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研究成果の概要（和文）：ナノサイズの蛍光性有機結晶はバイオイメージングにとって魅力的である。しかし、
蛍光分子の基本骨格は疎水性であるため作製したナノ結晶が水溶液中で分散しにくいことや、結晶表面に抗体な
どの分子標的機能を付与させる汎用的方法がないことから、ほとんど利用されていない。本研究では、水に親和
な蛋白質フォーマットをもつ材料結合性タンパク質を開発し、そのタンパク質を足場として材料表面とバイオ分
子を架橋するインターフェイス構造を設計することで、有機ナノ結晶へ簡便に分子標的機能を持たせられるプロ
セスを開発した。

研究成果の概要（英文）：Nano-sized organic crystal particles are applicable for bioimaging. However,
 the particles are too hydrophobic to be dispersed in water, and the binding of antibody on the 
surface is difficult. In this study, we generated an interface molecule which can make a linkage 
between organic material surface and antibody, and we proposed a new method for immobilize 
antibodies on the surface of organic materials in one pot.

研究分野： タンパク質工学

キーワード： 生体分子　生体機能利用　ナノ材料

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
有機蛍光分子の結晶粒子は、分子の配向構造によっては輝度・寿命が飛躍的に向上し、発光波長も変化させるこ
とができるが、蛍光分子の基本骨格は疎水性であるため作製したナノ結晶は水溶液中では分散しにくく、結晶表
面に抗体などの分子標的機能を付与させる汎用的方法がない。本研究の成果より、特定の有機材料表面に吸着で
きるペプチドやタンパク質を取得することによって、有機ナノ素材の物性を変化させることができ、有機ナノ材
および有機界面のバイオイメージングやセンシングへの展開範囲を拡張させることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
有機蛍光分子はバイオイメージングのプ

ローブとして用いられているが、光励起によ
り酸化してしまうため発光寿命が短い。一方、
近年、電子材料分野で利用されている蛍光分
子の結晶粒子は、分子の配向構造によっては
輝度・寿命が飛躍的に向上し、発光波長も変
化させることができる。そのため、ナノサイ
ズの蛍光性有機結晶はバイオイメージング
にとって魅力的であるが、蛍光分子の基本骨
格は疎水性であるため作製したナノ結晶は
水溶液中では分散しないことや、結晶表面に
抗体などの分子標的機能を付与させる汎用
的方法がないことから、ほとんど利用されて
いない。その中で研究代表者は、近年、分子
集合体や無機素材の表面が提供する固体結
晶面を識別して結合できるペプチドや、さら
にそのペプチドから結合力が数十～数百倍
向上したタンパク質を開発し、それらペプチ
ド・タンパク質を足場として材料表面へ様々
なタンパク質を固定化できることを報告し
ている。そこで本研究では、水に親和な蛋白
質フォーマットをもつ材料結合性ペプチ
ド・タンパク質を用いて、バイオイメージン
グに有用な抗体分子を有機ナノ結晶粒子へ
簡便に固定化できると発想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、蛋白質工学を用いて、有機材料
表面に結合するペプチド・タンパク質を調製
する。そして、有機材料表面とバイオ分子を
架橋するインターフェイス構造を設計し、有
機ナノ結晶へワンポットで分子標的機能を
持たせられるプロセスを開発する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 人工選択系による有機材料へ結合性す
るペプチド・抗体の取得 
 ファージ提示法を用いて有機材料表面へ
結合するペプチドの取得を行い、その後、そ
のペプチドを抗体へ移植しペプチドよりも
結合力が高い抗体断片を取得する。 
 
(2) 有機材料結合性タンパク質を利用した
バイオインターフェイス設計 
 有機材料結合性タンパク質を錨として、抗
体分子を有機材料表面へ固定化できるイン
ターフェイス構造を設計する。 
 
(3)水中分散するナノ結晶粒子の合成： 
貧溶媒化合成系に有機材料結合性ペプチ

ド・タンパク質を添加することで、ナノ結晶
粒子の形成を行う。 
 
 

 
(４) バイオインターフェイスの設計による
分子標的ナノ粒子の作製： 
(2)で開発したバイオインターフェイス設計
を用いて、ナノ粒子表面へ抗体を集積化させ
る。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 人工選択系による有機材料へ結合性す
るペプチド・抗体の取得 
 
有機ナノ結晶に結合するペプチドを進化

工学的手法により取得を試みた。有機ナノ結
晶を抗原として用い、ペプチドの選択操作を
行ったところ、いくつかの結合陽性ペプチド
を得ることができた。そこで、ペプチドの数
十～数百倍の結合力をもつラクダ抗体の結
合機能ドメインの作製を試みるために、結合
機能ドメインにある CDR ループの一つを材
料結合性ペプチドに交換した結合機能ドメ
インを作製した。その結果、移植に用いたペ
プチドによって、その機能が保持される結合
ドメインと保持されていないドメインが存
在することが分かった。これより、材料結合
性ペプチドは、ある確率で結合ドメインへ移
植することで機能が発現しないものがある
ことが示唆された。 
 
(2) 有機材料結合性タンパク質を利用した
バイオインターフェイス設計 
 
有機材料結合性タンパク質としてセルロ

ースに吸着特性をもつセルロース結合ドメ
イン(CBD)に着目した。ProteinA 由来の Z 
domain を由来の異なる複数の CBD の C 末端
へペプチドリンカーを介して融合した
ProteinA 融合 CBD を大腸菌にて調製した。
各々の ProteinA 融合 CBD 溶液をニトロセル
ロース(NC)膜上に添加した後、西洋ワサビペ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

図 1. ProteinA 融合 CBD を介した抗体分子の
セルロース膜結合評価 



ルオキシダーゼ(HRP)修飾マウス由来 IgG を
添加し HRP の基質を加えたところ、ほとんど
の ProteinA 融合 CBD について酵素反応によ
る発光が観測され、抗体が固定化されている
ことが分かった(図 1)。 
次に、表面が疎水的なポリスチレン(PS)プ

レートに対しての結合性評価を行った。
ProteinA 融合 CBD を用いて PS プレート表面
への抗体固定化の評価を行った。その結果、
ProteinA 融合 CBD を用いない場合と比較し、
ほとんどのものについて抗体の固定化量が
増加し、特に No.2 は 5.6 倍の増加が示された
(図 2)。このことから、これより、ProteinA 融
合 CBD はセルロースだけではなく疎水性材
料にも適用可能であり、疎水性が高いものほ
ど抗体固定化量の向上が期待できることが
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 水中分散するナノ結晶粒子の合成 
 
有機ナノ結晶の作製において、貧溶媒化合

成系に目的材に結合性をもつペプチド・タン
パク質を添加することで、水中で分散しやす
い有機ナノ結晶粒子の作製を行ったところ、
未添加のものと比較し、水中でも分散性を向
上させることができた。さらに材料結合性ペ
プチド・タンパク質へ ProteinA を融合したも
のを添加した場合、ナノ粒子へ抗体を固定化
できることも分かった。 
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