
プロテオーム解析用 

細胞内成分分画キット SF PTS Kit 

動物細胞から「細胞質基質」、「膜・オルガネラ」、「核」の３つの画分に分け、タンパク質を段階的に分画・抽出する
ためのキットです。分画により、タンパク質同定数の向上やタンパク質の細胞内局在解析に利用できます。 

抽出したタンパク質はトリプシン消化、脱塩ステップを経て、質量分析計を用いたプロテオーム解析に利用できます。 

キットには、4種類の抽出バッファー、1種類の試薬除去用バッファーと脱塩カラムが含まれています。 

培養細胞（接着細胞、浮遊細胞） 1×106～1×107細胞 

1×PBSで3回洗浄 （凍結細胞ペレットの場合はそのまま） 

溶解バッファーAを添加し、撹拌、5分間静置 

遠心（400 ×g,10 min,4 ℃で遠心） 

沈殿に溶解バッファーBを添加し、撹拌 

遠心（400 ×g,10 min,4 ℃で遠心） 

基本操作方法 

上清 

遠心（12,000 ×g,10 min,4 ℃） 

溶解バッファーCを添加し、ペレットを懸濁 

10分間静置、超音波処理20分 
上清 

遠心（12,000 ×g,10 min,4 ℃で遠心） 
遠心（12,000 ×g,10 min,4 ℃） 

上清 

①細胞質画分 

下記に記載しましたフローに基づき操作を行うことで、動物細胞からそれぞれ分画が可能です。 

上清 

②膜・オルガネラ画分 

上清 

③核画分 

①②③を溶解バッファーCで希釈 

   ↓ 

DTTによる還元処理 

   ↓ 

IAAによるアルキル化 

   ↓ 

MonoSpin Trypsinの使用やLys-C、トリプシンなど消化酵素を添加し消化 

   ↓ 

試薬Dを添加、攪拌し遠心処理後、上清を除去 

   ↓ 

TFA （トリフルオロ酢酸）を添加、撹拌し遠心処理後、上清を付属の脱塩カラムを用い脱塩 

   ↓ 

乾固再溶解 LC-MS/MSへ 

 

注1）各工程は、氷上で操作を行います。 

注2）プロテアーゼ阻害剤、DTT、IAA、消化酵素は別途用意してください。 

 

細胞質基質、膜・オルガネラ、核分画に分け、各フラクションのタンパク質を抽出可能です。 

使用する試薬は簡単に除去可能で、質量分析計での測定に影響を与えません。 

分画工程に超遠心分離処理は必要ありません。 

特長 

得られた画分は、溶解バッファーCで希釈し、還元・アルキル化、酵素消化を直接行うことが可能です。酵素消化後、 

試薬除去用の試薬Dを用いて溶解バッファー中に含まれる界面活性剤などを除去し、脱塩を行うことで、LC-MS/MS 

分析用のサンプルとなります。以下にフローを記載します。 



LDHA 

Calnexin 

Lamin A/C 

ウエスタンブロット法 

（A549細胞から調製した画分をウエスタンブロット法 

 により検出したバンド強度） 

プロテオーム解析法 

（HeLa細胞から調製した画分のLC-MS/MS分析結果から 

 求めたマーカータンパク質の分布比） 

Cyt：細胞質基質画分、Org：オルガネラ画分、Nuc：核画分 

LDH：細胞質タンパク質、Calnexin：小胞体タンパク質、LaminA/C：核タンパク質 

マーカータンパク質の分布比（プロテオーム解析） 

マーカータンパク質の分布 

LDHA 

Calnexin 

Lamin A/C 
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本キットで調製した各画分についてマーカータンパク質（LDHA, Calnexin, Lamin A/C）の分布をプロテオーム解析、
およびウエスタンブロット法で解析しました。 
注）細胞種や凍結保存期間によりタンパク質の分布は、変化します。 

HeLa細胞から調製した各画分のLC-MS/MS解析結果より、マーカータンパク質数種の分布比の平均値と標準偏差 

を求めました。マーカータンパク質は、以下のUniProt IDを用いました。結果から、それぞれの成分が、目的通り分離 

抽出できていることがわかります。 
 
細胞質基質マーカー：LDHB, LDHA(LDH) HSP74(HSP70), TBB4B(βチューブリン） 
オルガネラマーカー ：CALX(カルネキシン）, NCPR（P450), AT5F1(ATP合成酵素）, CLH1（クラスリン） 
核マーカー              ：H2AY, H2A1A, H2B1M, H2B1D, H4, H2A2B, H2A2A, H31（ヒストン）, LMNA（ラミンA/C) 
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平均値 標準偏差 

細胞質基質画分 オルガネラ画分 核画分 細胞質基質 オルガネラ画分 核画分 

細胞質基質 0.86  0.08  0.06  0.10  0.04  0.07  

オルガネラ 0.10  0.86  0.04  0.17  0.21  0.04  

核 0.06  0.03  0.91  0.08  0.03  0.10  
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品名 入数 Cat.No. 価格 

SF PTS Kit 細胞成分分画キット                   【劇】 48分画分  7510-11400 40,000  

注）動物細胞から「細胞質基質」、「膜・オルガネラ」、「核」のそれぞれ分画すると各16回分、分画可能です。 
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