１．目的

◦　卵白からリゾチームを単利することを通じ、タンパク質精製の基本操作を体得する。

◦　単利したリゾチームを用いて酵素反応速度の解析を行い、酵素反応速度論(キネティクス)の基礎を体得する。

２．原理

ｐＨ沈殿

タンパク質は等電点と等しいｐＨにおいて正負の総電化が０になり、溶解度が低下するので、この性質を利用して、ｐＨ７．５で沈殿を行うことで、等電点が中性付近にあるタンパク質を沈殿させる。リゾチームの等電点は１０．５なので、この操作では沈殿しない。

イオン交換カラムクロマトグラフィー

タンパク質は等電点より高いｐＨでは負に、低いｐＨでは正に帯電している。正の電荷を持つタンパク質は陽イオン交換体樹脂に静電気的な力で吸着し、ｐＨを上昇させることで吸着したタンパク質を分離することが出来る。

紫外吸収によるタンパク質の検出

タンパク質はトリプトファンとチロシンの側鎖により２８０nmに紫外吸収の極大がある。

これを利用して、分光光度計で２８０nmの吸光度を測ることにより溶液中のタンパク質の量を調べることができる。

硫安沈殿
タンパク質の水溶液中での溶解度は低濃度の塩を添加すると増加し、さらに塩濃度を増加すると低下する。塩析の濃度はタンパク質によって異なるので、これを利用してタンパク質を濃縮することが出来る。
３．操作

卵2個をガーゼで濾す

↓

とれた卵白濾液の体積を測る

↓

三倍希釈する

↓→試料１

ｐH沈殿を行う

↓→試料２

一部をイオン交換クロマトグラフィーで分離

まずｐＨ８．２の緩衝液を流してこのｐＨで吸着しない分画（１～１０）を集め、次にｐＨ１０。５の緩衝液を流してｐＨ８．２で吸着していた分画（１１～３０）を集める。

↓

紫外吸収、細胞壁分解活性、SDSPAGEでリゾチーム回収を確認する。

↓

回収したリゾチームを硫安沈殿により濃縮する

↓

キネティクス(反応速度)実験を行う

4.結果、及び考察

ｐH沈殿

まず、卵白二個をガーゼでろ過した。

濾液の体積は３８ｍｌ
次に、これを三倍希釈したものを試料１とした。

塩酸を加え、ｐＨ沈殿を行った。

回収した液の体積：70ｍｌ

これにバッファを加えて終濃度がｐＨ８．２になるように調製し、これを試料２とした。

試料２の体積：７７ｍｌ
イオン交換クロマトグラフィー
試験管３０本分のフラクションを各１０ml集めた。

紫外吸収によるタンパク質の検出

(分離した試料にどのくらいのタンパク質が含まれているか調べる。)

２８０nmでの吸光度３０本分＋試料１、試料２
pH３０本分＋試料１、試料２

を計測した。結果は以下のとおりである。
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収率計算

試料の量＝２８０nmの吸光度×体積(ml)で計算した。

のせた試料＝試料２のＡ２８０×１０ml

          =0.294×10　

=2.94

回収した試料＝１～３０本目までのＡ２８０の和×１０ml

            =(中略)

            =87.7

回収率＝回収した試料÷のせた試料×１００（％）

      =29.83(%)
細胞壁分解活性の測定

６０秒間Ａ４５０を測定し、３０＋３本の⊿Ａ４５０/minを計算した。

結果は以下のとおりである。
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◆紫外吸収のデータと合わせて活性をプロットしたものが、次ページの図である。


[image: image3.emf]紫外吸収によるタンパク質の検出＋細胞壁分解活性の測定のグラフ

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

0 5 10 15 20 25 30 35

区画番号

吸光度

0

2

4

6

8

10

12

ｐＨ

ABS(280)

pH

ABS(450)での活性


活性回収率の計算

活性物の量＝⊿Ａ４５０/min　×　体積ml　として計算。

のせた試料＝　試料２の⊿Ａ４５０/min　×　１０ml

　　　　　　　＝０．６０×１０-3×１０

　　　　　　　＝０．００６０

回収した試料＝１～３０本目までの⊿Ａ４５０/minの和　×　１０ml

　　　　　　　　　＝（中略）

　　　　　　　　　＝０．４２８１

回収率＝回収した試料÷（のせた試料×１００）×１００(％)

