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PHOS-Select™ Iron Affinity Gel 
 
製品番号 P9740 
保存温度 0～-20 °C 
 

TECHNICAL BULLETIN (使用説明書)
 

 
製品概要 
リン酸化はタンパク質の重要な翻訳後修飾の 1 つで、細胞

調節に重要な役割を果たしています。このため、リン酸化

部位の同定と性質決定はシグナル伝達を理解する上で、き

わめて重要です。トリプシン消化によって得られたリン酸化

ペプチドのマススペクトロメトリー (MS) は、性質決定の強

力なツールとなっています 1。しかし、低濃度、低イオン化、

抑制効果を補うためにリン酸化ペプチドを濃縮する必要が

あります 2 。 
 
金属固定化アフィニティークロマトグラフィー (IMAC) は、一

般的にリン酸化化合物の精製に用いられます。 鉄(III)キレ

ートとガリウム(III)キレートで最高のアフィニティーと選択性

が示されています 2。この結合には、リン酸酸素と金属イオ

ンの配位が関係しています。鉄(III)-ニトリロ酢酸 (NTA) タ
イプのキレートは、鉄(III)-イミノ二酢酸 (IDA) タイプのキレ

ートより、リン酸化ペプチドに対する特異性が高いことが明

らかにされています 3。これはおそらく、鉄(III)NTA タイプ複

合体の全体的正電荷 (＋1) が IDA 複合体 (＋2) よりも低

いためと考えられます。さらに、鉄(III)-NTA タイプのキレー

トは、ガリウムキレートよりリン酸化ペプチドに対する結合

性が強いことも明らかにされています 2。 

 
PHOS-Select™ Iron Affinity Gel は、当社特許品 NTA ア

ナログキレートリガンドをベースとした新しい鉄(III)キレート

マトリクスを採用しています。このマトリクスは、リン酸基を

持つ分子に対して高いアフィニティー結合能を持ちます。  
 
アフィニティーによる単離プロセスでは、リン酸化ペプチド成

分が顕著に濃縮されますが、リン酸化ペプチドの同定には

別の試験法が必要です。  

一般的な質量分析法に基づく試験法として、マトリクス支援

レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析法 (MALDI-
TOF) および post-source decay (PSD) を用いたエレクト

ロスプレーイオン化 (ESI)、イオントラップ、アルカリホスファ

ターゼ処理があります。これらの試験法はいずれも、リン酸

体のシグネチャー損失を同定することで行います 
(表 1) 4,5。 
 
表 1.   
シグネチャー量の損失 
 

シグネチャー量

の損失の計算

方法 

ホスホセリン/ スレオ

ニンシグネチャーペプ

チド量の損失 (m/z) 

ホスホセリンシグネ

チャーペプチド量の

損失 (m/z) 

Positive Ion 
PSD/CID 

98 Da (H3PO4
−)選択

的または  
80 Da (HPO3

−) 

80 Da (HPO3
−) 選

択的 

Negative Ion 
PSD/CID 

79 Da (PO3
−) または  

63 Da (PO2
−) 

79 Da (PO3
−) また

は  
63 Da (PO2

−) 
アルカリホスフ

ァターゼ処理 80 Da (HPO3
−) 80 Da (HPO3

−) 

 
 
結合能 
本製品を用いて行う飽和結合試験では、25 °C で 30 分イ

ンキュベーションしたとき、ゲル 1 mL あたりリン酸ペプチド

4 μM 以上の結合が見られます。  
βカゼインのトリプシン消化で得られた、分子量 2,062 Da
の monophosphopeptide を本試験に使用します。 
 
注意事項と免責事項  

本製品は研究目的にのみ使用し、診断目的には使用し

ないでください。PHOS-Select Iron Affinity Gel は、効率的

に再生することができないことがあります。このため、使い

捨てでの使用に最も適しています。Technical bulletin(使
用説明書)を一通りお読みになり、作業を始めてください。 
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保存/安定性  
レジンは約 50% 懸濁液 (50% グリセロール含有バッファー 
pH 5.0) 中で提供されます。 
本品の適正な性能を保つため、0～-20 °C で保存してくだ

