
JP 4196232 B2 2008.12.17

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
目的とするポリペプチドを産生する細胞から該ポリペプチドを精製する方法において、細
胞を破砕する工程と、該細胞を破砕した溶液から破砕片を取り除くことなくそのまま該ポ
リペプチドとの親和性を有するリガンドが結合された磁性担体に該ポリペプチドを吸着さ
せる工程とを同時に行った後、該ポリペプチドを回収することを特徴とするポリペプチド
の精製方法。
【請求項２】
ポリペプチドが融合蛋白質である請求項１に記載の精製方法。
【請求項３】
ポリペプチドが、リガンドとの親和性を有するポリペプチド領域が該ポリペプチドのアミ
ノ末端アミノ酸もしくはカルボキシ末端アミノ酸に直接的または間接的に結合してなる融
合蛋白質である請求項１～２のいずれかに記載の精製方法。
【請求項４】
リガンドがニッケルイオンである請求項１～３のいずれかに記載の精製方法。
【請求項５】
磁性担体が磁性化アガロース担体もしくは磁性化セルロース担体である請求項１～４のい
ずれかに記載の精製方法。
【請求項６】
ポリペプチドが、セルロースとの親和性を有するポリペプチド領域が該ポリペプチドのア
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ミノ末端アミノ酸もしくはカルボキシ末端アミノ酸に直接的または間接的に結合してなる
融合蛋白質である請求項１～２のいずれかに記載の精製方法。
【請求項７】
磁性化セルロース担体もしくはセルロースを結合せしめた磁性担体を用いる請求項６記載
の精製方法。
【請求項８】
ポリペプチドを産生する細胞が微生物である請求項１～７のいずれかに記載の精製方法。
【請求項９】
ポリペプチドを産生する細胞がエシェリヒア・コリ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ
）である請求項１～７のいずれかに記載の精製方法。
【請求項１０】
ポリペプチドを産生する細胞を超音波により破砕する請求項１～９のいずれかに記載の精
製方法。
【請求項１１】
ポリペプチドを産生する細胞を酵素により破砕する請求項１～９のいずれかに記載の精製
方法。
【請求項１２】
酵素がリゾチームもしくはβ－１，３－グルカンラミナリペンタオヒドロラーゼである請
求項１１記載の精製方法。
【請求項１３】
請求項１～１２のいずれかに記載の方法で精製して得られたポリペプチドを選択的開裂に
より除去することを特徴とするポリペプチドの精製方法。
【請求項１４】
請求項１～１２のいずれかに記載の方法で精製して得られたポリペプチドの選択的開裂に
プロテアーゼを用いる請求項１３記載の精製方法。
【請求項１５】
プロテアーゼがトロンビン、Ｆａｃｔｏｒ　Ｘａ、エンテロキナーゼよりなる群から選ば
れた少なくとも１種である請求項１４に記載の精製方法。

【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明のポリペプチドの精製方法は、目的ポリペプチドを産生している細胞の破砕液にそ
のまま特定のリガンドが固定化された磁性担体を添加して該融合蛋白質を吸着させること
、あるいは細胞を破砕する工程と目的蛋白質を磁性担体へ吸着させる工程を同時に行う該
ポリペプチドの精製方法に関する。より具体的な態様としては、該目的ポリペプチドは、
例えば遺伝子組換え技術により特定のリガンドと親和性を持つポリペプチドと生物学的に
活性なポリペプチドとの融合蛋白質の形で産生され、該融合蛋白質の宿主細胞の破砕液を
そのまま該融合蛋白質の該磁性担体との吸着へ供する精製方法、および細胞破砕と磁性担
体への吸着を同時に行う該融合蛋白質の精製方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】
今日では、生物学の資料中の特定蛋白質を他の成分から分離するための多種多様な方法、
物質、及びアプローチが存在する。一般的なアプローチの一例としては、担体に対する蛋
白質の非特異的親和が挙げられる。例えば、蛋白質は分子の電荷に基づき、イオン交換ク
