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研究成果の概要（和文）：生体内に取り込まれたナノ粒子はタンパク質と相互作用して「タンパク質コロナ」と呼ばれ
る複合体構造を形成することが知られている。安全なナノ粒子の開発にはタンパク質コロナの物性の解明が必須である
。当該研究ではカーボンナノチューブおよび荷電性のホモポリペプチドをそれぞれナノ粒子とタンパク質のモデルとし
て利用し、タンパク質コロナの形成に関する基礎知見を得た。特にポリアルギニンがカーボンナノチューブへ強く結合
するという知見は、ナノカーボン材料のタンパク質コロナ形成におけるアルギニン残基の重要性を示唆するものであり
、芳香環を有するナノ粒子全般におけるタンパク質コロナの形成機構の理解にもつながる成果となった。

研究成果の概要（英文）：The protein layners around colloidal nanoparticles, known as "protein corona", are
 formed when they are taken in living systems. The mechanism of the protein corona formation should be elu
cidated for safe development of the nanoparticles. In this study, protein corona formation mechanism was i
nvestigated using carbon nanotubes and charged homopolypeptides as models of nanoparticles and proteins, r
espectively. It was found that polyarginines were strongly bound to the carbon nanotubes, which suggests t
hat arginine residues of proteins have a critical role in the protein corona formation of carbon nanotubes
. The mechanistic insights can also be applied to other nanoparticles with aromatic moieties.
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１．研究開始当初の背景 
材料開発において安全性評価が後手に回
ることは、材料開発に対する社会的懸念を生
む要因となる。ナノ粒子の応用開発も例外で
はない。現在、ナノ粒子の安全性を評価する
細胞・動物実験が進められているが、その根
本原理である分子機構は未解明である。分子
機構の解明は、既存のナノ粒子の安全性の理
解だけでなく、新規ナノ粒子の安全開発につ
ながる重要な課題である。近年、生体内に取
り込まれたナノ粒子はタンパク質と相互作
用して「タンパク質コロナ」と呼ばれる複合
体構造を形成することが知られるようにな
った。タンパク質コロナの物性を明らかにす
ることが安全なナノ粒子開発につながると
期待されている。 
 
２．研究の目的 
本研究ではカーボンナノチューブとホモポ
リペプチドをそれぞれナノ粒子とタンパク
質のモデルとして用いることで、タンパク質
コロナの形成機構、特にカーボンナノチュー
ブとホモポリペプチドの相互作用に関する
基礎知見を得ることを目的とした。カーボン
ナノチューブは 1991 年の発見以来、ナノテ
クノロジーにおける次世代の材料として研
究開発が進められているナノ粒子である。ホ
モポリペプチドは一種類のアミノ酸からな
るポリペプチドであり、タンパク質に比べて
ナノ粒子との相互作用の解析が容易である。
研究のアプローチとしては、ホモポリペプチ
ド溶液中におけるカーボンナノチューブの
分散性の評価や分子動力学計算を行うこと
でカーボンナノチューブとホモポリペプチ
ドの相互作用を明らかにし、カーボンナノチ
ューブとホモポリペプチドによる蛋白質コ
ロナ形成機構の理解を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)カーボンナノチューブの分散 
カーボンナノチューブの分散処理には超音
波照射と遠心分離を利用した。用いたポリペ
プチドはポリアルギニン(PLA)とポリリシン
(PLL)である。0.2 または 1.0 mg/mL のポリペ
プチド溶液へ濃度が 0.2 mg/mL になるように
カーボンナノチューブの粉末を添加し、得ら
れた溶液に対して 20 W/cm2の出力密度で 0.5
時間超音波照射した後、210,000 g で 0.5 時
間遠心分離を施した。上澄み液の 70%をカー
ボンナノチューブの分散液として採取した。 
 
(2)分散性の評価 
カーボンナノチューブの分散性の評価には
カーボンナノチューブの分散溶液の吸光度
測定と蛍光スペクトル測定を利用した。カー
ボンナノチューブの分散液の紫外領域の吸
光度からカーボンナノチューブの濃度を定
量し、蛍光スペクトルから分散溶液中に含ま
れるカーボンナノチューブのカイラリティ
の同定を行った。 

(3)分子動力学計算 
カーボンナノチューブとポリペプチドの相
互作用を理解するために分子動力学計算
（GROMACS 4.5.5）を利用した。用いたカー
ボンナノチューブのカイラリティと長さは
それぞれ(7,6)および 4.6 nm である。ポリペ
プチドのモデルとして、残基数 15 のオリゴ
アルギニンとオリゴリシンを利用した。 
 
４．研究成果 
(1)ポリペプチドを用いたカーボンナノチュ
ーブの分散 
PLA および PLL 溶液中でカーボンナノチュー
ブの分散処理(超音波照射と遠心分離)を行
った結果、各上澄み溶液から図１A に示すよ
うなカーボンナノチューブの分散量が吸光
度測定から定量された。PLA と PLL を比較し
たところ、PLA の方がカーボンナノチューブ
に対する高い分散力を示した。いずれのポリ
ペプチドにおいても、分子量が大きいほどカ
ーボンナノチューブに対する分散力が強ま
ることが明らかになった。残基数が 5,10,20
のオリゴペプチドを用いて同様の実験を行
ったところ、図１B に示すように、残基数が
大きいポリペプチドほど分散力が強いこと
が確認された。特筆すべきは、5 残基のオリ
ゴアルギニンでもわずかな分散性を保持し
た点である。以上の結果から、PLA がカーボ
ンナノチューブに対する高い親和性を有す
ることが示唆された。 

