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研究成果の概要（和文）：私たちは以前尿素のような可溶化剤の濃度勾配的除去により、タンパ

ク質の効果的な再生方法を確立した。しかし、この方法は不安定なタンパク質には効果的では

なかった。そこで、不安定なタンパク質が凝集体を形成しない可溶化剤濃度のもとで相当量の

再生タンパク質を得るために、安定化剤を加える方法を開発した。多くの安定化剤を試した結

果、最も良い安定化剤であった 40%グリセロール存在下で、高濃度(2.5mg/ml)の不安定タンパ

ク質の 60%を再生することができた。この方法は不安定タンパク質の再生に対して、広く適応

可能である。 
 
研究成果の概要（英文）：Earlier, we formally established an effective refolding procedure for 
a protein by gradient removal of a solubilizer such as urea. However, this procedure was 
less effective for unstable proteins. We developed here an excellent method to add protein 
stabilizer so as to get reasonable amounts of folded protein under the concentration of 
solubilizer where the unstable protein does not form aggregate. We examined many 
stabilizers and found that 60% of a concentrated (2.5 mg/ml) unstable protein can be 
refolded using 40% glycerol as the best stabilizer. This procedure can be widely applicable 
for the refolding of unstable proteins. 
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質のフォルディングの問題はあま
りにも複雑な要素を含むのでタンパク質研
究のブラックボックスとして放置されてき
た。ポストゲノム、｢タンパク質の時代｣とな
って、やっと最近その重要さが認識され、ホ

ットな研究領域となってきた。フォルディン
グ情報に関して、フォルディングが開始する
直前の変性構造が重要な鍵を握っているこ
とが示唆されるようになった。 

一方、タンパク工学的手法でタンパク質を
大量生産する過程でも再生が重要な鍵を握



っていることから、変性タンパク質を効率よ
くフォルディングさせる方法の確立が望ま
れている。 
 
２．研究の目的 
タンパク質は変性しやすく、またタンパク

質工学的に生産されたタンパク質はほとん
どが変性している。これを活性な形に再生す
ることは、タンパク質の有効利用にとって、
必須の過程である。しかしながら、変性タン
パク質を効率的に再生させることは至難の
業である。この問題を解決することができれ
ば、医薬、食品、生物材料としてタンパク質
を有効利用することができ、人類の健康と福
祉に大いに貢献できる。 

私たちは既に安定なタンパク質について
は、尿素の可溶化剤としての性質を利用して
凝集を抑えながら再生させる画期的方法を
開発した。この方法を再生困難なタンパク質
(特に不安定なタンパク質)にまで広げること
が本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1)図に示すような申請者等が既に確立した
タンパク質の再生法（酸化還元液中尿素濃度
を徐々に 8Mから 0Mに薄めていくことより効
率的に再生する)とイオン交換クロマトを用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
いた再生率の追跡で行う。 

不安定なタンパク質の再生にまで応用範
囲を広げるために、安定化剤の共存を検討す
る。効果的な安定化剤については、安定化剤
の最適濃度、最適液送時間等詳細な再生条件
を決定する。 

不安定なタンパク質のモデルとしてリゾ
チーム(HEL)の 4個ある SS結合の一番外側の
SS 結合(Cys6-Cys127)1 個だけを切断してカ
ルボキシメチル化した 6,127CM-HELを調製し
てまずは用いる。この誘導体は HEL に比べて
24 度も変性移転温度が低下しており、
7.2Kcal/mol も不安定になっている。この誘
導体は溶菌活性で再生率を追跡できる利点

もある。申請者等はこの誘導体を既に調製し
た経験がある。 
 
(2)更なる効率再生を求めて、再生初期構造
に影響を与える諸条件を検討する。透析法で
は時間がかかることより、新たに希釈法と溶
菌活性を用いて、再生率を追跡しより有効な
安定化剤を開発する。 
 
４．研究成果 
(1)3SS リゾチームの調製は、ニワトリ卵白リ
ゾチーム 0.2g を 0.1M トリス塩酸緩衝液
pH7.8 10 ml に溶解し、ジチオスレイトール
5mM を添加し、20℃で 70 分還元した。還元後
0.25 mmol のモノヨード酢酸を添加し、20℃
で 60 分間カルボキシメチル化した。遠心分
離後 CM－トヨパールカラムに供与し、0～
0.5M 食塩のリニアグラジエント法で溶出し
た。Fig.1 に示すように 3 つのピークが見ら
れ、2 つ目のピークをプールし脱イオン水に
2 日透析し、凍結乾燥した。収率は約 10%で
あった、1 つ目のピークは過剰の試薬による
吸収であり、3 つ目のピークはネイティブリ
ゾチームの吸収である。2 つ目のピークは、
文献とほぼ同じ比活性及び熱安定性を示し
たことより、この標品を 3SS リゾチームとし
以下の実験に使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
尿素濃度の低下に応じて、安定化剤濃度が上 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ことにした。ネイティブリゾチーム再生反応
への影響を解析後、比較実験としてリボヌク
レアーゼＡ酸性反応へのアルギニンの影響
の解析を行った。その結果を表 3に示す。リ
ゾチームの再生では、ピークはシャープさを
欠き広がって溶出され、正しく巻き戻った産
物の位置のピークが減少していた。以上の結
果から、アルギニンはある種のリゾチーム再
生中間体を安定化し、これから SS 結合が掛
け違った不完全に巻き戻ったタンパク質が
生産された。このような反応によりアルギニ
ンはリゾチームの再生に対しては有害な影
響を及ぼしたと思われる。一方、アルギニン
のリボヌクレアーゼ Aの再生では、巻き戻し
は正しく行われ、再生効率はおよそ 100%であ
った。なお、アルギニン未添加の場合でも 94%
再生できた。したがって、アルギニンは試料
とするタンパク質によっては有害な影響を
及ぼす場合があることが分かった。このこと
はアルギニンが再生効率向上試薬として広
く利用されている現状からして、非常に重要
な発見である。 