　　　　　＝71.35(%)
クロマトで回収したリゾチーム量（ｍｇ）を計算する。

（リゾチームのA280での吸光度係数を2.466（ｍl/ｍg・ｃｍ）とする）

回収した試料は２８０nmで吸光度８．７７であり、

吸光度＝吸光係数×濃度ｃ×光路長ｄ（ｄ＝１）

であるので、

濃度ｃ（ｍｇ/ｍｌ）＝吸光度÷吸光係数

で計算できる。

リゾチームの２８０nmでの吸光係数は2.466（ｍl/ｍg・ｃｍ）であるから、

ｃ＝８．７７÷２．４６６

　＝３．５６(ｍｇ/ｍｌ)

である。

各分画の体積は１０ｍｌであるから、回収したリゾチームは

３．５６mg/ml×１０ml＝３．５６ｍｇ

より、３５．６ｍｇ

クロマトの手順を逆にたどり、使用していない試料も考慮に入れて卵一個のリゾチーム量を概算する。

クロマトグラフィーの活性回収率は７１．３５(％)であるから、クロマトグラフィーの前は

３５．６÷０．７１３５＝４９．９ｍｇ

あったことになる。クロマトに用いた液量は１０ｍｌであり、濃度は

４９．９÷１０＝４．９９mg/ml

である。これは試料２と同じものであり、試料2のもとの体積は７７mlであるから、

そこに含まれるリゾチームは

４．９９×７７＝３８４．２３ｍｇ

である。

すなわち、試料１の９０ｍｌ中にも３８４．２３ｍｇのリゾチームが含まれており、

試料１のもとの体積は９２ｍｌであるから、

３８４．２３ｍｇ÷９０ｍｌ×９２ｍｌ＝３９２．８ｍｇ

が含まれていたことになる。

これは卵2個分であるから、

３９２．８÷２＝１９６．４ｍｇより、

卵一個に含まれるリゾチーム＝１９６．４ｍｇ

である。
タンパク質の硫安沈殿法による濃縮

１５，１６，１７番の分画を集めた。

硫安の濃度を変えて沈殿を行ったところ、以下の結果を得た。

	硫安濃度
	(2.2.5)ABS
	硫安量(mg/ml)

	40%
	0.022
	243

	50%
	0.017
	313

	60%
	0.03
	390

	70%
	0.085
	472

	80%
	0.113
	561


これをもとに、横軸に硫安濃度（％飽和）、
縦軸にタンパク質回収率をとったグラフを書く。

[image: image4.emf]タンパク質の硫安沈殿法による濃縮
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グラフから、回収率の最も大きかった８０％硫安で沈殿を行った。

キネティクス１：

２８０nmでＡＢＳ　０．３～１になるように調製

↓

５nmずつ波長を変えて吸光度の変化を測定した。
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希釈濃度：５倍

ＡＢＳ：０．５９２

◆横軸に波長、縦軸に吸光度をとってグラフを書く
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ＡＢＳが直線になるような希釈率を求めたところ、５０倍であった。

９種類の酵素液と細胞壁混濁液と混ぜ、２分間吸光度の変化を測定した。

横軸を時間、縦軸を吸光度にしたグラフにおいて、最小二乗法により傾きを

求めた（下表の⊿A450/min）。
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これを元に、以下のグラフを得た。
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キネティクス２：阻害剤がある場合

５種類の基質濃度と５種類の阻害剤濃度で（計２５通り）２分間測定した。

グラフを描き、傾きからＡＢＳ/minを出した。

結果は下表の通りである。
	傾き（⊿A４５０/min）

	
	阻害剤濃度mg/ml

	基質濃度
	60
	30
	15
	7.5
	0

	0.45
	0.058888
	0.072252
	0.083769
	0.096776
	0.158979

	0.36
	0.054923
	0.063671
	0.080392
	0.08828
	0.124636

	0.27
	0.045986
	0.055594
	0.06365
	0.074182
	0.103783

	0.18
	0.032538
	0.040469
	0.048734
	0.052154
	0.065056

	0.09
	0.014916
	0.019657
	0.024734
	0.027629
	0.034552


これをグラフ化したものが下図である（横軸が基質濃度、縦軸が⊿A４５０/min）。
以下、⊿A４５０/minで表わされる数値を酵素活性と考える。
[image: image11.emf]各阻害剤濃度における基質濃度と酵素活性の関係
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また、基質濃度の逆数と酵素活性の逆数を計算すると次の表のようになる。

