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研究成果の概要（和文）：本研究では、疾患マーカーとなるタンパク分離への応用に向けて温度応答性高分子poly(N-i
sopropylacrylamide)  (PNIPAAm)を固相抽出カラム用充填剤に応用し、標的タンパクを温度変化を利用することで生理
活性を維持したまま分離・精製可能であった。本システムの特徴は、水系溶媒を用いた温和な条件で、温度変化により
精製を可能とした点である。分離担体のコストを抑えることができ汎用性も高い。温度変化を利用し、水系溶媒という
温和な条件下で、抗体を始めとするタンパクを生理活性を維持したまま精製できたことから、スケールアップを行うこ
とによりバイオ医薬品の精製に応用可能であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：A temperature-responsive solid-phase extraction (SPE) system with 
poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAAm)-based polymer modified silica beads was developed. Utilizing this 
system, lysozyme, and monoclonal antibodies can be purified from typical contaminants maintaining their 
physiological activities. An important feature of our system is that the interaction between targeted 
proteins and PNIPAAm-based polymer modified silica beads can be controlled by temperature switching with 
a mild aqueous eluent; purification was achieved without the loss of activity. In addition, this system 
is highly versatile, and a good alternative to limit purification costs. We believe that these 
purification methods with simple, versatile, inexpensive materials are of important value for biological 
research; furthermore, these methods provide an alternative to increase the purification efficiency of 
protocols for bio-pharmaceutical drugs, while reducing the total cost of production.

研究分野： 物理系薬学
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１．研究開始当初の背景 
・創薬につながる疾患マーカー探索の重要性 
ポストゲノムにおいては，ゲノム配列情報を
基盤とした医療の飛躍的な進歩や画期的な
新薬創製が期待されてきた。しかし，ゲノム
配列情報のみでは生命の複雑さを生み出す
仕組みや病気の発症メカニズムの全容を理
解することの難しさも明らかとなっている
のが現状である。新規疾患マーカーの探索と
疾患メカニズムの解明により治療薬の標的
はこれまでの「分子標的」から「機能標的」
指向型へと飛躍的に移行すると考えられる。 
・ソフトナノ界面の３次元的時空間制御 
本研究では，ソフト界面の動的特性変化を活
かして，タンパクを分離する。分離は高分子
/水ソフト界面のナノ領域で発現するため，本
研究では，従来の 2次元的概念にとらわれず，
精密設計された固定相上の機能性高分子表
面と水とのソフトナノ界面という特殊な場
を用いて，標的とするタンパクを吸脱着し，
活性を損なわず高効率な回収を達成しよう
とするところに独創性がある。 
・機能性高分子によるアフィニティーコント
ロール：従来法では移動相溶媒組成，pH や
イオン強度を変化させ分離を行なうが，タン
パクの機能変化を引き起こす可能性がある。
申請者らは外部刺激により分離担体表面（ソ
フト界面）の性質を変化させ分離選択性を制
御する全く新しい概念の分離システムを構
築している。機能性高分子修飾担体表面の外
部刺激による親水-疎水性，荷電性及び高分子
の構造変化などの制御により水系移動相で
タンパクを脱着することが可能である。 
 
２．研究の目的 
本研究では，機能性高分子を修飾したソフ

ト界面をナノサイズで制御する技術を応用
し，高効率・効果的なアフィニティー分離精
製システムを実現する。従来法では分離困難
であったタンパク複合体も分離可能となる
ことが期待されるため，より幅広く核酸結合
タンパクなども検索することができ，機能標
的創薬への貢献が期待される。 
・疾患マーカー探索への貢献：米国食品医薬
品局（FDA）が薬剤開発におけるファーマコ
ゲノミクスのデータの提出を推奨するガイダ
ンスを公表したことで示されるとおり，医薬
品開発の基盤資源となるバイオマーカーの重
要性が認識され，その開発競争が熾烈となっ
ている。新しい概念に基づく簡便で高効率な
アフィニティー分離精製システムの開発によ
り，次世代創薬研究における医薬品と標的に
対する作用メカニズムのさらなる解明と副作
用の改善につながる。 
・創薬バイオプロセスへの貢献：本システム
の吸脱着制御は，抗体精製などのタンパク分
離にも応用可能であり，現在バイオ医薬品市
場が拡大する中，プロセスコストの４０％と
も言われる精製プロセスの経費削減のため
にブレークスルーとなる新たな技術となり