ロマトグラフィーによって分離することができる。すなわち、蛋白質混合物が反対の電荷
のクロマトグラフィーマトリックスに添加され、可逆的な静電気的相互作用により様々な
蛋白質がマトリックスに結合する。該マトリックスに結合した蛋白質はイオン強度を高め
ることにより、もしくは溶出緩衝液のｐＨを変化させることによって、結合の弱いものか
ら強いものの順に溶出される。
【０００３】
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別の一般的なアプローチとしては、分離手段として蛋白質の物理的特性を利用するものが
挙げられる。例えば、ゲル濾過を用いて蛋白質の大きさに基づき蛋白質を分離することが
できる。この方法の場合、所定の大きさの孔を有するクロマトグラフィーのマトリックス
を詰めたゲル濾過カラムに蛋白質混合物を添加する。その後、蛋白質は、通常緩衝液を用
いて溶出され、個々のクロマトグラフィーフラクションとして収集されて分析される。
【０００４】
第３の一般的なアプローチとしては、精製試薬に対する蛋白質の特異的親和性を利用する
ものがある。例えば、その蛋白質に対して特異的な抗体を用いて蛋白質を精製することが
できる。あるいは、逆に抗体をそれに特異的な抗原によって精製してもよい。通常、抗体
もしくは抗原はカラム基材に結合され、その特定の抗原もしくは抗体を含んだ溶液がその
カラムに添加されて、免疫複合体を形成することができる。続いて、結合された免疫複合
体の要素は、例えば非常にイオン強度が高い又はｐＨの高いもしくは低い緩衝液にさらす
ことにより、この抗原抗体複合体を不安定化させて溶出される。
【０００５】
上記のように、アフィニティークロマトグラフィーは、精製したい蛋白質と固相に固定化
されたリガンドとの間の特異的な相互作用を利用する、非常に効果的な蛋白質の精製方法
である。通常、固相リガンドはいくつかの固有の科学的特性を有し、それにより分離対象
の蛋白質を選択的に吸着する。他の混入蛋白質（contaminant protein ）は、固相リガン
ドに結合しないか、もしくは適切な溶液で固相リガンドを洗浄することで除去される。
【０００６】
遺伝子技術による混成遺伝子の調製の可能性は、組み換え蛋白質の製造に当たり新たな道
を開いた。所望の蛋白質をコードする遺伝子配列とリガンドに対して高い親和性を有する
蛋白質フラグメント（親和性ペプチド）をコードする遺伝子配列とを結合することにより
、親和性ペプチドを使用する一工程で所望の組み換え蛋白質を融合蛋白質の形態において
精製することが可能である。部位を制限した変異により、親和性ペプチドと所望の組み換
え蛋白質との結合点に特定の化学的または酵素的な開裂部位を導入することも可能であり
、その結果融合蛋白質を適当な親和性樹脂により精製した後に、所望の組み換え蛋白質を
化学的または酵素的開裂により回収することができる。
【０００７】
例えば、特許第２６８６０９０号公報には、遺伝子組み換え蛋白質として目的蛋白質のＮ
末端あるいはＣ末端に６つのヒスチジン残基（以下、６×His と表す）を連結して、これ
に特異的なＮｉリガンドによりアフィニティー精製する方法が記されている。しかしなが
ら、この方法では、親和性ペプチドとリガンドとの特異性が低く、高純度に精製できない
ことがある。
【０００８】
また、クロストリジウム・ステルコラリウム(Clostridium stercorarium)から得られるキ
シラナーゼＡのセルロース結合性領域（以下、ＣＢＤと示す）を使用して、目的蛋白質を
このＣＢＤの融合蛋白質として産生させ、アフィニティー精製する方法が、J.Ferment. B
ioeng.第８１巻, 第５５３～５５６頁（１９９６年）に報告されている。しかしながら、
この方法は、ＣＢＤが大きく目的蛋白質の特性に影響を及ぼすことがある。
【０００９】
上記以外にも斯かる精製方法は、例えば、Science 第１９８巻，第１０５６～１０６３頁
（１９７７年）(Itakuraらによる）、Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A.第８０巻，第６８４８
