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【緒言】 大腸菌を用いたタンパク質発現系は，しば

しば目的タンパク質を不活性・不溶性の凝集体として

発現するため，活性を有する構造へと再生するリフォ

ールディング操作が必要となる．リフォールディング

操作では，目的タンパク質の再凝集反応が進行し，リ

フォールディング収率が著しく低下することが多い．

そのため，再凝集反応を抑制し，収率を向上させるリ

フォールディング用添加剤が開発されてきた[1]．し

かしながら，タンパク質の種類によっては，既存の添

加剤では収率向上効果が不十分な場合がある．また，

添加剤の構造や物性と，収率向上効果との関係はほと

んど明らかにされておらず，合理的な設計は困難であ

るのが現状である．     
 PEG 脂質であるポリエチレングリコールモノオレ

イルエーテル (polyethylene glycol monooleyl ether; 
PGME) は非イオン性の両親媒性分子であり，タンパ

ク質の電荷の影響を受けにくく，幅広い種類のタンパ

ク質に対して効果的な添加剤になると考えられる．実

際に，PEG 脂質の一種である Brij 58 が，いくつか

のタンパク質に対しては，リフォールディング収率を

向上させることが報告されている[2]． 
 本研究では，PEG 鎖長を系統的に変化させた

PGME 群を添加剤として用い (Fig. 1)，PEG 鎖長と

収率向上効果の関係を明らかにし，PEG 脂質からな

るより汎用性の高い添加剤の開発を試みた． 

 
Fig. 1 本研究で用いた PGME 

 
【実験方法】 ニワトリ卵白リゾチームをモデルタ

ンパク質とし，変性還元操作を行った．種々の濃度の

PGME を含むリフォールディング緩衝液で 30 倍希

釈後 (リゾチームの終濃度は 1.0 mg/mL)，25℃でイ

ンキュベートした． 
 添加剤のタンパク質凝集抑制効果は，1 時間後に

450 nm の波長による濁度測定により評価した．リフ

ォールディング収率は，24 時間インキュベート後の

溶菌活性から算出した．データは 3 回の実験の平均

値を示した． 
 
【結果及び考察】 PEG 鎖長の異なる PGME 群を

試したところ，PEG 鎖長が短い PGME 2, 7, 10 は，

ほとんど凝集抑制効果を示さなかった (Fig. 2A)．一

方，PEG 鎖長が 20 以上の PGME は，PEG 鎖長が

長い程，低濃度で凝集を効果的に抑制できることが分

かった (Fig. 2B)．オレイル鎖及び PEG 鎖がリゾチ

ームの凝集性中間体の疎水性表面と相互作用し，中間

体同士の凝集を抑制していることが考えられる． 
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Fig. 2 PGME の凝集抑制効果 
 凝集を抑制できた PGME 20, 50, 90 に関して，リ

フォールディング収率を調べた．その結果，完全に凝

集を抑制した添加濃度条件下でも 20%程度のリフォ

ールディング収率しか得られなかった (Fig. 3)．タン

パク質と PGME 間の強固な疎水性相互作用が，凝集

だけでなくリフォールディングも阻害するため，顕著

な収率向上効果が得られないと考えられた． 
 そこで，タンパク質と PGME 間の疎水性相互作用

を弱めるため，非プロトン性極性溶媒である DMSO
を 10% (v/v) 添加したところ，PGME 50 及び 90 の

収率向上効果が顕著に向上した (Fig. 3)．一方，Brij 
58 と同じ PEG 鎖長を持つ PGME 20 では，DMSO
の添加効果は見られなかった． 
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Fig. 3 PGME のリフォールディング収率向上効果 

 
【結言】 長い PEG 鎖を有する PGME と DMSO を

併用することで，従来の PEG 脂質では効果のないリ

ゾチームのリフォールディング収率が向上できるこ

とが明らかとなった． 
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