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昆虫、哺乳動物細胞のライセートおよび血清添加または無添加の培
地から、FastBreakTM Cell Lysis Reagent, 10XおよびMagneHisTM Protein
Purification Systemを用いて、Hisタグ-タンパク質を精製することがで
きます。FastBreakTM Reagent, 10Ｘを細胞に直接添加すると、遠心や
機械的な破砕をともなわずに15分以内で穏やかで効率的に細胞を溶解
することができます。また、付着細胞またはペレット状の細胞に
FastBreakTM Reagent（1X 濃度）を直接加えることにより、細胞を溶解
することができました。MagneHisTM Protein Purification Systemは、His
タグ -タンパク質の精製に使用することができます。FastBreakTM

ReagentとMagneHisTM Protein Purification Systemの組み合わせは、
種々のサンプルタイプからの効率的なHisタグ-タンパク質精製に使用す
ることができます。

イントロダクション
標的タンパク質の精製を容易にするために、数多くの異なる融合ポ
リペプチド部位や親和性タグが開発されてきました（1）。Hisタグは、
組換え発現タンパク質の精製および検出に最も汎用されるタグです。
クローニングベクターは、発現するタンパク質のCまたはN末端に5～
10個のヒスチジン残基を含むHisタグ-タンパク質を生成するようにデ
ザインされます。Hisタグは、タンパク質の分子量を0.84kDa増加させ
るだけで免疫原性はありません。また、このタグの3次元構造は、精製
にそれほど重要ではないため、Hisタグ-タンパク質は未変性/変性条件
下で精製することができます。固定化したニッケルに対するヒスチジ
ン残基の親和性は、Hisタグ-タンパク質の選択的な精製を可能にします
（2,3）。MagneHisTM Protein Purification Systemの構成品MagneHisTM

Ni-Particlesは、1ml粒子あたり最大1mgのHisタグ-タンパク質を結合さ
せることができ（4）、低いバックグラウンドで高収量を実現できる迅
速で効率的な方法を提供し、スケールの変更にも柔軟に適応するフォ
ーマットです。

FastBreakTM Cell Lysis Reagent, 10Xは、遠心や機械的な破砕方法を
用いずに培養した大腸菌を効果的に溶解するために開発されました。
溶解後、放出されたHisタグ-タンパク質はMagneHisTM Ni-Particlesで直
接精製することができます（5）。

細菌における組換えHisタグ-タンパク質の発現は、一般的な技術です。
しかし、細胞内タンパク質あるいは培地への分泌タンパク質などを組
換えタンパク質として発現させる場合、Sf9昆虫細胞やHeLa、CHOと
いった哺乳動物細胞など他のシステムを利用するケースが増加してい
ます。これらの真核生物発現システムでは、組換えHisタグ-タンパク質
がより自然なプロセシングや修飾を受けるからだと思われます（6-8）。

本稿では、昆虫や哺乳動物細胞のライセートおよび培地からのHisタ
ンパク質の精製にFastBreakTM ReagentおよびMagneHisTM Protein
Purification Systemを用いた例を報告します。培地および真核細胞から
の精製プロトコルのアウトラインを図1に示します。

様々な昆虫、哺乳動物細胞用の培地に対する
MagneHisTM Ni-Particlesの適応性
一般的に使用される昆虫および哺乳動物細胞の培養液からのHisタグ-
タンパク質精製におけるMagneHisTM Ni-Particlesの適応性について検証
するために、精製したHisタグ耐熱性ルシフェラーゼ（～5µg）を様々
な培地（10%ウシ胎児血清添加または無添加）に添加しました。テス
トした培地には、Dulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM）、F-12
MediumおよびBacVector® Insect Cell Mediumが含まれます。添付され
るTechnical Manual #TM060のプロトコルに従い、1mlの培地から
MagneHisTM Systemを用いてHisタグ-ルシフェラーゼ を精製しました
（30µl 粒子/サンプル）。血清を含むいくつかのサンプルでは、非特異的
なタンパク質結合を抑えるために0.5M NaClを含むMagneHisTM

Binding/Wash Bufferを用いて洗浄しました。

テストを実施した全ての培地（血清添加または無添加）から
MagneHisTM System を用いてHisタグ耐熱性ルシフェラーゼを効率的に
精製することができました（図2）。MagneHisTM Binding/Wash Bufferに
0.5M NaClを添加することにより、粒子に結合した血清中に存在する非
特異的タンパク質のいくつかを除去できました（レーン4と5、7と8、
10と11を比較してください）。

FastBreakTM Reagentの存在が精製に及ぼすマイナスの影響を調べる
ために、FastBreakTM Reagentを含む培地にHisタグ-ルシフェラーゼを
加え、MagneHisTM Systemで精製しました。培地中にFastBreakTM

