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ゼオライトを用いたタンパク質のリフォールデイング

（24）

角田達朗＊，．知久浩之＊＊，坂口謙吾＊＊，水上富士夫＊

＊産業枝術総合研究所コンパクト化学プロセス研究センター，

＊＊東京理科大学理工学部応用生物科学科

遺伝子の解読が進んだ現在，その遺伝子の持つ情報に従って合成されるタンパク質の樺能解

明が重要になっている。評価・解析のために限らず，タンパク質を合成しようとする場合，生物

のカを借りることになる。分子生物学の進歩により大腸菌を用いたタンパク質合成法は，周辺技

術の進歩も大きく比較的簡便でスケールアップも容易であり，経済性が認められる。しかしなが

ら，この手法により合成したタンパク質は正しい高次構造を取れないことが多く，アミノ酸鎖を
巻き戻す（リフォールデイング）ことが必要になる場合が多い。リフォールデイング手法は，近

年盛んに研究されているものであるが，透析や希釈などの従来法によるものが多く，長い処理時

間を必要とし，なおかつ汎用的であるものはほとんどない。そこでゼオライトの吸着性能を利用

して，タンパク質を巻き戻す手法を新たに開発した。本手法には，処理時間が短く，なおかつ処

理方法がタンパク質の違いに依存しない利点がある。アミノ酸鎖を一旦引き延ばしてゼオライト

に吸着させ，その後剥離剤を用いることでリフォールデイングを起こさせるものである。剥離剤

に用いるバッファー組成の調整のみで，多様なタンパク質に対応できる可能性がある。大腸菌に
よるタンパク質合成を経済的に成立させるためには，汎用的なリフォールデイング手法の確立が

なくてはならず，今後の発展が期待される分野である。ゼオライトの新しい利用法として，新規

なリフォールデイング法を紹介する。

1．はじめに

生体内で実際に作用し機能しているのは，遺伝子

ではなくその情報から作成されるタンパク質である。

人の遺伝子の塩基配列の解読が済んだ現在，そこか

ら作成されるタンパク質の機能について解明してい

くことが，今後，重要となる。人のタンパク質は3

万種類近く存在すると言われているが，そのほとん

どは何のための何をするタンパク質であるかが解明

されていない。すなわち，タンパク質の機能・構造

の解明・解析は，病気の治療や創薬に直結すること

になる。このため，種々のタンパク賃を様々な方法
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で合成・生産し，それらの構造を調べ，生体内にお

ける作用機構と役割を解明することが活発に行われ

ている。これがゲノムの時代からプロテオームの時

代に，といわれている所以である。タンパク質の機

能解明には，タンパク質試料が大量に安価に入手で

きることが望ましく，それに寄与できる手法がゼオ

ライトを用いたタンパク質のリフォールデイング手

法である。研究そのものが始まったばかりであるこ

とから，深い議論よりも周辺状況との関係などを中

心に紹介させていただく。

2．タンパク賃合成の概略

タンパク質は分子量数万から十数万を越える生体

高分子であり，その合成はもっぱら生物細胞を用い

て行われる。これらの技術を支えるのが，生命現象

を分子の構造と機能，そしてそれらの相互作用を解

明しようとする分子生物学である。分子生物学の発

展と関連分野の技術革新により，遺伝子の組換え技

術が確立され，比較的容易に目的のタンバタ質が合
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成できるようになった。タンパク質を構成するアミ

