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操作方法

MPEX PTS Reagentsは、質量分析計（MS)で膜タンパク質

 

を解析する際に最適な可溶化試薬です。
本製品は、難溶性の膜貫通タンパク質も容易に可溶化できま

 

す。また、MPEX試薬存在下でトリプシン消化が行なえます。
MPEX試薬は、液-液抽出で除去可能です。そのため、サンプ

 

ルロスやサンプルの希釈がなく、透析・限外ろ過による煩雑

 

な操作が必要ありません。また、可溶化剤は完全に除去され

 

るため、質量分析計に影響を与えません。
培養細胞やHeLa細胞などのセルライセートの膜画分から、

 

膜タンパク質の抽出が可能であり、質量分析計で解析が可

 

能です。

MPEX PTS Reagents
質量分析用膜タンパク質可溶化試薬

・TritonやTweenと比較して、可溶化能力が高い
・Lys-Cやトリプシンの活性を阻害しない

・除去方法が容易

特長

操作方法は、液‐液抽出がベースとなっており、標準的な遠

 

心機で操作可能です。
膜画分にMPEX試薬を加え、タンパク質を可溶化し、トリプシ

 

ン消化を行います。
その後、有機溶媒、酸を添加することで、MPEX試薬が除去

 

されます。（MPEX試薬は、有機溶媒層に移行。ペプチドは水

 

層に残存）膜タンパク質の質量分析による解析

操作方法

膜タンパク質は、生命活動にとって重要な機能を

 

果たしており、多くの医薬品のターゲットと言われ

 

ています。
膜タンパク質は、脂質二重膜から溶解・抽出しない

 

と構造を解析することができません。生体膜中に存

 

在するという性質上、抽出等の条件検討が必要で

 

す。しかし、現時点ではスマートな可溶化プロトコー

 

ルは存在しないのが実情でした。
特に質量分析装置を用いた解析の場合は、可溶

 

化剤の除去や消化酵素の失活など研究を進める

 

上で、ボトルネックな部分が存在しました。MPEX 
は、その悩みを解決します。いろんな可溶化剤で

 

条件検討する必要性はなく、MPEXのみで質量分

 

析計でのスムーズな解析を約束します。

以下の試薬及び製品は、お客様でご準備ください。
ジチオスレイトール（DTT）

 

：還元剤
ヨード酢酸（IAA）

 

：アルキル化剤
トリプシン

 

：タンパク質消化酵素
タンパク質濃度測定試薬

 

：BCA 試薬など
脱塩カラム

 

：C18 チップカラムなど

価格

品名 数量 Cat.No 価格

MPEX PTS 40回分 5010-21360 8,000
Reagents for MS 120回分 5010-21361 20,000劇
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大腸菌

 

膜画分 (17ug)
↓

トリプシン消化
↓

MPEX試薬の除去

 

↓
ペプチド調整(SCX Tip：5 フラクション→C18で脱塩

C18で脱塩：1 フラクション

 

計6 フラクション)
↓

Nano-LC/MS/MS （LTQ-Orbitrap）

 

(6 sample x 2 run)

HeLa細胞

 

膜画分 (９ug)
↓

トリプシン消化
↓

MPEX 試薬の除去

 

↓
ペプチド調整(SCX Tip：5 フラクション→C18で脱塩

C18で脱塩：1 フラクション

 

計6 フラクション)
↓

Nano-LC/MS/MS （LTQ-Orbitrap）

 

(6 sample x 2run)

大腸菌膜画分からの膜貫通タンパク質の同定 HeLa細胞膜画分からの膜貫通タンパク質の同定

IPI データベース

今回の実験結果

Geno Base データベース

今回の実験結果

同定された総タンパク質数

 

910
膜タンパク質数

 

470
－トランスポーター

 

81
－ABC superfamily 32
－PTS enzyme 11
－Cytochrome 15
－Two-component 16

同定された総タンパク質数

 

2380
膜タンパク質数

 

777
－レセプター

 

65
－トランスポーター

 

57
－Channel 3
－CD antigen 10

table１：同定された膜タンパク質の機能（大腸菌膜画分） table2：同定された膜タンパク質の機能（HeLa細胞画分）

Fig3. Geno

 

Base上のTM（膜貫通）ドメインを持つタンパク質（膜

 

タンパク質）と実験で同定された膜タンパク質のTM分布
Fig4. IPI human detabase上のTM（膜貫通）ドメインを持つ

 

タンパク

 

質と実験で同定された膜タンパク質の分布

縦軸：TMタンパク質総数における各TMタンパク質の存在比

 

（例：TMタンパク質総数の内、１回貫通型は２５％存在）

＊タンパク質およびペプチドは、Mascot v2.1で同定。タンパク質の膜貫通回数は、TMHMM v2.0で予測。

タンパク質の同定には以下のクライテリアを設け，どちらか一方でも満たすものを選択。
①7残基以上のペプチド(Mascot同定の信頼性が95%以上

 

)が、2つ以上あるもの
②7残基以上、かつMascot同定の信頼性が99%以上のペプチドが、1つでもあるもの

TM（膜貫通ドメイン）の数 TM（膜貫通ドメイン）の数
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