Reagentが存在してもHisタグ-ルシフェラーゼの精製に影響を及ぼしま
せんでした（データ未掲載）。培地へのFastBreakTM Reagent添加は、効
率的な精製に界面活性剤を要するより疎水性の高い分泌タンパク質に
有利に働くと考えられます。さらに、培地がpH7-7.5であることを確認
することにより、他の培地からでも同様に効率的なHisタグ-タンパク質
の精製が可能になります。
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Cell Culture Medium +/– Serum (1ml) Insect or Mammalian Cells in Medium
+/– Serum (~2 × 106 cells/900µl)

Bind 5 minutes at RT with shaking

Lyse 15–20 minutes at RT with shaking

+20mM Imidazole
+30µl MagneHis™ Ni-Particles

+20mM Imidazole
+30µl MagneHis™ Ni-ParticlesWash in MagneHis™ Binding/Wash

Buffer + 0.5M NaCl
(3 × 5 minutes at RT with shaking)

Elute in 100µl MagneHis™ Elution
Buffer (2–5 minutes at RT with shaking)

+100µl FastBreak™ Reagent
+20µl RQ1 DNase

図1. FastBreakTM Cell Lysis Reagent およびMagneHisTM Protein Purification
Systemを用いた真核細胞用培地およびライセートからのHisタグ-タンパク質精製
フローダイアグラム
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遠心不要の昆虫や哺乳動物細胞ライセートから
の直接的なHisタグ-タンパク質の精製

Sf9 昆虫細胞（Novagen）およおびHeLa、CHO哺乳動物細胞
（ATCC）は適切な培地で培養されました（DMEM, F-12, or BacVector®

Insect Cell Medium）。分取した各細胞種（900µl）ごとに100µl
FastBreakTM Reagent, 10Xを加え、RQ1 RNase-Free DNase（カタログ
番号 M6101）の存在下または非存在下で溶解しました。振とうしなが
ら室温で20分間インキュベーションした後、上澄みおよびペレットの
分画を図3に示すように分析しました。上澄み分画に比べてペレット分
画にタンパク質が欠如していたことから分かるように、FastBreakTM

Reagentは、昆虫および哺乳動物細胞の両方を効率よく溶解しました
（図3）。DNaseの有無は溶解効率に変化を与えませんでした。

FastBreakTM Reagentを用いて調製したライセートがHisタグ-タンパ
ク質の精製に適応することを検証するために、終濃度を約2×106個/ml
になるように培地中（血清添加または無添加）で掻取り、採取しまし
た。各細胞ごとの上澄み900µlにFastBreakTM Reagent, 10×を100µlと約
5µgの精製したHisタグ耐熱性ルシフェラーゼを加えました。RQ1
RNase-Free DNase（20µl）はサンプルの粘性を下げ、MagneHisTM Ni-
Particlesの凝集を防ぎました。RQ1 DNaseの添加は効率的な精製に必
要でした（データ未掲載）。サンプルは振とうしながら室温で15～20分
間インキュベーションしました。細胞を溶解した後、MagneHisTM Ni-
Particles（30µl）およびイミダゾール（終濃度20mM）を加え、粒子を
振とうしながら室温で2～5分間インキュベーションしました。結合ス
テップでイミダゾールを加えることによりライセートや血清に含まれ
るタンパク質の非特異的な結合を抑えました（データ未掲載）。粒子は、
振とうしながら室温で3回500µl MagneHisTM Binding/Wash Bufferによ
り洗浄しました。これらのパラメーターは、特定の標的タンパク質ご
とに最適化する必要があります。

結合したタンパク質はMagneHisTM Elution Buffer で溶出し、ポリアク
リルアミドゲル電気泳動で分析しました。この結果は、FastBreakTM

Reagentと MagneHisTM Protein Systemの組合せが、昆虫および哺乳動
物細胞ライセートからHisタグ-ルシフェラーゼを効率的に精製すること
を示しています（図4）。0.5M NaCl（終濃度）を洗浄バッファーに加え
ることにより、非特異的なタンパク質の結合が原因となるバックグラ
ウンドを排除することができました。

採取した昆虫または哺乳動物細胞ライセートか
らのHisタグ-タンパク質の精製

FastBreakTM Reagent, 10Xを培地中の細胞に直接添加して調製した細
胞ライセートからのHisタグ-ルシフェラーゼの精製に加え、遠心後の細
胞ペレットを1X FastBreakTM Cell Lysis Reagent（水で希釈）で再懸濁
して細胞を採取しました。これらのサンプルからでもHisタグ-ルシフェ
ラーゼを効率的に精製できました（データ未掲載）。これは必要に応じ
て培地を除去してから処理を行うという柔軟性を与えます。洗浄バッ
ファーへの0.5 NaCl添加と同様に、溶解ステップにおけるDNase添加、
結合ステップでのイミダゾール添加を推奨します。
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図2. MagneHisTM Protein Purification Systemを用いた昆虫または哺乳動物細胞
からのHisタグ耐熱性ルシフェラーゼの精製