	
	阻害剤濃度mg/ml

	基質濃度の逆数
	60
	30
	15
	7.5
	0

	2.222222222
	16.98136
	13.8405
	11.93756
	10.33312
	6.290138

	2.777777778
	18.20728
	15.70566
	12.43911
	11.32763
	8.023341

	3.703703704
	21.74574
	17.98742
	15.71083
	13.48039
	9.635469

	5.555555556
	30.73286
	24.71056
	20.51944
	19.17404
	15.37139

	11.11111111
	67.04173
	50.87158
	40.42974
	36.19337
	28.94151

	
	
	
	
	
	

	傾き
	5.763744
	4.211302
	3.268143
	2.959482
	2.551025


ここから、以下のグラフを得る。
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タンパク質のSDS－PAGE

用意されたサンプルを用いて電気泳動する。

試料タンパク質の移動距離とグラフから、試料の分子量を求める。
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ＳＤＳＰＡＧＥで確認できたタンパク質は９種類あり、

対数グラフにプロットして分子量を求めると、以下のようになる。

	泳動距離
	分子量

	１．２
	９５０００

	１．３
	９７０００

	１．７
	７６０００

	２．１
	６６０００

	２．２
	６００００

	２．６
	５１０００

	３．０
	４２０００

	３．２
	３９０００

	５．４
	１５０００

	マーカー泳動距離
	マーカー分子量

	１．３
	９７０００

	１．７
	７６０００

	２．１
	６６０００

	２．７
	４５０００

	３．６
	３００００

	４．６
	２０１００

	５．６
	１４４００


1 試料１，試料２、クロマト分画のゲルを比較して考察せよ。

ほとんど精製していない状態の試料１と、ｐＨ沈殿により等電点が中性付近にあるタンパク質を除いた試料２を比較すると、泳動距離１．２のタンパクが除かれていることがわかる。また、１０倍希釈のものと１００倍希釈を比べると、バンドが比較的太いものを除いて、１０倍希釈ではバンドが消失している。これは、ＳＤＳＰＡＧＥによるタンパク質の検出に限界があることを示している。

クロマト分画では、２～８分画までは泳動距離１．８、２．６、３．０のタンパク質が次第に減少しており、クロマトグラフィーにより流出するタンパクの量が次第に減少していることがわかる。ｐＨを１０．５まであげて溶出させた１２分画以降では、等電点が１０．５のタンパク質のみが溶出するはずであり、泳動距離５．４のタンパク質がこれに当たる。

②A280の結果とあわせて考察せよ。

タンパク質が多く検出されているのは分画３と分画１５付近の２つであり、細胞壁の分解活性が分画１５で最大になっていることから、この分画がリゾチームを最も多く含んでいると考えられる。ＳＤＳＰＡＧＥの結果を見ると泳動距離５．４のタンパクがリゾチームであると結論できる。分画１５はｐＨ１０．５で溶出させたものであり、リゾチームの等電点がｐＨ１０．５であることとも一致している。

③リゾチームの分子量はどのくらいか。

約１５０００

④ゲルの各列のタンパク質量（ｍｇ）を計算して、バンドの太さと見比べ、

　一列に用いるのに丁度いいタンパク質量を見積もれ。

⑤検出限界はどれぐらいか。
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①紫外吸収

		１２ページ（２．１．２）						（２．１．１．４）のデータは不明

				番号		ｐH		ABS		(10倍希釈)