～６８５２頁（１９８３年）(Germinoらによる）、Nucleic Acids Res.第１３巻，第１１
５１～１１６２頁（１９８５年）（Nilsson らによる）、ならびにＧｅｎｅ　第３２巻，
第３２１～３２７頁（１９８４年）（Smith らによる）により報告されている。しかしな
がら、これらの方法においても、ＣＢＤと同様で、親和性ペプチド領域が大きく目的蛋白
質の特性に影響を及ぼすことがある。
【００１０】
【発明が解決しようとする課題】
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以上のように、融合蛋白質を利用したアフィニティークロマトグラフィーは非常に優れた
精製方法であるが、主として親水性である可溶性蛋白質の精製に用いられ、比較的疎水性
が強い蛋白質では収率が低くなることがある。そこで、疎水性の強い融合蛋白質において
も高い収率が得られるような精製方法が切望されている。
【００１１】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、上記事情に鑑み鋭意検討した結果、細胞破砕懸濁液にそのまま磁性担体を
添加して目的ポリペプチドを吸着させることにより、比較的疎水性の強い蛋白質において
も、該ポリペプチドが細胞破砕片と非特異的に吸着してロスとなることもなく固定化リガ
ンドとの高い親和力で目的融合蛋白質を吸着することができることを見出し、本発明を完
成させるに至った。
【００１２】
すなわち、本発明は以下のような構成からなる。
（１）目的とするポリペプチドを産生する細胞から該ポリペプチドを精製する方法におい
て、該細胞を破砕した溶液から破砕片を取り除くことなくそのまま該ポリペプチドとの親
和性を有するリガンドが結合された磁性担体に該ポリペプチドを吸着させた後、該ポリペ
プチドを回収することを特徴とするポリペプチドの精製方法。
（２）細胞を破砕する工程とポリペプチドとの親和性を有するリガンドが結合された磁性
担体にポリペプチドを吸着させる工程とを同時に行う（１）の精製方法。
（３）ポリペプチドが融合蛋白質である（１）または（２）の精製方法。
（４）ポリペプチドが、リガンドとの親和性を有するポリペプチド領域が該ポリペプチド
のアミノ末端アミノ酸もしくはカルボキシ末端アミノ酸に直接的または間接的に結合して
なる融合蛋白質である（１）～（３）のいずれかの精製方法。
（５）リガンドがニッケルイオンである（１）～（４）のいずれかの精製方法。
（６）磁性担体が磁性化アガロース担体もしくは磁性化セルロース担体である（１）～（
５）のいずれかの精製方法。
（７）ポリペプチドが、セルロースとの親和性を有するポリペプチド領域が該ポリペプチ
ドのアミノ末端アミノ酸もしくはカルボキシ末端アミノ酸に直接的または間接的に結合し
てなる融合蛋白質である（１）～（３）のいずれかの精製方法。
（８）磁性化セルロース担体もしくはセルロースを結合せしめた磁性担体を用いる（７）
の精製方法。
（９）ポリペプチドを産生する細胞が微生物である（１）～（８）のいずれかの精製方法
。
（１０）ポリペプチドを産生する細胞がエシェリヒア・コリ（Escherichia coli）である
（１）～（８）のいずれかの精製方法。
（１１）ポリペプチドを産生する細胞を超音波により破砕する（１）～（１０）のいずれ
かの精製方法。
（１２）ポリペプチドを産生する細胞を酵素により破砕する（１）～（１０）のいずれか
の精製方法。
（１３）酵素がリゾチームもしくはβ－１，３－グルカンラミナリペンタオヒドロラーゼ
である（１２）の精製方法。
（１４）（１）～（１３）のいずれかの方法で精製して得られたポリペプチドを選択的開
裂により除去することを特徴とするポリペプチドの精製方法。
（１５）（１）～（１３）のいずれかの方法で精製して得られたポリペプチドの選択的開
裂にプロテアーゼを用いる（１２）の精製方法。
（１６）プロテアーゼがトロンビン、Factor Xa 、エンテロキナーゼよりなる群から選ば
れた少なくとも１種である（１４）または（１５）の精製方法。
（１７）目的とするポリペプチドに結合するリガンドを保有した磁性担体、細胞破砕・吸