ノ酸は20種類に限定される。生体内のタンパク質に

は20種以外のアミノ酸を含むものもあるが，それは

タンパク質が合成された後で酵素によって修飾され

た場合である。すなわち，タンパク質の一次構造は

この20種のアミノ酸のペプチド結合による配列で規

定される。二本鎖のDNAの一方の鎖を鋳型にして

転写される分子がRNA（正確にはmRNA）である。

一本鎖のRNAにおける塩基配列の3塩基（コドン）

が一つのアミノ酸に対応する。RNAを構成する4種

の塩基は，アデニン（A），グアニン（G），シトシン

（c），ウラシル（u）であり，その3塩基の配列（コ

ドン）と20種のアミノ酸が柑応している。その関係

はコドン表に示される。タンパク質合成の場はリボ

ソームであり，リボソームがRNAの塩基配列を読

み取り，対応するアミノ酸を合成し，つなげてタン

パク質を合成していく。この過程を翻訳と読んでい

る。タンパク質の合成を開始させる，また終止させ

るコドンが存在しており，遺伝情報に従ったタンパ

ク質が合成される。この分野の詳細は多くの書籍等

にわかりやすい記述があるので，それらを参照され

たい1）。

大腸菌を用いたタンパク質合成の実際は，まずプ

ラスミドと呼ばれる環状DNAの中に目的タンパク

質の合成情報の入った配列を組み込む。この用途に

用いるプラスミド（ベクターと呼ばれる）は，多く

の種類が用意されており，目的に合わせて選択が可

能である。また，外部からの試薬による信号でタン

パク質合成を開始するような機構やこのプラスミド

を取り込んだ大腸菌が抗生物質に対する耐性を有す

るように機能する機構も備えている。抗生物質の入

った培地で培養する際，抗生物質耐性を持たせた遺

伝子組換えを施した目的の大腸菌のみが繁殖するこ

とができ，外部から混入する雑菌などを排除するこ

とができるわけである。このプラスミドを菌内に入

れた大腸菌をある程度の数に増やした後，タンパク

質合成開始の信号を送ると，大腸菌内にタンパク質

が合成されることになる。つまり，この方法では，

目的タンパク質をコードする遺伝子の塩基配列が解

明されていれば，その一次構造の合成は可能であり，

またその後の処理や操作に必要な部位を付加するこ

とも可能ということになる。

タンパク質の合成には，大腸菌のほかに酵母や昆

良細胞，哺乳動物細胞等の発現系が用いられる。そ

れぞれの発現系には，おのおの特徴がある。昆虫細

胞や哺乳動物細胞による合成では，得られるタンパ

ク質は糖鎖の付加やリン酸化，アセチル化などの翻

訳後修飾も施されて可溶性であることが多い。しか

し，この方法は分離精製の操作が非常に煩雑で熟練

を要するものであり，培養規模あたりのタンパク質

発現量が少ないという欠点がある。結果としてコス

ト高となるばかりか，全工程に要する時間も月単位

である。これに対して，大腸菌による合成は操作が

簡単な上，目的タンパク質を得るのに要する期間は

数週間程度で，培養規模あたりに得られるタンパク

質も多く，経済性が認められる。このため，現在は

目的タンパク質の合成を担う遺伝子コードを組み込

ませた大腸菌を用いる方法がタンパク質合成の主流

となっており，生産プロセスも確立されつつある。

しかしながら，大腸菌によるタンパク質合成にも

間選点がある。大腸菌にタンパク質を合成させると

言うことは，大腸菌が必要としない，あるいは本来

合成しないタンパク質を作らせるということであり，

すべてがうまくいくというものではない。大腸菌に

よるタンパク質発現では，翻訳後修飾はなく，高次

構造も本来の形になることは少ない。ここでタンパ

ク質の高次構造について触れておく。タンパク質の

構造は，アミノ酸配列のみで規定されるものではな

く，階層構造を有しており，一次構造から四次構造

までが定義されている。一次構造はアミノ酸配列や

その配列間のS－S結合などを含む。二次構造はα－

ヘリックス，β－シート，β一夕ーンなどの水素結合

による主鎖の局所的構造を指す。三次構造は二次構

造が折り畳まれて形成される立体構造である。四次

構造は三次構造を取った分子複数個により形成され

るサブユニット構造を指す。タンパク質の機能は，

一次構造すなわち，アミノ酸の配列・鎖長によって

規定されるものでなく，三次，四次構造（高次構造）

によって決まることは周知のことである。高次構造

は機能発現と密接に関係しており，高次構造を変化

させることで，機能を発揮したり停止したりなどの

現象も数多く確認されている。

人など高等生物のタンパク質を大腸菌発現系で合

成した場合，アミノ酸の結合順序や数すなわちアミ

ノ酸鎖長に関しては設計どおりのタンパク質が得ら

れるものの，その立体構造には秩序が無く高次構造
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が制御されていない，すなわちアミノ酸鎖がもつれ

