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第 1章 
序論 

 
1-1. はじめに 

	 ナノサイエンス、すなわち「ナノメートルスケールでの科学現象の理解」は、工学、物理学、化学、材

料工学および分子生物学といった様々な分野に大きな革新をもたらした[1, 2]。これはナノレベルで制御さ

れた構造体の構築、評価、および操作が可能になったことに起因しており、技術的な進歩とそれに密接に

関連した先駆的な研究の賜物である。ナノサイズの材料は、巨視的 (バルク) 固体や、原子・分子とは異

なる特性を示し [3]、エレクトロニクス、エネルギーをはじめとした多様な分野の発展に寄与してきた。

本章では特にナノ材料とバイオテクノロジー分野の融合領域に着目して展開していく。 

	 生物の進化は、タンパク質や核酸といった巨大な分子を最適化して高い認識特性や触媒特性などを示す

ユニークな構造体を作り出してきた。生命活動を支える生体高分子は、生体内で精巧緻密な機能を発現し

ており、生体内のほぼ全ての役割を担っているといっても過言ではない。日進月歩の研究のなかで、その

機能の詳細が徐々に明らかになりつつあるが、未だ明らかとなっていない機構や機能、生体分子などが数

多く残されており、生命現象とそれを司る分子の役割の理解は我々人類の永遠のテーマとも言える。一方

で、このような生命を支える部品ともいえる生体分子を生体外へ取り出し活用する試みがなされている。

酵素、抗体−抗原などの生体分子の大きさはおよそ 2–100 nmの範囲にあり、金属ナノ粒子に代表されるナ

ノ材料とほぼ同じ分子サイズを有する。生体由来の柔らかい機能を有する構造体と無機材料から成るナノ

構造体とを融合することで、生命現象の理解に向けた有機−無機ハイブリッド材料を開発できる可能性を

秘めている。 

 
Figure 1-1.  有機−無機ハイブリッド材料とその応用の概略 

 

	 このような背景から、これまで様々な有機−無機複合化材料が生み出されてきた (Figure 1-1)。このよう

な材料は、バイオセンサー、バイオイメージング、電子回路の構成要素、さらには薬物送達システムのバ

イオ素子としても利用されており、今後もその利用領域は拡大することが考えられる。特に金ナノ粒子は

Metal, Semiconductor 
Nano particle � Biomolecules 
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多くの実用的な機能と特性を有しているため、最も研究報告が多いナノマテリアルである。そこで、次節

では金ナノ粒子に焦点を当てて、その特性について述べる。 

 

 

1-2. 金ナノ粒子の物理化学的特性 

1-2-1. 金ナノ粒子の歴史と合成法 

	 金ナノ粒子の歴史は古く、その光学的特徴から、古代ローマ時代よりガラスの染色材料として利用され

ている。1857年にM. Faradayにより、二硫化炭素溶媒中で亜リン酸蒸気を還元剤として用いて、塩化金酸

イオンから金ナノ粒子の調製できることが報告され [4]、はじめて金ナノ粒子に科学的な解釈が加えられ

た。M. Faradayの報告以来、現在までに様々な金ナノ粒子調製法が報告された。20世紀初頭に行われた研

究に関する研究は、J. Turkevitchらにより纏められている [5]。そのなかには、上記の Faraday法、Bredig

が発表した金ワイヤーを用いた電気的な手法などが報告されている。また、J. Turkevitch自らが長年かけて

行った金ナノ粒子に関する研究により、クエン酸を還元剤として用いて金ナノ粒子を調製する手法が開発

され [6]、現在でも汎用的に用いられている手法となっている。1973 年には、G. Frensにより、クエン酸

三ナトリウムと金イオンの比を変えることで、16から 147 nmまで粒子サイズを制御できることが報告さ

れた [7]。その後、溶液中での安定化および粒子径の制御に寄与する保護剤の重要性が認識され始め、1993 

年にM. Giersigらにより、アルカンチオールによる表面修飾が報告された [8]。その翌年には、M. Brustら

の研究グループによりチオール誘導体を用いて直径が 1–3 nmの金ナノ粒子を調製できることが報告され

た [9]。現在でもチオールを用いた金ナノ粒子表面の保護は最も利用される手法となっている。チオール

配位子以外に、これまでに、アミン配位子、界面活性剤、ポリマー、デンドリマー、生体分子など様々な

保護剤が報告されている [10]。2009年には、W. C. W. Chanらによって、クエン酸法で調製した金ナノ粒

子を種粒子として、ヒドロキノンを用いてさらに結晶成長させることで 50–200 nmの大きな金ナノ粒子も

合成可能であることが報告された [11]。2010年には、H. Mattoussiらによって、ポリエチレングリコール

の末端にジスルフィド基を導入したリガンドを用いて、1.5–18 nm の単分散な金ナノ粒子を作り分けるこ

とができることが報告されている [12]。このような歴史的背景の下、現在、様々なボトムアップ型の金ナ

ノ粒子合成法が報告され、目的のサイズおよび様々なリガンドを提示した金ナノ粒子が合成できるように

なってきた。特に、21世紀に入ってからは、生体分子を金ナノ粒子上に修飾することで、医療分野への応

用が盛んに行われている。 
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1-2-2. 局在表面プラズモン共鳴 (Localized Surface Plasmon Resonance: LSPR) 

	 金ナノ粒子の特性で最も利用されているものが、局在表面プラズモン共鳴 (LSPR) である。LSPR は、

Mie 散乱理論 [13] に従い、電磁気的なエネルギーに共鳴して金ナノ粒子表面の自由電子が集団的に振動

することに起因する。自由電子が集団的振動して擬似的な粒子として振る舞っている状態のことをプラズ

モンと呼ぶ。バルクの金属では軌道が縮退したバンドを形成するため、自由電子が動き回ることになり、

自由電子の集団的振動は起こらない。しかし、金属も一原子では電子軌道の一定のエネルギー準位 

(HOMO) までは電子が満たされており、それよりも高いエネルギー順位 (LUMO) は空軌道となっている。

そこで、粒子をナノサイズまで小さくすると、自由電子がその領域に閉じ込められるため、一原子の状態

に近づき、電子のエネルギー準位は離散化する (量子サイズ効果)。なかでも、金ナノ粒子は、自由電子の

集団的振動と可視から近赤外領域の光電場が共鳴して、光吸収が起こる表面プラズモン共鳴 (SPR) を起こ

す (Figure 1-2)。ナノ粒子などナノサイズの金属表面では、伝導帯中の自由電子の集団的振動によって分極

が起こり、ナノ粒子の表面近傍にプラズモンが局在化することで局所的に極めて強い電場増強を引き起こ

す [14]。この現象を特にLSPRと呼ぶ。このような現象は金ナノ粒子の他に、銀、銅といったナノ粒子に

も見られる。LSPR は金ナノ粒子の特性の中でも最も良く利用されており、凝集による色の変化を利用し

たDNAやタンパク質の検出系へ応用されている。 

 

 

Figure 1-2.  金属ナノ粒子表面でのプラズモンの概念図 

 

	 また、LSPRに由来する吸収スペクトルはナノ粒子のサイズ、アスペクト比の異なる異方性のナノ粒子、

凝集状態、周囲媒体の誘電率で変化することが知られている。球状の金ナノ粒子に関しては、赤色から紫

色に呈色している。また、サイズが 9–99 nmへと変化することで、LSPRに由来する消失スペクトルが、

517–575 nmへと変化する [15]。粒子サイズが 2 nm以下ではLSPR帯は示さない。 

	 LSPR 帯は粒子サイズにわずかに依存する一方で、異方性に非常に強く影響される。ロッド状の金ナノ

粒子 (金ナノロッド) は短軸と長軸に由来した二つのLSPR帯を示す。短軸に由来するLSPR帯は 520 nm

付近に現れ、長軸由来の LSPR帯はアスペクト比の増加に伴いレッドシフトする。また、金ナノロッドの

他に、多面体構造、プレート状構造、中空のナノシェル構造なども多数報告されており、ユニークな光特

性を示すことが報告されている[16]。例えば、金ナノシェル構造はシェルの厚さに伴って LSPR が変化す

ることが知られている。 
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1-2-3. 表面増強ラマン散乱 (Surface Enhanced Raman Scattering: SERS) 

	 分子に特定の波長の光が照射されると、レイリー散乱光と呼ばれる入射光と同じ波長の光が散乱される。

また同時に、分子の振動と回転エネルギーに対応する入射光と異なる波長の光が散乱される。この入射光

と異なる波長の散乱はラマン散乱と呼ばれる。このラマン効果は非常に小さく、散乱前後でエネルギーが

変化する非弾性散乱であり、入射光に比べて低いエネルギー (ストークス: 分子にエネルギーが移動) と高

いエネルギー (アンチストークス: 分子からエネルギーが移動) を有する。このエネルギーシフトは分子の

構造に由来するため、ラマンスペクトルにより分子の検出と同定を行うことができる。一方で、散乱効果

は入射光の波長に依存する (エネルギーシフトは分子に依存)。一般的なラマン散乱効果は非常に小さいた

め、測定したい分子が十分な濃度でなければ観測ができない。しかし、測定分子が金表面近傍にあり且つ

高い屈折を示している場合 (e.g. 金ナノ粒子や金属ナノ探針)、光電場が増強され、その結果ラマン散乱が

増強される。この現象が表面増強ラマン散乱 (SERS) と呼ばれている [17-19]。ナノ粒子のプラズモン共

鳴は表面近傍において、電場を強く増強させることができ、入射光の強度に匹敵する。その結果、強い散

乱確率が得られ、増強されたラマン散乱光が観測される [20, 21]。SERSはしばしば分析物の検出に用いら

れる (Figure 1-3)。例えば、金ナノ粒子表面に修飾したリガンドが特異的に分析物を捉えることで観測する

などの手法が用いられている。また近年では、DNAの検出 [22] やタンパク質や癌細胞の検出 [23, 24]、

SERSを利用した二光子振動分光分析法 [25] などが報告されている。 

 

 
Figure 1-3.  表面増強ラマン散乱 (SERS) の検出系への利用 

  

E�

Surface 
Plasmon 
osclliation 

SERS active analyte 

SPR scattering image�

SERS�

In
te

ns
ity
�

Wavenumbers (cm-1)�

Elastic light scattering Inelastic light scattering 

hν�



第１章 

 5 

1-2-4. 蛍光の消光作用 (Nano-Surface Energy Transfer: NSET) 

	 金ナノ粒子表面近傍に蛍光分子が接近すると蛍光が消光することが知られている [26–31]。この現象は、

NSET (nano-surface energy transfer) と呼ばれ、蛍光分子 (donor) が一次励起状態から基底状態に戻る過程で、

エネルギーが金ナノ粒子表面 (acceptor) に移動することで起こる。従って、蛍光基の発光スペクトルが、

金ナノ粒子の SPR 帯と重なり合うことが重要である。蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET; Förster resonance 

energy transfer) のエネルギー移動距離は約 10 nmが限界であるが、NSETは 2倍の 20 nmまでエネルギー

が移動することが示されている [32]。このようなユニークな消光作用から、金ナノ粒子は蛍光分子と複合

化することで、バイオセンサーへと応用されてきた。例えば、単鎖のDNA (single stand DNA) を介して金

ナノ粒子と蛍光基を複合体化させ、相補鎖DNAの検出を行った例や [26, 27]、プロテアーゼ認識アミノ酸

配列を導入したリンカーで金ナノ粒子と蛍光基を結合させ、プロテアーゼの検出を行った例 [28, 29] など

へ応用されている。また、金ナノ粒子の蛍光の消光作用は、金ナノ粒子と蛍光基との距離が重要な因子で

あり、近ければ近いほどその消光作用は強くなることがわかっている [26, 31]。 

 

 

1-2-5. 金ナノ粒子の伝導体としての利用 

	 金ナノ粒子は酸化還元反応から産出される電子の伝導体としても用いられる [33]。この分析技術の発想

は、酸化還元酵素の基質の分析から得られたものである。酸化還元酵素は分析したい基質分子を特異的に

酸化または還元することができる。酸化還元反応によって、放出 (または獲得) された電子を電流値へと

変換することで基質の存在を定量的に分析することができる。金ナノ粒子の表面へ酵素を複合体化させ、

金ナノ粒子を電極材料として用いた例がある [34]。酵素と金ナノ粒子の複合体化はサイクリックボルタン

メトリーなどの電流の増幅器と共に用いて用いられている。また、はじめて電極にリンカーを介して金ナ

ノ粒子を直接結合させた例 [35] は、金ナノ粒子を電極に固定化後に、西洋ワサビ由来ペルオキシダーゼ 

(HRP) を金ナノ粒子に固定化して基質の検出を行っている。フラットな金電極表面に直接酵素を固定化さ

せることは可能であったが、金ナノ粒子に変えることで、広い表面積や屈曲した表面は、酵素の活性中心

に近くなることから効率的な電子の受け渡しが行えるなどの利点があるとされている [36, 37]。 

 

 

1-2-6. 金ナノ粒子の細胞への取り込み 

	 クエン酸還元法 [5, 6] により得られる金ナノ粒子は、単分散で大量調製が可能である。この手法により

調製された金ナノ粒子はクエン酸により覆れている。近年の金ナノ粒子を用いた研究は、タンパク質や核

酸などの機能性分子を金ナノ粒子表面に結合させることにより利用されている例がほとんどである。クエ

ン酸還元法により調製された金ナノ粒子は、それに続く機能化の前駆物質としての利用されている。ここ

ではクエン酸に覆われたのみの未修飾の金ナノ粒子を「裸の金ナノ粒子」として、生物分野へ応用した例

を紹介する。また、正電荷を帯びたトランスフェリンタンパク質を静電的にナノ粒子表面に非特異吸着さ

せ、金ナノ粒子の細胞へ導入の研究も合わせて紹介する。 
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	 2005年に、クエン酸還元法により調製された金ナノ粒子を用いて細胞への取り込みが可能であることが

報告された [38, 39]。一つの例として、W. C. W. Chanらのグループでは、サイズと形の違いにより細胞へ

の取り込みが変化するかを検討している [39]。モデル細胞としてのHeLa細胞に対して、金ナノ粒子を 14

から 74 nmまでサイズ変化させて評価している。その結果、粒子径によって細胞への取り込みの数が変化

することが示された。ICP-AES を用いて金濃度を定量した結果、HeLa 細胞へのクエン酸被覆金ナノ粒子

の取り込み数は、14、50、74 nmの金ナノ粒子でそれぞれ 3000、6160、2988個であると算出された。また、

アスペクト比 1:1 から 1:5 の金ナノ粒子においても細胞への取り込みを評価しているが、異方性の増加に

伴って細胞への取り込みが減少することが示されている。HeLa細胞への金ナノ粒子取り込み機構について、

細胞内ベシクルにより細胞へ取り込まれているため、クエン酸被覆金ナノ粒子表面へタンパク質が非特異

的に吸着し取り込まれているのではないかと考察している。 

	 クエン酸還元法で調製された金ナノ粒子は表面のクエン酸により負電荷を帯びている。この負電荷を足

場として、正電荷を帯びたタンパク質であるトランスフェリンにより静電吸着させ、細胞への取り込みを

促進されることが示された [40]。また、細胞表面でベシクルを形成し、クラスリンタンパク質を介してエ

ンドサイトーシスにより取り込みが起こることが明らかとなっている [41]。 

	 前記したように、金ナノ粒子に関する多くの研究において、クエン酸被覆金ナノ粒子は、生体分子など

を他の機能を付与する際の重要な前駆物質である。金ナノ粒子と異種分子との複合体化は、分子ターゲテ

ィングやイメージングなどにおいて必要で強力なツールとなる。 
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1-3. 金ナノ粒子の機能化 

	 金ナノ粒子は、生体分子や有機分子などの様々な分子による機能化が検討されている。特に、生物学分

野への利用を考えた際、生体へのダメージを最小限にするため粒子表面のチューニングが必須となる。加

えて、金ナノロッドやその他の金ナノ構造体の合成に汎用される保護剤である臭化ヘキサデシルトリメチ

ルアンモニウム (CTAB; cetyltrimethylammonium bromide) は、µMオーダーで重大な細胞毒性を示すことが

知られているため [42]、粒子表面からの除去が必要となる。また、金ナノ粒子表面は生体分子が物理吸着

しやすいため、粒子表面を他の分子で保護することも必要である。粒子表面から毒性のある保護剤を除去

することや保護することに加えて、別の機能性分子を粒子上に固定化することで、金ナノ粒子に新たに機

能を付与することができる。これにより、金ナノ粒子が有する本来の物理化学的な機能に加えて、化学的、

生物学的な特性も付与することが可能である。 

 

 

1-3-1. 自己組織化膜による機能化 

	 金ナノ粒子の機能化において、自己組織化膜 (SAM; Self-assembled monolayer) を金ナノ粒子上へ形成さ

せることは最も汎用される手法である。これまで、様々な有機分子を用いて金ナノ粒子上へ SAM を作成

できることが報告されてきた。有機分子の金表面への固定化は一般に、thiolate [43]、dithiolate [44]、

dithiocarbamate [45]、amine [10, 46]、carboxylate [10]、selenide [47]、isothiocyanate [10]、phosphine [10] を含む

分子により達成できる。また、近年の報告で、トリメチルスズ化合物を利用して、Au–C 結合を形成でき

ることも報告され [48]、更なる金ナノ粒子の利用が進むと考えられる。一般に金とリガンド分子との結合

強度は、Pearsonが提唱した hard–soft acid–base (HSAB) 則に依存している。従って、強固な結合を形成し

たい場合は、チオールを、弱い結合を形成したい場合はアミンやカルボン酸を選択することで、思い通り

の結合強度を付与できるものと考えられる。 

	 金ナノ粒子表面への SAM 形成において最もよく利用されるのは、アルキルチオールとジアルキルジス

ルフィドである [49]。これら化合物は、gold (I)–チオレート (Au–S) 結合を形成する。チオールにおいて

は、チオールの水素原子が還元脱離することで Au–S結合を形成する。また、ジスルフィドにおいては、

S–S結合の解離の後、Au–S結合を形成する。Au–Sの結合強度は40–50 kcal/molと見積もられている [49, 50]。 

	 さらに、チオールは、金表面と強く相互作用するために、結晶成長を妨げる効果を示すことから、サイ

ズの小さな金ナノ粒子 (< 5 nm) の合成に利用される。また、二機能性のリガンド (e.g. チオアルキル酸、

チオアルキルアミン) を使用することによって、一段階で機能性の金ナノ粒子を得ることができる。一方

で、比較的大きな粒子を調製する際は、クエン酸やリン酸化アルキル、CTABなどを利用するが、これら

リガンドは金ナノ粒子の表面との親和性は低く、得られた金ナノ粒子表面は不安定となる。そのため、金

ナノ粒子を調製後、適切なリガンドで置換する二段階の操作が必要である。この際のリガンドとして利用

されるのも、チオールやジスルフィドの誘導体が多く、金ナノ粒子表面に SAM を形成させることで、最

終的に目的の粒径の安定な金ナノ粒子を取得することができる。チオールまたはジスルフィド誘導体の末

端官能基は、水溶性またはバイオコンジュゲーションのための官能基を付与するように選択することがで



第１章 

 8 

きる。加えて、複数の機能は、リガンドの混合物を用いて導入することができる。 

	 このように、SAMを利用した金ナノ粒子の機能化は汎用的で優れた手法である。以下に、一例として、

カチオン性アルカンチオールの利用を示す。 

 

 

カチオン性アルカンチオールの利用 

	 アルカンチオールの SAM で覆われた金ナノ粒子は、生物学分野ではその安定性と汎用性の高さから、

多くの研究で利用されている。ここではアルカンチオール分子の反対側の末端がカチオン性を帯びるアミ

ンの分子について機能化した例について紹介する。 

 

 
Figure 1-4.	 アミンにより機能化された金ナノ粒子の概念図 

 

 

a) 生体内への輸送キャリアー 

	 金ナノ粒子表面に提示されたアミンは生理的条件下で正に帯電している (Figure 1-4)。このアミンを狙っ

て分子を静電的に吸着させることや共有結合形成の官能基としての利用が可能である。４級アミンとDNA

の静電相互作用を利用してプラスミドDNAの細胞内輸送 [51–53]、さらに、生体内で分解されやすい不安

定な薬物や疎水性の薬物を安定的な体内への送達も報告されている [54, 55]。 

 

 

b) タンパク質センサー 

	 金ナノ粒子の蛍光の消光作用を利用して、タンパク質センサーへも利用されている。タンパク質表面の

極性や等電点は種類によってさまざまである。そこで、蛍光体と金ナノ粒子を、アミンを介して静電的に

吸着させ、解離とともに蛍光が回復するといったシステムが提案されている [56, 57]。 
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	 金ナノ粒子表面のリガンドと紫外線照射下で蛍光を発するポリマー (poly(p-phenyleneethynylene); PPE) 

を静電吸着させたセンサーアレイが報告された [56]。タンパク質溶液を投入するとその相互作用の強さに

従ってポリマーが解離し、紫外線照射下で蛍光を発する。蛍光の強度はポリマーの解離状態に依存し、ま

たポリマーの解離はタンパク質とリガンドの相互作用の強さに依存する。既知のタンパク質と蛍光強度の

関係をデータ化することで、さまざまなタンパク質が含まれる血清や汗など複雑なサンプル中に存在する

タンパク質を検出することに成功している。 

	 また、蛍光ポリマーの代わりに緑色蛍光タンパク質 (GFP) を用いた報告も同研究グループによってな

されている [57]。GFPは血清タンパク質のセンシング材料として用いられた。血清は 20,000種類を超える

タンパク質を含有していることが知られている。蛍光ポリマーはタンパク質とわずかながら非特異的な相

互作用を持つことが報告されており [58]、様々なタンパク質が存在する溶液系において検出の誤差が懸念

される。また、GFPはサイズと分子量が既知であり、蛍光のコアも同定されていることから、他のタンパ

ク質と相互作用に起因する凝集による蛍光強度の減少も新たなパラメータとして加えることができる。こ

のような設計のもと、アミンを修飾した金ナノ粒子はタンパク質センサーへ利用されている。 

 

	 次節では、本研究の目的である金ナノ粒子と生体分子との複合体化について実例を挙げて紹介する。 
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1-3-2. 生体分子を固定化する戦略 

	 金ナノ粒子はユニークな物理学的特性を有しているが、生物学的な応用に用いる際は、一般に一つ以上

の分子を金ナノ粒子表面へ固定化する必要があることはこれまで述べた。金ナノ粒子を含む様々なナノ粒

子と生体分子を複合化する際の 6つの目標となる基準が I. Medinzによって提唱されている [59, 60]。以下

に紹介する。 

 

I. ナノ粒子あたりの生体分子の結合量の制御：利用目的により、必要とされるナノ粒子表面上の生体分

子の数は異なる。例えば、一分子の結合挙動を観察したい場合は、ナノ粒子上の生体分子はより少な

い方が好ましい。また、分析したい分子に対する結合力や結合量を増やしたい場合は、ナノ粒子上の

生体分子を多くする必要がある。一方で、DNAアレイに見られるように、生体分子の結合量が極端

に多い場合は、立体障害などにより分析したい分子に対する結合力が減少するため、結合量の制御が

必要である。 

II. 結合による機能損失の回避：全てのケースにおいて、生体分子およびナノ粒子の機能を保持する固定

化操作を選択する必要がある。表面の生体分子やナノ粒子の機能損失や不安定化を避ける必要がある。 

III. ナノ粒子表面からの距離の制御：FRETやNSET、電子移動を行う際は、ナノ粒子表面と生体分子の

距離を制御することが極めて重要となる。リガンドやタンパク質により調整する必要がある。 

IV. ナノ粒子上での配向性の制御：タンパク質、酵素、抗体の活性は、自身の結合サイトに依存するため、

配向性を制御する必要がある。生体分子をナノ粒子上へ固定する際、非特異的な架橋や静電的相互作

用での吸着を選択すると、不均一な固定となるため、生体分子の機能損失が生じる。 

V. 生体分子のナノ粒子への結合力の制御：一般に、ナノ粒子の溶液中での安定性を考慮した場合、生体

分子とナノ粒子との結合は強固にすべきだが、ナノ粒子をキャリアーとした際のドラッグデリバリー

システムでは、送達したい薬物を患部で解離させる必要があるため、結合の制御が求められる。例え

ば、光や pHなどによって結合が切れるなどの仕組みを導入する。 

VI. 汎用的な結合操作：実用的な利用を考えた場合、別の系での利用、異なるロットで調製したもの、異

なる金属種のナノ粒子を用いた際においても再現性良く上記の 5つの基準を満たす必要がある。 

 

	 以上に挙げた生体分子とナノ粒子の複合化操作における 6つの基準は、ナノ粒子だけでなく、バルクの

金属への生体分子の固定化操作においても適用可能である。次節において、特にタンパク質の金ナノ粒子

への固定化戦略について紹介する。 
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1-3-2-1. 静電的相互作用による固定化 

	 金ナノ粒子表面のリガンドの電荷により、タンパク質を静電的に吸着させる手法である。例えば、クエ

ン酸還元法により調製された金ナノ粒子は、表面がクエン酸に被覆されて負に帯電している。この負電荷

に対してタンパク質表面の正に帯電したアミノ酸側鎖が静電的に結合可能である (Figure 1-5)。1999 年に

クエン酸還元法で調製した金ナノ粒子と IgG抗体を静電相互作用により結合させている [61]。溶液をクエ

ン酸の等電点よりも高い pH にすることで金ナノ粒子を負に帯電させることができる。さらに、生体分子

の交互積層 (LbL; Layer-by-Layer) 法にも拡張することができる。すなわち、負に帯電した金ナノ粒子に電

気的に付着させたタンパク質分子 (正に帯電) は、負に帯電した次のタンパク質層の足場として用いるこ

とができる。また、この他にも適切なカチオン性のリガンド分子を用いて、アニオン性のタンパク質を吸

着させることも可能である。本手法は、リガンドの電荷を利用した非常に簡便な手法であり、以前から生

体分子と金ナノ粒子の複合体形成における汎用的な手法として利用されてきた。しかしながら、この手法

の欠点として、金ナノ粒子上での生体分子の配向がランダムになってしまうことや、特異的な結合ではな

いため、タンパク質の機能損失や目的以外の分子の非特異的な吸着が懸念される。従って、in vitroでの診

断技術に限定して利用されることが多い。 

 

 

Figure 1-5.	 静電的相互作用を利用したタンパク質の固定化 
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1-3-2-2. 官能基特異的な修飾技術 

	 生体分子の官能基を標的とした化学反応により、金ナノ粒子への固定化を行うことができる。この手法

は、SAMなどの機能性リガンドをあらかじめ金ナノ粒子に被覆させた後、タンパク質との反応を行う。官

能基としては、アミンやチオール、カルボン酸、水酸基などが挙げられる。一例として、N-hydroxysuccinimide 

(NHS) を有するリガンドを用いて、タンパク質中のLys残基を標的とした反応スキームを Figure 1-6に示

す。この他にも、Lysや Tyrを標的としたいくつかの修飾戦略が考えられ (Table 1-1)、目的やタンパク質

の官能基に合った手法の選択が可能となる。機能性リガンドとタンパク質との複合化は、本節で挙げた例

以外にも様々な手法が考えれ、目的に合わせて複合化操作を選択することができる [62]。このような官能

基選択的な修飾技術は、生体分子とリガンド分子とを共有結合により結合されているため、生体分子が金

ナノ粒子表面に強く固定化されるといった利点がある。しかし、一般に、複数存在する官能基群に対して

反応を行うため、部位特異的な連結は困難とされている。従って、タンパク質の機能損失や、金ナノ粒子

上のタンパク質数が制御困難なことが懸念される。 

 