着液、不要物の除去に用いられる洗浄液、該目的とするポリペプチドを担体から分離する
ために用いられる溶出液から構成されることを特徴とする（１）～（１６）のいずれかの
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精製方法に使用されるキット試薬。
（１８）細胞破砕・吸着液および洗浄液のうちの少なくとも一方のｐＨが６～８である（
１７）のキット試薬。
（１９）細胞破砕・吸着液および洗浄液が同一の組成である請求項（１７）または（１８
）のキット試薬。
（２０）溶出液中に目的とするポリペプチドの磁性担体への特異吸着を拮抗阻害する物質
を添加されている（１７）～（１９）のいずれかのキット試薬。
（２１）目的とするポリペプチドの磁性担体への特異吸着を拮抗阻害する物質がイミダゾ
ールである（２０）のキット試薬。
（２２）目的とするポリペプチドの磁性担体への特異吸着を拮抗阻害する物質がセルビオ
ースである（２０）のキット試薬。
（２３）細胞破砕・吸着液、洗浄液および溶出液中にアルカリ金属塩が含有される（１７
）～（２２）のいずれかのキット試薬。
（２４）アルカリ金属塩がＮａＣｌもしくはＫＣｌである（２３）のキット試薬。
【００１３】
【発明の実施の形態】
本発明におけるポリペプチドの精製方法は、該ポリペプチドを産生する細胞を破砕した溶
液から破砕片を取り除くことなくそのまま該ポリペプチドとの親和性を有するリガンドが
結合された磁性担体に該ポリペプチドを吸着させた後、該ポリペプチドを回収することを
特徴とする。この際、細胞を破砕する工程とポリペプチドとの親和性を有するリガンドが
結合された磁性担体にポリペプチドを吸着させる工程とを同時に行うことが破砕から吸着
への時間的なズレをなくす点から好ましい。また、破砕と吸着を同時に行うと、精製に要
する操作時間を短縮することができる。
【００１４】
通常、非磁性担体を用いてバッチ式で例えば融合蛋白質を精製する場合、担体は遠心分離
操作により固液分離を行う。この分離方法は重力を利用したものであり、吸着の前に必ず
細胞破砕片を除去する必要がある。もし、細胞破砕液をそのまま使用した場合は、二度と
非磁性担体と細胞破砕片を分離することができなくなる。
【００１５】
しかしながら、磁性担体を使用した場合、磁性担体のみ磁力により分離することができる
。また、細胞破砕と担体への吸着を同時に行なうことも可能となる。斯かる精製方法は従
来の非磁性担体を使用した方法と比べて破砕細胞片を遠心分離して除去する工程が必要な
く、精製操作時間も短縮できる。
【００１６】
本発明の精製方法は、上記ポリペプチドが融合蛋白質である場合に特に有用であり、該融
合蛋白質は、リガンドとの親和性を有するポリペプチド領域（以下、親和性ペプチドとい
う）が該ポリペプチドのアミノ末端アミノ酸もしくはカルボキシ末端アミノ酸に直接的ま
たは間接的に結合してなる融合蛋白質が好ましい。該融合蛋白質を得る方法は特に限定さ
れないが、遺伝子組換え技術により微生物により生産するのが好ましい。
【００１７】
上記融合蛋白質は、ポリペプチドに直接的または間接的に結合され得る。単一の親和性ペ
プチドを用いる場合には、同親和性ペプチドは該ポリペプチドのアミノ末端アミノ酸また
はカルボキシ末端アミノ酸のいずれかに結合され得る。２個の親和性ペプチドを用いる場
合には、それらの１個はポリペプチドのアミノ末端アミノ酸に結合され、他方はポリペプ
チドのカルボキシ末端アミノ酸に結合される。
【００１８】
間接的結合の場合には、該親和性ペプチドは適当な選択的開裂部位を含み、それを介して
、それらは所望のポリペプチドに結合される。該選択的開裂部位としては、好ましくはア
ミノ酸配列-(Asp)n -Lys- （ｎは２、３または４を示す）または-Ile-Glu-Gly-Arg- が考
えられる。これはそれぞれプロテアーゼであるエンテロキナーゼおよび凝集Factor Xa に
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より特異的に認識され得る。このような親和性ペプチドは、次にそれ自体公知の方法によ
り酵素的に開裂することができる。
【００１９】