さい。供給された状態での保存条件下で 2 年間以上安定

です。グリセロールを含む安定化バッファーを洗浄して取り

除いた後は、4 時間以内にご使用ください。 
 
手順 
リン酸化合物の結合はきわめて pH に依存します。有効

pH 範囲は 2.5～3.0 ですが、2.0～5.5 の範囲で結合する

ことができます。正確な結果を得るためには、できれば低イ

オン強度 (250 mM 酢酸の最終濃度) のサンプルをご使用

ください。このためには、アフィニティーゲルに結合する前に

バッファーを交換したり、サンプルを脱塩する必要がありま

す。さらに、クルードの混合液を脱塩することで、他に干渉

する混入物質を取り除き、性能を向上させることもできます
3 。非特異的な相互作用を最小限にするには、30% アセト

ニトリルを含む 250 mM 酢酸溶液をお勧めします。   
 
特異性を改善させる目的で、ペプチドのカルボキシル基の

完全なメチルエステル化を試みた研究者によって成功の報

告がされています 6。このステップは将来が期待できるもの

ですが、エステル化が不完全で他の分解プロセスも考えら

れるために解釈が難しいことから、本手順には採用してい

ません。この推奨手順は、酸性ペプチドの結合を最小限と

するよう最適化されています。 
 
PHOS-Select Iron Affinity Gel は、バッチ方式またはカラ

ム方式で用いることができます。 本手順では、

SigmaPrep™ Spin Columns (製品番号 SC1000) を用い

たカラム方式について説明します。このキットには

collection tube に入れられた、フリッツ付きの SigmaPrep 
Spin Column 25 本 (製品番号 H6787) が含まれています。

追加の collection tube (製品番号 T7813) 50 本と end 
cap 25 個 (製品番号 V2014) もあります。  
 
リン酸ペプチドや他のリン酸化合物の結合と溶出  
 
1. タンパク質のトリプシン分解で得られるサンプルの調製 

最高 250 mM の酢酸と 30% アセトニトリルを用いてサ

ンプル液を調製し、必要があれば 1 M HCl 溶液で pH 
2.5～3.0 に調整します。充填ゲル 1 mL あたり最高 1μ
モルのリン酸ペプチドのサンプルが適当です。 

2. アフィニティーゲルの洗浄/平衡化：  
PHOS-Select Iron Affinity Gel ビーズを、完全かつ均

一な懸濁液になるまで慎重に混和します。直ちに、

collection tube 内においた清浄な SigmaPrep Spin 
Column に 50% スラリー80 μL (40 μL ゲル) を添加し

ます(製品番号 H6787)。ビーズの分注には広口のピ

ペットチップを使うか、通常のピペットチップの先端を約

1 mm 切断して、ビーズ懸濁液の流れが制限されない

ようにします。  
 
チューブに 500 μL の洗浄/平衡化溶液 (30% アセトニ

トリル含有 250 mM 酢酸) を加え、ボルテックスして、

8,200 x g で 30 秒間遠心します (エッペンドルフ
®5415C マイクロチューブで 10,000 rpm) 。フロースル

ー液を捨てます。ステップ 2 を 2 回繰り返します。

Collection tube はステップ 4 と 5 のためにとっておき

ます。 
 
3. サンプルのローディング 

カラムの出口側に end cap (製品番号 V2014) をはめ、

カラムを新しい collection tube (製品番号 T7813) 内
におきます。平衡化したゲルにサンプル溶液を加え最

高 500 μL にします。混和しながら 15～30 分間インキ

ュベートします (上下回転式をお勧めします) 。インキュ

ベーション後、end cap をはずしてステップ 2 のように

遠心します。 Collection tube 中のフロースルー液には

未結合ペプチドが含まれ、これはステップ 4 からの洗

浄液と集めて、さらに分析することができます。 
 

4. アフィニティーゲル洗浄液： 洗浄/平衡化溶液 
ステップ 2 からとっておいた collection tube 内にカラ

ムをおきます。チューブに 500 μL の洗浄/平衡化溶液 
(30% アセトニトリル含有 250 mM 酢酸) を加え、ボル

テックスし、マイクロ遠心機で 8,200 x g で 30 秒間遠

心します。 Collection tube 中のフロースルー液には未

結合ペプチドが含まれますが、これは廃棄するか、ス

テップ 3 からのフロースルー液と一緒に集めてさらに

分析することができます。 
 

5. アフィニティーゲル洗浄液： 脱イオン水 
ゲルを水 500 μL で一度洗浄し、残った洗浄/平衡化溶

液を除去してから溶出を行います。 
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6. サンプルの溶出： 
カラムの出口部に end cap を付け、新しい collection 
tube にカラムを入れます。溶出液 (400 mM 水酸化ア