 

Figure 1-6.  タンパク質の特定の官能基を利用した固定化 

 

	 	 	 	 	 Table 1-1.  官能基選択的なタンパク質修飾技術の例 

Residue Reagent Product 

Lys NHS ester Amide bond 

 Slufonyl halide Sulfonamide bond 

 Aldehyde after NaBH3CN Imine → Alkylamine bond 

 Isothiocyanate Thiourea Bond 

Tyr Aniline Diazonium compound 
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1-3-2-3. クリックケミストリーによる修飾技術 

	 2001年にK. B. Sharplessらによって纏められた総説によると、クリックケミストリーとは、(1) 容易な実

験操作、(2) 目的物が高収率で得られる、(3) 水溶液中でも安定、(4) 高い汎用性といった特徴を有する化

学反応の総称である [63]。2006年にM. BrustらによってHuisgen環化付加反応をタンパク質と金ナノ粒子

の複合化に利用可能なことが報告された [64]。概念図を Figure 1-7に示す。本報告では、アジド化リガン

ドで金ナノ粒子に SAM を形成し、アルキン化リパーゼを作用させることで、リパーゼ修飾金ナノ粒子の

調製を行っている。しかし、リパーゼへのアルキンの導入には、リパーゼ表面のLys残基群が用いられて

いる。従って、アルキンの導入数の制御が困難であることと、リパーゼの活性低下が懸念される。 

	 また、2010年には、Raoらによって、Huisgen環化付加反応によるアジド化ルシフェラーゼとアルキン

リガンド金ナノ粒子のバイオコンジュゲーションが報告された [65]。この報告では、Native chemical ligation 

(NCL) 法を利用してルシフェラーゼに対して部位特的にアジドを導入しており、ルシフェラーゼの活性低

下を抑制した固定化ができているものと考えられる。本コンジュゲーション法は、他のタンパク質やナノ

粒子に応用可能であることが考えられ、ナノ粒子の高機能化への応用が期待できる。その他のクリック反

応も利用可能と考えられる。 

	 これらのクリック反応は特異性が極めて高く、迅速に反応が進行するため、再現性は良くなることが期

待できる。さらに、NCL法など部位特異的な修飾法を組み合わせることで、タンパク質の機能損失を最小

限にした固定化が達成できるものと考えられる。しかし、操作ステップが多くなるといった欠点もある。 

 

 

Figure 1-7.	 クリック反応を利用したタンパク質の固定化 

 

 

1-3-2-4. 配位結合による修飾技術 

	 ポリヒスチジン (Hisn) 配列はアフィニティタグとして、タンパク質に組み換え導入され、金属イオンが

固定化されたアフィニティーカラムを用いた精製 (IMAC; immobilized metal affinity chromatography) に利

用される。Hisnはnitrotriacetic acid (NTA) やiminodiacetic acid (IDA) などと共に、二価の金属イオン (e.g. Co2+, 

Cr2+, Cu2+, Ni2+, Zn2+) と配位結合を形成することが知られている。例えば、NTAとNi2+イオンとの錯体は、

Ni2+イオンの 6つの配位座のうち 4つがNTAによって占領され、残りの 2つの配位座に水分子が配位した

状態で安定な構造をとる。そこにHisnタンパク質を共存させると、His残基中のイミダゾール基 (N原子) が、
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N
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NTA-Ni錯体中の水分子と置換することで、NTA-Ni-His 錯体が形成される。一般に、タンパク質中に His

が連続した配列は珍しく、Hisnはタンパク質の末端に融合されるため。そのため、錯形成に伴うタンパク

質の構造変化は極めて小さいと考えられる。タンパク質の固定化においても、Ni-NTA を介して、His-tag

融合タンパク質を金ナノ粒子上に固定化できることが示されている [66]。リガンドにNTAを修飾後、Ni2+

イオンを添加し、最後に His-tag 融合タンパク質を配位結合により固定化する手法となる (Figure 1-8)。

Ni-NTA と Hisnとの相互作用は弱いものではないと考えられるが、金属イオンの脱離や脱離した金属イオ

ンがタンパク質の阻害剤となる可能性も考えられるので、適切な設計が必要である。また、一般に、Ni-NTA

はHisだけでなく、還元型のCysも結合するため、リガンドとして用いたチオールリガンドを除去してお

く必要がある。 

 

 

Figure 1-8.	 配位結合を介したタンパク質の固定化 

 

 

1-3-2-5. 生体分子の特異的な結合を利用した固定化 

	 アビジン−ビオチン相互作用や抗体−抗原の結合を用いて、目的のタンパク質を金ナノ粒子上に固定化す

ることができる。概念図を Figure 1-9に示す。これまでビオチンとアビジンの相互作用によるバイオコン

ジュゲーションが行われてきた。実際に、ナノ粒子と生体分子との典型的な複合化操作において、第一選

択肢として本相互作用が用いられることが多い。アビジンとビオチンの結合定数は 1015 M−1と極めて高く、

非共有結合の相互作用としては最も強固な結合であると言われている。細菌である Streptomyces avidiniiか

ら単離されたストレプトアビジン (SA) はビオチンに対してアビジンと似た相互作用を示すため、SAも同

様にバイオコンジュゲーションに利用される。ビオチン化タンパク質 [67] や核酸 [68, 69] などが調製さ

れ、SA修飾金ナノ粒子との結合が報告されている。 

	 また、抗体と抗原の相互作用も同様にバイオコンジュゲーションに利用される。抗体−抗原の結合定数

は 107 –109 M−1であり、高い特異性を有する。実際に、金ナノ粒子に抗体を修飾し抗原を結合させる例 [70] 

も報告されており有用な手法となっている。 
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Figure 1-9.	 生体分子特異的な相互作用によるタンパク質の固定化 

 

 

1-3-2-6. チオールを用いた直接固定化法 

	 タンパク質にCys残基を新たに組換え導入し、直接タンパク質を金ナノ粒子に作用させることで、タン

パク質の固定化を行うことができる (Figure 1-10)。先述したように、チオール基は金表面と共有結合のよ

うな強固な結合を形成することが知られており、金ナノ粒子表面への生体分子の安定な固定化が達成可能

である。生体分子表面に Cys 残基に由来するチオール残基を用いて金ナノ粒子へ直接修飾 [71] すること

や、遺伝子工学的手法や化学的な手法 [72] によりチオールを導入することで強い結合能を担持させるこ

とができる。元来のチオール残基を用いて直接ナノ粒子へ固定化させた場合、本来の立体構造が変化し、

不活性化することが懸念される。しかし、いくつかの安定なタンパク質は活性を損なうことなく固定化で

きることが報告されている。Agナノ粒子の例になるが、ヘモグロビン [73] やクロロカテコールジオキシ

ゲナーゼ [74] は活性を保つことが報告されている。しかし、一般には、金ナノ粒子表面でタンパク質は

変性し、その活性を失う。特に、内部のジスルフィド結合が切断され、金ナノ粒子と Au–S結合を形成す

ることで高次構造が変化することで完全に機能を損失してしまうと考えられる。 

	 また、チオールを修飾した核酸と金ナノ粒子の複合体形成の例も報告されている。アミドリン酸前駆体

を用いて固相合成法により合成されたn-アルカンチオールで修飾された核酸を用いて金ナノ粒子と複合体

化させた報告がある [75]。この他にもステロイドのジスルフィド誘導体を用いて核酸修飾した例 [76] や

アデノシルリン酸チオラートを用いた例 [77] がある。 

 

 
Figure 1-10.	 チオール基を介したタンパク質の固定化 
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1-3-2-7. 固体表面認識ペプチドによる直接固定化法 

	 本節では、アフィニティペプチドを用いた固定化戦略について紹介する。アフィニティペプチドの探索

と特性については、第 3章で改めて紹介する。 

	 生体分子と金ナノ粒子との複合化技術は、有機分子または生体分子と無機ナノ粒子間の共有結合に基づ

いた手法が選択されてきた [78]。しかしながら、生体分子と金属ナノ粒子間の共有結合の形成は、生体分

子の変性や金属ナノ粒子の機能が十分に発揮されない場合がしばしば見られる。そこで近年、共有結合に

変わるアプローチとして、コンビナトリアル化学により単離されたペプチド断片の非共有結合に基づいた

修飾法が登場した [79–82]。特定の無機表面に親和性を持つペプチド断片をタンパク質に組換え導入する

ことで、タンパク質に特異的な金属結合能を付与することができる。例えば、金表面に親和性を有するペ

プチドをタンパク質に導入することで、タンパク質の金表面への特異的な固定化が達成可能となる (Figure 

1-11)。但し、こちらも 1-3-2-6 節で述べたように、直接金ナノ粒子表面へタンパク質が吸着してしまうこ

とで、タンパク質の変性が起こることも懸念される。従って、目的タンパク質とアフィニティペプチドの

間に緩衝材となるドメインを導入するなどして、目的のタンパク質が直接金ナノ粒子表面へ吸着すること

を避ける必要がある。 

 

 

Figure 1-11.	 アフィニティペプチドを介したタンパク質の固定化 
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1-4. 生体分子修飾金ナノ粒子の応用例 

	 一般に、生体分子と金ナノ粒子複合化は、物理吸着、静電相互作用、共有結合などの手法が用いられて

きた。固定化する生体分子としては以下のものが考えられ、それぞれについて様々な報告がなされている。 

・	 ペプチド、タンパク質、抗体 

・	 生体触媒 (酵素、リボザイム) 

・	 核酸、アプタマー 

・	 糖鎖 

・	 脂質 

ここでは生物学分野への応用を中心に、金ナノ粒子への複合化材料である生体分子ごとに分類し、その応

用の実例を交えて紹介する。 

 

 

1-3-4-1. タンパク質、酵素 

センサー	 

	 凝集による溶液の色の変化に基づいてタンパク質や抗体の検出へ用いた報告がある。抗体の Fcドメイン

に対しアフィニティーを有するプロテインAを金ナノ粒子表面へ修飾し、抗体の検出に成功している [83]。

その他にも糖タンパク質ホルモンであるヒト絨毛性ゴナドトロピン (hCG) の検出のために、抗 hCG抗体

を金ナノ粒子と複合体化させて、血清中から hCGの迅速に検出できることが報告されている [84]。また、

金ナノ粒子を単鎖の抗体可変領域 (scFv) を複合体化させ、scFv を介して様々なタンパク質を金ナノ粒子

表面に提示できることを示している。 

 

 

酵素反応のシグナル増幅 

	 アスパラギン酸プロテアーゼであるペプシンと複合体化させた金ナノ粒子は、担持させていないペプシ

ン溶液よりも安定性が高くなることが報告されている [85]。ペプシンの非特異的な加水分解が抑えられ、

安定に存在できるからではないかと考えられる。また、フラビン酵素であるグルコースオキシダーゼを金

ナノ粒子 (1.4 nm) と複合体化させることで、酵素反応を利用した電極材料の調製が報告されている [34]。

チオール修飾補酵素フラビンアデニンジヌクレオチド (FAD) を金ナノ粒子に結合させ、活性を維持した

まま安定的にアポグルコースオキシダーゼを金ナノ粒子に固定化することができることが示された 

(Figure 1-12)。金ナノ粒子が電子伝導体として働き、酵素反応で生じる電子を効率的に電極へ移動させるこ

とに成功している。 
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Figure 1-12.	 FADを介した金ナノ粒子へのグルコースオキシダーゼの固定化の模式図 [34] 

 

 

ナノ構造体の形成	 

	 システインを表面に提示したササゲモザイクウイルス (Cowpea Mosaic Virus: CPMV) 変異体が、金ナノ

粒子 (2 – 5 nm) とのナノ構造形成の足場として有用であることが報告されている [86]。様々な部分にシス

テインに置換させた CPMV に対してシステイン特異的に金ナノ粒子が結合することが透過型電子顕微鏡 

(TEM) により示されており、ウイルスタンパク質を足場として金ナノ粒子の構造体化に成功している。 

 

 

1-3-4-2. 核酸 

	 1996年にC. A. Mirkinらの研究グループはDNAと金ナノ粒子との複合体化し、分散状態と凝集状態で

溶液の色が変化することを利用して比色センサーへ応用している [75]。相補鎖 DNAの迅速な検出が可能

であるため、現在では実用化にも至っている機能性材料である。また、金ナノ粒子-DNA ハイブリッド材

料の細胞内での利用も盛んに行われている。DNAはしばしば DNaseなどの加水分解酵素や他の生体分子

から容易に分解や不活性化などの阻害を受けてしまう [87, 88]。一方で、金ナノ粒子との複合体を形成す

ることでDNaseからの加水分解を受けにくくなることが報告されており [89]、細胞内導入の際に金ナノ粒

子との複合体化は非常に有用である。その理由は明らかではないが、金ナノ粒子表面へ DNA が密に配列

することによって加水分解酵素がアクセスしづらくなることや、DNAが密になっていることより局所的に

イオン濃度が増加し酵素活性が発揮されないなどの理由が考えられる。近年「ナノフレアー」と名付けら

れた細胞内核酸検出プローブが報告された [90]。金ナノ粒子に一本鎖 RNAを修飾し、蛍光基をラベル化

した短いオリゴ核酸をハイブリダイズさせる。金ナノ粒子近傍では蛍光基は消光しており、細胞内のター

ゲット RNA を認識することで消光がキャンセルされて蛍光を発するようにデザインされている。この他

にも、細胞内イメージング [91] やRNA干渉 [92]、癌細胞の検出 [93] などに用いられており、細胞内で

の利用の際に有用なツールとなっている。 

 

1-3-4-3. ペプチド 
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	 特定のオリゴペプチドはタンパク質を認識することが知られている。細胞内において、ペプチドに基づ

いた核局在化シグナルは、核の局在性や生体分子同士の複合体形成を助長させることに用いられている 

[94]。このようなペプチドのシグナル配列は、アルギニンやリジンなどの塩基性アミノ酸などが多く含ま

れ、importinα (核移行受容体 importinのサブユニット) と相互作用することで、核外膜を通過することが可能

となり、核へ輸送される [95]。このようなシグナル配列は HIV が産出する Tat タンパク質に由来する

CYGRKKRRQRRRや、インテグリン結合ドメインに由来するCKKKKKKGGRGDMFGなどが知られてい

る。 

	 このようなシグナルペプチドと金ナノ粒子を複合体化させて HepG2 細胞の核に金ナノ粒子を移行させ

る試みがなされた [96]。核移行ペプチドをウシ血清アルブミン (BSA) に化学的に結合させ、ペプチド修

飾 BSAを金ナノ粒子表面に吸着させることで、金ナノ粒子-ペプチド複合体を調製し、核への移行を試み

た。その結果、この金ナノ粒子-ペプチド複合体は核に移行することが示された。興味深いことに、この複

合体のみで、エンドサイト−シスや核局在化シグナルレセプターを介して核へ到達することができること

が明らかとなった。また近年、同著者らはシグナルペプチドと分子量 5,000 の巨大なポリエチレングリコ

ールを修飾した金ナノ粒子を細胞に導入することに成功している [97]。さらに、オリゴ核酸とシグナルペ

プチドを金ナノ粒子に修飾した複合体を核の周囲に局在化させ、目的の RNA を捉えることでタンパク質

の発現を抑制した報告もなされている [98]。 

	 また、アフィニティータグペプチドを用いて金ナノ粒子を精製できることも報告されている [99]。通常

金ナノ粒子はサイズ排除クロマトグラフィーなどで精製を行っていた [100]。タンパク質の精製に用いら

れるヘキサヒスチジンアフィニティータグを導入した機能性ペプチドを金ナノ粒子に修飾し、固定化金属

イオンアフィニティークロマトグラフィー (IMAC) 法により金ナノ粒子をタンパク質のように精製可能

であることが示された。 

 

 

1-3-4-4. 抗体 

	 抗体ラベル化金ナノ粒子はおよそ 40年前から免疫組織化学の分野で用いられてきた [101]。抗体ラベル

化金ナノ粒子はイムノクロマトグラフィーとして妊娠検査キットや糖尿病検査キットとして実用化されて

おり、産業面での重要性は高い (Figure 1-13)。また近年では、生きた細胞を用いた研究が盛んになってお

り、標的指向性を付与するために抗体が着目され、抗体修飾金ナノ粒子が研究者の間で再び注目されてい

る。抗体は金ナノ粒子に対して、疎水性相互作用や静電相互作用などの非共有結合的な吸着や、ネイティ

ブのチオール残基による共有結合的な吸着が知られているが、近年では N-hydroxysuccinimide (NHS) ester

を介した結合法や DNA-ストレプトアビジン複合体を用いた修飾法 [102] など抗体の活性を損なわずに金

ナノ粒子に修飾する手法が盛んに報告されている。NHSエステルは一級アミンに対して特異的に反応でき、

またDNAは相補鎖特異的に反応することができるため今日では金ナノ粒子-抗体複合体の合成法には有用

な手法となっている。 
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Figure 1-13.  金ナノ粒子を利用したイムノクロマトグラフィー 

 

	 細胞への利用はイメージングとフォトサーマル治療への応用がある。イメージングでは、癌を構成する

タンパク質特異的に結合する抗体を修飾した金ナノ粒子が調製され、癌細胞のイメージングができること

が報告されている [103]。フォトサーマル治療への利用は、金ナノロッド [104] や金ナノシェル [105, 106] 

に抗体を修飾し、癌細胞への標的指向性を付与している。例えば、癌細胞はヒト上皮増殖因子受容体 2 

(Human Epidermal growth factor Receptor 2 : HER2) を過剰発現するので、HER2に特異的に結合する抗体を

用いて、金ナノシェル-抗体複合体を調製し、フォトサーマルによる治療が試みられている [106]。操作は

金ナノシェル-抗体ハイブリッドが癌細胞のHER2を認識・結合後、細胞に近赤外光を照射する。金ナノシ

ェルが近赤外光を吸収し、エネルギーを熱に変換し放出することで、癌細胞を死滅させることができる。

コントロールとして抗HER2抗体とは別の抗体を修飾した金ナノシェル複合体は癌細胞を認識しないため

に、癌細胞を死滅させることはできなかった。このことから、金ナノシェル-抗HER2抗体複合体が癌細胞

のHER2特異的に認識でき、癌治療に有用であることが示された。 

 

 

1-3-4-5. 脂質 

	 近年、金ナノ粒子-脂質複合化が報告されている [107–109]。C. A. Mirkinらの研究グループは脂質を含有

した高比重リポタンパク質 (HDL) に着目し、脂質修飾金ナノ粒子の調製を行った。天然のHDLは動脈硬

化性プラークのマクロファージや体内のコレステロール運搬を担う重要なタンパク質である。HDLとコレ

ステロールは強い相互作用を示すことから、ナノ構造体の調製が可能である。まず、脂質を除いたアポリ

ポタンパク質A1 (APOA1) を調製し、金ナノ粒子に吸着させた。次いでそれぞれ別の機能を示す二種類の

コレステロール (チオール化脂質、アミン化脂質) を加えることにより、金ナノ粒子表面のAPOA1に相互

作用を示し、脂質修飾金ナノ粒子が調製できる。また、蛍光基を修飾したコレステロールを調製し、APOA1

とコレステロール誘導体との解離定数を算出している。その結果、KD = 3.8 ± 0.8 nMと非常に小さいこと

が分かり、APOA1 とコレステロールは高い結合力を有することが初めて示された。この高い結合力は重

要なデータであり、脂質を含む構造体をデザインする上で汎用的に用いられる可能性を秘めている。 

 

	 その他にも、金ナノ粒子-HDL 複合体をもちいてマクロファージ細胞のイメージングを行った応用例

[108] やラマン散乱のレポーター分子を吸着させた新たな金ナノ粒子-脂質複合体を調製した例 [109] が
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報告されている。脂質修飾した金ナノ粒子は生体内においても非常に安定であり、今後多くの分野での利

用が期待され、応用研究が盛んになることが予想される。 

 

	 1-3 章では、金ナノ粒子と生体分の組み合わせた複合化材料について、その調製法や応用例を交えて述

べてきた。生体分子と金ナノ粒子を複合化させることで様々な機能を有する新しい材料を開発することが

でき、無限の可能性を秘めている。今後もこのようなハイブリッド材料の開発が行われ、盛んに応用され

ることが予想される。しかしながら、生体分子は不安定であり容易に機能失活を起こす恐れがある。さら

に、生体分子の失活を防ぐ目的から、金ナノ粒子との複合体化のプロセスのステップが多いなどの問題が

ある。このような問題から、金ナノ粒子-生体分子ハイブリッド材料をより安定に、効率よく得るための新

たな調製法が求められている。そこで、本研究ではバイオミネラリゼーションを利用した新たな調製プロ

セスの開発を目指す。 
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1-5. 本論文の構成 

 

	 本論文の構成は以下の通りである。 

 

	 第 2 章では、グリセロールデヒドロゲナーゼ (GLD) 酵素反応を利用した金ナノ粒子の調製法の開発、

さらに GLD を大腸菌に発現させることで大腸菌へのバイオミネラリゼーション機能付与についての内容

を記述する。GLDによる NADH補酵素再生系により産出される電子を金イオンの還元剤として利用する

ことで金ナノ粒子ができると考え、酵素反応依存的な金ナノ粒子の調製法の開発を行った。GLDは大腸菌

由来のものを選択した。まず、精製したGLD酵素を用いて、GLD酵素反応により産出されるNADHによ

って金ナノ粒子が調製可能か否かを in vitroで評価した。次に、GLD酵素が発現した大腸菌を用い、非発

現の大腸菌と比較することで、GLD酵素の発現により大腸菌にバイオミネラリゼーション機能が付与でき

るかを評価した。 

 

	 第 3章では、GLDによるNADH補酵素再生系に対して、金結合性ペプチドを融合した機能性タンパク

質を共存させることで、目的とする機能性タンパク質が金ナノ粒子表面に修飾されたタンパク質-金ナノ粒

子複合体の調製を試みた。さらに、調製した機能性タンパク質が金ナノ粒子の形成とタンパク質の結合に

及す影響を評価した。最後に、得られた抗体結合ドメイン修飾金ナノ粒子を用い、Enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA) を行うことで、金ナノ粒子上のタンパク質が機能を保持しているかを評価し

た。 

 

	 第 4章では、機能性タンパク質と GLDを遺伝子工学的手法により融合させた新規キメラタンパク質を

調製し、単一タンパク質成分によるタンパク質修飾金ナノ粒子の一段階合成を試みた。その際、これまで

用いてきた大腸菌由来 GLD に代えて、より安定で結晶構造が入手可能な Bacillus stearothermophilus 由来

GLD (BsGLD) を用い、タンパク質の設計を行った。さらに、設計したキメラタンパク質に金結合能を付

与するために、第 3章で得られた知見をもとに、金結合ペプチドタグを設計して用いた。 

 

	 第 5章では、本論文の総括を行い、本研究の今後の展望について述べた。 
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第２章 
グリセロールデヒドロゲナーゼ発現大腸菌を用いた金ナノ粒子の合成 

 

2-1. 緒言 

	 金ナノ粒子はユニークな光学特性や物理化学的特性示す機能性マテリアルである。これまで、金ナノ粒

子を用いた様々なアプリケーションが開発されており、その応用範囲は多岐に渡る。一般に、金ナノ粒子

は、適切な還元剤と保護剤を用いて前駆体金属イオンから化学還元することにより得られる。この手法は

非常に汎用的な手法として現在も用いられているが、金ナノ粒子を生体分子や有機分子で機能化する際に

おいてはリガンド交換などの操作が必要となる。他方で、自然界に目を向けると、生物はボトムアップ式

に無機物結晶のナノ構造体形成を行い、さらにそのプロセスは常温、常圧、生理的条件下といったマイル

ドな条件で達成される。実際に、微生物を用いた金ナノ粒子の合成法などが報告されており、ユニークな

手法として注目を集めている。しかし、生物本来のプロセスを利用した手法では、金ナノ粒子形成の詳細

な機構は不明のままである。ここでは、生体分子の機能を利用した金ナノ粒子の調製について紹介したい。 

 

 

2-1-1. バイオミネラリゼーション 

	 生物は様々な結晶性、非結晶性の鉱物を作り出し、その機能を利用することで生命活動を行っている。

例えば、ヒトを含む脊椎動物はリン酸カルシウムを利用して骨や歯を作り出し、体を支えることや臓器の

保護などを行っている。また、貝や珊瑚、甲殻類に代表される無脊椎動物は、炭酸カルシウムの結晶を作

り出し、臓器の保護や体内の水分保持などの役割を担っている。植物においても、イネの葉や茎に多く含

まれるケイ酸は堅さの保持を助けている。さらに、磁性細菌と呼ばれる細菌は、細胞内にマグネタイトを

作り、自身の進路決定の際のコンパスとして利用している。このように、生物が無機鉱物を作り出すバイ

オミネラルは、細菌から高等な動物まで幅広い生物で作られ、形の規定や臓器の保護、平衡感覚や地磁気

のセンサーなど、生命活動を支える様々な材料が知られている。このような生物によって作り出されるバ

イオミネラルは無機鉱物と有機物から構成された有機–無機ハイブリッド材料であり、化学合成により作ら

れるものと比べ、穏やかな反応条件下で調製できる傾向がある。さらに、バイオミネラルの構成成分、サ

イズ、構造、形態は厳密に制御されているため、これまで多くの科学者の興味を引いてきた。一般に、バ

イオミネラル形成機構は不明な点が多いが、ほとんどの場合でペプチドやタンパク質が関与しており [1]、

近年では分子レベルでの理解をもとに応用研究も行われるようになった [2, 3]。 

 

	 バイオミネラリゼーションの定義は諸説あるが、ここでは渡部哲光による分類 [8] に従い、二つに大別

した。一つは、「生物に備わった鉱物化機構によって誘起されるミネラリゼーション」、もう一つは「生物

が産出し体内外に放出した物質により誘起されるミネラリゼーション」である。以下に、それぞれの詳細

について述べる。 
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2-1-1-1. 生物制御によるバイオミネラリゼーション 

	 生物制御によるバイオミネラリゼーションとは、生物が環境中のイオンを利用する生物機構によって、

イオンの取り込みから鉱物化までを行う現象のことである。ほとんど全ての場合、このバイオミネラルの

形成にはその形成に関与する有機基質が共存する。また、無機的に形成された鉱物には見られず、その生

物種特有の形態を示すものが多い。貝殻や珊瑚の骨格形成など、一般的に考えられているバイオミネラリ

ゼーションの大部分がこれに当てはまる。この生物制御による鉱物化における重要な点は、鉱物は上皮細

胞の分泌液から形成され、細胞の外表面に接している点である。つまり、バイオミネラルは直接環境に接

している場合においても、外側から成長せずに、環境から隔離された細胞の接している内側から成長する。

さらに、細胞内で形成したバイオミネラルをエキソサイトーシスにより輸送している生物種も存在する。 

	 また、生物制御機構によるミネラル化は、ミネラルの成分となるイオンの生体内への取り込みから始ま

る。取り込まれたミネラルはタンパク質やペプチド、アミノ酸などと結合し、それに続く酵素反応の基質

となり、ミネラル化、特定の場所への輸送へとつながる。この一連の現象はバイオミネラリゼーションの

基本的な過程ではあるが、カルシウム以外の機構の解明はほとんど進んでいない。カルシウムに関しては、

食料から消化器官を経て血液に入るものと、カルシウムチャネルから体内に取り込まれるものがある。水

生植物、水生下等動物の場合、細胞内カルシウムイオン濃度は 1 µM、淡水・海水中の濃度はおよそ 0.5–10 

mMであり、外環境の濃度の方が 500 倍以上高い。カルシウムイオンの通過機構として、その多くは細胞

膜上のカルシウムイオンチャネルを介して細胞内部に運ばれる。体外への排出はATPase (Ca-ATPase、Ca, 

Mg-ATPase等)の働きにより濃度勾配に逆らって運び出される。 

 