絡まった，いわゆるインクルージョンボディと呼ば

れる不溶性タンパク質が得られる。これはアミノ酸

鎖の形成速度が鎖の折り畳みに対して速いことや合

成されるアミノ酸鎖の数が多いことなどが原因とな

っている。当然のことながら，この不溶性タンパク

質インクルージョンボディは，所定の機能・性能を

持たず，活性を示さない。このため，大腸菌による

生産プロセスでは，インクルージョンボディを解き

ほぐし，高次構造を整え，秩序だった立体構造を持

つ可溶性タンパク質に変換する操作，すなわちイン

クルージョンボディのリフォールデイング（巻き戻

し）が必要である。この種のリフォールデイング技

術は，大腸菌生産タンパク質のみならず，熱履歴等

ある種の原因で失活したタンパク質の再生にも応用

できる重要な技術と考えられる。大腸菌発現系を用

いたタンパク質合成の経済性確保のためには，それ

に適合したリフォールデイング技術の確立が必要で

ある。

3．リフォールディング法の現状

前節で示したように，大腸菌発現系にはリフォー

ルデイング技術を欠くことは出来ない。

Monash大学のホームページ上にリフォールデイ

ング実証例のデータベースが公開されている

（http：〃refold．med．monash．edu．au／）。平成18年3

月現在430件のタンパク質のリフォールデイング例

が紹介されているが，そのうちの80％以上が，透析

および希釈とその複合による方法である。透析や希

釈は最も古くかち良く用いられているリフォールデ

イング法である。前者は，タンパク質を界面活性剤

や変性剤を含む水溶液に溶かし，これを界面活性剤

や変性剤を含まないバッファー（緩衝液）で透析す

ることで，界面活性剤や変性剤の濃度を下げて，タ

ンパク質をリフォールデイングするものである。変

性剤はアミノ酸鎖間の水素結合を切る作用をしてお

り，界面活性剤はそれぞれのアミノ酸鎖を絡まない

状態にしていると理解できる。それらの成分が減少

することで，タンパク質のリフォールデイングを起

こさせている。後者ではタンパク質を界面活性剤や

変性剤を含む水溶液に溶かした後に，これを単に希

釈して行くことで界面活性剤や変性剤の濃度を下げ

リフォールデイングさせることが行われている。言

うまでもなくデータベースが示すように，個々のタ

ンパク質の状態に合わせて，透析や希釈の条件，特

にバッファーの組成などを設定しており，多種多様

なタンパク質に対して同一条件というわけには行か

ない。汎用性を狙った典型例として，Hampton

Research社製FoldItキットなどをあげることが出来

る。Hampton Research社のキットによる操作法で

は，Ligand binding domains from glutamate and

kainate receptors，Lysozyme，Carbonic anhydrase

Bなど限られたタンパク質でリフォールデイングが

起こることが確認されている2）に過ぎず，十分な適

用例があるとは言い難い。基本的な機構は同様であ

るが，界面活性剤Sodium N－1auroylsarcosinate溶

液にグルタチオンS－トランスフエラーゼ融合タン

パク質を溶かし，それを1、2％のTritonX－100（界

面活性剤）で希釈し巻き戻す3）など希釈剤を用いた

例もある。

リフォールデイングに吸着分離カラムを用いる

ことも試されている。尿素・塩酸グアニジンで変

性させたタンパク質，チオレドキシンをゲル濾過

にかけると，ゲル濾過中にその巻き戻りが起こる4）。

しかし，リフォールデイングは必ずしも十分では

なく，他のタンパク質では満足できる結果が得ら

れないことが多い。この方法は基本的に透析や希

釈と同様，バッファーの交換によるものである。バ

ッファー交換だけでなく，構造が壊れたタンパク

質の巻き戻しを促進するタンパク質の叫種である

分子シヤペロン＊の機能を複合させた方法も提案さ

れている。分子シヤペロンGroELを固定したカラム

に，8Mの尿素で可溶化したタンパク質を吸着させ，

塩化カリウムと尿素をそれぞれ2M含む溶液で溶離

すると，溶艶タンパク質の巻き戻りが起こる5）。し

かし，Cyclophilin Aなど極めて限られたタンパク

質で認められているに過ぎない。そもそも分子シヤ

ペロンとタンパク質の組合せは限定的なものである

からである。また，リフォールデイング促進に関与

すると考えられるタンパク質3種，GroEL，DsbA

＊単にシヤペロンとも言う。細胞内で合成されたタ

ンパク質の折り畳みを助ける一群のタンパク質。

現在では，折り畳みに限らず様々な細胞の制御に

も関わっていることが明らかになっている。
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（大腸菌のdisulfide oxidereductase）およびPPI

