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研究成果の概要（和文）：目的タンパク質を得る方法として汎用される大腸菌を宿主としたタンパク質発現において、
高い割合で生じるタンパク質凝集体をターゲットとし、水和イオン液体を用いた再生の検討を行った。特性の異なる水
和イオン液体を用いて凝集体の溶解性について検討を行った結果、コリニウムカチオンとリン酸二水素アニオンからな
るイオンの組み合わせの水和イオン液体がタンパク質凝集体を溶解することが示された。また、1イオンペアに対して
、4分子程度の水が存在するよう水和イオン液体を調整した場合に、溶解したタンパク質凝集体は天然状態と同様のフ
ォールディング状態を形成していることが示された。

研究成果の概要（英文）：We have investigated simple method to realize dissolution and refolding of 
aggregated recombinant protein from E. coli in hydrated ionic liquids. Among the investigated ionic 
structures, a pair of cholinium cation and dihydrogen phosphate anion showed direct dissolution of the 
aggregated protein with subsequent formation to the folding state, when it was controlled the number of 
water molecules.

研究分野： 生物電気化学、生体高分子、イオン液体
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１．研究開始当初の背景 
 目的タンパク質を簡便で効率良く得る方
法として、大腸菌を宿主とした発現は汎用技
術であるが、高い割合で凝集体を生じる。ま
た、タンパク質は in vitro での安定性が低く、
取り扱い過程で容易に凝集体化する。タンパ
ク質凝集体は基礎的な研究だけでなく、製薬
や医療など幅広い分野に影響を及ぼす大き
な問題である。凝集体の一般的な再生は、変
性剤で凝集体を可溶化後、希釈・透析により
変性剤を取り除きリフォールディングを行
う。必要となる操作は煩雑で長時間におよび、
多量の水を要する。また、再生過程で高い割
合で再凝集が生じる。再凝集を抑制するため
の様々な低分子が開発されているが、タンパ
ク質によって効果は異なり、根本的な解決に
は至っていない。このようにタンパク質凝集
体の再生は長年に及ぶ課題であり、効率的で
簡便な手法の提案や開発が強く求められて
いる。 
 
２．研究の目的 
 タンパク質の高次構造を保持したままイ
オン液体中への溶解を可能とすることを見
出してきた「水和イオン液体」をベースにし、
タンパク質凝集体の溶解からリフォールデ
ィングまで効率よく進め、再度水系に戻すこ
とのできるプロトコルを作製することを目
的とした。具体的には、イオン構造と水との
親和性の相関を整理し、最適な水和イオン液
体中で、1)凝集体を溶解し、2)水和状態の変
化を通してタンパク質をリフォールディン
グする。次いで、3)リフォールディング状態
を維持したまま、再度タンパク質を水溶液に
移動させる方法の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
特性の異なるイオン液体を用いて、大腸菌

を宿主として発現したタンパク質凝集体の
溶解を検討した。タンパク質凝集体を特性の
異なる水和イオン液体中で撹拌し、上清を CD
測定、蛍光測定を行うことで溶解性、溶解後
の二次構造やフォールディング状態につい
て解析を行った。 
凝集体の溶解を示したイオン液体につい

て、水和状態の違いによる溶解性への影響や、
溶解後のタンパク質のフォールディング状
態について検討を行った。 
水和イオン液体中に溶解したタンパク質

凝集体を、カラムを利用して水和イオン液体
中から水溶液中へ移動させた。 
 
４．研究成果 
(1)大腸菌を宿主として発現したタンパク質
凝集体の溶解 
 大腸菌を宿主としてタンパク質凝集体を
発現した大腸菌を超音波破砕し、不溶のタン

パク質凝集体サンプルを得た。このタンパク
質凝集体サンプルを極性の異なる水和イオ
ン液体中（含水率は 1 イオンペアに対して 4
分子で統一）、または純水、緩衝液中で混合
し、遠心後の上清について蛍光測定を行った
（図 1）。タンパク質のトリプトファンに基づ
く蛍光スペクトルを測定することで、フォー
ルディング状態について解析した。天然状態
の可溶体は図 1(a)に示すように、340nm 付近
に蛍光ピークが観測される。これに対して、
凝集体を純水、緩衝液中で撹拌を行った場合
には、300nm 付近に蛍光ピークが観測された
（図 1(d)(e)）。これは、タンパク質内のトリ
プトファンが天然状態に比べて極性の低い
環境に存在していることを示す。つまりトリ
プトファンが極性の高い水に接することの
ないタンパク質内部に存在する強い凝集状
態で存在することが示唆された。タンパク質
の変性剤であるグアニジン塩酸塩（GdmHCl）
中では、蛍光ピークが 360nm 付近まで長波長
シフトしていることが明らかとなった。この
スペクトルから、凝集体が可溶化し、トリプ
トファンが水中に露出したアンフォールデ
ィングした状態となっていることが示され
た。一方、コリニウムカチオン（[ch]）とリ
ン酸二水素アニオン（[dhp]）からなる水和
[ch][dhp]中で撹拌後の上清スペクトルは、
天然可溶状態のスペクトルと同様の340nm付
近に蛍光ピークが観測された。このことから
水和[ch][dhp]中で撹拌した凝集体は天然状
態と同様のフォールディング状態を形成し
ていることが示唆された。同様の割合で水和
状態を調整した水和[C2mim][MeHPO4]、水
和[C2mim]BF4 中では、蛍光ピークは純水、
緩衝液中と同様の位置に観測されたことか
ら、タンパク質は凝集体を形成したままであ
ることが示唆された（図 1(f)(g)）。 
  
