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CBB試薬を用いたタンパク質定量法の再現性向上について
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【目的】クーマシーブリリアントブルーＧ２５０（ＣＢＢ）を用いた Bradford 法
によるタンパク質定量法について、定量下限並びにその濃度付近における再現性
の向上を検討した。 
【実験】ＣＢＢ試薬の調製：ＣＢＢ 15 mg をエタノール 5 mL 及びリン酸 10 mL 
に溶解し、水で 100 mL とした。１夜放置後ろ過し、ろ液をＣＢＢ試薬溶液とし
た。検討には、Serva 社の SERVA blue G 及びＡ社～Ｄ４社のＣＢＢ計５種を用
いた。発発色操作：タンパク質溶液 100μL にＣＢＢ試薬溶液 1 mL を加え、混和
後 595 nm の吸光度を測定した。なお、タンパク質としては、ヒト血清アルブミ
ン（ＨＳＡ）、ウシ乳β-カゼイン（β-Ｃ）、ウシ血清α１－酸性糖たんぱく（ＡＧ
P）及び卵白リゾチーム（Ｌｙz）を用いた。 
【結果・考察】５社５種のＣＢＢを比較した結果、SERVA blue G 以外のＣＢＢを
用いた場合には、タンパク質濃度 0.5μg 以下の時の吸光度の再現性が低かった。
一方、ＴＬＣによる分離を試みた結果、Ａ社～Ｄ社のＣＢＢには青色不純物が多
く含まれていることがわかった。発色操作に用いた試験管の内壁には青色色素が
吸着されやすかったことから、低濃度タンパク質における吸光度の大きなバラつ
きの原因は、これら不純物が試験管内壁に非再現的に吸着するためであると推察
された。この吸着は試験管の素材（ガラス、ポリプロピレン）に関係なく生じた。
種々検討した結果、この現象を防ぐには、ＣＢＢ試薬溶液に 0.001～0.002％程度
の Brij-35 や Triton X-100 などの非イオン性界面活性剤を添加することが有効
であることがわかった。この濃度はこれら界面活性剤のＣＭＣの約 1/10 程度であ
る。現在、詳細について検討中である。 