（human proline cis－tranSisomerase）を同時に固定

した樹脂に，塩酸グアニジンで変性したタンパク質

Scorpion toxin Cn5を混ぜると，このタンパク質の

巻き戻りが樹脂上で起こる6）ことも報告されている

が，これについてはScorpion toxinCn5などの特定

タンパク質にしか適用できない欠点に加え，タンパ

ク質3種を固定した樹脂の調製が煩雑で価格的にも

高く付くという問題もある。カラム上の固定物質と

して巻き戻しタンパク質の代わりに金属キレートを

用いる場合もある。ニッケルキレートを固定した樹

脂に，塩酸グアニジンと尿素を含む水溶液で溶解変

性したHis6一夕グ融合タンパク質を吸着させ，変性

剤を含まないバッファーで洗うと，該融合タンパク

質の巻き戻りが起こる7）。本法の適用がこのタンパ

ク質に限られることと，樹脂の調製が煩雑で高価格

になることは同じである。

人工シヤペロンとしてβ－シクロデキストリンや

シクロアミラーゼを用い，このシヤペロン溶液に界

面活性剤で変性したタンパク質を混ぜると，界面活

性剤の人工シヤペロンによる取り込み除去が生じ，

この過程でタンパク質が巻き戻るとの報告8－10）もあ

る。しかし，Carbonic anhydrase Bなどで成功して

いるに過ぎず，シヤペロンは使い切りであるため，

タンパク質を大量に処理することは非現実的である。

種々の方法が提案されているが，それらのほとん

どはリフォールデイング率が低いうえに，ある限定

されたタンパク質（とくに分子量の低い特定タンパ

ク質）に対して偶発的に好ましい結果が得られたに

過ぎないことも多く，種々のタンパク質に適用可能

な一般性，普遍性のある，しかもリフォールデイン

グ率の高い効率的方法となっていない。合成タンパ

ク質の経済性を確保するためには，鎖長の長短を問

わず種々の高次構造未形成並びに変性・失活タンパ

ク質に適用可能な一般性，普遍性の高い，低コスト

の高効率リフォールデイング法の開発が望まれるこ

とになる。

4．ゼオライトを用いたリフォールディング法

タンパク質の吸着に対して，今までに用いられて

きた無機材料としては，主としてリン酸系の材料が

ある。リン酸カルシウムゲルとその結晶形であるハ

イドロキシアパタイトが代表である。ハイドロキシ

アバタイトは2本鎖DNAと1本鎖DNAに異なる親

和性を示し，その分離に用いることができた11）。こ

れがタンパク質精製の吸着体としても用いられる。

タンパク質を吸着した後，リン酸イオンの濃度勾配

によってそれを溶出することができ，タンパク質の

精製に利用可能である。一方，ゼオライトの吸着機

能は，気体液体の脱水・乾燥など広範に利用されて

いるものである。工業分野においては，吸着のみな

らず分離・精製材としての利用も著しい進歩を見せ

ている。しかしながら，生体材料への利用例は必ず

しも多いものではない。ゼオライトによるタンパク

質の吸着に関する報告12－17）は，数例を認めること

ができるが，吸着機構に踏み込んだ検討は認められ

ない。そこで，DNA，RNA，タンパク質等バイオ

ポリマーのゼオライト等金属酸化物上への吸着状況

を詳細に調べた18－20）。その研究の過程で，大腸菌等

の発現系で生産した高次構造未形成タンパク質ある

いは熱履歴等ある種の原因で失活したタンパク質を

