
HCl (pH 6.8) , 0.05 (w/v) % bromophenol blue] を 2 μl 加え、

良く混合した。

12) 操作 11 で調製する溶液全量を用いて電気泳動を行った。

13) CBB で染色し、マルチイメージャーにより画像を取得した。

図 3  GAPDH タンパク質の SH 基数の検出
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V -SulfoBiotics- Protein Redox State Monitoring 
 Kit Plus (Code: SB12) の操作方法

サンプル調製方法 ( 付着細胞用 )
1) 細胞数として 5 〜 10 x105 cells/well (6-well プレート ) を用

意する。

※ サンプルのタンパク質濃度は 0.1 〜 1 mg/ml、またはチオール濃度

として 100 μmol/l 以下を推奨する。推奨範囲を超える場合には十

分なラベル化ができない可能性がある。

2) 培地を吸引除去し、冷却した PBS 500 μl/well で 2 回洗浄する。

3) 冷却した 10 % TCA 水溶液 を 500 μl/well 加え、プレートを

氷浴上で 30 分間静置する。

4) スクレーパーで細胞を剥がし、チューブに回収する。

5) 1,000 x g、3 分間遠心し、上清を除去する。

6) 冷却したアセトン 500 μl/tube を加え、再度 1,000 x g、3 分
間遠心し、上清を除去する。（2 回行う。） 

7) 冷却した 70% EtOH 水溶液を 500 μl/tube 加え、再度 1,000 x g、
3 分間遠心し、上清を除去する。

8) Lysis Buffer 100 μl/tube を加え、超音波照射により細胞ペ

レットを溶解する。

※ 細胞溶解に用いる Lysis Buffer は実験系に応じてプロテアーゼイ

ンヒビターを加えること。

※ 溶解後のサンプルはすぐに Protein-SHifter Plus によるラベル化反

応に使用すること。
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9) 冷却する 70 % EtOH 水溶液を 500 μl/tube 加え、再度 1,000
×g、3 分間遠心し、上清を除去した。

10) Lysis Buffer (1% プロテアーゼインヒビター含 )100 μl を加

え、超音波により細胞ペレットを溶解した。

11) Protein-SHifter Plus に Reaction Buffer A を 4 μl 加えた。

12) 操作 10 の溶液 2 μl を Protein-SHifter Plus に加えた。

13) Reaction Buffer B を 4 μl を Protein-SHifter Plus に加え、

ピペッティングでよく混合した。

14) 37 ℃、30 分間反応させた。

15) Loading Buffer (10 (w/v) % sodium dodecyl sulfate (SDS) ,
50 (v/v) % glycerol, 0.2 mol/l Tris-HCl (pH 6.8) , 0.05 (w/v)
% bromophenol blue)  2 μl を Protein-SHifter Plus に加え、