直接的結合の場合には、該親和性ペプチドは、所望のポリペプチドに結合して残る。すな
わち、該親和性ペプチドは化学的または酵素的に開裂することができない。したがって、
この形態の結合は、所望のポリペプチドの活性が親和性ペプチドの存在により不利な影響
を受けない場合に有利なものである。
【００２０】
上記リガンドとしてはニッケルイオン、セルロース、グルタチオン等が、それらの該親和
性ペプチドが低分子量であり、特異性が高い点から好ましい。また、磁性担体としては、
磁性化アガアロース、磁性化セルロース等が価格、強度、粒径の点から好ましい。
【００２１】
また、本発明における精製方法の別の態様として、セルロースとの親和性を有するポリペ
プチド領域（ＣＢＤ）が該ポリペプチドのアミノ末端アミノ酸もしくはカルボキシ末端ア
ミノ酸に直接的または間接的に結合してなる融合蛋白質を用いる精製方法が挙げられる。
この場合、磁性担体として磁性化セルロース担体を単独で用いてもよいし、あるいは、磁
性化アガロース担体等の磁性担体にセルロースをリガンドとして結合せしめたものを用い
てもよい。
【００２２】
上記ポリペプチドを産生する細胞は微生物であることが好ましい。該微生物としては、細
菌、酵母等が挙げられるが、なかでもエシェリヒア・コリ（Escherichia coli）が好まし
い。
【００２３】
上記ポリペプチドを産生する細胞の破砕は、超音波もしくは酵素を用いて行うのが好まし
い。酵素を用いる場合は、リゾチームもしくはザイモリエース（麒麟麦酒製）等のβ－１
，３－グルカンラミナリペンタオヒドロラーゼなどの溶菌酵素が特に好ましい。
【００２４】
上記の方法で精製して得られたポリペプチドは選択的開裂により除去されることが好まし
い。その際にはプロテアーゼを用いるのが好ましく、なかでも、トロンビン、Factor Xa 
、エンテロキナーゼ等が特に好ましい。
【００２５】
上述したような精製方法に際して用いられる本発明におけるキット試薬は、目的とするポ
リペプチドに結合するリガンドを保有した磁性担体、細胞破砕・吸着液、不要物の除去に
用いられる洗浄液、該目的とするポリペプチドを担体から分離するために用いられる溶出
液から構成される。該溶出液は、該磁性担体の非特異吸着を回避するために該細胞破砕・
吸着液または該洗浄液に添加される溶液の全てもしくは一部によって構成されることが好
ましい。
【００２６】
上記細胞破砕・吸着液および洗浄液のうちの少なくとも一方のｐＨが６～８であることが
好ましく、ｐＨ７～８の範囲がより好ましい。また、細胞破砕・吸着液および洗浄液は同
一の組成であることが担体へ吸着した該ポリペプチドの脱離を防ぐ点から、さらに好まし
い。
【００２７】
上記溶出液中には、目的とするポリペプチドの磁性担体への特異吸着を拮抗阻害する物質
を添加して調製されることが好ましい。上記の目的とするポリペプチドの磁性担体への特
異吸着を拮抗阻害する物質がイミダゾール、セルビオース、グルタチオン等が好ましい。
【００２８】
さらに、上記の非特異吸着を回避するために、細胞破砕・吸着液、洗浄液および溶出液中
にアルカリ金属塩が添加されることが好ましい。アルカリ金属塩としては、なかでも安全
性、価格の点から、ＮａＣｌ、ＫＣｌ等が特に好ましい。
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【００２９】
【実施例】
以下、本発明の実施例を例示することによって、本発明の効果をより一層明確なものとす
る。
【００３０】
実施例１　６×His ／α－グルコシダーゼ融合蛋白質の磁性化Ｎｉ－アガロース担体によ
る精製
まず、pUC119にバチルス・ステアロサーモフィルス（Bacillus stearothermophilus ）AT
CC12016 由来のα－グルコシダーゼ遺伝子を連結したプラスミドpBST(Appl Microbiol Bi
otechnol　第４４巻，第６２９～６３４頁，1996年）を鋳型に、α－グルコシダーゼ遺伝
子の５’末端部に相補的な２１個のヌクレオチド配列とその５’末端にEcoRI 認識配列、
開始コドン（ＡＴＧ）、６個のヒスチジンコード配列の順につなげたプライマー（５'-CC