うる。従来法とは異なり，本法はすべての分
離が水系で行えるため安価で，タンパク質を
変性させる有機溶媒を必要とせず，生理活性
物質の活性を損なわない分離法として，バイ
オ医薬品で重要性が増大している大規模な
タンパクの分離精製プラントへの応用が期
待できる。バイオ医薬品から診断・治療など
の医療分野に至るまで，広範に利用できる技
術となる。 
 
３．研究の方法 
疾患マーカーとなるタンパク分離への応

用に向けて選択性の向上のための高機能表
面を設計する。 
申請者らは、これまで温度応答性高分子

poly(N-isopropylacrylamide)  (PNIPAAm)
にプロリンを基盤とするアミノ酸誘導体を
共重合することにより芳香族アミノ酸を含
むタンパクの選択性が向上することを報告
している。本研究課題では分子認識部位とし
て高分子鎖中にフェニルアラニンやトリプ
トファンを基盤とするアミノ酸誘導体を導
入することにより，選択性の向上を図り，効
率の良い分離システムを設計した。アミノ酸
誘導体ポリマーを固定化した PNIPAAm を
重合することで，低温でのタンパクの結合容
量を増加させる方法についても検討した。カ
ラムあたりのタンパク精製量の向上につい
て検討するため，アイソトープラベルしたタ
ンパクを分離担体に担持させた後，温度降下
により担体表面に修飾した PNIPAAm を伸
展させ，タンパクを溶出させ回収率を求めた。 
本システムでは，リガンドに結合したタンパ
クを溶出させるために従来法で必要であっ
た pH や塩濃度等の過酷な溶媒条件を用いず
に，高分子の構造変化により生理活性タンパ
クを脱着させるため，生理機能を損なわずに
分離精製が可能となる。タンパクの不可逆的
な会合凝集・変性を防ぎ，回収率を向上させ，
溶媒や廃液のコストを削減し，安全性と信頼
性の高い方法を検討した。複数のリガンドを
用い分離条件の最適化と回収率の向上につ
いて検討した。 
 
４．研究成果 
 
・タンパク選別分離のための分子識別能構築
と吸脱着評価：疾患マーカーとなるタンパク
分離への応用に向けて選択性の向上のため
の高機能表面を設計することを目的に検討
した。タンパクの吸脱着には高分子層厚みが
大きく影響することを確認している。特定の
分子を認識する官能基の導入により，選択的
に分子を識別する高分子の設計が可能であ
る。本研究課題では分子認識部位として高分
子鎖中にフェニルアラニンやトリプトファ
ンを基盤とするアミノ酸誘導体を導入する
ことにより，選択性の向上を図り，効率の良
い分離システムの設計について検討した。カ