ピペッティングでよく混合した。

16) 操作 14 の溶液を SDS- ポリアクリルアミドゲル（15%）に

使用し、電気泳動を行った。

17) 電気泳動後のゲルを、トランスイルミネーターで 10 分間

UV 照射した。

18) ゲル中のタンパク質を PVDF 膜に転写した。

1            2             3

-SH x2
-SH x3

SH基数

-SH x1

-SH x0

図 4　HeLa 細胞中の GAPDH タンパク質の SH 状態の可視化

一次抗体：ウサギ抗 GAPDH 抗体

　二次抗体：ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ抗体

　検出方法：化学発光法

サンプル調製方法 ( 浮遊細胞用 )
1) 細胞数として 5 〜 10 x105 cells/tube を用意する。

※ サンプルのタンパク質濃度は 0.1 〜 1 mg/ml、またはチオール濃

度として 100 μmol/l 以下を推奨します。推奨範囲を超える場合に

は十分なラベル化ができない可能性がある。 

2) 1,000 x g、3 分間遠心し、上清を除去する。

3) 冷却した 500 μl PBS を加え、ピペッティングで撹拌後 1,000 x g、 
3 分間遠心し、上清を除去する。

4) 冷却した 10% TCA 水溶液を 500 μl 加え、ピペッティング

で撹拌後、チューブを氷浴上で 30 分間静置する。

5) 1,000 x g、3 分間遠心し、上清を除去する。

6) 冷却したアセトン 500 μl を加え、再度 1,000 x g、3 分間遠心し、

上清を除去する。（この操作を 2 回行う。）

7) 冷却した70% EtOH水溶液を500 μl/tube加え、再度1,000 x g、
3 分間遠心し、上清を除去する。

8) Lysis Buffer 100 μl/tube を加え、超音波により細胞ペレット

を溶解する。

※細胞溶解に用いる Lysis Buffer は実験系に応じてプロテアーゼイン

ヒビターを加えること。

※溶解後のサンプルはすぐに Protein-SHifter Plus によるラベル化反

応に使用すること。

ラベル化方法
1) Protein-SHifter Plus に Reaction Buffer A を 4 μl 加え、ピペッ

ティングでよく混合する。

2) 上記で調製したサンプル 2 μl を加え、ピペッティングでよ

く混合する。

3) Reaction Buffer Bを4 μ加え、ピペッティングでよく混合する。

※ Reaction Buffer B を混合することで白濁する場合がある。その場

合、40 〜 50℃で加温溶解すること。

※溶液が泡立った場合は、7,000 × g, 1 〜 2 分間遠心にかけて消泡

すること。 

4) 37℃、30 分間反応させる。

※ラベル化したサンプルはすぐに電気泳動実験に使用すること。

5) 操作 4 のサンプルを電気泳動に使用する。

6) ゲルをトランスイルミネーターで 10 分間 UV (302 nm) 光
を照射する。

※ゲルが乾燥しないように、ガラスに挟んだ状態で操作を行うこと。

7) 操作 6 のゲルを PVDF 膜に転写する。

8) ウェスタンブロット実験を行い、タンパク質を検出する。

VI 実験例

HeLa 細胞中 GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 
の酸化剤に対する応答

1) HeLa 細胞を 6-well プレートに 5 x 105 cell/well 播種し、

37℃、5% CO2 インキュベーターで一晩培養した。

2) 培地を吸引除去し、PBS（37 ℃）500 μl/well を加え洗浄し、

吸引除去した。

3) 1 mmol/l Diamide [1,1-Azobis(N,N-dimethylform amide)] ま
たは H2O2 を 500 μl/well 添加し、37℃で 10 分間静置する。

4) 溶液を吸引除去し、冷却する 10% TCA 水溶液を 500 μl/well
加え、プレートを氷浴上で 30 分間静置した。

5) スクレーパーで細胞を剥がし、1.5 ml マイクロチューブに

回収した。

6) 1,000 x g、 3 分間遠心し、上清を除去した。

7) 冷却したアセトンを 500 μl/tube 加え、 1,000 x g、3 分間遠心し、

上清を除去した。

8) 操作 7 をもう一度繰り返した。

VII -SulfoBiotics- PEG-PCMal（Code：SB20）の
　実験方法

シロイヌナズナの葉に含まれる光応答性タンパク質

(ATP 合成酵素γサブユニット ) のレドックス状態の解析

1) シロイヌナズナの葉を凍結粉砕するために、乳鉢と乳棒を

液体窒素であらかじめ冷却した。

2) 切り離したシロイヌナズナの葉 1 枚 ( 約 50 mg) を、暗所も

しくは光環境下に 5 分おき、その環境下で液体窒素で凍結

させ、乳鉢にて粉砕した。

3) 粉砕した葉 ( 各サンプル ) に、4 mmol/l PEG-PCMal 溶液

180μl を加え ( 瞬時に凍る )、乳鉢でさらに粉砕した。

※ 4 mmol/l PEG-PCMal 溶液は、PEG-PCMal(1 mg/tube)2 本に、

SDS sample buffer【62.5 mmol/l Tris-HCl(pH7.5), 2% SDS, 7.5% 

glycerol, 0.01% bromophenol blue】 (90 μl/tube)を加えて調製した。

4)1.5 ml マイクロチューブに粉砕物を回収し、遮光下、室温で

1 時間静置した。

5) 95℃で 5 分間ボイルした後、15,000 rpm で 10 分間遠心した。

6) 上清をタンパク質サンプルとし、電気泳動に使用した。

7) 電気泳動後のゲルをトランスイルミネーターで 10 分間

UV(302 nm) 照射した。

8) ゲル中のタンパク質を PVDF 膜に転写し、抗体を用いて

ATP 合成酵素γサブユニットを検出した。

1. 未処理、ラベル化

2. Diamide 酸化、ラベル化

3. H2O2酸化、ラベル化
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VIII 実験方法 HeLa 細胞中 TRX(Thioredoxin) の
レドックス状態の解析

1) HeLa 細胞を 96-well プレートに 1x105 cell/well 播種し、

37℃、5% CO2 インキュベーターで一晩培養した。

2) 培地を吸引除去し、PBS (37℃ ) 500 μl を加え洗浄し、吸引

除去した。

3) PEG-PCMal 1 mg を含むチューブに Lysis buffer 360μl を加

え、ピペッティングにより溶解した (1 mmol/I PEG-PCMal)。
4) 1 mmol/I PEG-PCMal 溶液 10 μl を操作 2 の well に加え、ピ

ペッティングでよく混合し、細胞を溶解した。

5) 操作 4 の溶液 10 μl を 1.5ml マイクロチューブに入れ、37℃
で 30 分間静置した。

6) 操作 5 のサンプル溶液に Loading buffer 2 μl を加え、よく

混合した。

7) 操作 6 の溶液を SDS- ポリアクリルアミドゲル (15%) 電気

泳動に使用した。

8) 電気泳動後のゲルをトランスイルミネーターで 10 分間 UV
(302 nm) 照射した。

9) ゲル中のタンパク質を PVDF 膜に転写し、抗体を用いて

TRX を検出した。

図 6 Hela 細胞の TRX のレドックス状態の可視化

図 5  シロイヌナズナ中の光応答性タンパク質の
レドックス状態の可視化
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R : 還元型、O : 酸化型
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一次抗体：ウサギ抗 TRX 抗体

二次抗体：ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギ抗体

検出方法：化学発光法
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Lane1. TRX
Lane2. TRX, ラベル化