 

(a) native in buffer 
(b) [ch][dhp] 
(c) GdmHCl 
(d) water 
(e) Tris buffer 
(f) [C2mim][MeHPO4] 
(g) [C2mim]BF4 

図 1 大腸菌で発現したタンパク質凝集体を
各種溶液中で撹拌後の上清の蛍光スペクトル 



 水和[ch][dhp]中での撹拌後の上清で、タ
ンパク質凝集体が天然に類似したフォール
ディング状態を形成していることが示唆さ
れたことから、同じ上清について CD スペク
トル解析を行った。その結果、水和[ch][dhp]
中でタンパク質が、αヘリックス構造を有す
る状態で溶解していることを示すスペクト
ルが確認された（図 2）。これに対して、緩衝
液中ではタンパク質の二次構造を示すスペ
クトルは観測されず、凝集状態であり、上清
にタンパク質は溶解していないことが示さ
れた。以上の結果から、大腸菌内で発現した
タンパク質凝集体が水和[ch][dhp]中で撹拌
することで溶解し、上清に天然状態に類似し
たフォールディング状態を形成しているこ
とが示された。 
 
(2)[ch][dhp]の含水率による凝集体の溶解
性及びフォールディング状態への影響 
 大腸菌で発現した凝集体タンパク質が水
和[ch][dhp]中に溶解し、フォールディング
状態を形成することが示された。このような
フォールディング形成に適した含水率につ
いて検討を行った。異なる含水率で調整した
[ch][dhp]中でタンパク質凝集体を混合し、
得られた上清について蛍光スペクトル測定
を行った（図 3）。その結果、含水率によって
凝集タンパク質の溶解濃度、及びフォールデ
ィング状態が異なることが示された。

[ch][dhp]が 1 イオンペアに対して水が 4 分
子程度の場合、タンパク質のトリプトファン
に基づく蛍光強度は最も高く、また天然と類
似したフォールディング状態を形成してい
ると考えられる蛍光ピークが340nm付近に観
測された（図 3(a)）。これに対して、含水率
が高くなるに従って蛍光強度は減衰し、さら
に蛍光ピーク位置も短波長側にシフトした。
この結果から、1 イオンペアに対して 4 分子
の水が存在する状況がタンパク質凝集体の
溶解とフォールディング状態の形成に適し
ていることが示された。 
 
(3) 水和[ch][dhp]中で再生したリフォール
ディング状態のタンパク質の水溶液中への
移動 
 1 イオンペアに対して 4 分子の水が存在す
る水和[ch][dhp]中で撹拌することで、大腸
菌中で発現した凝集体タンパク質は溶解し、
そのままフォールディング状態を形成する
ことが明らかとなった。そこで、フォールデ
ィング状態を形成したまま水溶液中に溶解
させるための検討を行った。限外濾過やゲル
濾過用いた検討を行ったが、途中でタンパク
質の再凝集などが観測され、フォールディン
グ状態を保持したまま水溶液中に溶解する
ことはできなかった。そこで、疎水性クロマ
トフラフィであるフェニルカラムを用いた
検討を行った。水和[ch][dhp]中にタンパク
質が溶解したサンプルをカラムにロードし、
その後、緩衝液を通液することでタンパク質
を溶出した。イオン伝導度を測定しながらイ
オン濃度のモニタリングを行った。イオン液
体が完全に溶出した後に溶出したタンパク
質を含むフラクションを回収し蛍光測定を
行った結果、天然とほぼ同様の位置に蛍光ピ
ークを有するスペクトルが観測された（図 4）。
しかしながら、タンパク質の回収率はかなり
低かった。タンパク質濃度は低かったが活性
解析を行ったところ、感度は低いものの、活
性を示す結果が得られた。以上の結果から、
水和[ch][dhp]中に溶解したタンパク質のフ

図2 タンパク質凝集体を撹拌後の上清のCD
スペクトル 
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図3 凝集体タンパク質を含水率の異なる水和
[ch][dhp]中で撹拌後の上清の蛍光スペクトル 
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図 4 フェニルカラムで溶出したタンパク質
の蛍光スペクトル 



ォールディング状態や活性を維持したまま
[ch][dhp]を取り除き、水溶液中に移動させ
ることができることを示した。 
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