				1		8.14		0.06

				2		8.21		1.964		0.368

				3		8.18		2.552		1.228

				4		8.15		0.995

				5		8.19		0.234

				6		8.2		0.081

				7		8.24		0.049

				8		8.24		0.036

				9		8.27		0.025

				10		8.24		0.023

				11		8.24		0.035

				12		8.28		0.021

				13		8.4		0.02

				14		8.83		0.113

				15		9.67		0.856

				16		10.35		0.435				1.545

				17		10.42		0.254

				18		10.44		0.184

				19		10.45		0.141

				20		10.45		0.116

				21		10.44		0.102

				22		10.44		0.083

				23		10.44		0.075

				24		10.44		0.067

				25		10.44		0.058

				26		10.44		0.053

				27		10.44		0.043

				28		10.44		0.033

				29		10.44		0.029

				30		10.43		0.033

				試料１：100				0.3

				試料２：100				0.294





②細胞壁分解活性

		１４ページ（２．５）

						ABS

				分画番号		10秒後		20		30		40		50		60

				1(最後に再計測)		0.556		0.554		0.553		0.551		0.55		0.548

				2		0.87		0.864		0.865		0.862		0.86		0.854

				3		0.867		0.864		0.863		0.861		0.857		0.854

				4		0.87		0.872		0.875		0.872		0.865		0.859

				5		0.844		0.844		0.846		0.845		0.842		0.84

				6		0.845		0.852		0.856		0.854		0.852		0.85

				7		0.82		0.825		0.824		0.822		0.82		0.819

				8		0.816		0.814		0.811		0.811		0.81		0.808

				9		0.807		0.81		0.81		0.809		0.806		0.804

				10		0.795		0.798		0.799		0.796		0.795		0.796

				11		0.766		0.772		0.779		0.776		0.773		0.771

				12		0.797		0.796		0.788		0.875		0.784		0.784

				13		0.754		0.75		0.748		0.746		0.744		0.743

				14		0.734		0.71		0.686		0.662		0.636		0.612

				15		0.63		0.527		0.442		0.38		0.327		0.282

				16		0.68		0.61		0.545		0.49		0.444		0.405

				17		0.657		0.608		0.562		0.519		0.477		0.444

				18		0.689		0.655		0.622		0.589		0.559		0.532

				19		0.682		0.654		0.63		0.604		0.58		0.555

				20		0.659		0.636		0.616		0.591		0.57		0.547

				21		0.654		0.636		0.62		0.599		0.58		0.561

				22		0.64		0.624		0.61		0.594		0.577		0.558

				23		0.639		0.625		0.61		0.595		0.581		0.566

				24		0.624		0.614		0.601		0.589		0.575		0.562

				25		0.626		0.617		0.607		0.596		0.584		0.574

				26		0.616		0.606		0.595		0.584		0.574		0.564

				27		0.599		0.592		0.584		0.574		0.565		0.556

				28		0.603		0.596		0.59		0.584		0.577		0.57

				29		0.585		0.581		0.575		0.569		0.562		0.555

				30		0.584		0.58		0.574		0.569		0.562		0.556

				1(100倍希釈)		0.577		0.571		0.564		0.556		0.547		0.539

				2(100倍希釈)		0.565		0.557		0.549		0.541		0.533		0.526

				リン酸Na		0.567		0.567		0.566		0.566		0.563		0.561





③硫安沈殿

		

				(2.2.5)では１．３４倍希釈

				17ページ（２．２．６）

				硫安濃度		(2.2.5)ABS		硫安量(mg/ml)				(2.3.1)試料液の体積＝22.5ml

				40%		0.022		243						↓

				50%		0.017		313

				60%		0.03		390

				70%		0.085		472

				80%		0.113		561		→

												タンパク質回収率14.6278%

		1.545

						タンパク質回収率

						2.8478964401

						2.2006472492

						3.8834951456

						11.003236246

						14.6278317152





④キネティクス１（Ｐ１９）

		

				波長（nm）		ABS						傾き(ABS/秒)

				340		0.033				1		0.15

				335		0.03				2		0.27

				330		0.034				3		0.25

				325		0.036				4		0.55

				320		0.042				5		0.21

				315		0.047				6		0.2

				310		0.055				7		0.16

				305		0.081				8		0.15

				300		0.124				9		0.21

				295		0.233				11		0.28

				290		0.358				12		0.38

				285		0.412				13		0.21

				280		0.453				14		2.44

		275		270		0.432				15		6.85

				265		0.346				16		5.3

				260		0.291				17		4.7

				255		0.25				18		3.2						0.0007432797		0.0007432797

				250		0.239				19		2.53								670.957911

				245		0.262				20		2.2

				240		0.378				21		1.9

										22		1.62

		すまん…一つ測り忘れた。								23		1.46						0.00162206

										24		1.25

										25		1.06

										26		1.05

										27		0.875

										28		0.65

										29		0.605

										30		0.57

										31		0.769

										32		0.6

										33		0.161
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																		酵素活性（逆数） コウソカッセイギャクスウ

				阻害剤濃度 ソガイザイノウド																阻害剤濃度 ソガイザイノウド

		基質濃度 キシツノウド		60		30		15		7.5		0		mg/ml				基質濃度の逆数 キシツノウドギャクスウ		60		30		15		7.5		0		mg/ml

