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研究成果の概要（和文）： 

タンパク質の凝集は医薬品開発で深刻な問題を起こす．スルホベタイン類（以下 SB 類）はタン
パク質の凝集を防ぐが，そのメカニズムは不明であった．今回，SB類はタンパク質のコンフォ
マー間の変換速度を上げる事，ループの運動性を上げる事がわかった．また，タンパク質や条
件によっては SB は不安定化する事，凝集防止と熱安定化とは直接関係ない事がわかった．抗体
の保護や不安定タンパク質の精製に有用である事もわかった． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Aggregation of proteins brings about severe problems in drug development. Although 
sulfobetaines have been known to prevent protein aggregation, its mechanisms have been 
elusive. Here we found that sulfobetaines accelerate inter-conformer exchange rates of 
proteins and increase flexibility of loops. In addition, sulfobetaines were found to make 
proteins unstable depending on the identity of proteins and buffer conditions. Prevention 
of protein aggregation by sulfobetaines did not correlate with enhancement of 
thermostability of proteins. Sulfobetaines were found to be useful for protecting 
antibodies and for efficient purification of unstable proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) Vuillardらは１分子内にN+とSO3

–からな
るスルホベタイン基と小さい疎水性基を有
するnon-detergent sulfobetaine (NDSB) を
種々合成し，それがタンパク質の凝集を防止
し安定化する事を示した（図１）．これらの

分子は疎水性が低く高濃度でもミセルを形
成しない． 
 
 
 
 



(2) スルホベタイン（以下 SB と略す）はタ
ンパク質の三次構造を安定化するものの，立
体構造に大きな違いが無いことを申請者は
示していた．一方，タンパク質の遅い運動性
に影響を与えるという予備的なデータを得
ていた． 
 
(3) 凝集には複数のステップがあると考え
られているが，これらの凝集防止剤がどのス
テップにどのように作用しているのか等の
凝集防止メカニズムは不明であった（図２）．
それを解明する事によって，より効果的な凝
集防止剤を開発する事も可能になると期待
される． 

 
 

２．研究の目的 
 
３．研究の方法 
 
４．研究成果 
 
 
 
２．研究の目的 
(1) SBによるタンパク質安定化メカニズムを
解明するために，SB がタンパク質の遅い運動
（コンフォマー間の変換速度やループの運
動性）にどのような影響を与えるのかを解析
する． 
 
(2) SBによるタンパク質安定化メカニズムを
解明するために，SB がタンパク質の物理化学
的性質に与える影響を解析する． 
 
(3) SBは抗体などの実用的なタンパク質の安
定化にも有効であるかを検証する． 
 
(4) SBが不安定なタンパク質の調製に有効で
あるかを解析する． 
 
３．研究の方法 
(1) タンパク質のコンフォマー間の変換速
度に SBが与える影響については NMRの
R2-dispersion法で解析した．また，ループの
運動性に与える影響については，温度と磁場
強度を変化させたNMR測定で解析した． 
 
(2) SB がタンパク質の熱変性温度（Tm）に及
ぼす効果は DSC で，熱凝集温度（Ta）に及ぼ
す効果は濁度と光散乱で解析した． 
 
(3) SB による抗体の安定化は SB の存在下/
非存在下で凍結融解を繰り返した抗体サン
プルを用いた ELISA および DSC で評価した． 
 
(4) SBによるタンパク質の調製の促進につい

ては，不安定なタンパク質で凝集しやすい酸
性線維芽細胞増殖因子（aFGF）を存在下/非
存在下で IMAC およびゲル濾過で精製し，各
ステップの収率で評価した． 
 
４．研究成果 
(1) KIX-87 は生理的条件下でもnative，変性
中間，変性状態の３つの状態の平衡にある珍
しいタンパク質である．native ⇄ 変性中間
の 交 換 速 度 と そ れ ぞ れ の 割 合 を
R2-dispersion法で解析したところ，SBは
native → 変性中間，変性中間 → nativeの
両方の速度を増加させること，変性中間体の
割合を上げることが分かった．このことから，
SBは変性中間体を安定化することによって，
それ以上の変性を防いでいる可能性が示唆
された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．SB による凝集防止機構の解明

SB がループの運動性に及ぼす影響について
はユビキチンで解析した．SB は予想に反して，
ループの運動性を高めていることが分かっ
た． 
 
(2) SBは殆どのタンパク質の熱凝集温度を上
げ，凝集を防止するが，アポミオグロビン
（aMb）の凝集は促進する事（pH 7 で）がわ
かった． 

 
 一方，同じ aMb でも pH が異なると，SB は
熱凝集温度を上げることがわかった．このこ
とから，SB によるタンパク質の凝集防止は単
純なメカニズムではないことが予想された． 
 



  
(4) aFGF を SB 非存在下でゲル濾過にかける
と下図のようにモノマーのピークがなく，殆
どが凝集体として溶出した． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NDSB-256 はタンパク質の熱凝集を防止し，そ
の効果は他のどの安定化剤よりも強かった．
牛ガンマグロブリン（BGG）の例を示す． 

 
一方 SB 存在下ではモノマーのピークが明確
に現れ，収率も 10 倍以上向上した．そこで，
SB は不安定なタンパク質の精製に役立つ事
が明らかになった． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
しかし，NDSB は BGG の熱変性温度を濃度依存
的に低下させた．そこで，熱凝集の防止と熱
安定化とは直接相関しないことが分かった．  

  
５．主な発表論文等 (3) NDSB-195 は抗体の凍結変性を防いだ． 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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