 

2-1-1-2. 生物誘発によるバイオミネラリゼーション 

	 ここでは、生物活動に誘発されて、生物体表面を含めた生物体内外で鉱物が形成することを生物誘発と

定義する。バイオミネラルを構成する無機・有機物質の一部は生物から排泄されたものが多いが、生物か

ら全く供給されないものもある。生物誘発作用によってミネラリゼーションを起こす生物の多くは、バイ

オミネラルによって利益を得られることはほとんどなく、バイオミネラルの形は無機的にできた鉱物とあ

まり変わらない。細菌類や菌類、藍菌類などによるバイオミネラリゼーションの大部分はこのような誘発

作用によって起こったものである。例えば、硫酸還元細菌による硫化鉄の形成などがある。この細菌は細

胞内で硫酸塩または硫黄を還元して環境中に硫化水素を放出する。もしその場に鉄や亜鉛、その他の金属

イオンが存在し、pH、イオン濃度など適当な条件が揃えば、細菌の表面に硫化鉄や硫化亜鉛などの硫化金

属が析出する。この細菌は放出された化学物質によりミネラリゼーションを誘発している。 

	 また、生物に利益をもたらす誘発型のバイオミネラリゼーションも存在する。藍藻類は、ストラマライ

トや炭酸塩マットと呼ばれる細菌の棲息地 (shelter) を形成し、独自の生活環境を作ることが知られている。

菌類と藻類からなる共生生物である地衣類はシュウ酸化合物の結晶を作り出し、周囲の有害な金属イオン

を沈殿させて生体内に入るのを防ぐと考えられている。 
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2-1-2. 微生物を利用した金属ナノ粒子の合成 

	 特定の微生物は金属ナノ粒子を合成できることが知られており [9–11]、廃液からの金属イオンの回収へ

の利用も検討されている。金ナノ粒子に関しては、2001年に植物に寄生する糸状菌 (Verticillium sp.) を用

いて、金イオンから約 20 nmの単分散な金ナノ粒子を調製できるという報告がなされた [12]。生物の金属

イオンに対する解毒性や恒常性を維持するための還元能や集積能を、巧みに利用したユニークな手法であ

り、金イオンやその他の金属イオンのナノ粒子を調製できる新たな手法として注目を集めている。しかし

ながら、現在でも反応機構は不明のままである。一般に、微生物を用いた金属ナノ粒子合成は生物の代謝

や金属イオンに対する応答、どのような生体分子が形成に関与しているかなど、網羅的に評価する必要が

あり、メカニズムの解明は困難である。 

	 また、超好熱性古細菌のP.islandicumやP. furiosusや超高熱性細菌の T. maritimaや中温性細菌の S. algae

とG. ferrireducensがAu (III)からAu (0) への還元を行うことができることが報告されている [13]。しかし

ながら、電子供与体は不明であり、Au (0) が沈殿する位置 (細胞内、ペリプラズム空間、細胞外等) も菌

種によって異なる。ほとんどの細菌の場合は細胞表に金が沈殿する。S. algae や G. ferrireducens に関して

はペリプラズム空間にAu (0) が沈殿することが確認されている [13, 14]。分類の近い菌種によっても金イ

オンを還元できるものとそうでないものがあることも示されている。例えば、P. islandicum と分類の近い

P.aerophilumはAu (III) を還元することができない。 

	 このように天然の細菌を用いた場合は、金属イオンの詳細な還元メカニズムが不明であることが多い。

しかし、いくつかの細菌に関しては、ヒドロゲナーゼやシトクロム c が関わっていることが示唆されてい

る。S. algae などは水素を電子供与体としてAu (III) の還元を行うことが明らかとされ [15]、ヒドロゲナ

ーゼの関与が示唆されている。また、G. metallireducensから抽出したシトクロム cが、溶液中のAu (III) を

含む様々な金属イオンに電子を供与することができることが示されていることから [16]、細菌内のシトク

ロム cが還元に関与しているのではないかと考えられている。 

	 繰り返しになるが、メカニズムが不明なことや特殊な条件でのみ金属イオンに対する還元機能を発現す

ることから、汎用的な利用は困難と考えられる。 

 

 

2-1-3. 遺伝子組換え大腸菌を利用した金属ナノ粒子の合成 

	 近年、遺伝子レベルまで研究が進んでいる大腸菌に対して、遺伝子操作を行うことで、バイオミネラリ

ゼーション機能を付与する試みが報告された [17]。phytochelatin (PC) 合成酵素である phytochelatin 

synthetase (PCS) および PCの前駆体であるグルタチオンの合成酵素 γ-glutamylcysteine synthetase をコード

する遺伝子を大腸菌に導入し、発現させることで、量子ドットであるCdSナノ粒子の調製に成功している。

さらに、2010 年には PCSとmatallothionein (MT) を共発現するように遺伝子操作を行った組換え大腸菌に

より、金ナノ粒子を含む様々な金属ナノ粒子が調製可能であり、加える金属イオン濃度により金属ナノ粒

子のサイズの制御が可能であることが報告され [18]、組換え大腸菌での金属ナノ粒子合成プロセスの可能

性を大きく広げた。PCおよびMTはシステイン残基（Cys）に富んだタンパク質で、重金属イオンとの結
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合能を持つことが知られている。このように、金属イオンと親和性の高いタンパク質を過剰発現させるこ

とで容易に様々な金属ナノ粒子を調製できることが明らかとなった。しかしながら、形成したナノ粒子表

面にはCys残基を多く有するタンパク質が結合し、凝集体となってしまう。その結果、単離精製が困難で

あることや、それに続くナノ粒子表面への機能性分子の修飾が困難なことが考えられる。 

 

 

2-1-4. 酸化還元酵素が触媒する酵素反応による金属イオンの還元 

	 酸化還元酵素は、呼吸によって得られる酸素を体内で利用する際にもたいへん重要な酵素である。多く

の酸化還元酵素はコファクターとして金属イオンや補酵素を必要としている。これらの補酵素は、しばし

ば電子伝達酵素鎖の一つの酵素に酸化／還元され、生成した酸化型／還元型の補酵素が、その電子伝達過

程の次の酵素の基質になるか、それとも酸化型／還元型補酵素が次の酵素によって還元／酸化される補酵

素になるかである。このようにして補酵素は生体内で「再生（regeneration）」され、一連の酵素過程の下、

別の酵素により再び使用される [19]。 

	 近年、乳酸デヒドロゲナーゼ (LDH) の酵素反応により再生されるNADHを用いて、金イオンの還元が

できることが示された (Figure 2-1) [20]。NAD+からNADHを再生後に、塩化金酸および核としての金ナノ

粒子を加えることで、核粒子の周囲に金が還元されることが示された。これを用い、金ナノ粒子の粒径増

大に伴うスペクトル変化を利用して酵素センサーとして応用している。また、同研究者らはNADHがCu 

(II) の還元もできることを示しており [21]、電子供与体としてのNADHが金属イオン還元に有用な化学物

質であることを示した。酵素反応を利用した金属イオンの還元は、乳酸デヒドロゲナーゼ／NADHの他に

もアルカリフォスファターゼ (AP)／p-アミノフェノールによる銀イオンの還元や [22]、アセチルコリンエ

ステラーゼ (AChE)／チオコリン [23]、グルコースオキシダーゼ／過酸化水素 [24]、チロシナーゼ／ドー

パミン誘導体 [25] による金イオンの還元などが報告されている。特にチロシナーゼ／ドーパミンは種粒

子無しで金ナノ粒子の調製に成功している。 

 

 

 
Figure 2-1.  乳酸脱水素酵素により産出されるNADHを利用した金イオンの還元と金ナノ粒子の増大 [20] 
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	 本研究では、このような酸化還元酵素の酵素反応を大腸菌内で構築することで、大腸菌にバイオミネラ

リゼーション機能を付与することを目指した。このような系を大腸菌内で構築して、金属ナノ粒子を調製

した例はなく、バイオミネラリゼーションのメカニズムの理解とその応用に関して意義深いものと考えら

れる。 

 

 

2-1-5. 補酵素NADH 

	 補酵素とは、生体内で原子団の授受を行い、酵素反応の化学基の授受を行う低分子量の有機化合物であ

る。酵素による多くの酸化あるいは還元反応に補酵素が必要である。補酵素の多くはビタミンの誘導体で

ある。補酵素の分類は主たる構造によっておこなわれているが、電子伝達に関する補酵素に関しては電子

伝達体と呼ばれている。中でも本研究ではNicotinamide adenine dinucleotude (NAD) に着目し研究を進めて

いる。NAD は全ての真核生物、あるいは多くの原核生物内で電子伝達をおこなう補酵素であり、酸化型 

(NAD+) と還元型 (NADH) の２つの状態を取る (Figure 2-2)。二電子還元を受けるが、中間型は生じない。

還元型の NADHは一見、プロトンが１つだけ付加されたように見えるが、ニコチン酸アミドの N+が電子

によって還元されるために、結果として２つのプロトンを運搬している。酸化還元電位 (E0’) は −0.32 V 

(vs SHE) である。 

 

 

Figure 2-2.  (a) NADHの構造および (b) その酸化・還元状態での構造 

 

 

2-1-6. Escherichia coli由来グリセロールデヒドロゲナーゼの酵素学的特性 

	 グリセロールデヒドロゲナーゼ (GLD, EC. 1. 1. 1. 6) は細菌 [26, 27] や酵母 [28, 29]、カビ [30]、哺乳類

の細胞 [31] など様々な生物から単離されており、これらはグリセロールの酸化部位と補因子要求性によ

り、３つのクラスに分類される。嫌気性条件下において、多くの微生物はグリセロールを炭素源として利

用することが知られている [28, 32]。はじめに作用するのがGLDであり、補因子としてNAD+を要し、グ

リセロールから dihydroxyacetoneへの酸化反応を触媒する (Figure 2-3)。この際、同時にNAD+はNADHへ
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と変換される。その後、dihydroxyacetoneは dihydroxyacetone kinaseによりリン酸化を受け、解糖系へと移

行することで更なる分解反応が起こる [33]。 

 

 
Figure 2-3.  GLDによるグリセロールの酸化スキーム 

 

	 また、大腸菌由来 GLD は、１つのサブユニットに１つの Zn2+イオン含み、グリセロールから

dihydroxyacetone への触媒反応における至適 pH は 9.5–10.0 である。一方で、pH 7.0 の条件下において、

dihydroxyacetoneはGLDに対して、グリセロールよりも高い親和性を示すことが報告された [34]。この報

告によると、リン酸カリウム緩衝液 (pH 7.0) の条件下において、GLDに対する dihydroxyacetone および

グリセロールの Km値はそれぞれ 0.3、56 mMであり、dihydroxyacetoneの kcat/Kmはグリセロールの場合に

比べて約 100倍高いことが示されている。従って、中性付近の pH条件では、逆反応が優先することが明

らかとなっている。 

	 また、大腸菌由来 GLD はこれまで結晶構造が取られておらず、詳細な高次構造は不明ではあるが、既

に結晶構造が明らかとなっているB. stearothermophilus由来GLD (BsGLD) と49%は一致することが報告さ

れており [35]、大腸菌由来GLDはBsGLDと近い構造をとっていることが示唆される。BsGLDは 370ア

ミノ酸残基から構成され、39.5 kDaで、溶液中で八量体をとる。BsGLDについては、第 4章でさらに詳し

く説明する。 
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2-1-7. 本研究の戦略 

	 ここまで紹介してきたように、バイオミネラリゼーションは、無機構造体の調製法における優れた手法

である。なかでも、細菌を利用した金属ナノ粒子の合成は、細菌の有する金属イオンに対する解毒性や恒

常性を維持するための還元能や集積能を、利用したユニークな手法であり、金イオンやその他の金属イオ

ンのナノ粒子を調製できる新たな手法として注目を集めてきた。さらに、近年では遺伝子組換え大腸菌が

バイオミネラリゼーションに利用できることが報告された [17, 18]。大腸菌は、細胞内構成要素を比較的

自由に制御可能であることから、今後魅力的なナノ材料の合成系となる可能性がある。しかし、これまで

の報告では、Cysを多く含むペプチドやタンパク質を大腸菌に過剰発現させた方法のみであった。 

	 そこで本研究では、酸化還元酵素であるGLDを大腸菌内に発現させ、GLDから産出されるNADHを還

元剤として利用することで、大腸菌内での金ナノ粒子の調製を目的とした (Figure 2-4)。酵素反応から産出

されるNADHを利用してAu (III) からAu (0) へ還元できることは既に知られており [20]、GLD酵素反応

を利用して金イオンから金ナノ粒子を調製できると考えた。さらに、GLDを大腸菌に発現させることで、

大腸菌にバイオミネラリゼーション機能を付与できると考えた。 

 

 

Figure 2-4.  本研究の概念図 

[Reproduced from Chemical Communications, 2011, 47, 7350–7352 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 
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2-2. 結果と考察 

2-2-1. グリセロールデヒドロゲナーゼの発現および精製 

	 精製後のGLDについての SDS-PAGEの結果を Figure 2-5に示す。結果より、アミノ酸配列から予想さ

れるGLDの分子量の位置に単一なバンドが得られたことから、タンパク質の発現および精製に成功した。

また、BCA法によるGLD濃度測定の結果GLDは 13.3 mg/mLと高濃度で回収できた。 

 

 

Figure 2-5.  SDS PAGEによる調製したGLD (39 kDa) の精製確認 

[Reproduced from Chemical Communications, 2011, 47, 7350–7352 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 

 

 

2-2-2. グリセロールデヒドロゲナーゼへの緩衝種および pHの影響 

	 まず、GLDによるNADHの再生反応の検討を行った。その結果、GLDの基質であるGlycerolが系中に

無い場合 (ii) やNAD+が無い場合 (iii)、GLDが無い場合 (iv) は、NADHの生成に由来する 340 nmの吸光

度は増加しなかった(Figure 2-6)。一方で、GLD、Glycerol、NAD+が共に系中に存在する場合 (i)、340 nm

の吸光度が増加した。この結果より、本実験で調製した GLD による酵素反応により、NAD+から NADH

へ再生することが確認された。 
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Figure 2-6.  GLD酵素反応によるNADHの再生 

[Reproduced from Chemical Communications, 2011, 47, 7350–7352 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 

 

	 酵素反応において、反応溶媒の pH 及び緩衝種は酵素活性に大きな影響を与える因子である。そこで、

GLD 反応における pH 及び緩衝種を変化させて、酵素活性に与える影響を評価した。活性測定の結果を

Figure 2-7に、各値をTable 2-1に示す。緩衝液および pHの違いによってGLD酵素の活性に違いが見られ

た。GLDは、Glycine-NaOH 緩衝液 (▲) と炭酸-重炭酸 緩衝液 (●) を用いた pH 10.0 – 11.0 付近の塩基性

条件下で活性が高いことがわかる。一方で、リン酸ナトリウム 緩衝液 (!)、Tris-HCl 緩衝液 (■) の pH 7.0 

付近では活性が低いことが示された。Tris-HCl 緩衝液に関しては pH 9.0, 10.0 においても活性の上昇が見

られなかった。このことからGLDの活性は高 pH領域だけでなく緩衝液の種類によっても変化することが

わかった。 

 

 

Figure 2-7.  GLD酵素活性の緩衝種および pHの影響 
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	 	 	 	 Table 2-1.  各 pHにおけるGLD活性 (µmol/min/mg) 

Phosphate buffer Tris-HCl buffer Gly-NaOH buffer Carbonate-bicarbonate buffer 

pH GLD activity pH GLD activity pH GLD activity pH GLD activity 

6.0 0.02 ± 0.11 7.5 0.43 ± 0.06 8.0 0.43 ± 0.11 9.0 6.52 ± 0.34 

6.5 0.27 ± 0.25 8 1.22 ± 0.19 8.5 1.67 ± 0.20 9.5 8.86 ± 0.38 

6.75 0.58 ± 0.15 8.5 0.55 ± 0.06 9.0 4.01 ± 1.10 10.0 9.55 ± 1.77 

7.0 0.97 ± 0.22 9 0.66 ± 0.49 9.5 6.70 ± 0.77 10.5 12.08 ± 1.06 

7.5 1.91 ± 0.11 9.5 0.67 ± 0.49 10.0 7.75 ± 0.44 11.0 12.67 ± 1.25 

   10.5 9.08 ± 0.91 11.34 11.66 ± 0.95 

   11.0 7.88 ± 0.51   

 

 

2-2-3. グリセロールデヒドロゲナーゼによる金ナノ粒子の調製 

	 次に、実際にGLD酵素反応により金ナノ粒子が調製できるかを評価した。Figure 2-8にGLD添加後 24

時間後および 48時間後のUV/Vis吸収スペクトル測定結果を示す。24時間後の吸収スペクトル測定結果よ

り、GLD (1 µM)、NAD+ (400 µM)、Glycerol (50 mM) のすべてが溶液中に存在する場合のみ、NADHに由

来する 340 nmの吸収と、530 nmに金ナノ粒子の表面プラズモン共鳴 (SPR) に由来する小さな消失スペク

トルが観測された (Figure 2-8a)。さらに、48時間後では、金ナノ粒子由来の SPR帯の増加がみられ、溶液

が赤く呈色した (Figure 2-8b)。一方で、サンプル (ii)–(iv) は、金ナノ粒子に由来する消失スペクトルが確

認されなかった。以上の結果から、GLD、NAD+、Glycerolすべてが存在する場合でのみ、金ナノ粒子が得

られることが示された。。よって、本系における金ナノ粒子の生成は、GLDの反応によって生成するNADH

が大きく関与していることが考えられ、金ナノ粒子の形成はNADHの再生によって起こることが強く示唆

された。 

	 また、グリセロール濃度が半分の 50 mMの場合についても同様にコントロール実験を行った。その結果

をFigure 2-9に示す。グリセロール濃度が50 mMの場合においても、GLD酵素反応が進行する場合でのみ、

NADHの再生とそれに伴う金ナノ粒子の形成が確認された。また、興味深いことに、今回の 50 mMグリ

セロールの条件は、100 mMの場合と比べ、NADHおよび金ナノ粒子に由来するスペクトル強度が低いこ

とが明らかとなった。特に、GLDによる NADHの再生は、グリセロール濃度に依存することが示され、

最終的に金ナノ粒子の形成速度に影響を与えると考えられる。 
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Entry GLD NAD+ Glycerol 

i + + + 
ii + + − 
iii + − + 
iv − + + 

 

 

Figure 2-8.  100 mMグリセロールにおけるUV/Vis吸収スペクトル測定結果 (a) 24時間後、(b) 48時間後 

 

 

Figure 2-9.  50 mMグリセロールにおけるUV/Vis吸収スペクトル測定結果 (a) 24時間後、(b) 48時間後 

[Reproduced from Chemical Communications, 2011, 47, 7350–7352 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 

 

	 次に、グリセロール濃度が金ナノ粒子形成に及ぼす影響について評価した。グリセロール濃度を 0–200 

mMと変化させて、24時間後の金ナノ粒子溶液のUV/Vis吸収スペクトルを測定した。また、得られた吸

収スペクトルから、SPR帯に由来する526 nmとグリセロール濃度の関係を評価した。その結果をFigure 2-10

に示す。その結果、金ナノ粒子はグリセロール濃度に依存して表面プラズモン共鳴に由来する吸収の増大

が確認された。グリセロール濃度は、グリレロールから直接還元が起こらないと考えられる濃度に設定し
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ている。このことから、グリセロール濃度に依存して表面プラズモン共鳴バンドが増加したことは、酵素

反応の進行により金ナノ粒子が調製されていることを示唆する結果である。 

 

  

Figure. 2-10.  グリセロール濃度が金ナノ粒子形成に与える影響 

 

 

2-2-4. 調製した金ナノ粒子の評価 

	 得られた金ナノ粒子について、透過型電子顕微鏡 (TEM) 観察および動的光散乱 (DLS) 測定により評価

した。GLD酵素による金イオンの還元反応の開始から48時間後の溶液のTEM像とDLS測定結果をFigure 

2-11に示す。TEM像より、粒径約 20 nmの比較的単分散な金ナノ粒子が確認できた。これより、GLD酵

素反応により金ナノ粒子が調製可能であることが TEM像からも示すことができた。また、DLS測定結果

より、平均粒径が 30.8 nmの粒子であることが明らかとなった。TEM像とDLS測定によって得られた平

均粒径の差は、金ナノ粒子表面にGLDが被覆されていることを示唆する結果であると考えられる。 

 

 

Figure 2-11.  反応開始から 48 時間後の溶液のTEM像およびDLS測定結果 

[Reproduced from Chemical Communications, 2011, 47, 7350–7352 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 
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	 次に、TEM像とDLS測定によって得られた金ナノ粒子の粒子径について詳細に比較した。GLD酵素反

応によって得られた金ナノ粒子の粒径分布を Figure 2-12に示す。粒径分布はTEM像 (n = 100, Figure 2-11a) 

とDLS (Figure 2-11b) から求めた。TEM像から調製された金ナノ粒子はおよそ 4–35 nmの間に広く分布し

ていることがわかった。考えられることは、金表面に強く配位する保護剤が存在しないことが大きな要因

であると考えられる。また、核形成が一定ではないために、金ナノ粒子の成長が逐次的に進行し、粒径に

ばらつきがみられると考察している。TEM像より算出された金ナノ粒子の平均粒径は 10.4 ± 6.4 nmであっ

た。また、DLSにより算出された平均粒径は 30.8 ± 0.2 nmであった。同様のサンプルにもかかわらず平均

粒径が一致しなかった要因としては、金ナノ粒子表面にはGLDが物理吸着して見かけの粒径が大きくな

っていることが考えられる。 

 

 

Figure 2-12.  TEMとDLSで得られた粒径の比較 

[Reproduced from Chemical Communications, 2011, 47, 7350–7352 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 

 

	 最後に、走査型電子顕微鏡 (SEM) に備え付けられたエネルギー分散型蛍光X線分析装置 (EDX) によ

り、得られた金ナノ粒子の組成分析を行った。今回の SEM観察においては金などによるスパッタリング

処理は行っていない。そのため、得られた SEM像の輝度の高い部分は導電性である金ナノ粒子と考えら

れる。得られた SEM像およびEDS分析結果を Figure 2-13に示す。その結果、1.5 kV付近に金原子に由来

する強いシグナルを確認することができた。また、その他にもC、N、O、Cl、Cu、Znなどの元素も検出

された。C、N、OにおいてはGLDやNAD+やグリシン-NaOH緩衝液に、CuとZnは真鍮製の SEM試料

台 (バックグランドはCu : Zn = 60 : 40) に由来するものであると考えられる。ClについてはAuCl4− に由来
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するものと考えられる。また、Naが観察できなかったのは、Znとほぼ同位置に検出されるためにZnのシ

グナルと重なっていることも考えられる。このことからGLDが金ナノ粒子表面に吸着していることを強

く示唆する結果が得られた。 

 

 
Figure 2-13.  SEM-EDXによるGLD酵素反応により調製した金ナノ粒子の元素分析 

 

 

2-2-5. グリセロールデヒドロゲナーゼ発現大腸菌による金ナノ粒子の合成 

	 GLD発現菌体を利用して金ナノ粒子の調製を行った。GLD (1 µM)、NAD+ (400 µM)、glycerol (50 mM) を

含む 50 mMグリシンNaOH緩衝液 (pH 9.5) 中にHAuCl4 (0.5 mM) を加え十分に撹拌した後、37°Cで 48–

72時間静置した。その後、UV/Vis 吸光光度計により溶液の吸収スペクトルを測定した。72時間後の溶液

の様子を Figure 2-14に、UV/Vis 吸収スペクトルの結果を Figure 2-15に示す。72 時間後のサンプルにおい

て、IPTG、GLD、NAD+が共に存在する場合 (i) において溶液が赤く呈色し、520 nm付近に金ナノ粒子に

由来する表面プラズモン吸収が見られた。さらに IPTGおよびGlycerolが存在する場合 (iii) においても若

干ながら 530 nm付近の吸収が見られ、金ナノ粒子の生成が確認された。これは大腸菌が本来有するNAD+

を利用して反応が進んだことが考えられる。補酵素である NAD+は高価であるため産業利用な際にネック

となる可能性が高い。GLD発現菌体を用いた本システムは細胞内のNAD+を利用できる可能性が示唆され、

産業利用の際に有利となり得る。さらに、IPTGを添加していない場合においては、GLDはほとんど発現

していないと考えられ、どの場合 (v–viii) においても金ナノ粒子の生成は確認されなかった。 

(a)� (b)�

(c)� (d)�

kV�

kV�
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Figure 2-14.  反応開始後 72時間後の溶液の写真 

 

 

Figure 2-15.  反応開始後 72時間後のUV/vis吸収スペクトル 

[Reproduced from Chemical Communications, 2011, 47, 7350–7352 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 

 

 

2-2-6. 大腸菌細胞触媒により調製した金ナノ粒子の評価 

	 HAuCl4の添加から 72時間後のサンプル (i) について TEMにより評価した。その結果を Figure 2-16に

示す。大腸菌が黒くなり、大腸菌内部に多くの粒子の存在が確認できる。通常、四酸化オスミウムなどに

より染色しなければこのようなコントラストを得ることは難しい。しかし、今回染色無しで明瞭なコント

ラストが得られているのは内部に金ナノ粒子が形成しているのではないかと考えられる。大腸菌の内容物

が漏れたと思われる像の拡大図 (Figuer 2-16c) から金ナノ粒子の様子が確認できる。以上のことから大腸

菌内部で金ナノ粒子の形成を示唆する結果が得られた。 
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Figure 2-16.  GLD発現菌体により調製した金ナノ粒子のTEM像、(a, b & c) 破砕前、(d & e) 破砕後 

[Reproduced from Chemical Communications, 2011, 47, 7350–7352 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 

 

	 GLDを過剰発現させた大腸菌によって得られた金ナノ粒子の粒径分布を Figure 2-17に示す。粒径分布は

TEM像 (n = 100) から求めた。TEM像から調製された金ナノ粒子は 7.2 – 30 nmの間に広く分布している

ことがわかった。また金ナノ粒子の約 75 %が 15 nm以上であることがわかり、GLD酵素反応の in vitroの

系で調製された金ナノ粒子と比較すると、大きなものができているようである。理由は明確ではないが、

大腸菌内には様々な生体分子が存在しており、それら分子と金イオンが非特異的な相互作用することで核

成長が遅くなり、結果として粒径が大きくなっていると考えている。 

 

 
Figure 2-17.  GLD発現菌体により調製した金ナノ粒子の粒径分布 

[Reproduced from Chemical Communications, 2011, 47, 7350–7352 with permission of the Royal Society of Chemistry.]  
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2-3. 結語 

	 本章では以下のことが明らかとなった。 

	 まず、NADH補酵素再生系をGlycerol dehydrogenase (GLD)で構築した。GLDをコードする発現用のプラ

スミドベクターは、九州大学農学研究院一瀬博文博士により構築されたものを用いた。GLDを発現用の大

腸菌で調製した。その後、アフィニティーカラムにより精製し、これに続く金ナノ粒子の調製へと用いた。

その結果、グリセロールおよび NAD+を含む、GLD酵素が NADHを再生する条件でのみ、金イオンから

金ナノ粒子を調製できることが明らかとなった。このことから、NADHが金イオンの還元に関与している

ことが強く示唆され、酵素反応をトリガーとした金ナノ粒子の調製に成功した。 

	 次に、金イオンはイオン化傾向が小さく、酸性条件以外では特に電子を受け取りやすい。さらには、ア

ルコールを電子供与源として金イオンの還元が起こることから、一般的な金ナノ粒子の調製法にメタノー

ルなどのアルコールが用いられることもある。本研究で用いたグリセロールはヒドロキシル基を３つ有す

るアルコールであるため、高濃度条件において、金イオンはグリセロールから直接電子を受け取り還元し

てしまう。本研究においても溶液中に 500 mMのグリセロールが存在する場合には、数十分ほどで直接電

子を受け取り、金イオンの還元が起こり、青く凝集した金の凝集体が得られた。本研究で経験的に明らか

になったことは、常にフレッシュなグリセロールおよび緩衝液を用い、グリセロール濃度は 100 mM以下

にすることで直接的な還元は起きないことを確かめた。 

	 GLD をコードしたプラスミドを大腸菌へ形質転換し、GLD 酵素を過剰発現させた大腸菌を調製した。

この GLD 発現菌体を用いて金ナノ粒子の調製に成功した。さらに、金ナノ粒子は大腸菌内部でできてい

ることが TEM により確認された。これにより大腸菌内で酵素反応に連動した金ナノ粒子の調製が強く示

唆され、GLD により大腸菌にバイオミネラリゼーション機能を付加することに成功した。また、GLD と

は別のタンパク質を大腸菌内で発現させることで、調製と同時に機能性タンパク質を金ナノ粒子表面へ修

飾することができる可能性が示唆された。 

 

	 このように本章では、酸化還元酵素である大腸菌由来GLDにより、生体内電子伝達系に関与するNADH

を再生させ、金ナノ粒子の調製に成功した。さらに、大腸菌でも同様に金ナノ粒子を調製でき、これまで

報告されているバイオミネラリゼーションに、NADHが電子供与体として関与していることを示唆する結

果が得られた。 

  



第２章 

 47 

2-4. 実験操作 

2-4-1. 試薬 

・	 The plasmid (pET 22b+) in coding in GLD from Escherichia coli: 毛利剛博士より提供 

・	 Ni-NTA column (HisTrap HP column 5 mL): GE Healthcare UK Ltd. (Buckinghamshire, UK) 

・	 PD-10 column: GE Healthcare UK Ltd. (Buckinghamshire, UK) 

・	 Bicinchoninic acid (BCA) assay kit: Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, USA) 

・	 Centrifugal filter unit for ultrafiltration (Amicon® Ultra): Merck Millipore (Billerica, MA, USA) 

・	 β-nicotinamide-adenine dinucleotide, oxidized form (NAD+): Oriental Yeast Co., ltd. (Tokyo, Japan) 

・	 Hydrogen tetrachloroaurate (III) tetrahydrate: Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Tokyo, Japan) 

・	 Cu TEM grid covered by elastic carbon film (20–25 nm), grid pich 100 µm: Oken Shoji (Tokyo, Japan) 

 

All other reagents were commercially available, and were of analytical grade. 