		0.45		0.0588881119		0.0722517483		0.0837692308		0.0967762238		0.158979021						2.2222222222		16.9813561335		13.8404955478		11.9375573921		10.3331165547		6.2901381191

		0.36		0.0549230769		0.0636713287		0.0803916084		0.0882797203		0.1246363636						2.7777777778		18.2072829132		15.7056562328		12.4391092554		11.3276299113		8.0233406273

		0.27		0.045986014		0.0555944056		0.0636503497		0.0741818182		0.1037832168						3.7037037037		21.7457420925		17.9874213836		15.710832784		13.4803921569		9.635469308

		0.18		0.0325384615		0.0404685315		0.0487342657		0.0521538462		0.0650559441						5.5555555556		30.7328605201		24.7105581476		20.5194432487		19.1740412979		15.3713855745

		0.09		0.0149160839		0.0196573427		0.0247342657		0.0276293706		0.0345524476						11.1111111111		67.0417252696		50.8715759516		40.4297427198		36.1933687674		28.9415098158

																		傾き カタム		5.7637444458		4.2113019782		3.2681428096		2.959482336		2.5510252861

																								↓Km

																				0.0539661362		2.5365013061		47.0017215164

																		Km（グラフから）		52.8697553935

																		〃		60.3577843591

																		〃		62.9870022746

																		〃		67.8421474824

																		〃		49.4198316869
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				基質0.45 キシツ												基質0.36

				60		30		15		7.5		0				60		30		15		7.5		0

		10		876		875		883		875		660				729		748		738		736		733

		20		871		862		871		859		635				721		739		721		728		718

		30		859		848		857		842		607				710		725		706		711		697

		40		846		832		842		825		577				698		712		690		692		675

		50		833		817		824		807		549				688		700		676		677		653

		60		822		805		808		791		519				677		688		660		660		630

		70		812		795		796		775		492				669		678		649		647		611

		80		804		785		785		758		465				662		671		637		633		590

		90		796		774		770		741		440				653		661		625		618		570

		100		788		763		757		728		417				644		650		613		605		548

		110		780		752		744		715		395				637		641		600		592		529

		120		772		742		732		699		376				630		632		589		579		509

		傾き カタム		-0.9814685315		-1.2041958042		-1.3961538462		-1.6129370629		-2.6496503497				-0.9153846154		-1.0611888112		-1.3398601399		-1.4713286713		-2.0772727273

		ABS/min		-0.0588881119		-0.0722517483		-0.0837692308		-0.0967762238		-0.158979021				-0.0549230769		-0.0636713287		-0.0803916084		-0.0882797203		-0.1246363636

				基質0.27												基質0.18

				60		30		15		7.5		0				60		30		15		7.5		0

		10		533		542		549		555		534				349		352		356		353		364

		20		527		534		541		535		524				344		345		350		348		359

		30		517		522		528		524		505				338		337		339		338		347

		40		508		512		517		512		487				332		330		331		328		335

		50		499		501		505		497		468				325		322		322		319		324

		60		490		490		494		484		449				320		315		314		309		313

		70		484		482		482		474		429				313		308		306		301		302

		80		477		474		473		461		441				309		302		297		292		291

		90		470		466		463		449		395				304		296		290		284		279

		100		463		457		454		438		379				300		290		283		276		269

		110		456		449		444		427		362				295		284		275		268		259

		120		450		441		434		416		348				290		278		268		260		249

		傾き カタム		-0.7664335664		-0.9265734266		-1.0608391608		-1.2363636364		-1.7297202797				-0.5423076923		-0.6744755245		-0.8122377622		-0.8692307692		-1.0842657343

		ABS/min		-0.045986014		-0.0555944056		-0.0636503497		-0.0741818182		-0.1037832168				-0.0325384615		-0.0404685315		-0.0487342657		-0.0521538462		-0.0650559441

				基質0.09

				60		30		15		7.5		0

		10		160		162		163		160		167

		20		160		159		160		158		162

		30		157		156		156		152		156

		40		155		153		152		148		150

		50		152		149		147		142		143

		60		149		145		143		138		137

		70		146		141		139		133		131

		80		144		137		135		128		125

		90		142		135		130		124		120

		100		139		133		127		120		115

		110		137		130		122		115		110

		120		134		127		119		111		105

		傾き カタム		-0.2486013986		-0.3276223776		-0.4122377622		-0.4604895105		-0.5758741259

