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研究成果の概要（和文）：高い基質特異性・反応性を持つタンパク質は、抗体製剤・バイオリアクタなど幅広い応用用
途を持つ。タンパク質は現在大腸菌による大量発現が可能であり、そのうち約4割はアミノ酸配列を正しく折り畳むリ
フォールディング過程を経て生化学的活性が回復する。
今後の大きな拡大も見込まれるタンパク質市場を考えると、大量生産を可能とする連続リフォールディング技術の今後
の発展が予想される。本研究では、連続法に特徴的なタンパク質とリフォールディング剤の接触インターフェースに対
し、高分子機能膜の積極的な活用を提案し、プラズマグラフト重合法を用いた機能膜作成法の開発と、リフォールディ
ング介助に必要な膜性能の探求を行った。

研究成果の概要（英文）：Protein has wide application area due to its high substrate specificity and reacti
vity. The protein often must be refolded to regain its activity after the expression in E. coli. For the m
ass production of the protein, continuous protein folding method will be focused in the near future. To po
sitively utilize the interface between unfolded protein and refolding media, which is specific for the con
tinuous method, the development and the usage of functional polymeric membranes that can help protein refo
lding in the interface has been proposed for the first time. In the present study, specifically, the metho
d how to fabricate such a membrane via plasma graft polymerization methodology is proposed and the membran
e performance that is required for the protein refolding has been explored.
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質は人工物では実現の難しい基

質特異性・高い反応性を持ち、抗体製剤・機
能性食品・バイオリアクタなどの幅広い応用
用途を持つ。アミノ酸配列としてのタンパク
質は、現在大腸菌による大量発現が可能とな
っている。しかしながら、得られるのは生化
学的に不活性な不溶体であり、全体の約 4 割
のタンパク質はアミノ酸配列を 3 次元に正し
く折り畳むリフォールディングの過程を経
て初めて、生化学的活性が回復する。 
 
現在、工業的には塩酸グアニジンなどで可

溶化した変性タンパク質を大量のバッファ
ーに加えるバッチ式でリフォールディング
が行われている。既に現在でも国内で数千億
円規模であり今後の大きな拡大も見込まれ
るタンパク質市場を考えると、大量生産を可
能とする連続リフォールディング技術は将
来的に大きな需要が見込まれる。 
 
 
２．研究の目的 
しかしながら、連続リフォールディング技

術に関する研究はまだ充分に進んでいない。
特に、変性タンパク質溶液とバッファーが接
触する部分は連続リフォールディング法に
特徴的なインターフェースであるにもかか
わらず、その研究はほとんど行われて来てい
ない。本研究では初めて、このインターフェ
ースの積極的な活用として、機能性高分子膜
を用いることを提案した。特に、種々の機能
膜を作成する手法の開発及び、リフォールデ
ィング介助に必要な膜性能の探求を行った。 
 
 
３．研究の方法 
機能膜作成手法の開発： 
リフォールディングを介助・促進する機能

膜として、数百ナノメートルの無数の細孔を
持つ多孔質基材の細孔表面に、機能性リニア
ポリマーをグラフトした膜の検討を行った。
この架橋点の無いこのデザインであれば、高
分子網目へのタンパク質が大幅に抑制され
る。 
数あるグラフト重合法の中でも、プラズマ

グラフト重合法は、ポリエチレン等の不活性
な担体に、容易に且つ経済的にグラフト重合
を行える優れた手法ではある一方で、重合で
きるモノマーが限られているというモノマ
ー依存性が既存の問題として存在しており、
リフォールディングのための機能性ポリマ
ーのグラフトが困難であった。本研究におい
ては、この問題を解決するために、モノマー
溶液に様々な添加剤を加え、それらが種々の
モノマーのプラズマグラフト重合の可否に
与える影響の評価を行った。 

 
リフォールディング介助に必要な膜性能： 
様々な機能性多孔膜を介して、変性タンパ

ク溶液をリフォールディングバッファー中
に導入したときの、リフォールディングした
タンパク質の割合、活性、リフォールディン
グ後のタンパク質の構造に関してそれぞれ
評価を行った。この際、変性タンパク質の注
入速度などを変化させることで、膜内のリフ
ォールディングバッファー濃度分布の制御
を行い、その効果に関しても評価を行った。
膜内の濃度分布は化学工学シミュレーショ
ンを用いて計算した。 
 
 
４．研究成果 
機能膜作成手法の開発： 
プラズマグラフト重合時のモノマー溶液

にドデシル硫酸ナトリウム（SDS）を加える
ことで、既存の手法では重合の難しかった強
イオン性のモノマーacrylamide methylpropane 
sulfonic acid（AMPS）を細孔内に均一にグラ
フト重合することに成功した。これは、疎水
性のポリエチレン多孔質基材細孔中への、モ
ノマー水溶液の浸透を SDS が介助するため
であることを見出した。また、プラズマグラ
フト重合の反応開始基前駆体と考えられて
いるパーオキサイド基からの開始反応に pH
が関わっていることも見出している。 

 
さらにこの方法を応用することで、他の強

イ オ ン 性 モ ノ マ ー で あ る vinyl benzyl 
trimethyl ammonium chloride（VBTAC）や
methacrylamido propyl trimethylammonium 
chloride（MAPTAC）をはじめとした様々なモ
ノマーのグラフト重合に成功した。以上の結
果により、リフォールディングを介助する
種々の機能性ポリマーをグラフト固定化す
ることが可能になった。 
 
リフォールディング介助に必要な膜性能： 
リフォールディングを介助するポリマー

の一種であるポリイソプロピルアクリルア
ミドをグラフトした機能膜において、リフォ
ールディング効率が向上することが示され、
機能性リニアポリマーをグラフトした膜が
リフォールディング促進膜としてインター
フェースの役割を果たすことを見出した。 
また、変性タンパク質の膜への注入速度が

リフォールディング効率に大きな影響を与
えることが明らかにした。化学工学シミュレ
ーションによって膜内リフォールディング
バッファーの濃度分布を計算したところ、十
分な注入速度を保持できない時には、注入側
にまでリフォールディングバッファーが浸
潤してしまい、リフォールディング効率が低
下してしまうことがわかった。これに対し、
逆に注入速度が速すぎると、タンパク質が膜
細孔内でリフォールディングする滞留時間
を稼げないことがわかった。 
すなわち、インターフェースとしての機能

性膜に求められる性能としてリフォールデ
ィングを介助するグラフトポリマーの設計



に加え、膜内のタンパク質滞留時間を稼ぐ設
計（タンパク質の膜内の拡散性制御・厚膜化
など）が必要となることがわかった。 
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