β－ゼオライトで処理すると，それらタンパク賀が

本来の機能・活性を示すようになることを見出し，

タンパク質のリフォールデイングを都合よく行わせ

ている現象を確認した21）。

以下に，ゼオライトを用いたリフォールデイング

法とその実例について紹介する。基本的なスキーム

を図1に示す。大腸菌発現系で得られた不溶性のタ

ンパク質いわゆるインクルージョンボディを変性剤

により溶解する。この溶液にゼオライトを混合し，

ゼオライトに変性状態のタンパク質を吸着させる。

溶液とゼオライトを遠心分離などの方法により分離

し，界面活性剤を含む溶液と置換して，ゼオライト

から吸着タンパク質を剥離させる。剥離の際，リフ

ォールデイングが完了し，その後はアフイニティー

カラムなどを用いてタンパク質を精製し，活性の測

定を行う。

4．1インクルージョンボディの作成と変性剤による

溶解

ここではDNA複製に関与するタンパク質RPA70

（replicationprotein A70）について示す。大腸菌

に遺伝子を運搬する役割のベクターに，このタンパ

ク質をコードする配列を遺伝子操作により組み込む。

このベクターを一度，プラスミドコピー用の大腸菌

に導入する。この大腸菌を培養して，先のベクター
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図1リフォールデイングの基本的スキーム

インクルージョンボディ溶液

席懸濁

遠心

ゼオライト

桓垂］

上溝除去

ゼオライト回収

リフォールディング
上清回収

宮
バッファー

懸濁

遠心

リフォールディング

PBS＋メルカブトエタノール

上溝除去

遠心

懸濁

洗浄（複数回）

図2 リフォールデイング操作の実際

を増やし回収する。通常，タンパク質の発現前にベ

クターを増やす繰作を行っている。このベクターを

今度はタンパク質発現用の大腸菌に導入し，寒天培

地の上でコロニーを形成させる。所定のタンパク質

が発現していることが確認できたコロニーから大腸

菌を液体培地に移し，タンパク質を発現させる。所

定の培養時間の後，遠心分離によって菌体を回収す

る。菌体を洗浄後，大腸菌の膜を溶解させる酵素を

加えると共に，超音波により菌体を破砕し，菌体内

のタンパク質を遊離させる。これを遠心分離するこ

とにより，インクルージョンボディが回収される。

インクルージョンボディに対しても洗浄処理を行っ

た後，6M塩酸グアニジンと20mMβ－

mercaptoethanol，PBS（phosphate－bu恥rsaline）を

加え溶解する。塩酸グアニジンはアミノ酸鎖間の水

素結合を切る働きをし，もつれ合ったアミノ酸鎖を

解くことになる。

4．2 ゼオライトヘの吸着とリフォールデインク操作

（図2）

変性剤により溶解されたタンパク質溶液にゼオラ

イトを加え，タンパク質を吸着させる。用いたゼオ

ライトは，東ソー製β－ゼオライト（Na－BEA，

SiO2／A1203比27）をはじめ多様なものを用いた。

ゼオライトの種類は，結果と共に表1に示す。ゼオ

ライト溶液をチューブに入れて，旋回ミキサー
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表1リフォールデイングタンパク質の活性回復ゼオライト
160