精製したHisタグ耐熱性ルシフェラーゼ（約5µg）を10％ウシ胎児血清（FBS）の
存在下または非存在下の様々な培地に添加した。添付のTechnical Manual
#TM060 （30µl粒子 /サンプル）のプロトコルに従いMagneHisTM Protein
Purification Systemを用いて各1mlの培地から精製した。各精製タンパク質を等量
（3µl）用いて4～20% トリス－グリシンアクリルアミドゲル（Invitrogen）で分析
し、SimplyBlueTM SafeStain（Invitrogen）で検出した。レーン1, prestained
molecular weight marker（MultiMark®; Invitrogen）、レーン 2, 12, 比較のために添
加した等量のルシフェラーゼタンパク質。テストした培地にはDMEM（Invitrogen）、
F-12（Invitrogen）、 BacVector® Insect Cell Medium（Novagen）が含まれます。
0.5M NaClを含むMagneHisTM Binding/Wash Bufferで洗浄したサンプルの場合はそ
の旨を表示。
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図3. 昆虫および哺乳動物細胞のライセートに対するFastBreakTM Cell Lysis
Reagentの影響

20µl RQ1 RNase-Free DNaseの存在下（レーン3－4, 7－8, 11－12）または非存
在下（レーン1－2, 5－6, 9－10）で、Sf9昆虫細胞（レーン1－4）、HeLa細胞
（レーン5－8）またはCHO細胞（レーン9－12）（それぞれ約2×106 cells/ml 900µl）
と100µl 10X FastBreakTM Cell Lysis Reagentを混合した。遠心（マイクロ遠心機
で14,000rpm, 15分間）により上澄み分画とペレット分画を採取した。奇数番号
のレーンには上澄み分画、偶数番号のレーンにはペレット分画が含まれる。ペレ
ット分画は1ml 1X Laemmli sample bufferで再懸濁した。上澄み分画およびペレ
ット分画それぞれ等量（15µl）を4～20%トリス-グリシンポリアクリルアミドゲ
ルで分析した後、SimplyBlueTM SafeStain（Invitrogen）を用いて検出した。

PJ-No15_10/7*.qx  04.11.9  6:23 PM  ページ7



8

結論
昆虫および哺乳動物細胞ライセートからの効率的で手際の良い精製
を行うためにFastBreakTM Cell Lysis Reagent, 10XおよびMagneHisTM

Protein Purification Systemを併用することができます。血清の有無に
かかわらず一般的に使用される昆虫または哺乳動物細胞の組織培養用
培地から、MagneHisTM Protein Purification Systemを用いてHisタグ-タ
ンパク質を精製することができます。細菌培養用の標準プロトコール
にマイナーな変更を加えるだけでこれら様々なソースからの精製を可
能にします。全ての実験は培地またはライセートにHisタグ-タンパク質
を直接添加して実施しましたが、本稿で記載した条件は、ガイドライ
ンとして発現したHisタグ-タンパク質に使用できます。
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プロトコル
◆ MagneHisTM Protein Purfication System Technical Manual #TM060, Promega

Corporation.
(www.promega.com/tbs/tm060/tm060.html)

◆ FastBreakTM Cell Lysis Reagent, 10X, Product Information #9PIV857,
Promega Corporation.
(www.promega.com/tbs/9piv857/9piv857.html)

製品案内

製品名 サイズ カタログ番号 価格（￥）

FastBreak™ 10ml V8571 5,000
Cell Lysis Reagent, 10X 40ml V8572 15,000

100ml V8573 30,000
MagneHis™ Protein 65 回分 V8500 26,000
Purification System 325回分 V8550 90,000
RQ1 RNase-Free DNase 1,000u M6101 6,000
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図4. FastBreakTM Cell Lysis ReagentおよびMagneHisTM Protein Purification
Systemを用いたHisタグ耐熱性ルシフェラーゼの精製

表示のように血清の存在下または非存在下で培地中で終濃度が約2×106 cells/ml
になるように細胞を掻取り採取した。FastBreakTM Cell Lysis Reagent, 10X
（100µl）、精製Hisタグ耐熱性ルシフェラーゼ約5µgおよび20µl RQ1 RNase-Free
DNaseを各細胞の懸濁液900µlに添加した。サンプルは室温で15～20分間インキ
ュベーションした。細胞溶解後、MagneHisTM Ni-Particles（30µl）およびイミダ
ゾール（終濃度20mM）を加え、振とうしながら室温で粒子を2～5分間インキュ
ベーションした。500µl MagneHisTM Binding/Wash Bufferによる5分間の洗浄を3
回繰返し、100µl MagneHisTM Elution Bufferで溶出した。精製タンパク質を等量
（3µl）ずつ4～20%トリス -グリシン ポリアクリルアミドゲルで分析し、
SimplyBlueTM SafeStain（Invitrogen）で検出した。レーン1, prestained MultiMark®

molecular weight marker（Invitrogen）; レーン2, 15, 添加量と等量のルシフェラ
ーゼ（比較のため）; レーン3－6, DMEM中のHeLa 細胞; レーン 7－10, F-12培地
中のCHO細胞; レーン11－14, BacVector® Insect Cell Medium中のSf9細胞。0.5M
NaClを含むMagneHisTM Binding/Wash Bufferで洗浄したサンプルを含むレーンは
図中に表示した。
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