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研究成果の概要（和文）：生体機能分子の多量体化と配向化は、機能制御および機能拡張の手段として、生物が獲得し
た極めて有効なストラテジーである。本研究では、多量体化と配向化を基盤として、生物イベントであるバイオミネラ
リゼーションを対象に、p53四量体形成ドメインをトポロジー分子素子として用いて金属ナノ粒子形成コントロールと
その制御機構および機能解析を実施した。その結果、機能分子であるバイオミネラリゼーションペプチドのトポロジー
分子素子を介した多量体化と配向化により、金属ナノ粒子の形成および構造が制御され、さらに高機能化が可能である
ことが示された。

研究成果の概要（英文）：Oligomerization and spatial orientation is a highly effective strategy for 
control and extension of functions of biomaterials. In this study, we selected biomineralization as a 
bioreaction and the p53 tetramerization domain structure as a spatial control element. We evaluated the 
effect of precisely defining the spatial orientation, arrangement and valency of the biomineralization 
peptide on the produced nanostructures. The results clearly have demonstrated that oligomerization and 
spatial orientation of biomineralization peptides via the spatial control element can effectively control 
the formation, structures and functions of metal nanoparticles.

研究分野： 生物分子化学
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１．研究開始当初の背景 
	 生命現象の主たる担い手であるタンパク
質の活性や機能は、極めて厳密に制御されて
おり、その重要な制御機構の一つがホモおよ
びヘテロ多量体化である。多量体化は、タン
パク質の機能拡張の手段として、生物が獲得
した極めて有効なストラテジーであり、標的
分子への結合活性の著しい増強、相互作用に
おける配向の制御、アロステリック効果およ
びドミナントネガティブ効果の獲得をもた
らす。 
	 バイオミネラリゼーションは、生体分子に
よって無機マテリアル形成が促進される現
象であり、骨形成をはじめとした極めて重要
な生物イベントである。また、バイオミネラ
リゼーションの応用は、最も期待される無機
ナノマテリアル作製法の 1つであり、現在ま
でにバイオミネラリゼーション活性を持つ
バイオミネラリゼーションペプチド（以下、
BMPep）が多数同定されている。しかしなが
ら、これら BMPepの活性は高いとは言えず、
生じる無機物の形状は不均一であり、新規ナ
ノマテリアル創製への障害となっている。 
	 癌抑制タンパク質 p53は、細胞癌化の防止
における中枢を担うタンパク質であり、その
癌抑制機能の発現のためには四量体の形成
が必須である。そのため癌抑制遺伝子 p53の
変異は、ヒト悪性腫瘍で最も多く認められる
異常であり、臨床材料における変異の種類や
頻度から生物学的意義まで、広範囲の研究が
行われてきている。 
	 p53 四量体形成ドメインはβ-ストランド
（326-333 位）、ターン（334 位）、α-ヘリッ
クス（335-356 位）の単量体より成り、２つ
の単量体が逆平行β-シートの形成とα-へリ
ックス間の相互作用によって二量化し、この
２個の二量体が４ヘリックスバンドルによ
って会合することで四量体は形成される（図
１）。また、この四量体構造は、模式的に立
方体とみなすことができ、４個の N末端が立
方体頂点に配置されたユニークなトポロジ
ーを有しており、トポロジー分子素子として
極めて興味深い（図１）。 
 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