依存性
140

120

タンバタ貫吸着剤 活性くhoI）

Na－BEA 258

Ga－BEA 143

Fe－BEA 59．6

H－Y 16．4

MCM－22 14．4

H－USY390 10．7

K－LTL 2．90

カネマイト 2．46

HOM（pore6mm） 2．38

ZSM－5 2．22

ハイドロキシアバタイト 1．76

K－FER 1．71

RUB－15 1．63

タンバタ質：RPÅ70，リフォールデイングバッファー組成：50

mMIIEP瓦S，PH7．5，1％Tween20，0．5％PEG20k，20mMメ

ルカブ租羊タノール

（20rpm程度）で30分から3時間程度，緩やかに懸

濁状態を維持する。その後，遠心分錐によりゼオ

ライトを沈降させ分離する。タンパク質の吸着し

たゼオライトを20mMのβ－merCaPtOethanolを

加えたPBSで再度懸濁し遠心分離する操作を4回

線り返し洗浄する。次にタンパク質を脱離させる

溶液（リフォールデイングバッファー）を加える。

組成は，50mMHEPES（pH7．5）（4－（2－hydroxyethyl）－

トpiperazineethanesulfonic acid），0．5M NaCl，0．5

％（w／v）polyethyleneglycol（PEG）20000，20mM

β】merCaPtOethanol，1％（v／v）Tween20を用いた。

先と同様に10時間程度回転ミキサーで懸濁状態を維

持し，タンパク質を脱離させる。途中，適宜アフイ

ニティーカラムによるタンパク質の精製を行い，大

腸菌が本来有するタンパク質（不純物）などを除去

する。

4．3 タンパク質の定量と活性評価

タンパク質の定量には主にブッラドフォード法22）

を用いた。操作の各段階で溶液中のタンパク質を定

量することで，吸着や脱離の状況を確認した。リフ

ォールドしたタンパク質の活性は，ゲルシフト法に

より評価した。今回用いたタンパク質RPA70は，

DNAの複製に関与するタンパク質のため，その活

性があればDNAと結合する。このためポリアクリ

ルアミド電気泳動を利用して，タンパク質とDNA

′‾、

glの
ll■■一
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■
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図3リフォールデイングバッファーにおける塩濃度の影響。

タンパク質：RPA70，

リフォールデイングバッファー：NaC10r KCl

＋50mM HEPES，PH7．5＋1％Tween20

十0．5％PEG20k＋20mMメルカプトエタノール

200

こコ150
0

∈
l＋－
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餌

50

0

0 0．5 1 1．5 2

Tween20く％）

図4リフォールデイングバッファーにおける界面活性剤濃

度の影響。

タンパク質：RPA70，

リフォールデイングバッファー：Tween20

＋50mM HEPES，PH7．5＋0．5％PEG20k

＋0．5M NaCl十20mMメルカプトエタノール

の結合の状況が評価できる。すなわち，タンパク質

にDNA結合活性がある場合，DNAにタンパク質が

結合し，見かけ上分子量が増大し移動度が小さくな

る。これにより電気泳動が遅くなりバンド（ゲル上

での位置）がシフトするので，活性が判定できる。

バンドの検出は，同位体を用いたオートラジオグラ

フイーによった。

4．4 リフォールデインク操作の結果

表1に用いたゼオライトとリフォールデイングさ

れたタンパク質の活性を示す。タンパク質はRPA70

で，ゲルシフト法によりDNA結合活性を評価した。

ゼオライトの種類により大きな差があり，β－ゼオ

ライトの性能が飛び抜けて高いことが分かる。骨格

構造への置換元素の影響なども認められる。ここで，

先のリフォールデイング操作条件設定までの検討を
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表2リフォールデイング促進因子の影響