G GAA TTC ATG CAT CAC CAT CAC CAT CAC TTG AAA AAA ACA TGG TGG AAA-３’）およびα
－グルコシダーゼ遺伝子の3'末端側に位置するpUC119に由来するプライマー（５'-CGC CA
G GGT TTT CCC AGT CAC GAC-３’）にて、ＫＯＤ　ＤＮＡポリメラーゼ（東洋紡績製）に
よるＰＣＲを行った。
【００３１】
増幅したＤＮＡ断片（約２．１ｋｂｐ）を制限酵素EcoRＩにて切断し、精製した後、予め
用意したpKK ／EcoRI －SmaI（ファルマシア製）に連結した。この連結したプラスミドpK
K ／６×His ／α－グルコシダーゼでエシェリヒア・コリ JM109を形質転換して、６×Hi
s ／α－グルコシダーゼ融合蛋白質（α－グルコシダーゼのＮ末端部に６個のヒスチジン
を連結した融合蛋白質）を産生する形質転換体を取得した。６×His ／α－グルコシダー
ゼ融合蛋白質の発現はα－グルコシダーゼ活性の有無により確認した。
【００３２】
次に、上記形質転換体をイソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトピラノシド（以下、ＩＰＴ
Ｇと表す；最終濃度０．２ｍＭ）にて誘導培養することにより、６×His ／α－グルコシ
ダーゼ融合蛋白質を大量発現させた。
【００３３】
上記融合蛋白質を磁性化Ｎｉ－アガロース担体（英国Scigen社製）を用いて、（１）細胞
破砕後の上清のみ吸着、（２）細胞破砕液をそのまま吸着、（３）細胞破砕と同時に吸着
の３方法にて精製した。また、従来の非磁性化担体を用いた一般的な精製法の例として、
クローンテック社のＴＡＬＯＮ、キアゲン社のＮｉ－ＮＴＡを用いて同様に（１）の方法
で精製した。
【００３４】
（１）～（３）の精製の操作方法および使用試薬を図１に示す。固液分離は磁性担体は磁
性スタンド、ＴＡＬＯＮ、Ｎｉ－ＮＴＡは遠心分離にて行っている。それぞれの精製方法
により得られた溶出液のα－グルコシダーゼ活性の回収率および比活性（以下、ＳＡとも
表す）を図２、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）の結果を
図３に示す。
【００３５】
検討の結果、図２のように、クローンテック社のＴＡＬＯＮ、キアゲン社のＮｉ－ＮＴＡ
ならびに磁性化Ｎｉ－アガロース担体を用いて細胞破砕後の上清のみを吸着して精製した
場合、活性回収率が約３０％であった。しかしながら、磁性化Ｎｉ－アガロース担体を用
いて破砕液をそのまま吸着させた場合、および破砕と同時に吸着して精製した場合、活性
回収率がそれぞれ約６５％、約５２％と倍増した。また、ＳＡにおいても回収率と同様な
増加傾向が認められた。
【００３６】
また、図３に示すＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果からも破砕液をそのまま用いた場合、および破
砕と同時に吸着して精製した場合、６×His ／α－グルコシダーゼ融合蛋白質の回収量が
増加していることが明らかである。
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【００３７】
実施例２　リポプロテインリパーゼ／６×His 融合蛋白質の磁性化Ｎｉ－アガロース担体
による精製
まず、pUC18 にシュードモナス・アルギノウサ（Pseudomonas aeruginousa ）由来のリポ
プロテインリパーゼ遺伝子を連結したプラスミドpUL11 （ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND
 BIOPHYSICS 第２９６巻，第２号，第５０５～５１３頁，１９９２年）を鋳型に、リポプ
ロテインリパーゼ遺伝子の５’末端側に位置するpUC18 に由来するプライマー（５’-CAC
 TTT ATG CTT CCG GCT CGT ATG TTG- ３’）およびリポプロテインリパーゼ遺伝子の３’
末端部に相補的な２５個のヌクレオチド配列とその５’末端にBglII 認識配列、６個のヒ