		ABS/min		-0.0149160839		-0.0196573427		-0.0247342657		-0.0276293706		-0.0345524476
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																		酵素活性（逆数） コウソカッセイギャクスウ

				阻害剤濃度 ソガイザイノウド																阻害剤濃度 ソガイザイノウド

		基質濃度 キシツノウド		60		30		15		7.5		0		mg/ml				基質濃度の逆数 キシツノウドギャクスウ		60		30		15		7.5		0		mg/ml

		0.45		0.0588881119		0.0722517483		0.0837692308		0.0967762238		0.158979021						2.2222222222		16.9813561335		13.8404955478		11.9375573921		10.3331165547		6.2901381191

		0.36		0.0549230769		0.0636713287		0.0803916084		0.0882797203		0.1246363636						2.7777777778		18.2072829132		15.7056562328		12.4391092554		11.3276299113		8.0233406273

		0.27		0.045986014		0.0555944056		0.0636503497		0.0741818182		0.1037832168						3.7037037037		21.7457420925		17.9874213836		15.710832784		13.4803921569		9.635469308

		0.18		0.0325384615		0.0404685315		0.0487342657		0.0521538462		0.0650559441						5.5555555556		30.7328605201		24.7105581476		20.5194432487		19.1740412979		15.3713855745

		0.09		0.0149160839		0.0196573427		0.0247342657		0.0276293706		0.0345524476						11.1111111111		67.0417252696		50.8715759516		40.4297427198		36.1933687674		28.9415098158

																		傾き カタム		5.7637444458		4.2113019782		3.2681428096		2.959482336		2.5510252861

																								↓Km

																				0.0539661362		2.5365013061		47.0017215164

																		Km（グラフから）		52.8697553935

																		〃		60.3577843591

																		〃		62.9870022746

																		〃		67.8421474824

																		〃		49.4198316869
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				基質0.45 キシツ												基質0.36

				60		30		15		7.5		0				60		30		15		7.5		0

		10		876		875		883		875		660				729		748		738		736		733

		20		871		862		871		859		635				721		739		721		728		718

		30		859		848		857		842		607				710		725		706		711		697

		40		846		832		842		825		577				698		712		690		692		675

		50		833		817		824		807		549				688		700		676		677		653

		60		822		805		808		791		519				677		688		660		660		630

		70		812		795		796		775		492				669		678		649		647		611

		80		804		785		785		758		465				662		671		637		633		590

		90		796		774		770		741		440				653		661		625		618		570

		100		788		763		757		728		417				644		650		613		605		548

		110		780		752		744		715		395				637		641		600		592		529

		120		772		742		732		699		376				630		632		589		579		509

		傾き カタム		-0.9814685315		-1.2041958042		-1.3961538462		-1.6129370629		-2.6496503497				-0.9153846154		-1.0611888112		-1.3398601399		-1.4713286713		-2.0772727273

		ABS/min		-0.0588881119		-0.0722517483		-0.0837692308		-0.0967762238		-0.158979021				-0.0549230769		-0.0636713287		-0.0803916084		-0.0882797203		-0.1246363636

				基質0.27												基質0.18

				60		30		15		7.5		0				60		30		15		7.5		0

		10		533		542		549		555		534				349		352		356		353		364

		20		527		534		541		535		524				344		345		350		348		359

		30		517		522		528		524		505				338		337		339		338		347

		40		508		512		517		512		487				332		330		331		328		335

		50		499		501		505		497		468				325		322		322		319		324

		60		490		490		494		484		449				320		315		314		309		313

		70		484		482		482		474		429				313		308		306		301		302

		80		477		474		473		461		441				309		302		297		292		291

		90		470		466		463		449		395				304		296		290		284		279

		100		463		457		454		438		379				300		290		283		276		269

		110		456		449		444		427		362				295		284		275		268		259

		120		450		441		434		416		348				290		278		268		260		249

		傾き カタム		-0.7664335664		-0.9265734266		-1.0608391608		-1.2363636364		-1.7297202797				-0.5423076923		-0.6744755245		-0.8122377622		-0.8692307692		-1.0842657343

		ABS/min		-0.045986014		-0.0555944056		-0.0636503497		-0.0741818182		-0.1037832168				-0.0325384615		-0.0404685315		-0.0487342657		-0.0521538462		-0.0650559441