リフォールディング因子 活性（fhol）

なし 0．434

0．5％PEG20K 122

0．5％PEGさ000 109

1．0％PEG3350 97．6

1．0％PPG2000 12．0

5．0％PPG400 5，85

5．0％Fi¢Ol170

＿
0．395

10．0％FiGOlは00 0．3¢0

10．0％スクロース 0．129

0．1％β－シクロデキストリン 0．112

10．0％ゲルコース 0．087

10．0％グリセロール 0．0225

10．仇ポリリン酸 0

5．0％myo－イノシトール 0

タンバタ賓：RPÅ70，

リフォールデイングバッファー：

リフォールデイング促進田子成分，

＋50mMHEPES，PH7．5＋1％Tween20，

＋0．5％P屯G20k＋20mMメルカブ租羊タノール
進pEG：ポリエチレングリコール，PPG：ポリプロピレングリコ

ール）

紹介する。まず，リフォールデイング時の溶液組成

について，塩類の濃度および界面活性剤の濃度の影

響を調べた。それぞれのパラメータのみを変化させ，

回収された，すなわちリフォールドされたタンパク

質の活性を図3，図4に示す。界面活性剤や塩類の

共存は，必要量までは効果が期待されるが，ある値

を越えるとタンパク質そのものの活性にダメージを

与えるようになり，必要以上の共存は避けなければ

ならない。そういった意味での最小量をこれらの結

果から掴むことができた。また，表2には，やはり

同様にリフォールデイング促進因子と考えられる

PEGとそれ以外の添加した物質の効果を示した。こ

れらの検討は，生化学の実験においてバッファーの

作成時等に経験的に効果が期待され，広く用いられ

ているものを対象として検討を加えたものである。

それぞれの効果が明確になっていないものもあり，

それらの情報と合わせてより詳細な検討が必要であ

ることは言うまでもない。ただ，実験的には条件を

変化させることは困難ではなく，時間的な開港に帰

着できる。

先にも示したが，タンパク質のリフォールデイン

グには，透析および希釈，それとこれらを組み合わ

せた方法が一般的である。RPA70に関しては，可溶

20
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的
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図5リフォールデイングの処理時間依存性。