ンモニウム) 100～500 μL を加えます。代りとなる溶出

液については、表 2 をご覧ください。混和しながら約 5
分間インキュベートします (上下回転式をお勧めしま

す) 。インキュベーション後、end cap をはずしてステッ

プ 2 のように遠心し、フロースルー液はリン酸ペプチド

の解析のためにとっておきます。最適な溶出条件は経

験的に定める必要があります。 
 
表 2.  
代替的な溶出条件 
 
溶出液 コメント 

200 mM リン酸ナトリウムバ

ッファー溶液, pH 8.4 

競合的置換となります。

MALDI-TOF-MS に脱塩が必

要です
3
。 

150～400 mM 水酸化アンモ

ニウム  

リン酸化化合物が非常に多く回

収されます。MALDI-TOF-MS
に相当します

3
。  

25% アセトニトリル含有 150 
mM 水酸化アンモニウム  

リン酸化化合物が非常に多く回

収されます。MALDI-TOF-MS
に相当します。  

 
 

レジンの有効性  
Phosphopeptide Positive Control Set (製品番号 P9615) 
を用いれば、レジンの性能を効率的に確認することができ

ます。リン酸化ペプチドの結合および溶出の確認は、次の

手順で行ってください。溶出は 400 mM 水酸化アンモニウ

ムで行うことができます。 このセットには、精製した 1 リン酸

化ペプチドおよび 4 リン酸化ペプチドの双方が含まれ、能

力と回収率は HPLC-MS で評価することができます。 
 

結果の最適化  
結合の選択性、結合能,および対象分子の回収率は、次の

推奨にしたがって最適化することができます。  
 
非特異的結合 
非特異的結合に影響し得る要因は、イオン性および疎水的

相互作用です。この金属キレートのリガンドは正電荷 (+1) 
を帯びています。酸性ペプチドの結合を避けるには、サンプ

ルの pH を 2.5～3.0 に調整します。これによって大多数の

グルタミン酸およびアスパラギン酸の残基がプロトン化しま

す。ロードし、推奨濃度 (250 mM) の酢酸で洗浄します。非

特異的結合を最小限とするため、サンプルと洗浄液中のア

セトニトリルは 30%までとすることをお勧めします。  
 
ゲルの結合性 
リン酸化ペプチドのレジンに対する結合性は、時間と濃度

に依存します。15 分間のインキュベーションは十分と思わ

れますが、複合体の混合液からリン酸ペプチドを効率よく結

合させるために、18～30 °C で最高 2 時間までのインキュ

ベーションを行ってもよいでしょう。  
 
ゲルの結合能が過剰な場合、1 リン酸化化合物ではなく複

数のリン酸化化合物が結合する傾向があります。すべての

リン酸化化合物を適正に捕捉するためには、様々な濃度の

サンプルを添加することをお勧めします。 
 
捕捉分子の回収率 
溶出パラメータの最適化によって、リン酸化分子が効率的

に回収されます。ゲルと 5 分間混和する間に溶液をインキ

ュベートすることで、最高の回収率が得られます。塩基性溶

液中で長時間インキュベートすると、回収率が低下してしま

うことがあります。 
 
400 mM 水酸化アンモニウムで溶出すると、1 リン酸化分

子および多リン酸化分子のいずれも効率的に回収できます。  
 
MALDI-TOF-MS で直接分析する場合、高濃度 (150 mM
以上) の水酸化アンモニウムで溶出した化合物は、ぎ酸で

中和してもかまいません。 
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関連製品 製品番号 
SigmaPrep Spin Columns  SC1000 
ProteoPrep™ Kits 
          Total Extraction Sample 
          Membrane Protein Extraction 
          Universal Extraction 

 
PROT-TOT
PROT-MEM
PROT-TWO

ProteoPrep Reduction and 
Alkylation Kit 

PROT-RA 

Proteomics Grade Trypsin T6567 
重炭酸アンモニウム A6141 
ProteoMass™ MALDI-MS 
Calibration Kits 
          タンパク質およびペプチド 
          ペプチド 
          タンパク質 

 
 

MS-CAL1 
MS-CAL2 
MS-CAL3 

ホスファターゼインヒビターカクテル I 
ホスファターゼインヒビターカクテル II 

P2850 
P5726 

ぎ酸 F0507 
 
Eppendorf は Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH の登録商

標です。 
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Sigma ブランド製品は Sigma-Aldrich, Inc.を通じて販売されています。 
Sigma-Aldrich, Inc.は同社製品がこの文書およびその他の Sigma-Aldrich 発行文書に含まれる情報に合致していることを保証します。お客様の個別の

用途と製品の適合性についてはお客様にてご判断ください。収載の品目、製品情報、価格などは予告なく変更される場合がございます。納品伝票または

同梱の内容明細書の裏面をご覧ください。 
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