スチジンコード配列、終止コドン（ＴＧＡ）、Eco47I認識配列の順につなげたプライマー
（５’-GTC AGG TCC TAG TGA TGG TGA TGG TGA TGA GAT CTC AGG CTG GCG TTC TTC AGG C
GG TTG- ３’）にて、ＫＯＤ　ＤＮＡポリメラーゼ（東洋紡績製）によるＰＣＲを行った
。
【００３８】
増幅したＤＮＡ断片（約１．３ｋｂｐ）を制限酵素NcoI／Eco47Iにて二重切断し、精製し
た後、予め用意したpUL11 ／NcoI-Eco47I に連結した。この連結したプラスミドpUL11 ／
リポプロテインリパーゼ／６×His でエシェリヒア・コリ JM109を形質転換して、リポプ
ロテインリパーゼ／６×His 融合蛋白質（リポプロテインリパーゼのＣ末端部に６個のヒ
スチジンを連結した融合蛋白質）を産生する形質転換体を取得した。
【００３９】
次に、この形質転換体をＩＰＴＧ（最終濃度０．２ｍＭ）にて誘導培養することにより、
リポプロテインリパーゼ／６×His 融合蛋白質を発現させた。リポプロテインリパーゼ／
６×His 融合蛋白質の発現はＣ末端にある６×His を認識する抗体（インビトロジェン社
製）を用いてウエスタンブロットにて確認した。ウエスタンブロットはImaging high -We
stern-（東洋紡績製）にて、その取扱説明書通りに行った。
【００４０】
実施例１と同様に該融合蛋白質を磁性化Ｎｉ－アガロース担体を用いて、（１）細胞破砕
後の上清のみ吸着、（２）細胞破砕と同時に吸着の２方法にて精製した。（１）、（２）
の精製の操作方法および使用試薬は図１と同様である。それぞれの精製方法により得られ
た各精製ステップのＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果を図４に示す。
【００４１】
図４に示すＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果から、細胞破砕後の上清のみを吸着して精製した場合
、リポプロテインリパーゼ／６×His 融合蛋白質の回収は認められなかった。しかしなが
ら、磁性化Ｎｉ－アガロース担体を用いて破砕と同時に吸着して精製した場合、数本のマ
イナーバンドも認められるが、目的の融合蛋白質が特異的に精製できることが明らかとな
った。
【００４２】
実施例３　α－グルコシダーゼ／Cellose binding domain（ＣＢＤ）融合蛋白質の磁性化
セルロース担体による精製
クロストリジウム・ステルコラリウム(Clostrodium stercorarium)由来のキシラナーゼＡ
遺伝子をコードしている領域を連結しているプラスミドpXYN（Sakka, K. et al., Biosci
.Biotech.Biochem. 第５７巻，第２３７～２７７頁，１９９３年）を鋳型に、Cellose bi
nding domain（ＣＢＤ）の５’末端に相補的な２７個のヌクレオチド配列とその５’末端
にMroI，BglII 認識配列をつなげたプライマー（５’-CCC TCC GGA AGA TCT TCA CCA GTG
 CCT GCA CCT GGT GAT AAC- ３' ）およびＣＢＤ遺伝子の３’末端に相補的な２０個のヌ
クレオチド配列とその５’末端に終止コドン（ＴＡＡ），KpnI，EcoRI 認識配列をつなげ
たプライマー（５’-CCG AAT TCG GTA CCC TTA AGT TCC TGA TTT TGA G- ３’）にて、Ｋ
ＯＤ　ＤＮＡポリメラーゼ（東洋紡績製）によるＰＣＲを行った。
【００４３】
増幅したＤＮＡ断片（約５００ｂｐ）を制限酵素BglII ／EcoRI にて二重切断し、精製し
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た後、点突然変異にてα－グルコシダーゼ遺伝子の３’末端部に制限酵素BglII 認識配列
を挿入したプラスミドpBST（Appl.Microbiol.Biotechnol.第４４巻，第６２９～６３４頁
，１９９６年；実施例１参照）を制限酵素BglII ／EcoRI で二重切断したものに連結した