タンパク質：RPA8，RPA70，

リフォールデイングバッファー：

50mM HEPES，PH7．5，1％Tween20，0．5M NaC1

0．5％PEG20k，20mMメルカプトエタノール

性のタンパク質，すなわちきちんとフォールデイン

グしたタンバタ質の大量入手が困難なため，天然型

との活性比較はできないが，透析による方法とゼオ

ライトによる方法の結果を比較した。リフォールド

できたタンパク質の割合は，それぞれ57．6％と32．5

％であった。一方，それぞれの比活性は60．5

nmol／mgと357．Onmol／mgになった。結論として，

ゼオライトによる方法は，リフォールドできた割合

は低かったが，最終的に重要な比活性は優位であっ

た，ということになる。大腸菌によるタンパク質産

生は，スケールアップが容易であり，リフォールド

できる割合や回収できる割合よりも，きちんとした

活性を有するタンパク質が取れるかどうかが重要に

なる。さらに，ゼオライトからの脱離によるリフォ

ールデイングに要する時間を検討した。結果を図5

に示す。リフォールデイングバッファーを加えて2

時間程度でリフォールデイングが終了していること

が分かる。この時間は透析や希釈法に要する時間と

比較すると10分の1程度である。処理に要する時間

的な優位性は，ゼオライトによる方法にあることが

分かる。この手法を他のタンパク質にも適用し，11

種について有効であることを認めた（表3）。さらに，

表中のRPA8（replication protein A8）について，

本法によるリフォールデイングタンパク質と天然型

とをNMR測定で比較したところ，一次元，二次元

スペクトルとも極めてよく一致した。これは，本法

では生化学的のみならず構造的にも活性な，すなわ

ち本来の正しい高次構造を取るタンパク質が得られ

ることを示している23）。

上記適用例は，タンパク質の種類の多さやその多



（31） vo1．23，No．2（2006） 71

表3リフォールデイングの適用例

タンパクf 由来 分子l リフォールディング廿の
状♯

可溶化 活性 タンバクf

回収手

RPA8 ショウジョウ

／くエ

12kD インクルージョンボディ 0

くNM印

15㌔

P53 ヒト ●●kD インクルージョンボディ 0 0 ＜柑ヽ

RさdA（Åト1¢争） イネ 5仇D インクルージョンボディ 0 ○ ＜10㌔

RldA イネ ¢6kD インクルージョンボディ 0 ○ ＜一肌

RPA70 ショウジョウ
バエ

¢7kD インクルージョンボディ 0 0 3三和

DNAli伊S●l ヒト 105kD インクJレージョンボディ 0 ○ 2●l

DNAp¢lyl¶●柑与●ぽ

Pl冬0¢●代domさin

マウス 11仇D インクJレージョンボディ 0 ○ ＜10I

DNApo吋m●柑S●

∂くAト5¢

イネ 119kD インクJレージョンボディ 0 0 ＜1仇

T叩Oisom●代書●l ショウジョウ

Jくエ

135kD インクJレージョンボディ 0 0 2仇

XPG ショウジョウ
バエ

139kD インクルージョンボディ 0 ○ 1Tl

DNAp¢lym椚寺●α

P柑0

マウス 18批D インクルージョンボディ 0 ○ ＜101

棟性を考えると決して十分な量ではないが，現在も たい。

有効事例は増えつつあり，また，分子シヤペロンの

ように個々のタンパク質に対して，厳密に試薬を準

備することもないので，おそらく，操作条件を変え

ることなどで，多様なタンパク質に対応できる汎用

的操作となる可能性が極めて高い。先にも示したよ

うに，条件の最適化を行うことで，ゼオライトを用

いた方法を，大腸菌発現系を用いたタンパク質合成

の経済性確保のために寄与できるものと考えている。

5．終わりに

現在のところ，ゼオライトと変性タンパク質との

相互作用について，ハイドロキシアパタイトとの相

互作用ほどの解釈はできていない。ゼオライトの骨

格構造の他，内包されるカチオンや残存するテンプ

レートの影響も認められる。そもそもタンパク質の

フォールデイングに関する研究が盛んになったのも

それほど古いものではなく，詳細な検討は現在進行

形である。このあたり，詳細に触れることができな

かったことはご容赦願いたい。処理に要する時間や

最適化のための条件振りが，実験的に困難なことは

少なく，今後の進展は確実である。ゼオライトの生

体高分子への利用という新しい分野の発展を期待し
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A Protein Refolding Technique uslng Zeolites

Tatsuo Tsunoda＊，HiroyukiChiku＊＊，Kengo Sakaguchi＊＊，and F巾ioMizukami＊

＊ Research Center for Compact ChemicalProcess，NationalInstitute ofAdvanced

IndustrialScience and Technology（AIST）

＊＊Department ofApplied BiologlCalScience，Faculty of Science and Technology，

Science Universlty OfTokyo

We presented a simple and effective refolding method

involvesin a three－SteP PrOCedure．First stepis the denature

body proteins．Second stepIS the adsorption of solubilized

StePisthedesorptlOnOftheproteinfromthezeoliteandthe

uslng a ZeOlite．This method

and solubilization ofinclusion

PrOtein onto the zeolite．Final

PrOteinis refolded successfully

under welトcontrolled conditions．The refolded proteins are biochemically active，and NMR

SPeCtrumSuPPOrtSthatrefoldinglSCO汀eCtlyperformed・Thismethodcanbesimf，1eand・Widely

appliedtoanydenaturedproteins・Inthepostgenomicsera，thisrefoldingtechniquecontributes

tothegoodcombinationwithrecombinantsystemof劫c力er≠cJエゴdCOJ‖hatproduceseconomically

many proteins．

Keywords：refblding，ZeOlite，PrOtein，inclusion body，reCOmbinant，E∫Cゐerfcゐ∫αCO〃