				基質0.09

				60		30		15		7.5		0

		10		160		162		163		160		167

		20		160		159		160		158		162

		30		157		156		156		152		156

		40		155		153		152		148		150

		50		152		149		147		142		143

		60		149		145		143		138		137

		70		146		141		139		133		131

		80		144		137		135		128		125

		90		142		135		130		124		120

		100		139		133		127		120		115

		110		137		130		122		115		110

		120		134		127		119		111		105

		傾き カタム		-0.2486013986		-0.3276223776		-0.4122377622		-0.4604895105		-0.5758741259

		ABS/min		-0.0149160839		-0.0196573427		-0.0247342657		-0.0276293706		-0.0345524476
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区画番号

吸光度
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紫外吸収によるタンパク質の検出＋細胞壁分解活性の測定のグラフ
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①紫外吸収

		１２ページ（２．１．２）						（２．１．１．４）のデータは不明

				番号		ｐH		ABS		(10倍希釈)

				1		8.14		0.06

				2		8.21		1.964		0.368

				3		8.18		2.552		1.228

				4		8.15		0.995

				5		8.19		0.234

				6		8.2		0.081

				7		8.24		0.049

				8		8.24		0.036

				9		8.27		0.025

				10		8.24		0.023

				11		8.24		0.035

				12		8.28		0.021

				13		8.4		0.02

				14		8.83		0.113

				15		9.67		0.856

				16		10.35		0.435				1.545

				17		10.42		0.254

				18		10.44		0.184

				19		10.45		0.141

				20		10.45		0.116

				21		10.44		0.102

				22		10.44		0.083

				23		10.44		0.075

				24		10.44		0.067

				25		10.44		0.058

				26		10.44		0.053

				27		10.44		0.043

				28		10.44		0.033

				29		10.44		0.029

				30		10.43		0.033

				試料１：100				0.3

				試料２：100				0.294





②細胞壁分解活性

		１４ページ（２．５）

						ABS

				分画番号		10秒後		20		30		40		50		60

				1(最後に再計測)		0.556		0.554		0.553		0.551		0.55		0.548

				2		0.87		0.864		0.865		0.862		0.86		0.854

				3		0.867		0.864		0.863		0.861		0.857		0.854

				4		0.87		0.872		0.875		0.872		0.865		0.859

				5		0.844		0.844		0.846		0.845		0.842		0.84

				6		0.845		0.852		0.856		0.854		0.852		0.85

				7		0.82		0.825		0.824		0.822		0.82		0.819

				8		0.816		0.814		0.811		0.811		0.81		0.808

				9		0.807		0.81		0.81		0.809		0.806		0.804

				10		0.795		0.798		0.799		0.796		0.795		0.796

				11		0.766		0.772		0.779		0.776		0.773		0.771

				12		0.797		0.796		0.788		0.875		0.784		0.784

				13		0.754		0.75		0.748		0.746		0.744		0.743

				14		0.734		0.71		0.686		0.662		0.636		0.612

				15		0.63		0.527		0.442		0.38		0.327		0.282

				16		0.68		0.61		0.545		0.49		0.444		0.405

				17		0.657		0.608		0.562		0.519		0.477		0.444

				18		0.689		0.655		0.622		0.589		0.559		0.532

				19		0.682		0.654		0.63		0.604		0.58		0.555

				20		0.659		0.636		0.616		0.591		0.57		0.547

				21		0.654		0.636		0.62		0.599		0.58		0.561

				22		0.64		0.624		0.61		0.594		0.577		0.558

				23		0.639		0.625		0.61		0.595		0.581		0.566

				24		0.624		0.614		0.601		0.589		0.575		0.562

				25		0.626		0.617		0.607		0.596		0.584		0.574

				26		0.616		0.606		0.595		0.584		0.574		0.564

				27		0.599		0.592		0.584		0.574		0.565		0.556

				28		0.603		0.596		0.59		0.584		0.577		0.57

				29		0.585		0.581		0.575		0.569		0.562		0.555

				30		0.584		0.58		0.574		0.569		0.562		0.556

				1(100倍希釈)		0.577		0.571		0.564		0.556		0.547		0.539

				2(100倍希釈)		0.565		0.557		0.549		0.541		0.533		0.526

				リン酸Na		0.567		0.567		0.566		0.566		0.563		0.561





③硫安沈殿

		

