
筑波大学・数理物質系・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２１０２

基盤研究(B)（一般）

2020～2018

タンパク質液-液相分離の低分子コントロール

Control of liquid-liquid phase separation of protein by small additives

９０３３４７９７研究者番号：

白木　賢太郎（Shiraki, Kentaro）

研究期間：

１８Ｈ０２３８３

年 月 日現在  ３   ６   １

円    13,700,000

研究成果の概要（和文）：タンパク質は凝集や液-液相分離の状態を形成しやすい。高濃度タンパク質の溶液状
態の安定化のメカニズムを明らかにし、制御する方法の確立を目指した。卵白に由来する異種タンパク質を低イ
オン強度の溶液中で混合すると液-液相分離した状態になるが、時間とともに成熟が進み共凝集になることがわ
かった。相分離液滴の安定化にはアルコールやポリイオン複合体が効果的であることがわかったが、これは凝集
体の安定化とは性質が異なっていた。一連の研究によって高濃度タンパク質の溶液状態の理解が深められた。

研究成果の概要（英文）：Proteins are prone to form aggregates and liquid droplets. We aimed to 
clarify the mechanism of stabilization of the solution state of high-concentration proteins and to 
establish a method to control the solution states. It was found that when different proteins derived
 from egg white were mixed in a low ionic strength solution, they formed a liquid-liquid phase 
separated state, but matured with time to become co-aggregated. Alcohols and polyion complexes were 
found to be effective in stabilizing the phase-separated droplets, but this was different from the 
stabilization of aggregates. These studies have enhanced our understanding of the solution states of
 highly concentrated proteins.

研究分野： タンパク質溶液科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高濃度のタンパク質の溶液状態の制御は、食品や医薬品の開発のために重要な知見を与える。本研究は集合した
状態のタンパク質を低分子で制御する方法の確立を目指した。卵白由来のタンパク質の凝集や液-液相分離の低
分子による制御は、食品産業への応用が期待できる。ポリアミノ酸による抗体の安定化は、バイオ医薬品への応
用が期待できる。タンパク質の凝集体を選択的に除去するための仕組みとして水性二相溶液が利用できること
は、課題となっている目に見えない凝集体除去の方法の開発に役立つだろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞内には膜のないオルガネラが存在しており、機能に関する研究が最近盛んに報告されて

いる。この液-液相分離して形成された液滴は、温度やイオン強度や代謝産物などで、可逆に形

成したり溶融したりする。細胞内は異種分子が含まれており、このような「濃度ムラ」や「濃淡」

の理解は、生命を理解するための新しい物理学的なアプローチになると考えられる。 

 
 研究代表者はこれまで、タンパク質凝集や液-液相分離の研究を長年続けてきた。そのなかで、

濃度ムラのような状態を形成するのは経験的にもわかってきている。例えば、濃縮をするだけで

乳白色に変化したり、異種のタンパク質を加えるだけで不均質な溶液状態ができたりする。ここ

で観察される状態は、凝集と比べてはるかに可逆性が高く、タンパク質の変性も伴わないため、

ある種の液-液相分離ではないか、また、これは細胞内から製剤まで通底する高濃度混合タンパ

ク質溶液の普遍的性質ではないか、と考えるようになった。 

 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、高濃度タンパク質の溶液状態の安定化のメカニズムを明らかにし、制御する方法

の確立を目指す。タンパク質の高濃度の条件を作り、その条件で生じる乳白色状態のメカニズム

と制御法を明らかにする。加熱や振盪などの外部からのストレスに応じてタンパク質が凝集す

るメカニズムを明らかにし、制御方法を明らかにする。２種類のタンパク質を混合したときの共

凝集と相分離の性質を明らかにし、制御する方法を確立する。 

 
 
３．研究の方法 
 

 液-液相分離させる材料として、抗体や卵白由来タンパク質、ポリアミノ酸を用いた。これら

を混合することで液-液相分離や共凝集の状態を作らせた。ここに第三成分を入れることで可逆

性や不可逆性、状態の成熟などを調べた。 

 
４．研究成果 
 

 卵白に由来するオボアルブミンとリゾチームを低イオン強度で混合すると白濁がみられる。

この白濁はイオン強度を増加させるだけで溶けるため、静電相互作用によって安定化している

液-液相分離して形成させた液滴であることが明らかになった（Iwashita 2019）。この状態でし

ばらく時間がたつとイオン強度を増加させても溶けなくなり、疎水性相互作用が主な安定化因

子へと成熟し、共凝集になると考えられる（Iwashita 2019）。 

 

 抗体とポリアミノ酸による可逆性の高い液滴の形成をバイオ医薬品の安定化に使う方法を確

立してきた。このタンパク質高分子電解質複合体の液滴を、どのようにすれば可逆性を高められ

るのか、また、高濃度化が可能なのかを調べた（Matsuda 2019）。その結果、可逆性の高い液滴

はタンパク質と高分子電解質の等電点の間で形成することがわかった。一方、塩基性 pH になる

と液滴を形成せず、酸性だと凝集性の高い不可逆な共凝集になることがわかった。可逆性を高め

るために第三成分を網羅的に調べた結果、低濃度のアルコールを加えたときに最も可逆性の高



いタンパク質高分子電解質複合体の液滴が形成できることがわかった（Mimura 2019）。 

 

 さらに、タンパク質の凝集体を可溶性分子と除去する方法として、水性二相溶液を用いる方法

を確立して報告した（Shibata 2019）。高濃度のタンパク質溶液の粘度を下げるために、凝集抑

制剤として開発してきたヒダントインが利用できることがわかった（Nishinami 2019）。 

 

 これらの一連の成果によって、高濃度のタンパク質に生じる液-液相分離や、複数種類のタン

パク質が含まれたときの凝集のメカニズムが低分子の添加剤によって理解でき、制御できるこ

とが明らかになってきた（Shiraki 2020）。タンパク質の溶液状態での振る舞いを調べるアプロ

ーチとして低分子の添加剤が有効であることが、本研究課題の成果から示された（図 1）。タン

パク質の集合物である液-液相分離や凝集は内部構造を調べることが困難だが、主にどのような

相互作用が働くことで安定化されているのかを低分子で調べる方法になると考えられる。 

 

 

図 1：タンパク質の液-液相分離および凝集の状態に影響をおよぼす低分子添加剤（白木賢太郎. 

生物工学 98, 5,(2020)） 
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