２．研究の目的 
 本研究では、癌抑制タンパク質 p53 の多
量体形成を基盤とした生物イベントの反応
コントロールと制御機能を目指し、生物イベ
ントしてバイオミネラリゼーションを対象とし
て、p53 四量体形成ドメインをトポロジー分
子素子として用いて解析を実施した。多量
体化・配向制御 BMPep の活性および形成さ
れた金属ナノ粒子の解析、多量体化・配向
制御 BMPepのミネラリゼーション反応機構の
解明、さらに形成された金属ナノ粒子の機
能解析を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) ペプチドの調：p53四量体形成ドメインペ
プチドおよび BMPep を含むすべてのペプチ
ドは、Fmoc 固相合成法による化学合成ある
いは大腸菌発現により調製した。 
(2) バイオミネラリゼーション反応と形成金
属ナノ構造解析：バイオミネラリゼーション
反応は、20 mM HEPES-NaOH buffer (pH 7.4)
中で行った。還元剤としては、L-ascorbic acid
あるいは NaBH4を使用した。形成された金属
ナノ構造は、STEMおよび元素分析に Hitachi 
HD-2000 を 、 高 分 解 能 TEM に JEOL 
JEM-2100F TEMを使用し解析した。 
(3) パラジウムナノ粒子触媒活性測：2-,3-,ま
たは 4-nitrophenol、2-amino-4-nitrophenolある
いは 4-amino-2-nitrophenol を基質として、金
属ナノ粒子存在かでの NaBH4 による還元反
応を測定した。パラジウムは 1 mol%とし、反
応の進行は UVによってモニターした。 
(4) 銀ナノ粒子の腫瘍細胞増殖阻害と細胞取
り込み：ヒト前骨髄球性白血病由来の細胞株
HL-60に対する細胞増殖は、MTSアッセイに
より測定した。Alexa Fluor® 555により蛍光
ラベルした銀ナノ粒子を HL-60添加し、１時
間後の細胞内局在を蛍光顕微鏡により観察
した。 
(5) バイオミネラリゼーションペプチドと銀
ナノ粒子の親和性測定：銀ナノ粒子の親和性
は、QCM 法により測定した。銀ナノ粒子を
金コート電極に吸着させ、BSAによってブロ
ックした後、HEPES buffer中において測定し
た。得られたデータは、ラングミュアの吸着
等温式を用いてフィッティングした。 
 
４．研究成果 
(1) Buffer のバイオミネラリゼーションに対
する効果	 
	 本研究では、温和な生理的な反応条件下で、
生体分子である BMPep によるバイオミネラ
リゼーション反応を検討する。そのため、形
成されるパラジウム構造や触媒活性に対す
る、反応条件としての最も重要な bufferの効
果を解析した。その結果、HEPES bufferでは、
なめらかな球状の構造を有する比較的大き
いサイズのナノ構造体が形成された（図２）。
一方、Tris bufferでは、Buffer非存在下と同様
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な乱雑に凝集した粒子が形成された。これら
の結果は、異なる bufferの存在により、金属
表面に結合する BMPep の官能基が影響を受
けることで、得られるナノ粒子の安定性に違
いが生じることが原因であると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 多量体化・配向化を介したパラジウムバ
イオミネラリゼーション反応	 
	 パラジウムに対する BMPep のトポロジー
と価数が、バイオミネラリゼーション反応に
よって形成されるナノ構造と触媒活性に与
える影響について解析した。パラジウムに対
する BMPep として、Pd4 (アミノ酸配列：
TSNAVHPTLRHL)を用いた。PD4をトポロジ
ー分子素子 p53TetのN末端に結合させるこ
とで、空間的に制御された四量体化 Pd4
（Pd4-p53Tet）の形成が可能である。この
Pd4-p53Tet を用いることで、サンゴ状で多
孔質なパラジウムのアモルファスのナノ構
造体形成に成功した（図３）。一方、BMPep
非存在下、Pd4 のみ、p53Tet のみ、あるい
は monomer 変異体 Pd4-p53Mono の存在下
では、このようなナノコーラル構造の形成は
見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) パラジウムナノコーラルの触媒活性	 
	 Pd4-p53Tet により形成されたパラジウム
ナノコーラルは、ニトロフェノールに対する 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

高い触媒活性を有していることが、反応定数
とターンオーバー数の正確な測定から明ら
かとなった（図４）。ナノコーラル構造を形
成していないナノ粒子では低い触媒活性を
示していることから、このような高い触媒活
性は三次元構造に由来すると考えられる。 
 