 

 

2-4-2. 測定機器 

・	 BioLogic DuoFlow Chromatography System: Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA, USA) 

・	 UV/Vis spectroscopy: Ubest V-570, JASCO (Tokyo, Japan) 

・	 Transmission electron microscopy (TEM): JEM–2010 instrument, JEOL (Tokyo, Japan) 

・	 Hydrophilization treatment instrument for TEM grid: HDT-400, JEOL (Tokyo, Japan) 

・	 Dynamic light scattering (DLS) instrument: Zetasizer Nano-ZS, Malvern (Worcestershire, UK) 

・	 Atomic absorption spectroscopy (AAS): AA-7000, Shimadzu (Kyoto, Japan) 

・	 Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-AES): Optima 5300 DV, Perkin Elmer, Inc. 

(Waltham, MA, USA) 

 

 

2-4-3. グリセロールデヒドロゲナーゼの調製 

	 GLDをコードしたプラスミドDNAはEscheria coli BL21 (DE3) 株に形質転換し、100 µL/mLのアンピシ

リンを含む寒天培地でシングルコロニーを単離した。その後、100 µL/mLのアンピシリンを含む LB培地

10 mLに植菌し、37°Cで一晩震盪培養を行った。次いで、培地溶液を 100 µL/mLのアンピシリンを含む

LB 培地 1 L に全て添加し、OD600 値が 0.5–0.6 まで 37°C で震盪培養した。次いで、isopropyl -β- 

thiogalactopyranoside (IPTG) を終濃度で 0.5 mMとなるように培養液へと添加した。IPTG添加後、15°C、

200 rpm、24 時間でタンパク質の発現を行った。その後、菌体を遠心分離 (6,000g、10 min) で集菌し、洗

浄バッファー(10 mM Tris-HCl、100 mM NaCl、EDTA 1 mM、pH 8.0) に再分散、遠心分離による回収の操

作を 3回繰り返し、洗浄を行った。洗浄後、再び洗浄バッファー25 mLに再分散させ、液体窒素で凍結な

らびに−80°C で保存した。凍結させた菌懸濁液を溶解させ、氷浴上でソニケーションすることで大腸菌を
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破砕した。その後、20,400g、15 minで遠心分離を行い、無細胞抽出液を得た。無細胞抽出液を、0.45およ

び 0.22 µm のメンブレンフィルターで濾過した。GLD の精製は Ni-NTA カラムにて行った。その際の

BioLogic DuoFlow Chromatography Systemにて 280 nmの吸光度を追跡することでタンパク質の分離を追跡

した。精製後のタンパク質は、PD10カラムにて 20 mM Tris-HClへとバッファー交換をした。タンパク質

の濃度はBCA法により算出した。また、タンパク質の精製度は、SDS-PAGEにて確認した。 

 

 

2-2-4. 活性測定 

活性測定 

	 酵素反応は50 mMリン酸緩衝液 (pH 7.5) 中に、終濃度が100 µM、500 mMとなるようにNAD+、glycerol

を加え、それらをよく撹拌し、25°Cで5 min間静置後、1 µMとなるようにGLDを加え、活性測定を行った。

GLDの触媒活性は、反応によって生成するNADHの340 nm (ε340 = 6.22 × 10 3 M−1 cm−1) の吸収を測定するこ

とにより評価した。 

 

 

pH依存性 

	 GLD反応における pHの影響は、各 50 mMのリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.0–7.5)、Tris-HCl緩衝液 (pH 

7.5–9.5)、Glycine-NaOH緩衝液 (pH 8.0–11.0)、炭酸-重炭酸緩衝液 (pH 9.0–11.3) を用いて評価した。各 50 

mM緩衝液中に、終濃度が 100 µM、500 mMとなるようにNAD+、glycerolを加え、それらをよく撹拌し、

25°Cで 5 min間静置後、1 µMとなるようにGLDを加え、活性測定を行った。GLDの触媒活性は、反応

によって生成するNADHの 340 nm (ε340 = 6.22 × 10 3 M−1 cm−1) の吸収を測定することにより評価した。 

 

 

2-2-5. 金ナノ粒子の調製 

コントロール実験 

	 NAD+ (400 µM)、グリセロール (100 mM) が溶解した 50 mMのグリシン-NaOH緩衝液 (pH 9.5) に対し

て、GLDを終濃度でそれぞれ 1 µMとなるように添加した。次いで、HAuCl4水溶液を 0.5 mMとなるよう

に添加し、37°Cで 24−48時間静置することでタンパク質修飾金ナノ粒子を得た。得られた金ナノ粒子溶液

は、UV/Vis吸収スペクトル測定により溶液の吸収スペクトルを測定した。 

 

経時変化測定 

	 GLD (1 µM)、NAD+ (400 µM)、glycerol (50 mM) を含む 50 mMグリシンNaOH緩衝液 (pH 9.5) 中に

HAuCl4 (0.5 mM) を加え十分に撹拌した後、37°Cで 0–108 時間静置した。その後、UV-vis 吸光光度計に

より溶液の吸収スペクトルを測定した。 
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グリセロール濃度依存性 

	 グリセロール濃度が高すぎると、グリセロールのみで金イオンが還元してしまう。そこでまずグリセロ

ールが直接影響を及ぼさない濃度を探索した。その結果、200 mMまでは還元が起こらないことが分かっ

た (data not shown)。今回の実験では、その 200 mMを最大としてグリセロール濃度を変化させて金ナノ粒

子調製の影響を評価した。 

	 GLD (1 µM)、NAD+ (400 µM)、glycerol (100 mM) を含む 50 mMグリシンNaOH緩衝液 (pH 9.5) 中に

HAuCl4 (0.5 mM) を加え十分に撹拌した後、37°Cで 48 時間静置した。その後、UV/Vis吸光光度計により

溶液の吸収スペクトルを測定した。 

 

 

2-2-6. 調製した金ナノ粒子の評価 

TEM観察 

	 TEM観察には炭素が被服された銅製のグリッドを親水化処理したものを用いた。サンプルをキャスト後、

陰圧下で乾燥を行った後、加速電圧 120 kVでTEM観察を行った。得られたTEM像より平均粒径を算出

した。 

 

DLS測定 

	 Zetasizer Nano-ZS (Malvern社) を用い、25°Cの条件下で動的光散乱測定を行った。 

 

 

2-4-7. グリセロールデヒドロゲナーゼ発現菌体の調製 

	 pET22b-GLD発現ベクターを、大腸菌BL21株へ形質転換し、形質転換体 100 µLを 40 mLのLB液体培

地 (アンピシリン (100 mg/L) を含む) にて、前培養を行った。アンピシリン (100 mg/L) を含むLB液体

培地中 (1 L) へ、形質転換体を移し、OD600 = 0.6に達するまで 37°C、200 rpmで培養を行い、IPTGを終濃

度で 0.5 mMになるように添加した。IPTG添加後、15°C、200 rpmで 24 時間培養を行った。その後、得

られた菌体を遠心分離により集菌し、Tris-HCl (pH 7.4) で 3回洗浄を行い、再び同緩衝液中に溶菌した。

洗浄した菌体を液体質素により予備乾燥し、凍結乾燥機により 24時間凍結乾燥することでGLD発現させ

たBL21株の乾燥菌体を得た。これら乾燥菌他は−80°Cにて保存した。さらに、陰性対照として、IPTGを

添加せずGLDが過剰発現していないものも同時に調製した。調製スキームを Figure 2-18に示す。 
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Figure 2-18.  GLD発現菌体の調製スキーム 

 

 

2-4-8. グリセロールデヒドロゲナーゼ発現大腸菌による金ナノ粒子の合成 

	 GLD発現菌体によりAuNPsの調製を行った。NAD+ (400 µM)、グリセロール (100 mM) が溶解した 50 

mMのグリシン-NaOH緩衝液 (pH 8.0–10.5) に対して、GLD発現菌体を終濃度で 1 mg/mLとなるように添

加した。次いで、HAuCl4水溶液を 0.5 mMとなるように添加し、37°Cで 72時間静置した。得られた金ナ

ノ粒子溶液は、UV/Vis吸収スペクトル測定により評価した。 

 

 

2-4-9. 大腸菌により調製した金ナノ粒子の評価 

	 大腸菌を超音波破砕前後でのTEM観察を行った。TEM観察には炭素が被服された銅製のグリッドを親

水化処理したものを用いた。サンプルをキャスト後、陰圧下で乾燥を行った後、加速電圧 120 kVでTEM

観察を行った。金ナノ粒子の平均粒径は ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) にて見積もった。 
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第３章 
金結合性ペプチドを介したタンパク質被覆金ナノ粒子の合成 

 

3-1. 緒言 

	 近年のバイオテクノロージーの発展により、無機材料に特異的に結合するペプチドや核酸を単離・同定

することができるようになった。これにより、生体分子と無機材料との界面分野に新たな研究領域を生み

出し、バイオナノテクノロジーに新たな展開をもたらした。なかでも、無機材料に対して特異性を有する

ペプチドは、自然界にみられるバイオミネラリゼーションと密接に関係しており、新たな機能性ナノ構造

体の創出につながるものと考えられる。 

	 第 2章では、GLD酵素反応により産出されるNADHにより金ナノ粒子の調製が可能なことを明らかと

した。しかしながら、金ナノ粒子とタンパク質の相互作用については議論しておらず、得られた金ナノ粒

子についても特異な機能が付与されているわけではない。そこで本章では、金表面に対して高い親和性を

有するペプチドをタグとして用いて、特定のタンパク質が特異的に固定化された金ナノ粒子を、GLD酵素

反応を介して調製することを試みた。 

 

 

3-1-1. 自然界における無機表面を特異的に認識するタンパク質 

	 骨や歯などをはじめとする生体由来の硬組織は、生物の進化の歴史のなかで多様な種類かつ機能を獲得

した [1, 2]。過去十年の間に、骨や軟骨 [3–5]、歯 [6, 7]、貝の殻 [8, 9] の形成機構の解明を目指した研究

が多くなされ、タンパク質が無機表面と相互作用することで組織が形成されることが次第に明らかとなっ

た [10]。これら硬組織は、少量のタンパク質を含むことが知られている。例えば、真珠貝の貝殻内部には

真珠層が存在し、炭酸カルシウムとタンパク質層が交互に積層した構造をとっている。模式図を Figure 3-1

に示す。この構造は、骨格分子としてのキチンと炭酸カルシウム結晶の間に、両者を繋ぐ接着タンパク質

が存在し、これにより炭酸カルシウムが積層していることに由来している。このような硬組織形成機構は、

真珠以外にもアメリカザリガニの外骨格形成においても、同様の構造で形成されていることが知られてい

る [11]。このように、自然界におけるバイオミネラリゼーションは、タンパク質が無機表面を特異的に認

識することや、表面上で自己組織化することにより、制御されていると考えられている [12, 13]。バイオ

ミネラリゼーションは不明な点も多いが、炭酸カルシウムやリン酸カルシウムなどについては、タンパク

質と無機材料の関係性が少しずつ明らかとなってきた。このような背景から、研究者はタンパク質の機能

に学び、生体分子と無機材料の相互作用を利用することで、ナノレベルで制御された有機-無機ハイブリッ

ド材料を作り出す試みがなされるようになった [14, 15]。自然界において、生物が対象としない金属 (e.g. 

Au, Ag, Cu, Cd, Se) については、相互作用を示すペプチドやタンパク質はほとんど無いと考えられるため、

人為的に取得する必要がある。 
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Figure 3-1.  真珠層の模式図 

 

 

3-1-2. 金属表面に親和性を有するペプチドの探索法 

	 本節では、無機物表面に高い親和性を持つペプチドと、その探索法について紹介する。 

	 無機材料に対して親和性を有するペプチドは、一般に静電的相互作用、水素結合、van der Waals力、疎

水性相互作用など、非共有結合の組み合せで無機表面に結合する。この結合様式は、無機材料とペプチド

の電子配置やエントロピー変化で考えることができる。従って、コンピュータを使ったペプチドの合理的

なデザインが可能であると考えられるが、これまでペプチドの合理的なデザインは達成されていない。し

かし、現在までにそのようなペプチド断片を取得する方法としては、ファージディスプレイ法や細胞表層

提示法などの進化分子工学が用いられてきた。進化分子工学とは、ダーウィンの進化論「地球上の生物は

突然変異→淘汰→増殖を繰り返してきた」というプロセスを試験管内で行うことで、新規生体高分子の創

出や既存の生体高分子の機能最適化を行う手法である [16]。 

	 1992年に S. Brownにより Fe2O3に特異的なペプチドが取得された [17]。この論文では、大腸菌表層にラ

ンダムなペプチドを提示させ、進化分子工学的手法により、Fe2O3特異的に結合するペプチドを取得して

いる。この研究が、進化分子工学を用いた無機材料特異的なペプチド探索の初めての例である。また、2000

年にはA. M. Belcherにより、半導体材料に結合するペプチドが取得された [18]。この論文では、ファージ

ディスプレイ法が用いられ、GaAs (100) に対して選択性のあるペプチドの探索を行っている。本論文では

興味深いことに、得られたペプチドが結晶面の選択性も有していることも報告している。この論文以降、

ファージディスプレイ法を用いて様々な無機材料に対して特異性を有するペプチドが取得された。以降に、

ファージディスプレイ法の概念を示す。 

	 ファージとは、大腸菌に感染するウイルスの総称であるが、特にファージディスプレイ法には繊維状フ

ァージM13が用いられる。1985年にG. P. Smithがタンパク質断片をファージM13の表層に提示できるこ

とを報告し [19]、現在、ファージディスプレイ法として応用されている。このファージは、環状一本鎖

DNAゲノムを持ち、その外殻を 5つのコートタンパク質 (g3p, g6p, g7p, g8p, g9p) がコートした構造を持つ 

(Figure 3-2a)。ファージゲノムのGene IIIの位置にランダムな配列を持ったDNA集団を挿入すると、その

翻訳産物であるランダムなペプチド分子が gIIIタンパク質と融合した形で発現される。ファージ 1分子が

calcium carbonate�

Adhesion protein�
Insoluble polymer 

(e.g. chitin, fibril protein)�
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１つの大腸菌に感染し増殖するので、当該大腸菌のクローンから得られるファージは全て同じ配列のペプ

チドを提示していることになる。そこで、大腸菌を単離してファージゲノムの塩基配列を決定することで、

無機材料と親和性のあるペプチド断片を特定することができる。従って、目的の無機表面に対して、ペプ

チドを提示したファージを結合、洗浄、脱離、増殖の操作を繰り返すことで、無機表面に対して親和性を

有するペプチドを同定することができる (Figure 3-2b)。 

 

 

Figure 3-2.  (a) ファージの構造、(b) ファージディスプレイ法の概略図 

 

	 特定の無機表面に対して親和性を有するペプチドは、バイオミネラリゼーションプロセスへと拡張でき

るものも存在する [20]。 

 

 

3-1-3. 金結合ペプチド 

	 これまでに金表面に対してアフィニティーを有するペプチドの探索も行われてきた。S. Brown は 1997

年に大腸菌表層のLamBタンパク質を基体としたランダムペプチドライブラリーの細胞表層ディスプレイ

法により金結合ペプチド (Gold Binding Peptide : GBP1) を取得している [21]。得られた金結合ペプチドを

プロテインAと融合させて、金基盤表面にプロテインAを固定化させることで、バイオセンサーとしての

応用を行っている [22]。2001年には、金結合ペプチドとビオチン受容体ペプチドを遺伝子工学的に融合し、

その後ビオチン修飾をすることで、金結合能とアビジン結合能を有する 2指向性の融合タンパク質を調製

している [23]。この融合タンパク質を用いて、金ナノ粒子とアビジン修飾ポリスチレンビーズを接着する

といった、ナノ構造体を意識した実験も行っている。また、GBP1 (MHGKTQATSGTIQS) は SPR分析に

より、３回繰り返した配列のペプチド (3R-GBP1) の方が高い結合能を持つことが明らかとなっている 

[24]。その論文の中で、3R-GBP1の結合定数はKa = 10−7M−1（抗体-抗原の結合定数Ka = 107 – 109 M−1）、結

合エネルギーは−8.0 kcal/molと非常に高いアフィニティーを持つことが明らかとなった。また、最近では
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原子間力顕微鏡 (AFM) を用いて、3R-GBP1の金基盤 Au (111) への吸着後の様子が明らかとなった [25]。

GBP1は吸着後、金基盤表面上を拡散して、最終的にはGBP同士で自己集合することが確認されている。 

	 また、2002年にR. R. Naikらの研究グループがファージデジスプレイ法により銀表面に対してアフィニ

ティーを持つペプチド (A3ペプチド: AYSSGAPPMPPF) を取得した [26]。このA3ペプチドは、銀ナノ粒

子のある特定の結晶面に強く結合することができ、銀ナノクラスターから銀ナノプレートへ異方成長させ

ることができる。また興味深いことに、A3ペプチドは金に対しても高いアフィニティーを有することも明

らかとなった [27]。さらに、A3ペプチドはHEPES緩衝液中で単分散な金ナノ粒子を調製することが可能

であることも示された [28]。HEPESは金イオンの還元剤として働く [29–31]。近年では、金表面の結合を

理解するために、シミュレーションによる解析も行われている [32, 33]。モンテカルロ・シミュレーショ

ンにより、金基盤表面へのA3ペプチドの吸着と脱着を模擬実験している [32]。その結果、A3ペプチドの

どのアミノ酸残基も金基盤表面に近接することが明らかとなった。これより金基盤と A3 ペプチドとの相

互作用は非常に強いことが見積もられた。 

 

	 その他にもいくつか金結合ペプチドは報告されているので以下に纏める (Table 3-1)。 

 

	 	 	 	 	 Table 3-1.	 金結合ペプチドのアミノ酸配列 

Peptide Amino acid sequence Ref. 

GBP1 MHGKTQATSGTIQS 21 

3R-GBP1 (MHGKTQATSGTIQS)3 24, 25, 38 

AuBP1 WAGAKRLVLRRE 39 

AuBP2 WALRRSIRRQSY 39 

A3 AYSSGAPPMPPF 26–28, 32, 33 

Flg DYKDDDDK 32, 40 

 

	 タンパク質を基盤に固定化することは、プロテインチップやプロテインマイクロアレイ、バイオセンサ

ーといった重要な技術であり、盛んに研究がおこなわれている。一般的には、チオールやシランなどを介

して共有結合的に結合させることが多い。そのため、タンパク質のコンフォメーション変化や活性の低下

などが懸念され、特定の基盤特異的に且つ部位特異的な固定化の達成が課題である。これは、金属ナノ粒

子とタンパク質の固定化も同様である。この課題に対して、アフィニティーペプチドを介した固定法が近

年着目され、様々な分野に利用されている [34–36]。金結合ペプチドに関しては、アルカリフォスファタ

ーゼ (AP) のN末端に5R-GBP1ペプチドを遺伝子工学的に融合し、金基盤への固定化を行っている [37]。

それによると、ペプチドタグ無しのAPに比べて高い固定化率と活性を維持することができた。これより、

金基盤に対してペプチドタグ選択的な吸着が起こり、AP の配向性を制御した固定化が達成できていると

考えられる。 
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3-1-4. バイオテンプレートを用いた金ナノ粒子の調製法 

	 一般に、タンパク質修飾金ナノ粒子は多段階の操作が必要である。具体的には、保護剤と還元剤を用い

金イオンから金ナノ粒子を調製後、静電的相互作用や化学結合法により目的のタンパク質を金ナノ粒子表

面へ固定化する。詳細な固定化手法については、第 1章を参照にされたい。しかしながら、これらの手法

ではタンパク質の配向性を制御できないことや、官能基選択的な化学結合によるタンパク質の機能損失が

懸念される。 

	 そこで近年、従来の手法に代わる、ペプチドやタンパク質、核酸などの生体分子をバイオテンプレート

とした金属ナノ粒子調製法が注目されている [41–44]。この手法は、生体分子の金属表面との相互作用を

利用したものであり、温和な反応条件で金属ナノ粒子を調製することができる。さらに、金属表面にアフ

ィニティーを有する生体分子を用いているため、得られた金属ナノ粒子表面には生体分子がに固定化され

ており、固定化操作が不要となる。金ナノ粒子に関しては、ヒスチジンリッチペプチド (AHHAHHAAD) [45, 

46] や poly(L-lysine) [47] をバイオテンプレートとして用いることで金ナノ粒子を調製できることが報告さ

れている。しかしながら、ヒスチジンリッチペプチドでは、クエン酸や水素化ホウ素ナトリウムなどの生

体分子には強い還元剤が必要なことや、poly(L-lysine) では高い温度により核形成と金ナノ粒子の成長を行

うが必要である。最近では、His6Cys3ペプチドをプロテインAのC末端に遺伝子工学的に導入したタンパ

ク質を用いてプロテインA修飾金ナノ粒子のワンポット合成が可能であることが報告された [48]。しかし

ながら、この場合も還元剤として水素化ホウ素ナトリウムが必要である。また、R. R. Naikらが同定した

A3ペプチドもまた金ナノ粒子の合成に利用することができる [26, 28]。A3ペプチドは、HEPESを還元剤

とした金ナノ粒子合成において、効果的な金ナノ粒子の保護剤として働く [49–52]。また、K. Shimojoらに

よってHEPES緩衝液を用い、ZZドメイン固定化金ナノ粒子のワンポット合成も報告されている [53]。 
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3-1-4. 本研究の戦略 

	 本章は、GLD酵素反応と金結合ペプチド融合タンパク質を利用し、タンパク質修飾金ナノ粒子の一段階

合成の開発を目的とする。バイオテクノロジー分野において、金ナノ粒子は生体分子と複合化して用いら

れることが多く、その調製法は多段階操作と生体分子の配向の制御が困難なため、生体分子の機能損失が

問題となっている。近年、生体分子をバイオテンプレートとした金ナノ粒子調製法が報告されているが 

[45– 48]、高温条件や還元剤として水素化ホウ素ナトリウムが必要といった生体分子には過酷な条件が必要

となっている。本論文の第 2章において、GLD酵素反応から産出されるNADHを還元剤として用いるこ

とで、酵素反応依存的な金ナノ粒子の調製を報告した。 

	 そこで、GLD酵素反応で金ナノ粒子を調製できるこれまでの結果を元に、GLDと金結合ペプチドを融

合した機能性タンパク質を組み合わせることで、生体触媒反応によるタンパク質修飾金ナノ粒子の一段階

合成が達成できるのではないかと考えた (Figure 3-3)。モデルタンパク質として、抗体の Fc部位に特異的

に結合するプロテインGおよびプロテインAを、金結合ペプチドとしてA3ペプチドを選択した。これら

を遺伝子工学的手法により融合することで目的とする機能性タンパク質を調製した。機能性タンパク質の

詳細な構造は、3-2-1節で説明する。 

 

Figure 3-3.  GLD酵素反応をトリガーとしたタンパク質金ナノ粒子調製戦略 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 
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3-2. 結果と考察 

3-2-1. 金表面および抗体への結合能を有する機能性タンパク質のデザインと調製 

	 機能性のモデルタンパク質として３つの異なる機能を有するタンパク質1をデザインした (Figure 3-4a)。

タンパク質 1は、精製用のタグとしてヘキサヒスチジンタグ (Hisタグ) およびグルタチオン S-トランスフ

ェラーゼ (GST)、抗体結合ドメインとしてプロテイン Gおよびプロテイン A、金結合ペプチドとして A3

ペプチドから構成される。抗体結合ドメインの構造は、プロテイン Gの B1および B2ドメイン、プロテ

インAのBドメインを直列に繋いだB1-B2-Bとなるようにデザインとした。これは、B1ドメイン単独の

場合の解離定数Kdは、およそ 100 nMなのに対してB1-B2ドメインでは 23–32 nMと結合能が上昇するこ

とが報告されていること [54]、さらにプロテイン Aとプロテイン Gでは抗体に対する結合特性が異なる

ことから、より強固で幅広い抗体に対応できる抗体結合性タンパク質を目指したものである。加えて、

Maedaらの報告より、プロテイン Gとルシフェラーゼとを GGGSリンカーを介して融合させたキメラタ

ンパク質は、プロテインGのフォールディングがうまく起こらないためか、抗体結合能を示さないが、プ

ロテインAをプロテインGとルシフェラーゼ間に導入することで抗体結合能を示すことが報告されており 

[55]、プロテインGと金結合ペプチド間にプロテインAを導入することで、抗体結合能と金結合能を損な

わずに機能させることができるのではないかと考えた。 

 