ラムあたりのタンパク精製量の向上につい
て検討するため，アイソトープラベルしたタ
ンパクを分離担体に担持させた後，温度降下
により担体表面に修飾した PNIPAAm を伸
展させ，タンパクを溶出させ回収率を求めた。
PNIPAAm 鎖中に疎水性物質である butyl 
methacrylate (BMA) 及びカチオン性の
N,N-dimethylaminopropyl acrylamide 
(DMAPAAm)を導入した高分子層を持つシ
リカゲルビーズ担体を作製した。PNIPAAm
に BMA を導入したカラムでは，モデルタン
パクとして用いたヒト血清アルブミン(HSA)
は保持されずに低分子薬物との分離が可能
であった。PNIPAAm に DMAPAAm を導入
したカラムで分析を行ったところ, 温度を高
くすると HSA は保持された。保持された
HSA は, 生理食塩水を流すと溶出させ回収
することが可能であった。同様の条件で，ク
ロラミン T 法を用いて HSA をヨウ素 125 で
標識し，HSA の回収率を求めたところ 80％
以上の高い回収率が得られた。 
・アフィニティー精製用バイオセパレーショ
ン技術の確立：タンパクの活性を損なわずに
分取可能なバイオセパレーションシステム
の実現を目的に検討した。本法ではタンパク
を溶出させるために従来法で必要であった
pH や塩濃度等の過酷な溶媒条件を用いずに，
高分子の構造変化により生理活性タンパク
を脱着させるため，生理機能を損なわずに分
離精製が可能となる。タンパクの不可逆的な
会合凝集・変性を防ぎ，回収率を向上させ，
溶媒や廃液のコスト削減となる。分離条件の
最適化と回収率の向上について検討した。現
在，抗体医薬の精製においては，Protein A
を用いたアフィニティークロマトグラフィ
ーが多用されているが，溶出溶媒は pH 4 付
近で行うため，変性・凝集が起きてしまう可
能性がある。本研究では，温度応答性高分子
PNIPAAmを修飾した充填剤表面の性質を温
度により変化させることで溶出制御を行い，
水系溶媒を用いた温和な条件での抗体精製
に つ い て 検 討 し た 。 試 料 と し て
Immunoglobulin G（IgG）を用い吸着を増大
させるために PNIPAAm にコモノマーとし
て ATBS (acrylamido-tertiarybutylsulfonic 
acid)を用いたポリマー修飾充填剤を作製し
た。IgG は温度による溶出制御により pH6
のリン酸緩衝液のみの温和な条件で分離す
ることができた。PNIPAAm に acrylic acid
を 導 入 し た
Poly(NIPAAm-co-BMA-co-Acrylic acid)を用
いたカラムにより，卵の主タンパクである
ovalbumin と lysozyme の分離について検討
した。担体表面の電荷を温度により制御する
ことにより lysozyme と ovalbumin の分離・
精製が可能であった。Micrococcus luteus の
溶菌反応により活性測定を行った結果，精製
後の lysozyme 活性は 90 % 以上維持されて
いた。以上，本研究では 2 種類のタンパクを
温度のみによって活性を維持しながら分

離・精製することが可能であり，IgG も温和
な条件で分離可能であり，本法が抗体の精製
に有用であることが示唆された。さらに試料
として抗体医薬であるセツキシマブ (pI = 
8.5)を用い，吸着を増大させるために ATBS  
を 導 入 し た Poly (NIPAAm-co-BMA-co- 
ATBS) 修飾充填剤を用いた。抗体医薬作製
時における培養系由来の主夾雑物を想定し
たウシ血清アルブミン (BSA) とセツキシマ
ブを、温度変化を利用し pH 6.6 のリン酸バ
ッファーという温和な条件で分離・精製する
ことができた。本研究では、温度応答性高分
子 PNIPAAm を固相抽出カラム用充填剤に
応用することにより、2 種類のタンパクを温
度変化を利用することで生理活性を維持し
たまま分離・精製可能であった。本システム
の特徴は、水系溶媒を用いた温和な条件で、
温度変化により精製を可能とした点である。
また、分離担体であるシリカゲルの粒径が大
きいためコストを抑えることができ汎用性
も高い。温度変化を利用し、水系溶媒という
温和な条件下で、抗体を始めとするタンパク
を生理活性を維持したまま精製できたこと
から、スケールアップを行うことによりバイ
オ医薬品の精製に応用可能であると考えら
れる。研究成果の一部は，学術誌に論文とし
て報告した。 
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