				(2.2.5)では１．３４倍希釈

				17ページ（２．２．６）

				硫安濃度		(2.2.5)ABS		硫安量(mg/ml)				(2.3.1)試料液の体積＝22.5ml

				40%		0.022		243						↓

				50%		0.017		313

				60%		0.03		390

				70%		0.085		472

				80%		0.113		561		→

												タンパク質回収率14.6278%

		1.545

						タンパク質回収率

						2.8478964401

						2.2006472492

						3.8834951456

						11.003236246

						14.6278317152





④キネティクス１（Ｐ１９）

		

				波長（nm）		ABS						傾き(ABS/秒)

				340		0.033				1		0.15

				335		0.03				2		0.27

				330		0.034				3		0.25

				325		0.036				4		0.55

				320		0.042				5		0.21

				315		0.047				6		0.2

				310		0.055				7		0.16

				305		0.081				8		0.15

				300		0.124				9		0.21

				295		0.233				11		0.28

				290		0.358				12		0.38

				285		0.412				13		0.21

				280		0.453				14		2.44

		275		270		0.432				15		6.85

				265		0.346				16		5.3

				260		0.291				17		4.7

				255		0.25				18		3.2						0.0007432797		0.0007432797

				250		0.239				19		2.53								670.957911

				245		0.262				20		2.2

				240		0.378				21		1.9

										22		1.62

		すまん…一つ測り忘れた。								23		1.46						0.00162206

										24		1.25

										25		1.06

										26		1.05

										27		0.875

										28		0.65

										29		0.605

										30		0.57

										31		0.769

										32		0.6

										33		0.161
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		１２ページ（２．１．２）						（２．１．１．４）のデータは不明

				番号		ｐH		ABS		(10倍希釈)

				1		8.14		0.06

				2		8.21		1.964		0.368

				3		8.18		2.552		1.228

				4		8.15		0.995

				5		8.19		0.234

				6		8.2		0.081
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				15		9.67		0.856
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				19		10.45		0.141

				20		10.45		0.116

				21		10.44		0.102
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				23		10.44		0.075

				24		10.44		0.067

				25		10.44		0.058
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				28		10.44		0.033
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②細胞壁分解活性

		１４ページ（２．５）

						ABS

				分画番号		10秒後		20		30		40		50		60

				1(最後に再計測)		0.556		0.554		0.553		0.551		0.55		0.548

				2		0.87		0.864		0.865		0.862		0.86		0.854

				3		0.867		0.864		0.863		0.861		0.857		0.854

				4		0.87		0.872		0.875		0.872		0.865		0.859

				5		0.844		0.844		0.846		0.845		0.842		0.84
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				7		0.82		0.825		0.824		0.822		0.82		0.819

				8		0.816		0.814		0.811		0.811		0.81		0.808

				9		0.807		0.81		0.81		0.809		0.806		0.804

				10		0.795		0.798		0.799		0.796		0.795		0.796

				11		0.766		0.772		0.779		0.776		0.773		0.771

				12		0.797		0.796		0.788		0.875		0.784		0.784

				13		0.754		0.75		0.748		0.746		0.744		0.743
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				16		0.68		0.61		0.545		0.49		0.444		0.405
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				22		0.64		0.624		0.61		0.594		0.577		0.558

				23		0.639		0.625		0.61		0.595		0.581		0.566

				24		0.624		0.614		0.601		0.589		0.575		0.562

				25		0.626		0.617		0.607		0.596		0.584		0.574

				26		0.616		0.606		0.595		0.584		0.574		0.564

				27		0.599		0.592		0.584		0.574		0.565		0.556

				28		0.603		0.596		0.59		0.584		0.577		0.57
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③硫安沈殿

		

				(2.2.5)では１．３４倍希釈

				17ページ（２．２．６）

				硫安濃度		(2.2.5)ABS		硫安量(mg/ml)				(2.3.1)試料液の体積＝22.5ml

				40%		0.022		243						↓

				50%		0.017		313

				60%		0.03		390

				70%		0.085		472

				80%		0.113		561		→

												タンパク質回収率14.6278%

		1.545

						タンパク質回収率

						2.8478964401

						2.2006472492

						3.8834951456

						11.003236246

						14.6278317152





④キネティクス１（Ｐ１９）

		

				波長（nm）		ABS						傾き(ABS/秒)

				340		0.033				1		0.15

				335		0.03				2		0.27

				330		0.034				3		0.25

				325		0.036				4		0.55

				320		0.042				5		0.21

				315		0.047				6		0.2

				310		0.055				7		0.16
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				260		0.291				17		4.7
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