Figure 3-4.  pG2pAタンパク質の構造 (a) タンパク質 1の三次元リボン構造モデル、 

(b) 本研究で調製した pG2pAタンパク質 1–8の構造   

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 
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	 さらに、機能性タンパク質の各ドメインの影響を検討するために、ΔA3ペプチドであるタンパク質 2、4、

6、およびΔHis6-GSTであるタンパク質 3、4、ΔGSTであるタンパク質 5、6も調製して以下の実験に用い

た (Figure 3-4b)。加えて、タンパク質 1に対して、プロテインAとA3ペプチド間にシステインを導入し

た融合タンパク質 (7)、C末端にシステインを導入した融合タンパク質 (8) も調製した。各 pG2pAタンパ

ク質 1–8の精製度と分子量は、SDS-PAGEによって確認した (Figure 3-5)。その結果、理論分子量と一致す

るバンドが確認されたことから、組換えタンパク質の調製に成功した。 

 

 

Figure 3-5.  pG2pAタンパク質の SDS-PAGE分析 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 

 

 

3-2-2. 機能性タンパク質存在下での金ナノ粒子の調製 

	 まず、各 pG2pAタンパク質 1–6共存下において、GLD酵素反応を介したNADHの再生により金ナノ粒

子が合成されるか否かを評価した。GLD (0.2 µM)、pG2pA (2 µM)、NAD+ (400 µM)、グリセロール (100 mM) 

が溶解した 50 mM グリシン-NaOH緩衝液 (pH 9.5) にHAuCl4− (0.5 mM) を加え十分に撹拌した後、37°C

で 24–48時間静置し、金ナノ粒子の合成を行った。その後、溶液の様子の確認およびUV/Vis吸光光度計

により金ナノ粒子の形成を評価した。 

	 反応開始から24時間後と48時間後のUV/Vis吸収スペクトルの測定結果および溶液の様子をFigure 3-6、

3-7にそれぞれ示す。pG2pAタンパク質を添加していないサンプル 0では、551 nmに強い吸収を示し、溶

液は紫色に呈色した (Figure 3-6-0)。第 2章で示したこれまでの研究と同様に pG2pAが存在していない状況

で異なる結果が得られたのは、反応溶液中のGLD濃度が 5分の 1と低いため、金ナノ粒子の形成とその

表面の安定性に影響を与えたためであると考えられる。 

	 タンパク質 1を加えたサンプルにおいて、反応開始から 24時間後では溶液は赤く呈色し、531 nmに分

散した金ナノ粒子の表面プラズモン共鳴 (SPR) 帯に由来する吸収が確認された (Figure 3-6-1)。一方で、

タンパク質 2を添加したサンプルでは、24時間後において、金ナノ粒子に由来する SPR帯は確認されな

��

�������������
��������������������

�	

�

��
�
��

52 ��

38 ��

24 ��

31 ��

/kDa�

1� 2� 3� 4� 5�M� 6� 7� 8�

1� 2� 3� 4� 5� 6� 7� 8�

lane�

protein�

Protein Name 
Theoretical molecular 

weight (kDa) 
1 His6-GST-pG2pA-A3 49.7 
2 His6-GST-pG2pA 48.5 
3 pG2pA-A3 22.5 
4 pG2pA 21.3 
5 His6-pG2pA-A3 23.3 
6 His6-pG2pA 22.1 
7 His6-GST-pG2pA-Cys-A3 49.7 
8 His6-GST-pG2pA-A3-Cys 50.1 



第３章 

 62 

かった (Figure 3-6-2)。48時間後では、547 nmに弱い吸収が確認され、溶液は紫色へと変化した (Figure 3-7-2)。

このスペクトルと溶液の色は、金ナノ粒子の凝集に由来するものである [56]。この結果より、タンパク質

2を加えたサンプルでは、タンパク質 1と比べて金ナノ粒子の形成に時間がかかること、さらに形成され

た金ナノ粒子は凝集体であることが明らかとなった。 

	 次に、異なる構造を有するタンパク質 3–6をもちいて、タンパク質の各部分が金ナノ粒子の形成に及ぼ

す影響を評価した。その結果、全てのサンプルにおいて、溶液は赤く呈色し、分散した金ナノ粒子に特徴

的な SPR帯が確認された。タンパク質 2と 6のサンプルの比較から、His-tagは金ナノ粒子の形成を阻害し

ないことが示唆された (Figure 3-6, 3-7)。一方、A3ペプチドの有無によらず、タンパク質 2を除く全ての

サンプルで金ナノ粒子の形成が確認された。タンパク質 2が存在する溶液において、金ナノ粒子の形成が

阻害された原因は不明であるが、タンパク質 1の存在下では金ナノ粒子の形成が見られたことから、A3

ペプチドは金ナノ粒子の形成を促進していることが示唆された。金ナノ粒子の形成メカニズムは、複雑な

因子を含んでいると考えられ、各セグメントの寄与だけでなく、タンパク質全体の構造を考慮する必要が

あることが示唆された。 

 

 

Figure 3-6.  (a), (b) 反応開始から 24時間後の pG2pA-Au NP複合体のUV/Vis吸収スペクトル、 

(c) 24時間後の金ナノ粒子溶液の様子、1–6: in the presence of protein 1–6, 0: without pG2pA protein. 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 
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Figure 3-7.  (a), (b) 反応開始から 48時間後の pG2pA-Au NP複合体のUV/Vis吸収スペクトル、 

(c) 48時間後の金ナノ粒子溶液の様子、1–6: in the presence of protein 1–6, 0: without pG2pA protein. 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 

 

 

3-2-3. 形状観察および溶液中における金ナノ粒子の安定性の評価 

	 各 pG2pA共存下においてGLD酵素反応により調製した金ナノ粒子を透過型電子顕微鏡 (TEM) を用い

て評価した。Figure 3-8に得られた金ナノ粒子のTEM像を示す。Figure 3-8-1より、タンパク質 1を用いて

調製したサンプルは、平均粒径が 10.3 ± 7.8 nm (n = 259) の金ナノ粒子であることが示された。タンパク質

2を用いたサンプルは、金ナノ粒子が凝集している様子が観察された (Figure 3-8-2)。ΔHis6-GSTであるタ
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とが示唆された。以上より、A3ペプチドおよびHis-tagが融合された pG2pAタンパク質は、金ナノ粒子の

凝集を抑制することができるとこが明らかとなった。 
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が、GLD濃度が 0.2 µMと低い今回の条件では (第 2章では 1 µM)、金ナノ粒子表面を十分に被覆できず、

粒径の増大と分散安定性の低下につながったものと考えられる。 

 

 
Figure 3-8.  各pG2pAとGLD酵素反応で調製した金ナノ粒子のTEM像: (1) with protein 1 (10.3 ± 7.8 nm), (2) 

with protein 2 (aggregation), (3) with protein 3 (12.4 ± 7.9 nm), (4) with protein 4 (partial aggregation), (5) with protein 

5 (12.1 ± 7.5 nm), (6) with protein 6 (12.5 ± 8.7 nm), and (0) without pG2pA protein (32.9 ± 33.9 nm). 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 
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Figure 3-9.  pG2pAタンパク質のイオン強度に対する安定性評価 

(NaCl濃度: 0 mM, 125 mM, 250 mM, 500 mM, 1 M) 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 
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3-2-4. 動的光散乱測定による金ナノ粒子上の機能性部位の評価 

	 更なる金ナノ粒子の評価を行うために動的光散乱 (DLS) 測定を行った。タンパク質 1 存在下で調製し

た金ナノ粒子の流体力学的粒子径は、42.7 ± 15.4 nmであった (Table 3-2)。DLS測定から算出された粒子径

は、TEM像から得られた平均粒径と比べて大きな値を示したが、これはタンパク質が金ナノ粒子表面を覆

っていることを示唆する結果である。次に、金ナノ粒子上に pG2pAタンパク質が固定化されて、且つ抗体

結合能を保持しているかを評価するために、タンパク質-金ナノ粒子溶液に、pG2pAタンパク質に対して当

モルのウサギ由来Anti-ovalbumin (OVA) IgG抗体を添加してDLS測定をおこなった。その結果、抗体の添

加によって、流体力学的粒子径は 42.7 ± 15.4 nmから 56.0 ± 25.0 nmへと増加することが確認された (Table 

3-2)。一方で、pG2pAタンパク質未添加のサンプルでは、抗体の添加に添加に伴う粒子径の変化は、83.6 ± 

34.3 nmから 87.7 ± 41.7 nmと非常に小さいものであった (Table 3-2)。今回のDLS測定結果からの考察は定

性的なものではあるが、抗体は金ナノ粒子上のタンパク質 1に特異的に結合していることを示す結果であ

る。 

	 また、タンパク質 3–6-金ナノ粒子に関しても、抗体の添加に伴う流体力学的粒子径の増大が見られた 

(Table 3-2)。A3ペプチドおよびHis-tagを有していないタンパク質 4に関しても粒子径の増大が見られたこ

とは、タンパク質 4が金ナノ粒子上に非特異的に物理吸着しているため、抗体の結合が起こったためであ

ると考えられる。以上の結果から、pG2pAタンパク質固定化金ナノ粒子は、A3ペプチドやHis-tagを介し

た特異的な結合と、非特異的な物理吸着によって調製されていることを示している。加えて、定性的では

あるが金ナノ粒子上の pG2pAタンパク質は抗体結合能を保持していることが明らかとなった。 

 

 

Table 3-2.  DLSによる金ナノ粒子の粒径変化測定 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 

entry 1 3 4 5 6 7 8 0 

Particle size (nm) 42.7 ± 15.4 33.0 ± 11.8 26.5 ± 12.1 41.4 ± 12.9 40.1 ± 12.6 46.0 ± 17.2 48.0 ± 22.4 83.6 ± 34.3 

PDI 0.147 0.192 0.163 0.107 0.099 0.182 0.222 0.139 

Particle size (nm) 

with IgG 
56.0 ± 25.0 44.8 ± 26.3 46.4 ± 37.6 51.8 ± 22.4 49.5 ± 22.1 63.5 ± 26.4 68.7 ± 28.4 87.7 ± 41.7 

PDI with IgG 0.178 0.254 0.300 0.170 0.168 0.159 0.165 0.157 

Mean ± distribution width, n = 3 

 

 

3-2-5. 金ナノ粒子上のタンパク質の同定 

	 SDS-PAGE により、金ナノ粒子上のタンパク質の同定をおこなった。遠心式フィルターユニット (100 

kDa MWCO) により未結合のタンパク質を除去した後、メルカプトエタノールおよび SDS存在下での熱変

性により、金ナノ粒子からのタンパク質の脱離を行い、SDS-PAGEによりタンパク質を同定した [57]。結
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果を Figure 3-10に示す。脱離したタンパク質の移動度は、元のタンパク質の移動度と一致した。Figure 3-10

の lane 1より、タンパク質 1 (49.7 kDa) が SDS-PAGEより確認できた。GLD (39 kDa) も同様に確認された

が、タンパク質 1と比べ、バンド強度は低いものであった。このことから、金ナノ粒子上には、主にタン

パク質 1が固定化されていることが強く示唆された。また、GLDはHis-tagを有しており、His-tagが金ナ

ノ粒子への固定化に影響していることが示唆された。一方で、ΔHis6-GSTであるタンパク質 3、4共存下で

調製した金ナノ粒子については、pG2pAタンパク質由来の明瞭なバンドは見られず、GLD由来のバンドの

みが確認された (Figure 3-10 lane 2, 3)。加えて、ΔGSTであるタンパク質 5、6共存下で調製した金ナノ粒

子については、pG2pAとGLDに対応する二つのバンドが確認された (Figure 3-10 lane 4, 5)。この結果から、

本実験により調製した金ナノ粒子において、His-tagはA3ペプチドよりも強く金ナノ粒子表面へと固定化

されることが明らかとなった。実際に、ヒスチジン側鎖のイミダゾールが、金ナノ粒子上へのペプチドや

タンパク質の自己集合に関与していることが報告されている [58, 59]。また、近年、His6ペプチドと金ナノ

粒子の解離定数Kdは10−6 M以下と非常に強いアフィニティーを示すことが明らかとなった [60]。従って、

A3ペプチドは金ナノ粒子表面と相互作用するが、His-tagの方がその相互作用は強く、最終的には His-tag

が金ナノ粒子表面に特異的に結合していると考えられる。 

 

 

Figure 3-10.  精製後の金ナノ粒子上に存在するタンパク質の評価 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 

 

	 Table 3-2のDLS測定結果により、金ナノ粒子上の pG2pAタンパク質は抗体結合能を保持していること

を示した。そこで、IgG抗体が固定化後の金ナノ粒子の機能を評価するために、enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) を行った。モデル抗原としてOVAを用い、各 pG2pA-金ナノ粒子 (1, 3–6) について評価し

た。今回構築したELISAの概要を Figure 3-11aに示す。まず、プレートに抗原タンパク質であるOVAを

敷き、1% カゼインNaによりブロッキングし、anti-OVA抗体 (ウサギ由来) を添加した。次いで、ブロッ

キング剤である 1%カゼインNa水溶液で、金イオン濃度 10 µMまで希釈した各 pG2pA-金ナノ粒子溶液を
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プレートにそれぞれ添加した。最後に、HRP標識 anti-mouse IgG抗体 (ウサギ由来) を添加し、HRPの反

応により生じた生成物を追跡することで各 pG2pA-金ナノ粒子の評価を行った。 

	 結果を Figure 3-11bに示す。その結果、全てのサンプルでOVAを検出できることが示され、pG2pAタン

パク質が抗体と特異的に結合できることを支持する結果が得られた。また、His-tagを含むタンパク質 1、5、

6固定化金ナノ粒子は、His-tagを含まない 3、4よりも高いシグナルを確認した。この結果は、Figure 3-10

で得られた SDS-PAGEの結果を支持するものであり、金ナノ粒子に結合した pG2pAタンパク質の量を反

映しているものと考えられる。His-tagを含まない 3、4 も金ナノ粒子上にわずかに存在していることが示

唆される。加えて、タンパク質 5と 6では、検出シグナルに大きな差は観察されなかった。 

 

 
Figure 3-11.  (a) 本研究で構築したELISAの概念図、 

(b) 各 pG2pA修飾金ナノ粒子を用いたELISAによるOVAの検出 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 

 

	 これまで得られた結果より、以下のことが明らかとなった。(i) タンパク質 1、3 と 2、4 の比較より、

A3ペプチドを導入により溶液分散性 (Figure 3-8) と表面安定性 (Figure 3-9) を付与することができる。(ii) 

タンパク質 1、5、6より、His-tagはA3ペプチドよりも強く金ナノ粒子に結合する (Figure 3-10, 3-11)。 

 

 

3-2-6. システイン導入 pG2pA融合タンパク質共存下での金ナノ粒子の調製 

	 これまで得られた結果から、A3ペプチドだけでは、金ナノ粒子上への安定な固定化は達成できないこと

が明らかとなった。そこで、pG2pA ドメインの安定かつ配向性を持った固定化を達成するために、pG2pA

へのシステイン残基の導入を行った。システインの導入位置は、pG2pAドメインと A3ペプチドの間、ま

たは pG2pAタンパク質のC末端へ導入したタンパク質を調製した (タンパク質 7、8)。His-tagはA3ペプ

チドよりも強く金ナノ粒子に結合することが明らかとなったが (Figure 3-10, 3-11)、システインは金表面と

Au–S結合を形成するため [61]、金ナノ粒子上への pG2pAドメインの安定な固定化が達成できると考えた。

タンパク質 7と 8のアミノ酸配列は実験項に、精製度の確認は Figure 3-5にそれぞれ示す。 
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	 まず、システイン導入 pG2pAタンパク質 (7, 8) でも金ナノ粒子が形成可能か否を評価した。その結果、

溶液は赤く呈色し、金ナノ粒子の SPR帯に由来する吸収極大波長 (535および 536 nm) を示すUV/Vis吸

収スペクトルが得られた (Figure 3-12a)。TEM観察によって得られた平均粒径は、それぞれ 16.2 ± 9.8 nm (n 

= 128)、11.0 ± 7.2 nm (n = 118) であった (Figure 3-12b)。加えて、DLS測定の結果はTable 3-2に示すとおり、

抗体の添加に伴い流体力学的粒子径が増大することが確認された。以上の結果から、システイン導入pG2pA

タンパク質を用いて、pG2pA固定化金ナノ粒子の調製に成功した。 

 

 
Figure 3-12.  (a) Cys-tag導入pG2pAタンパク質を用いて調製した金ナノ粒子のUV/Vis吸収スペクトル結果、

(b) pG2pA修飾金ナノ粒子のTEM像: protein 7 (16.2 ± 9.8 nm), protein 8 (11.0 ± 7.2 nm). 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 

 

 

3-2-7. タンパク質の金ナノ粒子上への固定化におけるシステインの効果 

	 タンパク質 1、7、8において、GSTとプロテインGのB1ドメインとの間にトロンビン認識配列を導入

している。金ナノ粒子表面への pG2pAタンパク質の吸着について更なる情報を得るために、pG2pA-金ナノ

粒子に対してトロンビンを添加することで、in situでの切断反応を行った (Figure 3-13)。遠心式フィルター

ユニット (100 kDa MWCO) により精製した pG2pA-金ナノ粒子を用いて、金ナノ粒子上の pG2pAがトロン

ビンにより切断される様子を SDS-PAGEにより追跡した。トロンビン添加により、タンパク質 1、7、8に

対応するバンドが減少し、新たにHis6-GST (ca. 27 kDa) および pG2pAドメイン (ca. 23 kDa) に対応するバ

ンドが出現した (Figure 3-13 lane 2–5)。この結果から、金ナノ粒子上の各 pG2pAタンパク質は、固体表面

上でトロンビンにより切断可能であることが明らかとなった。また、時間の経過と共にHis6-GSTとトロン

ビンに対応するバンドが減少することが観察された。この結果は、トロンビンによってHis6-GSTおよびト

ロンビン自身が非特異的に切断されていることが考えられる。実際に、トロンビンを添加した後の lane 2–

5においては、ゲル下方に低分子量のバンドが確認され、His6-GSTとトロンビンが非特異的に切断されて

いることを裏付ける結果である。pG2pAドメインに関しては、変性が起こりにくい安定なタンパク質であ

るため、非特異的なトロンビン切断が起こらなかったと考えられる。また、金ナノ粒子上に固定化された

タンパク質は表面で変性し、内部のシステインが Au–S結合形成してしまうため、結合は不可逆であると
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いう報告がなされている [60]。この報告に従うと、His6-GSTの His-tag側の切断された断片は、金ナノ粒

子表面に残っている可能性がある。 

	 トロンビン添加から 24時間後、タンパク質-金ナノ粒子を遠心式フィルターユニット (100 kDa MWCO) 

を用いて精製することで、最終的に残ったタンパク質断片を分析した。本検討は、タンパク質がトロンビ

ン消化の際に凝集が起こらず、限外濾過膜により金ナノ粒子に結合したタンパク質と未結合のタンパク質

を分離できていると仮定している。その結果を lane 6に示す。タンパク質 1-、7-金ナノ粒子複合体では、

pG2pAドメインのバンドが確認できなかった。これは pG2pA-A3も pG2pA-Cys-A3も金ナノ粒子表面に安

定に固定化されていないことを示唆する結果である。一方で、タンパク質 8–金ナノ粒子複合体については、

精製プロセス後においても、pG2pA-A3-Cys に由来するバンドが確認された。この結果は、タンパク質 8

が金ナノ粒子表面でAu–S結合を形成していることを示す結果である。 

 

 

Figure 3-13.  トロンビンによる金ナノ粒子上での pG2pAタンパク質の切断、 (a) 1-Au NP、(b) 7-Au NP、(c) 

8-Au NP: (Lane 1) トロンビン未添加、(Lane 2–5) トロンビン添加 1–24時間後、(Lane 6) トロンビン添加 24

時間後の pG2pA修飾金ナノ粒子の精製後、(c) タンパク質 8の in situトロンビン消化の概念図 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.]  
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3-2-8. ELISAによる pG2pA融合タンパク質の機能評価 

	 システイン導入pG2pAタンパク質の抗体結合能をELISAにより評価した。構築したELISAはFigure 3-11

と同様である。トロンビン消化 pG2pA-金ナノ粒子 (td-1、7、8-金ナノ粒子) は遠心式フィルターユニット 

(100 kDa MWCO) で精製後、1%カゼインNa水溶液で、λmax, SPR bandの吸光度が 0.05 (a.u.) まで希釈したもの

を用いた。 

	 ELISAによるOVA検出の結果を Figure 3-14に示す。その結果、td-8-金ナノ粒子複合体は、td-1および

td-7と比べ、それぞれ約 20倍、13倍の強いシグナルが観測された。td-1-金ナノ粒子でシグナル低かった理

由として、トロンビン処理後の pG2pA断片は金結合部位としてA3ペプチドが残るのみであり、His-tagを

有しているHis6-GSTやGLDの断片が主に吸着していることが原因と考えられる。また、td-7-金ナノ粒子

に関しては、プロテインAとA3ペプチドの間に導入したシステインが金ナノ粒子との結合に十分機能し

ていないと考えられる。これらの結果より、C末端へのシステイン残基の導入により、金ナノ粒子へのタ

ンパク質の固定化が改善されるということが明らかとなった。近年、タンパク質内部に導入したシステイ

ンの Au–S結合形成速度は、末端チオール化ポリエチレングリコールと比べ、十分遅いことが報告された 

[62]。タンパク質と金ナノ粒子の相互作用は動的かつ複雑であるため、メカニズムの解明には更なる検討

が必要ではあるが、タンパク質 8のC末端システイン残基はタンパク質 7の内部に導入したシステイン残

基よりも、金ナノ粒子表面に対する反応性が高いことが強く示唆された。 

 

 

Figure 3-14.  トロンビン消化後の 1, 7, 8-金ナノ粒子を用いてのELISAアッセイ 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 
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	 最後に、金ナノ粒子上に結合したタンパク質 8の数を算出した。新たに調製したタンパク質 8-金ナノ粒

子溶液に対して、遠心式フィルターユニット (100 kDa MWCO) を用い、未結合のタンパク質およびフリ

ーの金イオンを除去した。濾液から、フリーのタンパク質および金イオン濃度を、Bradford 法および誘導

結合プラズマ発光分光分析装置 (ICP-AES) 測定にて定量した。Bradfordアッセイより、金ナノ粒子上のタ

ンパク質濃度 (タンパク質 8とGLD混合) は 0.033 mg/mLであることが算出された。金ナノ粒子上のタン

パク質 8とGLDの比率は SDS-PAGEのバンド強度を ImageJにより見積もった (Figure 3-15)。また、金ナ

ノ粒子のモル数は以下に示す式 (1) および式 (2) にて算出した [63]。 

 

N = π ρ NA D3 / 6 M = 30.89602 D3    (1) 

CAu NPs = CAu / N     (2) 

 

 

Figure 3-15.  精製後のタンパク質 8-金ナノ粒子複合体の SDS-PAGE分析 

[Reprinted with permission from Langmuir, 2013, 29, 15596– 15605. Copyright 2013 American Chemical Society.] 

 

	 金ナノ粒子 1個あたりの平均金原子数 (N) は式 (1) より求めた。ρは面心立方格子構造における金の密

度 (19.3 g/cm3)、NAはアボガドロ定数、Dは金ナノ粒子の粒径、Mは金の原子量 (197 g/mol) である。ま

た、ICP-AES測定より、金ナノ粒子として存在する金イオン濃度 (CAu) を求め、式 (2) に代入することで、

金ナノ粒子の濃度 (CAu NPs) を算出した。CAu NPsは 0.010 µMであった。以上より、金ナノ粒子一つあたり

に、平均 57分子のタンパク質 8、7分子のGLDが結合していることが算出された。GST (二量体) および

プロテインAの分子サイズを、それぞれ約 5 × 5 × 6 nm3および 1.7 × 1.8 × 3.0 nm3、TEM観察から求めた金

ナノ粒子の平均粒径は約 11 nmであるとすると、理論的には 30–70分子のタンパク質 8が金ナノ粒子上に

存在すると考えられる。以上より、実験値は理論値の範囲内に収まることから、得られた値は確からしい

と考えられる。 
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3-3. 結語 

	 本章では、酵素反応を利用して、タンパク質修飾金ナノ粒子のワンポット合成を行った。 

 

	 まず、３つの異なる機能を有する機能性タンパク質 1をデザインした。タンパク質 1は、精製用のタグ

としてヘキサヒスチジンタグ (Hisタグ) およびグルタチオン S-トランスフェラーゼ (GST)、抗体結合ドメ

インとしてプロテインGおよびプロテインA、金結合ペプチドとしてA3ペプチドから構成される。また、

各ドメインが金ナノ粒子の形成や結合に与える影響を評価するために、ΔA3ペプチドであるタンパク質 2、

4、6、およびΔHis6-GSTであるタンパク質 3、4、ΔGSTであるタンパク質 5、6も調製し、評価に用いた。 

 

	 次に、各タンパク質を用いて金ナノ粒子の合成を試みた。その結果、タンパク質 1を加えたサンプルに

おいて、金ナノ粒子の表面プラズモン共鳴 (SPR) 帯に由来する吸収が確認された。一方で、タンパク質 2

を添加したサンプルでは金ナノ粒子の凝集に由来する SPR帯が確認された。また、異なる構造を有するタ

ンパク質 3–6 をもちいて、タンパク質の各部分が金ナノ粒子の形成に及ぼす影響を評価した。その結果、

全てのサンプルにおいて、溶液は赤く呈色し、分散した金ナノ粒子に特徴的な SPR帯が確認された。タン

パク質 2が存在する溶液において、金ナノ粒子の形成が阻害された原因は不明であるが、タンパク質 1の

存在下では金ナノ粒子の形成が見られたことから、A3ペプチドは金ナノ粒子の形成を促進していることが

示唆された。また、A3ペプチドは溶液分散性を付与することが明らかとなった。 

 

	 得られた金ナノ粒子を精製後、金ナノ粒子表面に結合しているタンパク質を SDS-PAGEにより同定した

ところ、His-tagを有するタンパク質とGLDのバンドが主に確認された。GLDはHis-tagを有している。こ

れは、His-tagが金ナノ粒子への固定化に影響していることが示唆している。一方で、ΔHis6-GSTであるタ

ンパク質 3、4 共存下で調製した金ナノ粒子については、pG2pA タンパク質由来の明瞭なバンドは見られ

ず、GLD由来のバンドのみが確認された。加えて、ΔGSTであるタンパク質 5、6 共存下で調製した金ナ

ノ粒子については、pG2pAとGLDに対応する二つのバンドが確認された。従って、A3ペプチドは金ナノ

粒子表面と相互作用するが、His-tag の方がその相互作用は強く、最終的には His-tag が金ナノ粒子表面に

特異的に結合していると考えられる。 

 

	 A3ペプチドだけでは、金ナノ粒子上への安定な固定化は達成できないことが明らかとなった。そこで、

pG2pAドメインの安定かつ配向性を持った固定化を達成するために、pG2pAへのシステイン残基の導入を

行った。C末端へのシステイン残基の導入により、金ナノ粒子へのタンパク質の固定化が改善されるとい

うことが明らかとなった。 
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3-4. 実験操作 

3-4-1. 試薬 

・	 The plasmid (pET22b+) coding in GLD: 毛利剛博士より提供 

・	 The plasmid (pUC18) coding in N-His BsGLD: Integrated DNA technologies, Inc. (Coralville, IA, USA) 

・	 Glutathione Sepharose column (GSTrap HP column 5 mL): GE Healthcare UK Ltd. (Buckinghamshire, UK) 

・	 Ni-NTA column (HisTrap HP column 5 mL): GE Healthcare UK Ltd. (Buckinghamshire, UK) 

・	 Benzamidine column (HiTrap Benzamidine FF 5 mL): GE Healthcare UK Ltd. (Buckinghamshire, UK) 

・	 PD-10 column: GE Healthcare UK Ltd. (Buckinghamshire, UK) 

・	 Thrombin from human plasma: Merck KGaA (Darmstadt, Germany) 

・	 Bicinchoninic acid (BCA) assay kit: Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, USA) 

・	 Bradford reagent: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

・	 Centrifugal filter unit for ultrafiltration (Amicon® Ultra): Merck Millipore (Billerica, MA, USA) 

・	 β-nicotinamide-adenine dinucleotide, oxidized form (NAD+): Oriental Yeast Co., ltd. (Tokyo, Japan) 

・	 Hydrogen tetrachloroaurate (III) tetrahydrate: Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Tokyo, Japan) 

・	 Cu TEM grid covered by elastic carbon film (20–25 nm): Oken Shoji (Tokyo, Japan) 

・	 96-well Nunc Maxisorp flat-bottom plate: Nunc (Rochester, NY, USA) 

・	 Bovine casein (sodium salt): Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

・	 Casein Na: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

・	 Ovalbumin (OVA): Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

・	 Rabbit anti-OVA IgG: Rockland Immunochemicals (Gilbertsville, PA, USA) 

・	 Horseradish peroxidase (HRP)-labeled rabbit anti-mouse IgG antibody: Rockland Immunochemicals 

(Gilbertsville, PA, USA) 

・	 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) Liquid Substrate: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

 

All other reagents were commercially available, and were of analytical grade. 