(4) 銀ナノ構造体による癌細胞に対する増殖
抑制活性	 
	 粒状およびプレート状銀ナノ構造体のヒ
ト前骨髄球性白血病細胞株HL-60に対する細
胞増殖抑制活性を解析した。銀ナノ構造体の
添加により、HL-60 細胞のアポトーシスが誘
導された。興味深いことに、プレート状銀ナ
ノ構造体は、粒状銀ナノ粒子より高い細胞増
殖抑制能を示した（図５）。一方、細胞内取
り込みと細胞周期については、2 種の銀ナノ
構造体は共に顕著な差がないことが示され
た。この結果より、細胞増殖効率はナノ構造
に依存し、生理活性に対するナノ構造の重要
性と、銀ナノプレートの有用性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 多量体化・配向化を介した銀バイオミネ
ラリゼーション反応	 
	 BMPepが多量体および配向化を介して、そ
の結合能および特異性に与える影響を検討
した。銀に対する BMPep である TBP（アミ
ノ酸配列：RKLPDA） を、p53Tet の N 末端
に付加することによって TBP-p53Tetを得た。
TBP-p53Tetは、バイオミネラリゼーション反
応によって六角形ナノプレート構造を形成
することが明らかとなった（図６）。一方、
二量体変異体 TBP-p5Di は双晶型ナノプレー
トを形成し、単量体変異体 TBP-p53Mono で
は球状ナノ粒子のみしか形成されなかった。
これらの結果より、BMPepの多量体化および
配向化が、バイオミネラリゼーション反応に
よって形成される銀ナノ粒子の形状制御に
極めて重要であることが明らかに示された。 
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は、粒状銀ナノ構造と比較して、銀ナノプレ
ートに対して強く結合し高い特異性を有す
ることが示された。この結果から、BMPepの
標的に対する結合特異性は、多量体形成によ
って増強されることが明らかとなった。以上
より、TBP-p53Tetが(111)面での銀結晶成長を
抑制することによって、銀ナノプレートが形
成機構モデルを提出する（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) アミロイドペプチドをトポロジー分子素
子として用いるナノワイヤー形成	 
	 本研究では、さらに多量体化・配向化の概
念について、アミロイドペプチドをトポロジ
ー素子として用いる一次元機能性ナノワイ
ヤー形成に拡張した。 
	 我々は、アミロイドペプチドの N末端への
３アミノ酸残基付加した構造制御アミロイ
ドペプチド（SCAP）が、線維構造および線
維形成能を大きく変化させることを見出だ
している。本研究では、複数の SCAPをヘテ
ロ混合することにより、効果的な自己組織化
制御を可能とし、機能性ナノワイヤーを作製
する混合 SCAP法を開発した（図 8）。この混
合 SCAP 法を用いて形成した BMPep ナノワ
イヤー上でのバイオミネラリゼーション反
応により、TiO2ナノワイヤーを形成させるこ
とに成功した（図９）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
	 さらに、イオンモビリティ質量分析法
（IM-MS）を用い、混合 SCAP法の長鎖線維
形成メカニズムの解明を実施した。その結果、
混合 SCAPでは、ヘテロオリゴマーの形成を
介し「伸展型構造をもつ高次オリゴマーの形
成能」というユニークなオリゴマー化特性を
与えることが明らかになった。Seeding によ
る線維形成を AFM で観察した結果、混合
SCAP 法による伸長促進効果が核形成に非依
存的であり線維伸長過程に特異的に働くこ
とが示唆された。 
 
	 本研究は、多量体化・配向化が生物イベン
トである BMPep の活性および特異性を増強
することを初めて明らかとした。以上の結果
より、BMPepによるナノ構造制御には、ペプ
チド配列のみならず、多価 BMPep の立体的
配置が重要であることが示された。さらに、
本研究により開発された混合 SCAP法は、自
己組織化制御を基盤とした効果的な機能化
ナノワイヤー形成およびナノワイヤー構造
制御に極めて有用であることが示された。 
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