昇するような工夫を取り入れ、種々安定化剤
を用いてその効果を検討した。可溶化剤とし
て 8M 尿素または、5M グアニジン塩酸塩を用
い、安定化剤として種々濃度のグリセリン、 
スクロース、サルコシン、硫酸アンモニウム、
アルギニン等で検討した。その結果を表１お
よび表 2に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
現在までの結果では、可溶化剤として 8M

尿素を用い安定化剤としてグリセリン(40%)
を用いたときに最も良い再生率 60％を得た。
この値は安定化剤を用いないときの 30%に比
べ格段の向上である。かくして、かなり不安
定なタンパク質を高濃度(2.5mg/ml)で効率
よく再生する方法が確立できた。 

 
可溶化剤として尿素と塩酸グアニジンを

用いた結果、尿素が約 20％再生率を上昇させ
た。安定化剤として多価アルコールであるグ
リセリンおよびスクロースの影響を調べた
結果、グリセリンでは、いずれの濃度でも再
生収率を上昇させた。40%のとき最も高い再
生収率６０％が得られた。スクロースでは、
0.5M で最も高い再生収率 40%が得られた。ア
ミノ基を含む化合物であるサルコシン、硫酸
アンモニウム、アルギニンでは、効果的な再
生収率を示すことはできなかった。 

 
(2)更なる効率再生を求めて、再生初期構造
に影響を与える諸条件を検討した。透析法で
は時間がかかることより、新たに希釈法を用
いて、3SS リゾチーム、リボヌクレアーゼ、
完全還元リボヌクレアーゼの再生を行った。
3SS リゾチームの再生は 8Ｍ尿素及び 2-メル 

アルギニンは、タンパク質リフォールディ
ングにおいる添加剤として広く使用されて
いる。しかし 3SS リゾチームのアルギニンを
用いた再生実験より再生タンパク質として
本来の構造に正しく巻き戻ってない可能性
が示唆された。そこで、タンパク質再生反応
に与えるアルギニンの影響の解析を進める 

カプトエタノールで変性還元状態にし、様々
な添加剤を含む溶液を用い 100倍希釈で行っ 
 
 
 
  
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



添加したとき、最も高い再生収率 30%を得る
ことができた。 

た。希釈後所定時間放置後の溶菌活性を測定
し、還元なしの変性のみの溶菌活性を 100%
とし、再生収率とした。添加剤としてグリセ
ロールを用いた時の結果を図 2に示した。そ
れ以外の安定化剤の影響も調べ、新たにその
結果を表 3～5に示す。 

スクロースの場合においても、どのスクロ
ース濃度添加でも再生収率を向上させるこ
とができ、1M 濃度添加したとき最大約 25%の
再生収率を示し、無添加より約 2倍上昇した。 
それ以外のアミノ基を含む化合物である

サルコシンやアルギニンは顕著な上昇は認
められず有害な影響を及ぼした。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

一方、アセトニトリルは 5%添加で約 4％の
上昇を示したことより、水に不溶な化合物の
影響を調べられることが期待できる。 
緩衝液の影響を調べた結果、リゾチームの

実験で良く用いられているリン酸緩衝液で
は有害な影響を示した。イミダゾール塩酸緩
衝液では、0.15M で約 4%の上昇を示し、さら
に、40%グリセロールを含む 0.15M イミダゾ
ール塩酸緩衝液を用いて再生を試みたとこ
ろ、今回の実験で最も高い再生収率 47%を得
ることができた。 
 現在はリゾチーム以外のリボヌクレアー
ゼ、完全還元リボヌクレアーゼを用いた再生
を行っている。今後は高分子量のタンパク質
やサブユニット構造をもつタンパク質に広
げていき、普遍的な方法を確立していきたい。 

この条件では、添加剤なしの場合、再生収
率は約 10%と低かった。安定化剤として多価
アルコールであるグリセリンおよびスクロ
ースの影響を調べた。グリセリンの場合にお
いては、どのグリセリン濃度添加でも再生収
率を向上させることができた。40％の濃度で 
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