 

 

3-4-2. 測定機器 

・	 BioLogic DuoFlow Chromatography System: Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA, USA) 

・	 UV/Vis spectroscopy: Ubest U-570, JASCO (Tokyo, Japan) 

・	 Transmission electron microscopy (TEM): JEM–2010 instrument, JEOL (Tokyo, Japan) 

・	 Hydrophilization treatment instrument for TEM grid: HDT-400, JEOL (Tokyo, Japan) 

・	 Dynamic light scattering (DLS) instrument: Zetasizer Nano-ZS, Malvern (Worcestershire, UK) 

・	 Atomic absorption spectroscopy (AAS): AA-7000, Shimadzu (Kyoto, Japan) 
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・	 Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-AES): Optima 5300 DV, Perkin Elmer, Inc. 

(Waltham, MA, USA) 

・	 Microplate washer: ImmunoWash 1575, Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA, USA) 

・	 Microplate reader: PowerWave X, BioTek Instruments, Inc. (Winooski, VT, USA) 

 

 

3-4-3. pG2pA融合タンパク質発現用プラスミドの構築 

	 pUC His-GST-pG2pA-A3 (entry 1) は、Integrated DNA technologies社に委託合成した。pET22b+ entry 1の

調製スキームをFigure 3-16に示す。pUC entry 1およびpET22b+を制限酵素Nde I、Hind IIIにより切断した。

pET22b+に関しては、制限酵素処理後、仔ウシ腸由来アルカリフォスファターゼによる脱リン酸化反応を

行った。その後、entry 1および pTE22b+の制限酵素処理断片DNAを混合し、DNAリガーゼによるライゲ

ーション反応を行うことで、pET22b+ entry 1を得た。調製した pET22b+ entry 1は大腸菌 (JM109株) へ形

質転換し、−80°Cで保存した。 

 

 

Figure 3-16.  pET22b+ entry 1の調製スキーム 

 

	 本研究では、タンパク質の各ドメインが金ナノ粒子の形成に及ぼす影響を評価するために、様々なpG2pA

タンパク質 (1–8) を調製し、検討に用いた。特に、タンパク質 2, 5–8はインバース PCR法により調製し

た。インバース PCR法とは、通常の PCRの伸張方向とは反対向きに伸張するように設計したプライマー

を用いて行う PCR法である。プラスミド DNAを鋳型として用いた場合は、インバース PCRによりプラ

スミド全体を増幅することができる。この際、適切に設計されたプライマーを用いることにより、任意配

列の置換、挿入、欠損を行うことができる。本実験の遺伝子組換え操作に使用したプライマーのリストは

Table 3-3に示す通りである。 

pG2pA�

pUC entry 1�

pET22b (+)�

Nde I 
Hind III�

Nde I 
Hind III�

Ligation 

Hind III�
Nde I�

His-tag�

MCS�

GST�

pET22b+ entry 1�

Hind III�
Nde I�

Hind III�
Nde I�

A3 peptide�
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	 pET22b+ entry 2は pET22b+ entry 1を鋳型DNAとして用いて調製した。具体的には、A3ペプチドをコ

ードする領域をインバース PCR法にて除去した。pET22b+ entry 2の調製スキームを Figure 3-17に示す。

pET22b+ entry 1を鋳型DNAとして、Primer 1および Primer 2を用いて pET22b+ entry 2を構築した。調製

した pET22b+ entry 1は大腸菌 (JM109株) へ形質転換し、−80°Cで保存した。 

 

 

Figure 3-17.  pET22b+ entry 2の調製スキーム 

 

	 pET22b+ entry 3は pET22b+ entry 1を、pET22b+ entry 4は pET22b+ entry 2を鋳型DNAとして用いて調製

した。具体的には、GST をコードする領域をインバース PCR 法にて除去した。pET22b+ entry 3 および

pET22b+ entry 4の調製スキームを Figure 3-18に示す。pET22b+ entry 5は、pET22b+ entry 1を鋳型DNAと

して、Primer 1および Primer 2により構築した (Figure 3-19a)。pET22b+ entry 6は、pET22b+ entry 2を鋳型

DNAとして、Primer 1および Primer 2により構築した (Figure 3-19b)。調製した pET22b+ entry 5、pET22b+ 

entry 5は、大腸菌 (JM109株) へそれぞれ形質転換し、−80°Cで保存した。 

 

 

 

Figure 3-18.  pET22b+ entry 5および pET22b+ entry 6の調製スキーム 
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pG2pA�
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His-tag�

GST�
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Inverse PCR�

pET22b+ entry 5�

pET22b+ entry 2�

pG2pA�

Hind III�Nde I�
His-tag�

GST�

Inverse PCR�

pET22b+ entry 6�

(a) 

(b) 
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	 pET22b+ entry 7、pET22b+ entry 8は pET22b+ entry 1を鋳型DNAとして用いて調製した。pET22b+ entry 7

はインバース PCR法にて、pET22b+ entry 1における pAとA3ペプチドを繋ぐリンカー内のグリシンをシ

ステインへ変異させた。pET22b+ entry 8はインバース PCR法にて、pET22b+ entry 1におけるA3ペプチド

の末端へのシステインの導入を行った。pET22b+ entry 7および pET22b+ entry 8の調製スキームを Figure 

3-19に示す。pET22b+ entry 7および pET22b+ entry 8は、pET22b+ entry 1を鋳型DNAとして、Primer 5–8

により構築した。調製した pET22b+ entry 7、pET22b+ entry 8は、大腸菌 (JM109株) へそれぞれ形質転換

し、−80°Cで保存した。 

 

 

 

Figure 3-19.  pET22b+ entry 7および pET22b+ entry 8の調製スキーム 
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	 調製した pG2pA融合タンパク質 (protein 1) の全アミノ酸配列以下に示す。また、各 pG2pA融合タンパ

ク質 (1–8) のN末端及びC末端アミノ酸配列をTable 3-3に、これら調製に用いたプライマーをTable 3-4

に示す。 

 

Protein sequence of His6-GST-thrombin cleavage site-pG2pA-A3 (protein 1): 

MHHHHHHGSMSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYID

GDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEML

KMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYI

AWPLQGWQATFGGGDHPPKGSLVPRGGGSTYKLVINGKTLKGETTTEAVDAATAEKVFKQYANDNGV

DGEWTYDDATKTFTVTEKPEVIDASELTPAVTTYKLVINGKTLKGETTTKAVDAETAEKAFKQYANDNG

VDGVWTYDDATKTFTVTEGGGGSDVDNKFNKEQQNAFWEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANL

LAEAKKLNDAQAPKGGGGSAYSSGAPPMPPF 

 

Table 3-3.  各 pG2pAタンパク質のN末端およびC末端のアミノ酸配列 

Protein Abbreviation Amino acid sequence 

1 His6-GST-pG2pA-A3 MHHHHHHGSMSPIL----QAPKGGGGSAYSSGAPPMPPF 

2 His6-GST-pG2pA MHHHHHHGSMSPIL----QAPKGGGGS 

3 pG2pA-A3 GGGSTYKLVIN----QAPKGGGGSAYSSGAPPMPPF 

4 pG2pA GGGSTYKLVIN----QAPKGGGGS 

5 His6-pG2pA-A3 MHHHHHHGSTYKLV----QAPKGGGGSAYSSGAPPMPPF 

6 His6-pG2pA MHHHHHHGSTYKLV----QAPKGGGGS 

7 His6-GST-pG2pA-Cys-A3 MHHHHHHGSMSPIL----QAPKGGCGSAYSSGAPPMPPF 

8 His6-GST-pG2pA-A3-Cys MHHHHHHGSMSPIL----QAPKGGGGSAYSSGAPPMPPFGGGSC 

 

Table 3-4.  組換えタンパク質調製に用いたプライマーリスト 

Entry DNA sequence 

1 (for 2) 5’–TAA GAA TTC AAG CTT GCG–3’ (18 mer) 

2 (for 2) 5’–GGA TCC ACC ACC GCC TTT CGG CGC–3’ (24 mer) 

3 (for 5 and 6) 5’–CAT CAT GGG AGT ACC TAT AAA CTT GTC ATT AAC GGT AAA–3’ (39 mer) 

4 (for 5 and 6) 5’–GTG GTG ATG GTG CAT ATG TAT ATC TCC–3’ (27 mer) 

5 (for 7) 5’–TGC GGA TCC GCG TAT TCT AGC GGC–3’ (the cysteine is underlined, 24 mer) 

6 (for 7) 5’–ACC GCC TTT CGG CGC TTG CGC–3’ (21 mer) 

7 (for 8) 5’–GGA TCC TGC TAA GAA TTC AAG CTT–3’ (the part of cysteine-tag is underlined, 24 mer) 

8 (for 8) 5’–ACC ACC GCC AAA CGG CGG CAT CGG–3’ (the part of cysteine-tag is underlined, 24 mer) 
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3-4-4. pG2pA融合タンパク質の調製 

	 タンパク質 1, 2, 5–8をコードしたプラスミドDNAを Escheria coli BL21 (DE3) 株に形質転換し、100 

µL/mLのアンピシリンを含む寒天培地でシングルコロニーを単離した。その後、100 µL/mLのアンピシリ

ンを含むLB培地 10 mLに植菌し、37 ℃で一晩震盪培養を行った。次いで、培地溶液を 100 µL/mLのアン

ピシリンを含むLB培地 1 Lに全て添加し、OD600 値が 0.5–0.6 まで 37 ℃で震盪培養した。次いで、isopropyl 

- β - thiogalactopyranoside (IPTG) を終濃度で 0.5 mMとなるように培養液へと添加した。IPTG添加後、25 ℃、
200 rpm、16 時間でタンパク質の発現を行った。その後、菌体を遠心分離 (6,000g、10 min) で集菌し、洗

浄バッファー(10 mM Tris-HCl、100 mM NaCl、EDTA 1 mM、pH 8.0) に再分散、遠心分離による回収の操

作を 3回繰り返し、洗浄を行った。洗浄後、再び洗浄バッファー25 mLに再分散させ、液体窒素で凍結な

らびに−80°C で保存した。凍結させた菌懸濁液を溶解させ、氷浴上でソニケーションすることで大腸菌を

破砕した。その後、20,400g、15 minで遠心分離を行い、無細胞抽出液を得た。無細胞抽出液を、0.45およ

び 0.22 µmのメンブレンフィルターで濾過した。 

	 タンパク質 1, 2, 7, 8は、glutathione sepharoseカラムにて精製を行った。ΔGSTであるタンパク質 5, 6は、

glutathione sepharoseカラムの代わりにNi-NTAカラムにて精製を行った。これらアフィニティカラムでの

精製は、BioLogic DuoFlow Chromatography Systemにて行った。精製後のタンパク質は、PD10カラムにて

20 mM Tris-HClへとバッファー交換をした。タンパク質の濃度はBCA法により算出した。また、タンパ

ク質の精製度は、SDS-PAGEにて確認した。 

	 タンパク質 3, 4は、タンパク質 1, 2をトロンビン消化することにより調製した。具体的には、タンパク

質 1, 2が溶解した PBS緩衝液 (pH 7.4) に対して、終濃度 10 unit mg−1proteinとなるようにトロンビンを添

加して 25°Cで 16時間静置した。溶液は、glutathione sepharoseカラムおよび benzamidine sepharoseカラム

にて精製を行った。これらアフィニティカラムでの精製は、BioLogic DuoFlow Chromatography Systemにて

行った。精製後のタンパク質は、PD10カラムにて 20 mM Tris-HClへとバッファー交換をした。タンパク

質の濃度はBCA法により算出した。また、タンパク質の精製度は、SDS-PAGEにて確認した。 

 

 

3-4-5. タンパク質修飾金ナノ粒子の調製 

調製手順 

	 タンパク質修飾金ナノ粒子は、各 pG2pAタンパク質の溶解した溶液中で、GLD酵素反応を行うことで

調製を行った。NAD+ (400 µM)、グリセロール (100 mM) が溶解した 50 mMのグリシン-NaOH緩衝液 (pH 

9.5) に対して、GLDおよび pG2pAタンパク質を終濃度でそれぞれ 0.2 µM、2 µMとなるように添加した。

次いで、HAuCl4水溶液を 0.5 mMとなるように添加し、37°Cで 24−48時間静置することでタンパク質修飾

金ナノ粒子を得た。得られた金ナノ粒子溶液は、UV/Vis吸収スペクトル測定により評価した。 

 

 

 



第３章 

 80 

タンパク質金ナノ粒子の精製 

得られた金ナノ粒子に対して、遠心式フィルターユニット (100 kDa MWCO) を用いて 4°C下で 4000g、5

分間遠心した。残渣に対して、20 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.4) を添加し、再分散後に遠心分離する操作

を３回行うことでタンパク質修飾金ナノ粒子と、未吸着のタンパク質および過剰の金イオンの分離を行っ

た。金ナノ粒子上のタンパク質数の算出は、濾液中のタンパク質濃度および金イオン濃度をBradford法お

よび ICP測定にてそれぞれ定量することで求めた。 

 

 

3-4-6. タンパク質修飾金ナノ粒子の評価 

TEM観察 

	 TEM観察には炭素が被服された銅製のグリッドを親水化処理したものを用いた。サンプルをキャスト後、

陰圧下で乾燥を行った後、加速電圧 120 kVで TEM観察を行った。金ナノ粒子の平均粒径は ImageJにて

見積もった。 

 

DLS測定 

Zetasizer Nano-ZS (Malvern社) を用い、25°Cの条件下で動的光散乱測定を行った。測定結果から、平均粒

子径 (mean particle size)、多分散度 (poly dispersion index, PDI)、粒子径の分布幅 (distribution width) を得た。 

 

SDS-PAGEによる金ナノ粒子上のタンパク質の同定 

	 金ナノ粒子に結合したタンパク質はSDS-PAGEにて評価した。タンパク質-金ナノ粒子複合体の溶液は、

遠心式フィルターユニット (100 kDa MWCO) を用いて、4,000g、5分間遠心操作を行った。残渣のタンパ

ク質-金ナノ粒子複合体の溶液を SDS 2×サンプルバッファー (0.25 M Tris-HCl (pH 6.8)、4 wt% SDS、20 wt%

グリセロール、0.01 wt%ブロモチモールブルー、12 wt% 2-メルカプトエタノール) に加え、94°Cで 15分

間熱処理することで、金ナノ粒子からのタンパク質の脱離および変性を行った。熱変性させた溶液を

12.5%SDS ポリアクリルアミドゲルに添加した。また、タンパク質固定化金ナノ粒子に対してトロンビン

処理を行う際は、精製した金ナノ粒子に対して、10 unit/mLとなるようにヒト血清由来トロンビンを添加

して 25°C で切断反応を行った。トロンビンの切断反応を追跡するために、反応溶液から少量のサンプル

を 1, 3, 6, 24時間後に分取した。分取した溶液は、SDS 2×サンプルバッファーと混合後、94°Cで 15分間熱

処理することで反応を停止させた。トロンビン添加から 24時間後の反応溶液は、遠心式フィルターユニッ

ト (100 kDa MWCO) に添加後、4,000gで 5分間遠心操作を行った。タンパク質-金ナノ粒子複合体溶液で

ある残査は、20 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.4) で 3 回の洗浄により精製した。サンプルは上記した

SDS-PAGEの操作により、最終的に金ナノ粒子に結合しているタンパク質を分析した。 
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3-4-7. ELISA法による金ナノ粒子上のタンパク質の機能評価 

	 タンパク質修飾金ナノ粒子は、それぞれの pG2pAタンパク質 (1–8) が存在あるいは非存在下の溶液にお

いて、GLD酵素反応により調製した。詳細は 3-4-5節に記載した通りである。酵素反応開始から 48時間後

のサンプルを遠心式フィルターユニット (100 kDa MWCO) にて精製した。洗浄に用いた緩衝液は 20 mM 

Tris-HCl緩衝液 (pH 7.4) である。金ナノ粒子の濃度は、原子吸光光度計、誘導結合プラズマ発光分光分析

装置、UV/Vis吸収スペクトル測定にて算出した。タンパク質-金ナノ粒子複合体は、1%カゼイン Naが溶

解した PBS緩衝液 (pH 7.4) を用いて希釈した。3-2-5節で行ったELISA実験では、全てのタンパク質-金

ナノ粒子複合体において金イオン濃度が 10 µM となるように希釈して用いた。また、 3-2-8 節で行った

ELISA実験では、全てのタンパク質-金ナノ粒子複合体において λmax, SPR bandの吸光度が 0.05 (a.u.) となるよ

うに希釈して用いた。 

 

(1) 96穴イムノプレート (Nunc Inc., Denmark) に 5.0 mg/mLのOVAを 100 µL/well添加し、4°Cで一晩静置

し、その後 0.1% PBSTで洗浄した (5 times/well)。 

(2) 1% Casein Na (in PBS) を 200 µL/well で添加し、37°C で 2 時間静置後、0.1% PBST で洗浄した (5 

times/well)。 

(3) Anti-OVA (Rabbit) IgG抗体を 100 µL/well添加し、37°Cで 2時間静置後、0.1% PBSTで洗浄した (5 

times/well)。 

(4) GLD酵素法によって調製した金ナノ粒子溶液サンプルを100 µL/well添加し、37°Cで2時間静置後、0.1% 

PBSTで洗浄した (5 times/well)。 

(5) HRP標識Anti-guinea pig IgG抗体を 100 µL/well添加し、37°Cで 2時間静置後、0.1% PBSTで洗浄した (5 

times/well)。 

(6) HRP反応溶液を 100 µL/well添加し、37°Cで 370 nmにおける吸光度 (O.D.) の時間変化を測定した。 

(7) 30 min後、1 M HClを 50 µL/well添加し、HRP酵素反応を停止させた後、37°Cで 450 nmにおける吸光

度 (O.D.) を測定した。 
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第４章 
プロテイン G融合グリセロールデヒドロゲナーゼによる 

タンパク質被覆金ナノ粒子の一段階合成 
 

4-1. 緒言 

	 第 3章において、金結合性ペプチドを融合した機能性タンパク質と GLD酵素反応を組み合わせること

で、酵素反応に伴うタンパク質修飾金ナノ粒子の 1ポット合成が可能であることを示した。特に、His-tag

は A3 ペプチドよりも金ナノ粒子表面と強く相互作用するという興味深い結果が得られた。さらに、Cys

を導入することでCys選択的なタンパク質の固定化の達成が示唆され、各ペプチドタグの金ナノ粒子への

結合はCys > His -tag> A3ペプチドの順で起こることが予想された。また、金ナノ粒子形成を促進する触媒

として系中に存在するGLDにHis-tagを付与していたため、GLDも金ナノ粒子表面へ結合してしまうこと

が明らかとなった。第 3章での研究では、タンパク質とナノ材料の界面での考察が十分になされておらず、

機能を損なわずタンパク質を金ナノ粒子上に固定化する際には、より良い設計指針を立てる必要がある。

そこで本章では、これまでに得られた知見をもとに、His-tagとCysを有する金結合性ペプチドタグを設計

し、さらに GLD と機能性タンパク質を遺伝子工学的に連結させることで、金ナノ粒子上に機能性タンパ

ク質を均一に提示することを目的とした。これまで使用してきた GLD は大腸菌由来のものであるが、結

晶構造が得られていないため、結晶構造が入手可能なB. stearothermophilus由来GLDを用いることとした。

加えて、B. stearothermophilusは好熱菌であるので、大腸菌由来GLDよりも高い安定性を期待出来る。こ

こではまず、タンパク質とナノ材料の界面に働く相互作用について紹介した後、本研究の戦略について述

べる。 

 

 

4-1-1. ナノ–バイオ界面に働く力 

	 これまで述べたように、金ナノ粒子をはじめとするナノ材料は、そのサイズに依存したユニークな物理

化学的性質により、生物学分野への応用が盛んに検討されている。そのなかで、ナノ材料特有の性質を生

体分子が存在する環境下で発揮させるため、生体分子とナノ材料との相互作用の理解が重要となる [1]。

現在、ナノ材料が生理的な環境 (e.g. 細胞質、血液) に導入されると、すぐさまナノ材料表面にタンパク

質が吸着され、タンパク質の層が形成される現象が起こるということが広く支持されている [2]。特に、

このようなナノ粒子表面のタンパク質層は、「タンパク質コロナ」と呼ばれ、ナノ材料が生体へ及ぼす影響

の観点から、ナノ材料の粒子径、分散状態、表面状態を変化させる因子として注目されている。ナノ材料

は広い表面積を有しており、非常に多くのタンパク質の吸着量が起こるため、これらの現象を制御するこ

とが必要となる。タンパク質とナノ材料の相互作用の理解と制御は、生体分子とナノ材料との複合体の利

用の幅を広げることができると考えられる。本節では、特にナノ粒子とタンパク質との相互作用について

扱うこととする。 

	 ナノ粒子が血清などの生理的環境下に導入されると、タンパク質コロナが形成されることは先に述べた。
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タンパク質のナノ粒子への吸着は、タンパク質–ナノ材料およびタンパク質–タンパク質の相互作用によっ

て支配されている。強くナノ粒子に結合するタンパク質をハードコロナ、弱くナノ粒子に結合するものを

ソフトコロナと呼ばれ区別されている (Figure 4-1)。生理的環境中のタンパク質は、自由拡散やポテンシャ

ルエネルギー勾配に従ってナノ粒子表面に移動し、熱力学的に安定な状態へと変化 (吸着) すると考えら

れる。すなわち、吸着ギブズエネルギー変化 (ΔGads = ΔHads − TΔSads < 0) に従ってタンパク質コロナ形成が

起こると言い換えられる (ΔGads: ギブズエネルギー変化、ΔHads: エンタルピー変化、T: 温度、ΔSads: エン

トロピー変化)。エンタルピーやエントロピーを変化させる因子として、共有結合や非共有結合形成、水分

子の再配列、タンパク質の構造変化などがあり [3, 4]、正確なメカニズムの理解にはタンパク質とナノ粒

子の物理化学的性質を考慮する必要がある [5, 6]。 

 

 
Figure 4-1.  タンパク質コロナの模式図 

 

	 タンパク質のナノ粒子への吸着は一様に起こるわけではなく、タンパク質中の特定の部位で起こると考

えられている。例えば、血液中に存在する高分子量キニノーゲンは、主に domain 5 (D5) と呼ばれる部位

で酸化鉄ナノ粒子への吸着が起こる [7]。D5はHisに富んでおり、側鎖のイミダゾール基により酸化鉄ナ

ノ粒子に結合していると示唆される。従って、タンパク質の吸着挙動は、タンパク質中の部位によって異

なると考えることができ、吸着初期の挙動は制御可能であると考えられる。 

	 また、タンパク質コロナの安定性は、結合に伴うΔGadsに依存する。結合に伴うΔGadsが大きければ、結

合したタンパク質はナノ粒子表面に安定に結合できる [3]。反対に、結合に伴うΔGadsが小さければ、容易

にナノ粒子表面から解離する。一般に、ナノ粒子表面が疎水性または電荷を帯びている場合、親水性の表

面と比べ、タンパク質は強く吸着する傾向にある。これはタンパク質中の疎水性アミノ酸残基や電荷を有

するアミノ酸残基が、ナノ粒子表面と熱力学的に安定となるように相互作用するためである [8]。従って、

結合に伴い、ほとんどのタンパク質が構造変化を起こす [9]。その際のタンパク質の構造変化の度合いは、

タンパク質およびナノ粒子の化学種と構造に依存する。 

	 さらに、ナノ粒子へのタンパク質の吸着挙動は動的であると考えられている。従って、よりアフィニテ

ィーの強い他の分子が系中に存在すれば、粒子表面のタンパク質は、動的な交換反応により置き換わる。

Kadsorption�

Kdesorption�

or�

Hard Corona�

Soft Corona�
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この挙動はVroman効果と呼ばれている [10, 11]。粒子表面への吸着モードは、ペプチドやタンパク質のア

ミノ酸配列や、溶媒や粒子表面に対する物理化学的特性などにより変化する [12, 13] (Figure 4-2)。一方で、

ナノ粒子側から生体分子との吸着特性を考えた場合、化学成分と形やサイズなどの成分に加え、結晶化度

や不均一性、表面の荒さなどにより生体分との相互作用は変化する [13]。その他の要因としては溶液中 (多

くは緩衝液中) の pHやイオン強度、緩衝液成分などが考えられる。 

 

 
Figure 4-2.  固体表面上でのタンパク質の吸着とそれに伴う構造変化 

 

	 現在、タンパク質とナノ粒子の正確な吸着メカニズムは不明のままである。それは、タンパク質の複雑

な構造やアミノ酸組成、配列など様々な相互作用を考慮する必要があることに起因している。また、ペプ

チドとナノ材料との相互作用も不明な点が多く、目的のナノ粒子に特異的に結合するタンパク質やペプチ

ドの合理的な設計は、現在のところ困難とされている。従って、第 3章でも述べたように、特定のナノ材

料に対して結合する生体分子の取得法は、コンビナトリアルケミストリーによるスクリーニング法に頼る

ところが大きい。 

 

	 以上より、タンパク質とナノ粒子表面の相互作用は不明な点が多く、タンパク質修飾金ナノ粒子を調製

する際においても同様に、得られる複合体上のタンパク質の状態を推定することは困難である。しかしな

がら、ナノ粒子と親和性のあるドメインを含み、さらにナノ粒子上でのタンパク質の機能性部位がナノ粒

子表面と近接しない設計にすることで、配向性を持ち、タンパク質機能を保持した固定化が達成できるも

のと考えられる。 
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4-1-3. Bacillus stearothermophilus由来グリセロールデヒドロゲナーゼの酵素学的特性 