。α－グルコシダーゼとＣＢＤは予め翻訳フレームが合致するように設計してある。この
連結したプラスミドpUC18 ／α－グルコシダーゼ／ＣＢＤでエシェリヒア・コリ JM109を
形質転換して、α－グルコシダーゼ／ＣＢＤ融合蛋白質（α－グルコシダーゼのＣ末端部
にＣＢＤを連結した融合蛋白質）を産生する形質転換体を取得した。α－グルコシダーゼ
／ＣＢＤ融合蛋白質の発現はα－グルコシダーゼ活性の有無により確認した。
【００４４】
次に、この形質転換体をＩＰＴＧ（最終濃度０．２ｍＭ）にて誘導培養することにより、
α－グルコシダーゼ／ＣＢＤ融合蛋白質を大量発現させた。この融合蛋白質を磁性化セル
ロース担体（米国Cortex社製）を用いて、実施例２と同様に（１）細胞破砕後の上清のみ
吸着、（２）細胞破砕と同時に吸着の２方法にて精製した。
【００４５】
（１）、（２）の精製の操作方法および使用試薬を図５に示す。固液分離は磁性担体は磁
性スタンドにて行っている。それぞれの精製方法により得られた溶出液のα－グルコシダ
ーゼ活性の回収率および比活性（ＳＡ）を図６に、ＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果を図７に示す
。
【００４６】
図５のように、磁性化セルロース担体を用いて細胞破砕後の上清のみを吸着して精製した
場合、活性回収率が１．２％であった。しかしながら、磁性化セルロース担体を用いて破
砕と同時に吸着して精製した場合、活性回収率が２０％と著しく上昇した。また、ＳＡに
おいても回収率と同様な増加傾向が認められた。
【００４７】
また、図７のＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果からも破砕と同時に吸着して精製した場合、α－グ
ルコシダーゼ／ＣＢＤ融合蛋白質の回収量が増加していることが明らかである。
【００４８】
上記の様に実施例１と全く同様な傾向が認められており、目的蛋白質の疎水性が比較的強
い場合、破砕上清のみをリガンドとの吸着反応に用いる時には、親和性を持つポリペプチ
ド領域が目的蛋白質の内部に潜り込む、融合蛋白質が凝集する、あるいは目的蛋白質が細
胞破砕片と非特異吸着する現象により、上清に抽出される目的蛋白質量が減少し、リガン
ドとの吸着率が低下するものと思われる。そして、目的蛋白質の回収が不十分となり、そ
れがＳＡ差に反映されているものと思われる。
【００４９】
一方、破砕懸濁液にそのまま担体を添加して精製した場合、或いは破砕と同時に担体への
吸着を行って精製した場合は、細胞破砕片に非特異吸着したHis-tag 融合蛋白質（蛋白質
のＣ末端もしくはＮ末端に６×His が結合したものをいう）まで担体との特異吸着により
精製することができ、目的蛋白質の回収率が増加して精製度（ＳＡ）が上昇したものと思
われる。
【００５０】
【発明の効果】
上述したように、本発明のポリペプチドの精製方法を利用することにより、従来から行わ
れている方法に比べて、特に比較的疎水性の強い融合蛋白質においても効率よく精製でき
るようになった。
【図面の簡単な説明】
【図１】　実施例１および２における、６×His 融合蛋白質の精製フローを示す図である
。
【図２】　実施例１における、α－グルコシダーゼの回収率（％）および比活性（Ｕ／mg
）を示す図である。
【図３】　実施例１における、６×His ／α－グルコシダーゼ融合蛋白質の各精製ステッ
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【図４】　実施例２における、６×His ／リポプロテインリパーゼ融合蛋白質の各精製ス
テップのＳＤＳ－ＰＡＧＥを示す図である。
【図５】　実施例３における、α－グルコシダーゼ／ＣＢＤ融合蛋白質の精製フローを示
す図である。
【図６】　実施例３における、α－グルコシダーゼの回収率（％）および比活性（Ｕ／mg
）を示す図である。
【図７】　実施例３における、α－グルコシダーゼ／ＣＢＤ融合蛋白質の各精製ステップ
のＳＤＳ－ＰＡＧＥを示す図である。
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