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タンパク精製における細胞可溶化方法の工夫 
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要旨 

病態を解明する上で、リコンビナント蛋白を精製し、蛋白の機能を調べることは大変重要

である。しかし、リコンビナント蛋白の精製は臨床現場の研究室では難易度が高い。その要

因の1つに細胞の可溶化が容易ではないことがあげられる。そのためさまざまな可溶化バッフ

ァーや、粉砕機がある。ジルコニアは、歯の詰め物として知られている一方、細胞への研磨

能力が大きく、研磨効率が通常のセラミックスより2～3倍ほど高いことが知られている。今

回、私達はよく使われている RIPA バッファー可溶化剤に、ソニケーションとジルコニアビー

ズを組み合わせて細胞破砕を行い、タンパク精製した成功例を紹介する。Expi293細胞に GFP

結合蛋白、His 結合蛋白をそれぞれ発現させ、RIPA バッファーで可溶化した後にソニケーシ

ョンで粉砕し、その上ジルコニアビーズを加えてボルテックスを行い、細胞粉砕を行った。

さらに Ni－NTA アフィニティーカラム、抗 GFP 抗体カラムで IP し、蛋白精製を行った。RIPA

バッファーで細胞懸濁した後に、ソニケーション200V 6分、ジルコニアビーズを可溶化バッ

ファーの10％量を加えて、30分攪拌した。さらに可溶化バッファーを再度加えて120分振とう

させ、遠心したのちに上清成分をレジンと反応させると、ジルコニアを使用しなかった時と

比べて飛躍的に目的蛋白の収量は向上した。ジルコニアは強度が強く、歯の詰め物として使

用しているだけでなく、細胞破砕にも貢献していることを改めて知り、今後も毎日の生活の

中でも使えそうな物に気を配り、日々の業務に取り組みたい。 
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背景と目的 

病態を解明する上で、リコンビナント蛋

白を精製し、蛋白の機能を調べることは大

変重要である。しかし、リコンビナント蛋

白の精製は臨床現場の研究室では難易度が

高い。私達も四苦八苦しており、その体験

を報告する。 

材料および方法 

Expi293 細胞に GFP 結合蛋白、His 結合蛋白

をそれぞれ発現させ、RIPA バッファーで可

溶化した後にジルコニアビーズを加えてボ

ルテックスを行い、その後ソニケーション

で粉砕し、細胞溶解を行った。1)さらに Ni－

NTA アフィニティーカラム、抗 GFP 抗体カラ

ムで IP し、蛋白精製を行った。 

 

結果 

①RIPA Buffer/ジルコニア使用前の蛋白精

製 

図 1 にプロトコールを示した。CBB 染色では、

レーン 2 で目的のバンドが検出されず、

Immuno Blot でも抗 GFP 抗体でバンドが確

認されず精製は失敗だった。 

②GFP/His 結合蛋白の新たなプロトコール

（図 2） 

溶解 Buffer を RIPA Buffer へ変更、溶解後

にジルコニアビーズを使用して細胞の粉砕

を行ったのちにソニケーションでさらに粉

砕させた。その結果、GFP 結合蛋白ではレジ

ンが Green になり結合が確認された。 

③GFP 結合蛋白の Immuno Blot (図 3)  

Immuno Blot において、CBB 染色でレーン

1,2 ともに 1 本の目的のバンドが検出され、 
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抗 GFP 抗体でもバンドが確認され精製は成功

した。 

④His 結合蛋白の Immuno Blot (図 4) 

Immuno Blot において、CBB 染色で 52KDa

の目的のバンドを確認し、抗 His 抗体でもバ

ンドが検出され精製は成功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

結論 

①リコンビナント蛋白精製は、私達にはハ

ードルが高かった。 

②細胞の粉砕・可溶化も簡単ではないこと

が分かった。 

③実家の歯科で使用しているジルコニアが

可溶化の役に立ってよかった。 

④今後も毎日の生活の中でも使えそうな物

に気を配り、日々の業務に取り組みたいと

考えている。 
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