	 これまでの検討において、我々は大腸菌由来のグリセロールデヒドロゲナーゼを利用した金ナノ粒子の

調製を行ってきた。本章では、既に結晶構造が明らかとなっている好熱菌B. stearothermophilus由来グリセ

ロールデヒドロゲナーゼ (BsGLD, PDB ID: 1JPU) [14] を用いた。 

 

・構造と酵素学的特性 

	 BsGLDは大腸菌由来GLDと同様、グリセロールから dihydroxyacetoneの酸化反応とNAD+からNADH

の還元反応を同時に行う酸化還元酵素である (glycerol: NAD+ 2-oxidoreductase, EC 1.1.1.6)。本酵素は好熱菌

由来であるため、非常に安定性が高いことが知られている。BsGLDは活性中心に一つのZn2+を有しており、

370アミノ酸残基から構成される (ca. 39.5 kDa) [15]。一つのサブユニットは、一つのサブユニットが 60 × 40 

× 40 Åの大きさを持ち、溶液中において、BsGLDはホモ八量体 (100 × 100 × 60 Å) として存在する [14, 16]。

また、BsGLDは、グリセロール以外にも様々なジオール化合物を基質として利用することができる [17, 18]。

しかし、glyceraldehydeや 1,3-propandiolを基質として用いた場合は、酵素活性を示さず、BsGLD阻害剤と

して働く [17]。従って、C2位のヒドロキシル基を選択的に酸化する働きがある。また、酵素活性の pH依

存性については、50 mMリン酸緩衝液 (pH 6–8.4) の pHの上昇に伴い、グリセロールに対するミカエリス

定数 (Km値) が 170 mMから 7 mMへと減少することから、高い pH領域で基質に対する親和性が高いと

言える [17]。NAD+に対するKm値は、グリセロール濃度に依存せず、高い pH領域で減少することも明ら

かとなっている。 

	 また、BsGLDは活性中心にZn2+イオンを持つため、EDTAなどのキレート剤存在下において、Zn2+イオ

ンの脱離により活性が低下する [17]。不活性化した BsGLD に対して、Zn2+イオンを添加することで、活

性の回復が見られる。 

 

・推定反応機構 

	 グリセロールと結合したBsGLDと、NAD+と結合したBsGLDのそれぞれの結晶構造から、二つの基質

が結合した状態のBsGLDの活性中心の様子を予測し、推定反応機構が示されている [14] (Figure 4-3)。活

性中心であるZn2+イオンは、BsGLDのクラフトの内部に存在し、またクラフト内のNAD+に対して溶媒が

アクセスしにくい環境となっている。これにより、溶媒環境の影響を受けずにグリセロールから NAD+へ

の水素の移動が達成できていると考えられる。さらに、グリセロールのC2位の水酸基は、活性中心のZn2+

により pKaが低下すると考えられ、水分子とのプロトンシャッフリングが起こると推定される。アルコー

ルをケトンへと変化する酸化反応は、NAD+が補因子として関与し、共役求核付加反応により、グリセロ

ールからNAD+のニコチンアミド環へのヒドリドイオンの移動起こると考えられる。 
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Figure 4-3.  BsGLDの推定反応機構 
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4-1-3. 本研究の戦略 

	 本研究では、第 3章で得られた結果をもとに、タンパク質修飾金ナノ粒子の新規調製法を提案する。こ

れまでの結果から、GLDと金結合ペプチド融合タンパク質を用い、タンパク質修飾金ナノ粒子を調製可能

であることを報告した。そのなかで、A3ペプチドよりもHis-tagが金ナノ粒子表面に強く結合することを

実験的に明らかにし、Cysがタンパク質の金ナノ粒子への固定化に大きく寄与することも示した。しかし、

タンパク質と金ナノ粒子の界面では、様々な相互作用により、タンパク質の活性低下が懸念されることが

知られており、これまでの検討においては、タンパク質の活性低下を考慮していなかった。 

	 そこで、本章では結晶構造を取得可能な BsGLD を用い、機能性タンパク質と金結合ペプチドを融合し

た、キメラタンパク質を調製し、1ポット・1タンパク質成分系でのタンパク質修飾金ナノ粒子の調製を報

告する。まず、第 3章で得られた結果をもとに、新たに金結合性のペプチドを設計する。金ナノ粒子に強

く結合するHis-tagとCysを連結させた金結合ペプチド (HHHHHHC) を設計し、BsGLDのC末端に導入

する。また、機能性のモデルタンパク質として、プロテインGをBsGLDのN末端に導入した。設計した

キメラBsGLD (pG-BsGLD-H6C) は、抗体結合能、NADH再性能、金結合能を有すると考えられる。さら

に、金ナノ粒子への pG-BsGLD-H6Cの固定化の際に、BsGLDが犠牲保護剤として働くことで、プロテイ

ンGの機能低下を抑制できると考えた (Figure 4-4)。 

	 以上より、本研究で設計した多機能性の融合タンパク質を用いることで、タンパク質-金ナノ粒子の新た

な合成ルートを提示できるとともに、目的のタンパク質の活性を損なうこと無く金ナノ粒子上に提示する

新たな手法となると考えられる。 

 

 

Figure 4-4.  本研究の提案する 1ポット・1タンパク質成分系によるタンパク質修飾金ナノ粒子調製法 

[Reproduced from RSC Advances, 2014, 4, 5995– 5998 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 
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4-2. 結果と考察 

4-2-1. プロテインG融合グリセロールデヒドロゲナーゼの設計と調製 

	 GLD とプロテイン G のキメラタンパク質を作るにあたり、これまでに結晶構造が明らかとなっている

B. stearothermophilius由来GLD (BsGLD) [R17] を選択し、組換体の設計に用いることとした (Figure 4-5)。

さらに、B. stearothermophiliusは好熱菌であるため、BsGLDは大腸菌由来のGLDと比べて高い構造安定性

を示すことが期待される。まず、タンパク質修飾金ナノ粒子合成における、1ポット・1タンパク質成分系

を実現するために、異なる三つの機能を有したBsGLDの設計を目指した。それぞれの機能は、(1) プロテ

インGのB1ドメインによる抗体結合機能、 (2) BsGLDによるNADH再生機能、 (3) His6Cysによる金結

合機能である。抗体結合能および金結合能をそれぞれ機能させるために、プロテインGをBsGLDのN末

端に、His6CysをC末端に導入したキメラタンパク質 (pG-BsGLD-H6C) (3) を設計した。また、BsGLDと

プロテインGの間にTobacco Etch Virus (TEV) プロテアーゼ認識配列 (ENLYFQG) を導入している。TEV

プロテアーゼの表面から活性中心までの距離は約 10.6 Åであった (Figure 4-6)。立体障害によるTEV切断

を阻害しないよう、プロテインGとBsGLDの間にGSリンカー配列 (GGGSGGGS) を導入した。 

 

 

Figure 4-5.  BsGLDのN末端とC末端の位置 

 

 

Figure 4-6.  TEVプロテアーゼの構造と表面から活性中心までの距離  
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	 また、陰性対照としてプロテインGを持たないBsGLD-H6 (1) およびBsGLD-H6C (2) も調製し実験に用

いた。各キメラBsGLDの分子量とN末端およびC末端のアミノ酸配列をTable 4-1に示す。 

 

Table 4-1.  組換えBsGLDの理論分子量およびN末端、C末端のアミノ酸配列 

Reproduced from RSC Advances, 2014, 4, 5995– 5998 with permission of the Royal Society of Chemistry. 

Entry Abbreviation MW (kDa) Amino acid sequence 

1 BsGLD-H6 42.0 MGSENLYFQGGGGSGGGS----BsGLD----HHHHHH 

2 BsGLD-H6C 42.1 MGSENLYFQGGGGSGGGS----BsGLD----HHHHHHC 

3 pG-BsGLD-H6C 49.3 pG----GSENLYFQGGGGSGGGS----BsGLD----HHHHHHC 

 

	 大腸菌により調製後、各キメラBsGLDの精製度を SDS-PAGEにより評価した (Figure 4-7)。その結果、

理論分離量と一致する単一バンドが確認されたことから、各BsGLDの調製に成功した。 

 

 
Figure 4-7.  SDS-PAGEによる各BsGLDの精製度の確認 

[Reproduced from RSC Advances, 2014, 4, 5995– 5998 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 
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4-2-2. プロテインG融合グリセロールデヒドロゲナーゼの活性評価 

	 各 BsGLD について、比活性の比較および緩衝液が酵

素活性に及ぼす影響を評価した (Figure 4-8)。1の活性を

100とした時の各BsGLDの比活性を Figure 4-8aに示す。

1の活性が最も高く、プロテインGを導入した 3が最も

低い活性であることが明らかとなった。しかし、3 にお

いても 1 のおよそ 80%の活性を維持していた。次に、1

について、緩衝種および pH の酵素活性への影響を評価

した (Figure 4-8b)。その結果、緩衝液および pH の違いによって BsGLD 酵素の活性に違いが見られた。

BsGLDは、Glycine-NaOH 緩衝液と炭酸-重炭酸 緩衝液を用いた pH 10.0–11.0 付近の塩基性条件下で活性

が高いことがわかる。これは、大腸菌由来GLDと同様の挙動であった。また、リン酸ナトリウム 緩衝液

においても比較的高い活性を示すことが明らかとなった。一方で、Tris-HCl 緩衝液はほとんど活性を示さ

ないことも明らかとなった。このことからGLDの活性は高 pH領域だけでなく緩衝液の種類によっても変

化することがわかった。 

 

 

Figure 4-8.  (a) 各BsGLDの比活性 (b) BsGLD1の酵素活性における緩衝種および pHの影響 

[Reproduced from RSC Advances, 2014, 4, 5995– 5998 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 
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4-2-3. 金ナノ粒子の調製および評価 

	 各BsGLDによる金ナノ粒子合成において、緩衝種と pHの影響について検討した。BsGLD (1 µM)、NAD+ 

(400 µM)、グリセロール (100 mM) が溶解した 50 mMの様々な緩衝液 (pH 7.0–11.0) にHAuCl4− (0.25 mM) 

を加え十分に撹拌した後、37°Cで 48時間静置し、金ナノ粒子の合成を行った (Table 4-2)。溶液の様子の

確認およびUV/Vis吸光光度計により金ナノ粒子の形成を評価した。 

	 その結果、金ナノ粒子の形成はBsGLDの酵素活性に依存することが示された (Figure 4-9)。全てのBsGLD

において、Gly-NaOH緩衝液 (pH 10.0) で調製した金ナノ粒子は、強い赤色に呈色し、523 nm付近に吸収

極大波長を持つ金ナノ粒子の SPR 帯に由来するスペクトルを示した。これらの結果は、調製した全ての

BsGLD (1–3) がグリセロールを犠牲試薬としてNADHの再生が起こっていることを示す結果がであり、本

条件ではHis-tag、H6C、プロテインGは金ナノ粒子形成における負の効果を与えないことを示唆する結果

である。反対に、酵素活性の低かったTris-HCl (pH 8.0–9.0) およびGlycine-NaOH (pH 8.0) では金ナノ粒子

の形成は確認できなかった。これは、BsGLDの活性がほとんどない緩衝液および pHなので、NADHの再

生が進行せず、金イオンを還元できなかったためであると考えられる。この結果に基づいて、以降の実験

では反応溶液としてGly-NaOH緩衝液 (pH 9.5) を選択した。 
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	 	 	 	 	 	 	 Table 4-2.  金ナノ粒子の合成に用いた緩衝種の種類と pH 

Buffer solution Entry pH 

Sodium phosphate buffer a, b, c 7.0, 7.5, 8.0 

Tris-HCl buffer d, e 8.0, 9.0 

Glycine-NaOH buffer f, g, h 8.0, 9.0, 10.0 

Carbonate-bicarbonate buffer i, j 10.0, 11.0 

 

 
Figure 4-9.  金ナノ粒子形成に及ぼす緩衝液の影響 

[Reproduced from RSC Advances, 2014, 4, 5995– 5998 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 
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	 次に、Gly-NaOH緩衝液 (pH 9.5) を用いて金ナノ粒子の合成を行った。各BsGLD (1 µM)、NAD+ (400 µM)、

グリセロール (100 mM) が溶解した 50 mM Gly-NaOH (pH 9.5) にHAuCl4− (0.5 mM) を加え十分に撹拌し

た後、37°Cで 48時間静置した。得られた金ナノ粒子溶液について、それぞれUV/Vis吸光光度計および

TEM観察により評価した。結果を Figure 4-10に示す。pH 9.5において、pH 10.0のGly-NaOH緩衝液と同

様に分散した金ナノ粒子の合成が可能であることが示された。タンパク質 1、2、3の SPR帯の λmax値はそ

れぞれ 530、525、527 nmであった (Figure 4-10A)。 

	 TEMによる金ナノ粒子の観察を行った。Figure 3-10Bより、各BsGLD (1–3) を用いて調製したサンプル

は、平均粒径が 12.1 ± 10.8 nm (n = 205)、12.2 ± 9.1 nm (n = 169)、11.6 ± 9.5 nm (n = 193) の金ナノ粒子である

ことが示された。 

 

 

Figure 4-10.  BsGLDを介したNADH補酵素再生系による金ナノ粒子の合成、 

(A) UV/Vis吸収スペクトル、(B) TEM像 

[Reproduced from RSC Advances, 2014, 4, 5995– 5998 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 

 

  

0 

0.5 

1 

1.5 

2 

2.5 

400 500 600 700 800 

A
bs

or
ba

nc
e 

(A
.U

.)�

Wavelength (nm)�

1 

2 

3 

(A)�

(B)�
(a) (b) (c) 



第４章 

 99 

	 金ナノ粒子の溶液分散性におけるシステイン導入効果を評価した。これまで、システイン残基の導入に

より、タンパク質の金ナノ粒子への固定化が促進されることが報告されている [R18]。この報告より、本

研究においてHis-tagの隣に導入したシステイン残基が金ナノ粒子の溶液分散性を向上させると考えた。本

研究では、塩化ナトリウムにより溶液のイオン強度を上昇させることで、金ナノ粒子の溶液分散性を評価

した。その結果、システイン残基を有するタンパク質 2および 3は、システインを有さないタンパク質 1

と比べ、わずかに高イオン強度溶液における安定性が高いことが示された (Figure 4-11)。しかしながら、

システイン導入による十分な効果を示すことはできなかったが、タンパク質 3が最も安定に金ナノ粒子表

面に固定されていることが明らかとなった。 

 

 

Figure 4-11.  得られた金ナノ粒子のイオン強度に対する安定性評価、(A) タンパク質1、(B) タンパク質2、

(C) タンパク質 3、(D) 塩化ナトリウム濃度に対する SPR帯由来の消失スペクトルの関係 

(NaCl濃度: 0 mM, 125 mM, 250 mM, 500 mM, 1 M) 

[Reproduced from RSC Advances, 2014, 4, 5995– 5998 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 
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4-2-4. 金ナノ粒上のタンパク質の評価 

	 DLS測定により調製した金ナノ粒子上のタンパク質の評価を行った。タンパク質 1–3により調製した金

ナノ粒子の流体力学的な平均粒子径は、それぞれ 40.9、40.8、44.7 nmであった (Table 4-3)。DLS測定によ

り導出された粒子径が、TEM像から求めた粒子径よりも、大きな値となったことから、金ナノ粒子表面に

タンパク質が吸着していることが示唆された。 

	 次に、表面に結合していると考えられるタンパク質 3のプロテインGの機能を評価するために、ウサギ

由来Anti-OVA抗体の添加に伴う粒径の変化をDLS測定により評価した。その結果、タンパク質 3におい

て、粒子径が 44.7 nmから 57.1 nmに増大した (Table 4-3, 3-Au NP)。一方で、プロテインGを有さないタ

ンパク質 1および 2では、抗体の添加に伴う粒子径の増大は見られなかった (Figure 4-3, 1-Au NP and 2-Au 

NP)。これらの結果より、抗体はタンパク質 3の pG特異的に結合していることが示された。従って、タン

パク質 1–3は金ナノ粒子上に固定されており、タンパク質 3は抗体結合能を保持していることが証明され

た。 

 

Table 4-3.  DLSによる金ナノ粒子の粒径変化測定 

[Reproduced from RSC Advances, 2014, 4, 5995– 5998 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 

Entry 1-Au NP 2-Au NP 3-Au NP 

Particle size (nm) 40.9 ± 14.6 40.8 ± 13.6 44.7 ± 16.2 

PDI 0.155 0.132 0.142 

Particle size with IgG (nm) 41.0 ± 16.0 41.4 ± 14.4 57.1 ± 22.2 

PDI 0.151 0.132 0.158 

Mean ± distribution width, n = 3 

 

	 加えて、それぞれのタンパク質が金ナノ粒子上に固定化されていることを示すために、100 kDa cutoffの

限外濾過膜により精製したタンパク質-金ナノ粒子複合体について、SDS-PAGEを用いた分析を行った。そ

れぞれのタンパク質は、メルカプトエタノールおよび SDS存在下での熱変性することにより、金ナノ粒子

からのタンパク質の脱離を行った。その結果、それぞれのタンパク質の存在が確認されたことから、確か

に金ナノ粒子上にタンパク質が固定化されていることが証明された (Figure 4-12)。 
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Figure 4-12.  SDS-PAGEによる金ナノ粒子上のタンパク質の同定 

[Reproduced from RSC Advances, 2014, 4, 5995– 5998 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 

 

 

4-2-5. タンパク質被覆金ナノ粒子の機能評価 

	 Table 4-3のDLS測定結果により、金ナノ粒子上の pGは抗体結合能を保持していることを示した。そこ

で、IgG抗体が固定化後の金ナノ粒子の機能を評価するために、ELISAを行った。モデル抗原としてOVA

を用い、各タンパク質-金ナノ粒子 (1–3) について評価した。今回構築したELISAの概要を Figure 4-13に

示す。まず、プレートに抗原タンパク質である OVA を敷き、1% カゼイン Na によりブロッキングし、

anti-OVA抗体 (ウサギ由来) を添加した。次いで、1%カゼインNa水溶液で、λmax, SPR bandの吸光度が0.05 (a.u.) 

まで希釈した各タンパク質-金ナノ粒子溶液をプレートにそれぞれ添加した。最後に、HRP標識 anti-mouse 

IgG抗体 (ウサギ由来) を添加し、HRPの反応により生じた生成物を追跡することで各タンパク質-金ナノ

粒子の評価を行った。 
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Figure 4-13.  本研究で構築したELISAの概念図 

[Reproduced from RSC Advances, 2014, 4, 5995– 5998 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 

 

	 ELISAによるOVA検出の結果を Figure 4-14に示す。タンパク質 3-金ナノ粒子複合体において、OVA、

抗OVA抗体、タンパク質 3-金ナノ粒子がすべて存在する系でのみ、強いシグナルが観測された。一方で、

1-、2-金ナノ粒子を用いた系では、シグナルは観測されなかった。これらの結果より、IgG 抗体は 3-金ナ

ノ粒子表面上に特異的に固定化されていることが示された。 

 

 

Figure 4-14.  各タンパク質修飾金ナノ粒子を用いたELISAによるOVAの検出 

[Reproduced from RSC Advances, 2014, 4, 5995– 5998 with permission of the Royal Society of Chemistry.] 
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4-3. 結語 

	 本章では、酵素反応を利用して、タンパク質修飾金ナノ粒子の 1ポット合成を行った。 

 

	 まず、タンパク質修飾金ナノ粒子合成における、１ポット・１タンパク質成分系を実現するために、異

なる三つの機能を有したBsGLDを設計した。それぞれの機能は、(1) プロテインGのB1ドメインによる

抗体結合機能、 (2) BsGLDによるNADH再生機能、 (3) His6Cysによる金結合機能である。抗体結合能お

よび金結合能をそれぞれ機能させるために、プロテインGをBsGLDのN末端に、His6CysをC末端に導

入したキメラタンパク質 (pG-BsGLD-H6C) を調製した。 

 

	 次に、調製したキメラタンパク質を用いて、金ナノ粒子の合成を行った。その結果、金ナノ粒子の SPR

帯に由来するスペクトルが得られた。また、TEM像からも約 12 nmの分散した金ナノ粒子が観察された。

この結果より、新たにデザインしたキメラタンパク質を利用することで、水溶液中に高分散した金ナノ粒

子の合成が可能であることが示された。 

 

	 最後に、金ナノ粒子上の pG は抗体結合能を保持していることを確認するために、ELISA による OVA

の検出を行った。その結果、OVA、抗OVA抗体、キメラタンパク質-金ナノ粒子複合体がすべて存在する

系でのみ、強いシグナルが観測された。一方で、陰性対照として用いたプロテイン G を含まない BsGLD

で調製した金ナノ粒子では、OVAの検出によるシグナルは観測されなかった。これらの結果より、IgG抗

体はキメラタンパク質を介して金ナノ粒子表面上に固定化されていることが示され、１ポット・１タンパ

ク質成分系の概念実証に成功した。 
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4-4. 実験操作 

4-4-1. 試薬 

・	 The plasmid (pUC18) coding in N-His BsGLD: Integrated DNA technologies, Inc. (Coralville, IA, USA) 

・	 DNA fragment coding B1 domain of protein G: Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) 

・	 Ni-NTA column (HisTrap HP column 5 mL): GE Healthcare UK Ltd. (Buckinghamshire, UK) 

・	 PD-10 column: GE Healthcare UK Ltd. (Buckinghamshire, UK) 

・	 Bicinchoninic acid (BCA) assay kit: Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, USA) 

・	 Centrifugal filter unit for ultrafiltration (Amicon® Ultra): Merck Millipore (Billerica, MA, USA) 

・	 β-nicotinamide-adenine dinucleotide, oxidized form (NAD+): Oriental Yeast Co., ltd. (Tokyo, Japan) 

・	 Hydrogen tetrachloroaurate (III) tetrahydrate: Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Tokyo, Japan) 

・	 Cu TEM grid covered by elastic carbon film (20–25 nm): Oken Shoji (Tokyo, Japan) 

・	 96-well Nunc Maxisorp flat-bottom plate: Nunc (Rochester, NY, USA) 

・	 Bovine casein (sodium salt): Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

・	 Casein Na: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

・	 Ovalbumin (OVA): Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

・	 Rabbit anti-OVA IgG: Rockland Immunochemicals (Gilbertsville, PA, USA) 

・	 Horseradish peroxidase (HRP)-labeled rabbit anti-mouse IgG antibody: Rockland Immunochemicals 

(Gilbertsville, PA, USA) 

・	 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine (TMB) Liquid Substrate: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

 

All other reagents were commercially available, and were of analytical grade. 

 

 

4-4-2. 測定機器 

・	 BioLogic DuoFlow Chromatography System: Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA, USA) 

・	 UV/Vis spectroscopy: Ubest V-570, JASCO (Tokyo, Japan) 

・	 Transmission electron microscopy (TEM): JEM–2010 instrument, JEOL (Tokyo, Japan) 

・	 Hydrophilization treatment instrument for TEM grid: HDT-400, JEOL (Tokyo, Japan) 

・	 Dynamic light scattering (DLS) instrument: Zetasizer Nano-ZS, Malvern (Worcestershire, UK) 

・	 Atomic absorption spectroscopy (AAS): AA-7000, Shimadzu (Kyoto, Japan) 

・	 Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-AES): Optima 5300 DV, Perkin Elmer, Inc. 

(Waltham, MA, USA) 

・	 Microplate washer: ImmunoWash 1575, Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA, USA) 

・	 Microplate reader: PowerWave X, BioTek Instruments, Inc. (Winooski, VT, USA) 
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4-4-3. 発現用プラスミドの構築 

	 pUC BsGLDは、Integrated DNA technologies社に委託合成した。pET22b+ H6-BsGLDの調製スキームを

Figure 4-15に示す。pUC entry 1および pET22b+を制限酵素Nde I、Hind IIIにより切断した。pET22b+に関

しては、制限酵素処理後、仔ウシ腸由来アルカリフォスファターゼによる脱リン酸化反応を行った。その

後、H6-BsGLDおよび pTE22b+の制限酵素処理断片DNAを混合し、DNAリガーゼによるライゲーション

反応を行うことで、pET22b+ H6-BsGLDを得た。調製した pET22b+ entry 1は大腸菌 (JM109株) へ形質転

換し、−80°Cで保存した。 

 

 

Figure 4-15.  pET22b+ N-His BsGLDの構築 

 

 

	 本研究では、His タグおよびシステインが金ナノ粒子の形成と表面への結合に及ぼす影響を評価するた

めに、様々なBsGLDを調製したが、本論文ではBsGLD-H6 (entry 1)、BsGLD-H6C (entry 2)、pG-BsGLD-H6C 

(entry 3) について行った実験について纏めている。 

	 pET22b+ H6-BsGLDから pET22b+ BsGLD-H6Cを調製した。その調製スキームを Figure 4-16に示す。本

実験の遺伝子組換え操作に使用したプライマーのリストは Table 4-4 に示す通りである。まず、pET22b+ 

H6-BsGLDを鋳型として、Primer 1および Primer 2を用いたインバース PCR法により、pET22b+ wild type 

BsGLDを得た。次いで、Primer 3および Primer 4を用いたインバース PCR法により、pET22b+ BsGLD-H6

を得た。調製したpET22b+ wild type BsGLDおよびpET22b+ BsGLD-H6は大腸菌 (JM109株) へ形質転換し、

−80°Cで保存した。 
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Figure 4-16.  pET22b+ BsGLD-H6の構築 

 

 

	 pET22b+ BsGLD-H6Cは、pET22b+ BsGLD-H6を鋳型DNAとして、Primer 5および Primer 6を用いたイ

ンバース PCR 法により調製した (Figure 4-17)。調製した pET22b+ wild type BsGLD および pET22b+ 

BsGLD-H6は大腸菌 (JM109株) へ形質転換し、−80°Cで保存した。 

 

 

Figure 4-17.  pET22b+ BsGLD-H6Cの構築 

 

 

	 pET22b+ pG-BsGLD-H6Cは、は pET22b+ BsGLD-H6Cに対してプロテインG (B1ドメイン) をコードし

たDNA断片を in-fusionクローニングにより導入することで調製した (Figure 4-18)。プロテインGのDNA

断片は、Life technologies社に委託合成することで得た。次に、pET22b+ BsGLD-H6Cを鋳型DNAとして

Primer 7および Primer 8を用いてインバース PCR法にて線状化した。プロテインGのDNA断片と線状化

したpET22b+ BsGLD-H6Cを in-fusionクローニングにより連結させることでpET22b+ pG-BsGLD-H6Cを得

た。調製した pET22b+ pG-BsGLD-H6Cは、大腸菌 (JM109株) へ形質転換し、−80°Cで保存した。 
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Figure 4-18.  pET22b+ pG-BsGLD-H6Cの構築 

 

 

	 調製した各 BsGLD の全アミノ酸配列を以下に示す。また、各 BsGLD 調製に用いたプライマー配列を

Table 4-4に示す。 

 

Table 4-4.  組換えタンパク質調製に用いたプライマーリスト 

Entry DNA sequence 

1 (for WT) 5’–GGA TCC GAA AAC CTG TAT TTC CAA GG–3’ (26 mer) 

2 (for WT) 5’–CAT ATG TAT ATC TCC TTC TTA AAG TTA AAC AAA ATT–3’ (36 mer) 

3 (for entry 1) 
5’–CAC CAT CAT TAA CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA–3’  

(the His-tag is underlined, 39 mer) 

4 (for entry 1) 
5’–GTG ATG GTG CTT GCG ATG TTT TTC TTT ATA CGC–3’  

(the His-tag is underlined, 33 mer) 

5 (for entry 2) 5’–TAA CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT CC–3’ (35 mer) 

6 (for entry 2) 
5’–GCA ATG ATG GTG GTG ATG GTG CTT GCG ATG TTT TTC–3’  

(the cysteine is underlined, 36 mer) 
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調製した各BsGLD (Entry 1–3) の全アミノ酸配列を以下に示す。 

 

 

Entry 1: BsGLD-His6 

MGSENLYFQGGGGSGGGSMAAERVFISPAKYVQGKNVITKIANYLEGIGNKTVVIADEIVWKIAGHTIVN

ELKKGNIAAEEVVFSGEASRNEVERIANIARKAEAAIVIGVGGGKTLDTAKAVADELDAYIVIVPTAASTD

APTSALSVIYSDDGVFESYRFYKKNPDLVLVDTKIIANAPPRLLASGIADALATWVEARSVIKSGGKTMAG

GIPTIAAEAIAEKCEQTLFKYGKLAYESVKAKVVTPALEAVVEANTLLSGLGFESGGLAAAHAIHNGFTA

LEGEIHHLTHGEKVAFGTLVQLALEEHSQQEIERYIELYLSLDLPVTLEDIKLKDASREDILKVAKAATAE

GETIHNAFNVTADDVADAIFAADQYAKAYKEKHRKHHHHHH 

 

 

Entry 2: BsGLD-His6Cys 

MGSENLYFQGGGGSGGGSMAAERVFISPAKYVQGKNVITKIANYLEGIGNKTVVIADEIVWKIAGHTIVN

ELKKGNIAAEEVVFSGEASRNEVERIANIARKAEAAIVIGVGGGKTLDTAKAVADELDAYIVIVPTAASTD

APTSALSVIYSDDGVFESYRFYKKNPDLVLVDTKIIANAPPRLLASGIADALATWVEARSVIKSGGKTMAG

GIPTIAAEAIAEKCEQTLFKYGKLAYESVKAKVVTPALEAVVEANTLLSGLGFESGGLAAAHAIHNGFTA

LEGEIHHLTHGEKVAFGTLVQLALEEHSQQEIERYIELYLSLDLPVTLEDIKLKDASREDILKVAKAATAE

GETIHNAFNVTADDVADAIFAADQYAKAYKEKHRKHHHHHHC 

 

 

Entry 3: pG-BsGLD-His6Cys 

MWSHPQFEKGSTYKLVINGKTLKGETTTEAVDAATAEKVFKQYANDNGVDGEWTYDDATKTFTVTEG

SENLYFQGGGGSGGGSMAAERVFISPAKYVQGKNVITKIANYLEGIGNKTVVIADEIVWKIAGHTIVNEL

KKGNIAAEEVVFSGEASRNEVERIANIARKAEAAIVIGVGGGKTLDTAKAVADELDAYIVIVPTAASTDAP

TSALSVIYSDDGVFESYRFYKKNPDLVLVDTKIIANAPPRLLASGIADALATWVEARSVIKSGGKTMAGGI

PTIAAEAIAEKCEQTLFKYGKLAYESVKAKVVTPALEAVVEANTLLSGLGFESGGLAAAHAIHNGFTALE

GEIHHLTHGEKVAFGTLVQLALEEHSQQEIERYIELYLSLDLPVTLEDIKLKDASREDILKVAKAATAEGE

TIHNAFNVTADDVADAIFAADQYAKAYKEKHRKHHHHHHC 
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4-4-4. プロテインG融合タンパク質の調製 

	 各BsGLD (1–3) をコードしたプラスミドDNAはEscheria coli BL21 (DE3) 株に形質転換し、100 µL/mL

のアンピシリンを含む寒天培地でシングルコロニーを単離した。その後、100 µL/mLのアンピシリンを含

むLB培地 10 mLに植菌し、37°Cで一晩震盪培養を行った。次いで、培地溶液を 100 µL/mLのアンピシリ

ンを含むLB培地 1 Lに全て添加し、OD600 値が 0.5–0.6 まで 37°Cで震盪培養した。次いで、isopropyl -β- 

thiogalactopyranoside (IPTG) を終濃度で 0.5 mMとなるように培養液へと添加した。IPTG添加後、25°C、

200 rpm、16 時間でタンパク質の発現を行った。その後、菌体を遠心分離 (6,000g、10 min) で集菌し、洗

浄バッファー(10 mM Tris-HCl、100 mM NaCl、EDTA 1 mM、pH 8.0) に再分散、遠心分離による回収の操

作を 3回繰り返し、洗浄を行った。洗浄後、再び洗浄バッファー25 mLに再分散させ、液体窒素で凍結な

らびに−80°C で保存した。凍結させた菌懸濁液を溶解させ、氷浴上でソニケーションすることで大腸菌を

破砕した。その後、20,400g、15 minで遠心分離を行い、無細胞抽出液を得た。無細胞抽出液を、0.45およ

び 0.22 µmのメンブレンフィルターで濾過した。各BsGLD (1–3) はNi-NTAカラムにて精製を行った。カ

ラム精製は、BioLogic DuoFlow Chromatography Systemにて行った。精製後のタンパク質は、PD10カラム

にて 20 mM Tris-HClへとバッファー交換をした。タンパク質の濃度はBCA法により算出した。また、タ

ンパク質の精製度は、SDS-PAGEにて確認した。 

 

 

4-4-5. 様々な溶液条件における各BsGLDの活性評価 

活性測定 

	 酵素反応は50 mMリン酸緩衝液 (pH 8.0) 中に、終濃度が400 µM、100 mMとなるようにNAD+、glycerol

を加え、それらをよく撹拌し、25°Cで5分間静置後、1 µMとなるようにBsGLDを加え、活性測定を行った。

各BsGLDの触媒活性は、反応によって生成するNADHの340 nm (ε340 = 6.22 × 10 3 M−1 cm−1) の吸収を測定す

ることにより評価した。 

 

pH依存性 

	 BsGLD反応における pHの影響は、各 50 mMのリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 6.0–7.5)、Tris-HCl緩衝液 

(pH 7.0–9.5)、Glycine-NaOH緩衝液 (pH 8.0–11.0)、炭酸-重炭酸緩衝液 (pH 10.5–11.0) を用いて評価した。

各 50 mM緩衝液中に、終濃度が 400 µM、100 mMとなるようにNAD+、glycerolを加え、それらをよく撹

拌し、25°Cで 5分間静置後、1 µMとなるようにBsGLDを加え、活性測定を行った。GLDの触媒活性は、

反応によって生成するNADHの340 nm (ε340 = 6.22 × 10 3 M−1 cm−1) の吸収を測定することにより評価した。 
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4-4-6. タンパク質修飾金ナノ粒子の調製 

調製手順 

	 NAD+ (400 µM)、グリセロール (100 mM) が溶解した 50 mMのグリシン-NaOH緩衝液 (pH 9.5) に対し

て、BsGLD (1–3) を終濃度でそれぞれ 1 µMとなるように添加した。次いで、HAuCl4水溶液を 0.5 mMと

なるように添加し、37°Cで 24−48時間静置することでタンパク質修飾金ナノ粒子を得た。得られた金ナノ

粒子溶液は、UV/Vis吸収スペクトル測定により評価した。 

 

タンパク質金ナノ粒子の精製 

	 得られた金ナノ粒子は、遠心式フィルターユニット (100 kDa MWCO) を用いて 4°C下で 4000g、3分間

遠心した。残渣に対して、20 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.4) を添加し、再分散後に遠心分離する操作を３

回行うことでタンパク質修飾金ナノ粒子と、未吸着のタンパク質および過剰の金イオンの分離を行った。 

 

金ナノ粒子形成に及ぼす緩衝種および pHの影響 

	 BsGLD反応による金ナノ粒子合成における緩衝液の影響は、各 50 mMのリン酸ナトリウム緩衝液 (pH 

6.0–7.5)、Tris-HCl緩衝液 (pH 7.0–9.5)、Glycine-NaOH緩衝液 (pH 8.0–11.0)、炭酸-重炭酸緩衝液 (pH 10.5–

11.0) を用いることにより評価した。NAD+ (400 µM)、グリセロール (100 mM) が溶解した 50 mMの各種

緩衝液 (pH 9.5) に対して、BsGLD (1–3) を終濃度でそれぞれ 1 µMとなるように添加した。次いで、HAuCl4

水溶液を0.25 mMとなるように添加し、37°Cで48時間静置することでタンパク質修飾金ナノ粒子を得た。

得られた金ナノ粒子溶液は、UV/Vis吸収スペクトル測定により評価した。 

 

 

4-4-7. タンパク質修飾金ナノ粒子の評価 

TEM観察 

	 TEM観察には炭素が被服された銅製のグリッドを親水化処理したものを用いた。サンプルをキャスト後、

陰圧下で乾燥を行った後、加速電圧 120 kVで TEM観察を行った。金ナノ粒子の平均粒径は ImageJにて

見積もった。 

 

DLS測定 

Zetasizer Nano-ZS (Malvern社) を用い、25°Cの条件下で動的光散乱測定を行った。測定結果から、平均粒

子径 (mean particle size)、多分散度 (poly dispersion index, PDI)、粒子径の分布幅 (distribution width) を得た。 

 

 

SDS-PAGEによる金ナノ粒子上のタンパク質の同定 

	 金ナノ粒子に結合したタンパク質は SDS-PAGEにて評価した。BsGLD-金ナノ粒子複合体の溶液は、遠

心式フィルターユニット (100 kDa MWCO) を用いて、4,000g、3分間遠心操作を行った。残渣のタンパク
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質-金ナノ粒子複合体の溶液を SDS 2×サンプルバッファー (0.25 Tris-HCl (pH 6.8)、4 wt% SDS、20 wt%グリ

セロール、0.01 wt%ブロモチモールブルー、12 wt% 2-メルカプトエタノール) に加え、94°Cで 30分間熱

処理することで、金ナノ粒子からのタンパク質の脱離および変性を行った。熱変性させた溶液を 12.5%SDS

ポリアクリルアミドゲルに添加した。 

 

 

4-4-8. ELISA法による金ナノ粒子上のプロテインGの機能評価 

	 BsGLD 酵素反応によりタンパク質修飾金ナノ粒子はを調製した。詳細は 3-4-5 に記載した通りである。

酵素反応開始から 48時間後のサンプルを遠心式フィルターユニット (100 kDa MWCO) にて精製した。洗

浄に用いた緩衝液は 20 mM Tris-HCl緩衝液 (pH 7.4) である。金ナノ粒子の濃度は、原子吸光光度計、誘

導結合プラズマ発光分光分析装置、UV/Vis 吸収スペクトル測定にて算出した。タンパク質-金ナノ粒子複

合体は、1%カゼインNaが溶解したPBS緩衝液 (pH 7.4) を用いて、λmax, SPR bandの吸光度が 0.05 (a.u.) とな

るように希釈した。 

 

(1) 96穴イムノプレート (Nunc Inc., Denmark) に 5.0 mg/mLのOVAを 100 µL/well添加し、4°Cで一晩静置

し、その後 0.1% PBSTで洗浄した (5 times/well)。 

(2) 1% Casein Na (in PBS) を 200 µL/well で添加し、37°C で 2 時間静置後、0.1% PBST で洗浄した (5 

times/well)。 

(3) Anti-OVA (Rabbit) IgG抗体を 100 µL/well添加し、37°Cで 2時間静置後、0.1% PBSTで洗浄した (5 

times/well)。 

(4) GLD酵素法によって調製した金ナノ粒子溶液サンプルを100 µL/well添加し、37°Cで2時間静置後、0.1% 

PBSTで洗浄した (5 times/well)。 

(5) HRP標識Anti-guinea pig IgG抗体を 100 µL/well添加し、37°Cで 2時間静置後、0.1% PBSTで洗浄した (5 

times/well)。 

(6) HRP反応溶液を 100 µL/well添加し、37°Cで 370 nmにおける吸光度 (O.D.) の時間変化を測定した。 

(7) 30 min後、1 M HClを 50 µL/well添加し、HRP酵素反応を停止させた後、37°Cで 450 nmにおける吸光

度 (O.D.) を測定した。 
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第５章 
結論 

 

	 以下に各章において得られた知見と、各章の概略、今後の展望についてそれぞれ述べる。 

 

	 第 2章では、グリセロールデヒドロゲナーゼ (GLD) による補酵素再生系により産出された nicotinamide 

adenine dinucleotide (NADH) を還元剤として利用することで、金ナノ粒子の調製を試みた。さらに、GLD

を過剰発現させた大腸菌を用いて菌体内において金ナノ粒子の合成を試みた。 

	 まず、大腸菌由来Glycerol dehydrogenase (GLD) を用いてNADH補酵素再生系を構築した。GLD遺伝子

をコードする発現用プラスミドベクターは、九州大学農学研究院一瀬博文博士により構築されたものを用

いた。大腸菌で GLD を発現した後、アフィニティーカラムにより精製し、続く金ナノ粒子の調製で用い

た。その結果、グリセロールおよび NAD+の共存下、GLD酵素が NADHの再生を触媒する条件でのみ、

金イオンからの金ナノ粒子合成が進行することが明らかとなった。このことから、NADHが金イオンの還

元に関与していることが強く示唆され、酵素反応をトリガーとした金ナノ粒子の調製に成功した。 

	 次に、GLD遺伝子をコードしたプラスミドを大腸菌へ形質転換し、IPTGによりGLDを誘導発現させた

大腸菌を調製した。陰性対照として、IPTG誘導を行わずに調製した大腸菌も準備した。これら 2種類の大

腸菌を用いて、金ナノ粒子の調製を行った。その結果、IPTG誘導およびグリセロール、NAD+を添加した

サンプルで金ナノ粒子に由来する消失スペクトルが確認された。さらに、IPTG誘導およびグリセロールの

みを添加したサンプルにおいても同様に金ナノ粒子の形成が確認された。一方で、IPTG誘導を行っていな

いサンプルや、グリセロールを添加していないサンプルにおいては金ナノ粒子の形成は見られなかった。

このことから、GLD酵素反応によって生じる NADHにより金ナノ粒子の形成が起こったと考えられる。

さらに、IPTG誘導およびグリセロールを添加し、NAD+を添加していないサンプルにおいても金ナノ粒子

の形成が見られたことから、大腸菌に内在する NAD+が利用されることで金ナノ粒子の形成が起こったこ

とが示唆された。すなわち、大腸菌細胞質においても GLD 酵素反応を利用した金ナノ粒子の合成を実現

可能であることが示された。 

	 最後に、金ナノ粒子合成後の大腸菌の TEM 観察からも、金ナノ粒子は大腸菌内部でできていることが

示唆された。これにより大腸菌内で酵素反応に連動した金ナノ粒子の調製が可能なことを明らかにし、大

腸菌へのバイオミネラリゼーション機能の付与に成功した。 

	 以上より、本章では酸化還元酵素であるGLDを利用し、生体内電子伝達物質であるNADH再生系によ

り、酵素反応を利用した金ナノ粒子の調製に成功した。また、大腸菌に GLD を発現させることで、大腸

菌に金ナノ粒子合成機能を付与することに成功した。大腸菌内部空間を利用した金ナノ粒子の合成は、目

的のタンパク質を細胞内で金ナノ粒子に固定化できる可能性があり、タンパク質修飾金ナノ粒子の新たな

合成経路となり得ると期待される。 
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	 第 3章では、第 2章で示した GLD酵素反応による金ナノ粒子合成を発展させることを目的とし、金結

合ペプチドを融合した機能性タンパク質を補酵素再生系に組み込むことで、タンパク質修飾金ナノ粒子の

ワンポット合成を試みた。 

	 まず、３つの異なる機能（精製用タグとしてヘキサヒスチジンタグ (His-tag) およびグルタチオン S-ト

ランスフェラーゼ (GST)、抗体結合ドメインとしてプロテインGおよびプロテインA、金結合ペプチドと

して A3 ペプチド）を有する機能性タンパク質をデザインした。また、各ドメインが金ナノ粒子の形成や

結合に与える影響を評価するために、A3ペプチドを欠損させたタンパク質および精製用タグを欠損させた

タンパク質も調製し、評価に用いた。 

	 次に、各 pG2pAタンパク質を用いて金ナノ粒子の合成を試みた。その結果、3つの異なる全ての機能を

有する pG2pA タンパク質を加えたサンプルにおいて、金ナノ粒子の表面プラズモン共鳴 (SPR) 帯に由来

する吸収が確認された。一方で、A3ペプチドのみを欠損させた pG2pAタンパク質を添加したサンプルで

は金ナノ粒子の凝集に由来する SPR帯が確認された。また、異なる構造を有する pG2pAタンパク質を用

いて、pG2pAタンパク質の各部位が金ナノ粒子の形成に及ぼす影響を評価した。その結果、全てのサンプ

ルにおいて、溶液は赤く呈色し、分散した金ナノ粒子に特徴的な SPR帯が確認された。A3ペプチドのみ

を欠損させた pG2pAタンパク質が存在する溶液において、金ナノ粒子の形成が阻害された原因は不明であ

るが、全ての機能を有するタンパク質の存在下では金ナノ粒子の形成が見られたことから、A3ペプチドは

金ナノ粒子の形成を促進していることが示唆された。また、A3ペプチドは得られる金ナノ粒子の溶液分散

性を高めることが明らかとなった。 

	 次に、金ナノ粒子に結合したタンパク質と、未結合のタンパク質を限外濾過により分離し、得られた金

ナノ粒子上にどの程度pG2pAタンパク質が結合しているかをSDS-PAGEによって見積もった。その結果、

金ナノ粒子上にはHis-tagを有する pG2pAタンパク質とGLD (His-tagを含有) が主に結合していることが

明らかとなった。この結果から、His-tagが金ナノ粒子へのタンパク質の固定化に強く影響していることが

示唆された。一方で、HisタグとGSTを欠損させた pG2pAタンパク質の共存下で調製した金ナノ粒子につ

いては、pG2pAタンパク質由来の明瞭なバンドは見られず、GLD由来のバンドのみが確認された。また、

GSTのみを欠損させたタンパク質の共存下で調製した金ナノ粒子については、pG2pAとGLDに対応する

二つのバンドが確認された。従って、A3 ペプチドは金ナノ粒子表面と相互作用するが、His-tag の方がそ

の相互作用は強く、最終的にはHis-tagが金ナノ粒子表面に特異的に結合することが明らかとなった。以上

の結果から、本章で調製した pG2pAタンパク質は、A3ペプチドよりも寧ろHis-tagにより金ナノ粒子へ固

定化されていることが示唆された。これにより、A3ペプチドだけでは、金ナノ粒子上への安定な固定化は

困難なことが明らかとなった。 

	 最後に、金ナノ粒子への pG2pAドメインの安定かつ配向性を持った固定化を達成するために、pG2pAタ

ンパク質へのCys残基の導入を行った。Cys残基中のチオールは金と強固なAu-S結合を形成する。その結

果、pG2pAタンパク質のC末端にシステイン残基を導入することにより、金ナノ粒子へのタンパク質の固

定化が改善されるということが明らかとなった。 

	 以上より、本章では GLD 酵素反応と機能性タンパク質の二成分系により、タンパク質修飾金ナノ粒子
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の一段階合成に成功した。さらに、タンパク質へ付与したペプチドタグが金ナノ粒子の形成とタンパク質

の固定化に関する影響を評価したところ、A3ペプチドは金ナノ粒子との相互作用を示し、その溶液分散性

を向上させるが、His-tagと比べ金表面との相互作用は弱いことを明らかとした。今後、タンパク質の特定

の部位やペプチドタグと無機表面との相互作用を明らかにすることで、バイオミネラリゼーションの更な

る発展と、より高度なナノ構造体のボトムアップ合成に寄与できると考えられる。 

 

	 第 4章では、新たにBacillus stearothermophilius由来GLD (BsGLD) を選択し、プロテインG (pG) との融

合タンパク質 (pG-BsGLD) とすることで、タンパク質修飾金ナノ粒子合成における、1ポット・1タンパ

ク質成分系を試みた。BsGLDは結晶構造が明らかとなっている点で、大腸菌由来GLDと比べてより合理

的な融合タンパク質の設計が可能である。加えて、B. stearothermophiliusは好熱菌であるので、大腸菌由来

GLDと比べて高い安定性が期待できる。また、第 3章で得られた知見をもとに、新たにHisとCysから成

る金結合ペプチドタグ (His6Cys) を設計し、pG-BsGLD へ導入することで、一種類の組換えタンパク質に

よる金ナノ粒子の合成とその表面修飾を同時に実現する系の構築を目指した。 

	 まず、タンパク質修飾金ナノ粒子合成における、1ポット・1タンパク質成分系を実現するために、異な

る三つの機能を有したBsGLDを設計した。それぞれの機能は、(1) プロテインGのB1ドメインによる抗

体結合機能、 (2) BsGLDによるNADH再生機能、 (3) His6Cysによる金結合機能である。抗体結合能およ

び金結合能をそれぞれ機能させるために、プロテインGをBsGLDのN末端に、His6CysをC末端に導入

したキメラタンパク質 (pG-BsGLD-H6C) を調製した。 

	 次に、調製したキメラタンパク質を用いて、金ナノ粒子の合成を行った。その結果、金ナノ粒子の SPR

帯に由来するスペクトルが得られた。また、TEM像からも約 12 nmの分散した金ナノ粒子が観察された。

この結果より、新たにデザインしたキメラタンパク質を用いて、水中に高分散した金ナノ粒子の合成が可

能であることが示された。 

	 最後に、金ナノ粒子上の pG が抗体結合能を保持していることを確認するために、ELISA による抗原 

(OVA) の検出を行った。その結果、OVA、抗OVA IgG抗体、キメラタンパク質-金ナノ粒子複合体がすべ

て存在する系でのみ、強いシグナルが観測された。一方で、陰性対照として用いたプロテインGを含まな

いBsGLDで調製した金ナノ粒子では、OVAの検出によるシグナルは観測されなかった。これらの結果よ

り、IgG抗体はキメラタンパク質を介して金ナノ粒子表面上に固定化されていることが示された。 

	 以上の結果より、BsGLDの高次構造情報を基に、機能性タンパク質と金結合ペプチドの双方を遺伝子工

学的手法により融合させた新規キメラタンパク質を調製することで、単一タンパク質成分によるタンパク

質修飾金ナノ粒子の一段階合成に成功した。 
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	 以上、本論文では生物のバイオミネラリゼーション機能に着目し、酵素反応より産出されるNADHを電

子供与源とした金ナノ粒子の合成と、機能性タンパク質修飾による高機能化に関する研究を行った。 

 

	 以下に今後の展望について述べる。 

	 自然界に見られるバイオミネラリゼーションは、温和な条件で反応が進行することや、ナノレベルで制

御された材料が調製可能であるため、ナノバイオテクノロジー分野において注目される技術である。酵素

触媒を利用した金属イオン還元の概念は、I. Willnerらにより提唱され、これまでバイオセンサーのデザイ

ンに対して新しい示唆を与えてきた。本論文の第 2章で述べた、酸化還元酵素反応による金ナノ粒子の合

成と、酵素発現による大腸菌への鉱物化機能の付与は、酸化還元酵素がナノ材料の新たな合成経路を提供

し得ることを示し、ナノバイオテクノロジー分野の発展に寄与できるものと考えられる。しかし、本手法

で調製された金ナノ粒子は、化学還元により合成されたものと比べ、粒径分布が広く、反応時間が長いな

ど欠点が見られる。酵素触媒によるナノ材料の合成は、新たな合成手法としては注目に値するが、実用性

を考えた場合、化学的手法が第一選択肢であることに変わりはない。そこで、今後の展開として、自然界

のバイオミネラリゼーションに見られるように、有機-無機複合材料の調製へと移行することが必要である

と考えられる。例えば、タンパク質や DNA の自己組織化による鋳型を利用することで、一次元から三次

元のナノ構造体を調製するなど、より積極的に生体分子の特性を利用した方向へと展開することが必要で

あろう。大腸菌内でナノ粒子を調製できたことから、金ナノ粒子を内包した大腸菌そのものを電極などへ

利用することが考えられる。また、本研究においては、酸化還元酵素のみを扱ったが、その他にも加水分

解酵素や翻訳後修飾酵素など様々な酵素により産出される生成物を利用としたナノ材料の合成法の開発や、

様々な分子に対する検出系への応用が期待できる。すなわち、ナノ粒子の合成に限らず、ナノ構造体やナ

ノデバイスの構築など多岐に渡る応用が可能であると考えられる。 

	 また、第 3章と第 4章では、酵素触媒的なタンパク質修飾金ナノ粒子の合成法を紹介した。タンパク質

修飾金ナノ粒子は、診断技術をはじめ多くの応用がなされているが、その調製は多段階の操作を必要とし、

タンパク質の機能損失の抑制が課題となっている。本研究においては、金結合性のペプチドに着目し、酵

素反応で得られる金ナノ粒子への直接的な固定化を試みた。一般に、アフィニティーを有するペプチドの

吸着挙動は、タンパク質の場合と同様に、分子のサイズや吸着後の折り畳み構造の安定性、アミノ酸組成、

化学構造などにより決定される。ペプチドは溶液中において基本的には特定の構造をとっていないために、

独立して粒子表面へコンタクトすることができると考えられ、配向性を持った固定化が達成できると予想

される。加えて、ペプチドに含まれる個々のアミノ酸の化学的な多様性から、目的に合わせて配列を変え

ることで粒子表面への吸着の制御が可能であることが予想される。しかし、ナノ粒子とペプチド間には、

アミノ酸配列、ペプチド鎖の長さ、ペプチドの二次構造、ナノ粒子サイズ、表面化学、ナノ粒子の格子構

造といった、多様な相互作用が寄与している。そこで現在では、コンビナトリアルな手法によるペプチド

の探索と、シミュレーションによる解析が主に研究されている。このように、特定の金属表面を指向した

アフィニティーペプチドは、今後もナノバイオテクノロジー分野において重要な素材となる可能性があり、

有機—無機ハイブリッド材料の一端を担うものになることが期待される。 
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	 近年、ナノバイオテクノロジーの発展は目覚ましく、金ナノ粒子や量子ドット、カーボンナノチューブ

などの様々なナノ材料がバイオテクノロジー分野で利用されている。これは「ナノからバイオへ」と言い

換えることができ、ナノ材料を生物学分野へ利用しているのが現在のナノバイオテクノロジーの主流であ

る。しかし、これまで述べたように、バイオミネラリゼーションを司るタンパク質は、無機材料を特異的

に認識して、ナノレベルで制御された構造体を作ることができる。従って、このような生体分子をナノテ

クノロジーへ利用することは可能であり、「バイオからナノへ」の応用展開が期待できる。しかしながら、

生体分子とナノ材料との界面領域は未だ不明な点も多く、本領域の発展には更なる基礎研究が必要である。

生体分子が有する多様な機能をナノテクノロジーへ利用することができれば、これまでに無い材料や技術

の創製が期待できるため、非常に興味深い分野であると考えられる。本論文の酵素反応を利用したナノ材

料の調製法や無機材料認識ペプチドの知見が、ナノ–バイオ界面の理解や応用に向けた足掛りとなることを

願い、本論文の結びとする。 
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