 

図１ (A)ポリペプチド溶液中におけるカー
ボンナノチューブの分散量。横軸ラベルの括
弧内の数値は各ポリペプチドの分子量分布
を示している。(B)オリゴペプチド溶液中に
おけるカーボンナノチューブの分散量。R と
K はそれぞれアルギニンとリシンを意味し、
添字は残基数を示している。 
 
(2)カーボンナノチューブの蛍光スペクトル
測定 
孤立分散したカーボンナノチューブは特有
の蛍光スペクトルを近赤外領域に示す。カー
ボンナノチューブに対するポリペプチドの
分散効果を調べるために PLA(>70k) と
PLL(>30k)で分散させたカーボンナノチュー
ブの蛍光スペクトルを測定した。図２に見ら
れる各ピークはカーボンナノチューブの各
カイラリティに対応している。全体的なスペ
クトルの形は PLA(>70k)と PLL(>30k)で大き
な違いはなく、これらのポリペプチドにはカ
ーボンナノチューブの分散におけるカイラ



リティの選択性は観察されなかった。しかし
ながら、PLA(>70k)で分散させたカーボンナ
ノチューブの蛍光スペクトルのピーク位置
は PLL(>30k)に比べてわずかに長波長にシフ
トした。ピーク位置の違いはカーボンナノチ
ューブと相互作用する PLAおよび PLLの局所
的な誘電率の違いに起因すると考えられる。 

 
図２ PLA(>70k)(A)と PLL(>30k)(B)で分散
させたカーボンナノチューブの蛍光スペク
トル。 

 

(3)カーボンナノチューブとオリゴペプチド
の相互作用の分子動力学計算 
(7,6)のカイラリティのカーボンナノチュー
ブとオリゴペプチド(R15と K15)の相互作用を
分子動力学計算で調べた。(7,6)は実験試料
に含まれるカーボンナノチューブのカイラ
リティの中でも主要なカイラリティの一つ
である(図２)。分子動力学計算の結果、R15
と K15の両方のオリゴペプチドにおいて、主
鎖だけでなく側鎖もカーボンナノチューブ
と相互作用することが明らかになった(図
３)。これらのオリゴペプチドをカーボンナ
ノチューブから引き剥がすために必要な最
小限の力を計算したところ、R15では 200-225 
pN であり、K15では 100-125 pN であった。以
上の結果から、R15が K15よりも強くカーボン
ナノチューブに結合することが計算結果か
らも支持された。 

 
図３ カーボンナノチューブと相互作用す
る R15(A)と K15(B)の構造。 
 
(4)カーボンナノチューブと相互作用するオ
リゴペプチドの動径分布関数 
カーボンナノチューブとオリゴペプチドの
側鎖の各官能基の相互作用を理解するため
に、図４に示すようにオリゴペプチドの側鎖
の代表的な原子の動径分布関数を計算した。
興味深いことに、R15の側鎖の末端のグアニジ
ニウム基の位置に対応するCがカーボンナノ
チューブに最も近接することが示され、グア
ニジニウム基がカーボンナノチューブと強

く相互作用することが示唆された。このよう
な相互作用はカーボンナノチューブとリゾ
チームなどのタンパク質の相互作用に関す
る分子動力学計算でも示されている。一方、
K15では側鎖のアルキル鎖に対応する C、C、
Cがカーボンナノチューブに近接しており、
アルキル鎖がカーボンナノチューブと相互
作用することが示唆された。末端(N)がカー
ボンナノチューブの表面から離れた距離に
位置する点は R15とは対照的であり、R15と K15
の特徴的な違いといえる。 

 

図４ カーボンナノチューブと相互作用す
る R15(A)と K15(B)の側鎖の代表的な原子の動
径分布関数。 
 
(5)カーボンナノチューブとグアニジニウム
基の相互作用のメカニズム 
カーボンナノチューブとタンパク質の相互
作用に関するこれまでの研究において、アル
ギニン残基がカーボンナノチューブと相互
作用することが主にシミュレーションで示
されている。しかし、カーボンナノチューブ
とPLAの相互作用を実験と分子動力学計算の
両者から調べた例はなかった。カーボンナノ
チューブの表面は疎水性であり、このような
表面物性がカーボンナノチューブとPLAの相
互作用に寄与していると考えられる。アルギ
ニンのグアニジニウム基と類似の化合物で
あるグアニジンは平面構造を有する分子で
あり、水中ではグアニジン分子の面上は疎水
性を示すことが報告されている。したがって、
アルギニンのグアニジニウム基はカーボン
ナノチューブと疎水性相互作用すると考え
ることができる。また、カーボンナノチュー
ブとグアニジニウム基はいずれもπ電子を
有しており、π-π相互作用も関与している
ことが想定される。 
 
(6)タンパク質コロナ形成に関する知見 
一般にカーボンナノチューブとタンパク質
の相互作用には疎水性相互作用、ファンデル
ワールス力、静電相互作用、π-π相互作用
が関与していると考えられている。これらの
相互作用の中で、アルギニン残基においては
上述のように疎水性相互作用やπ-π相互作
用が中心的役割を担っていると考えられる。
実際に、リゾチームやヒストンなどのアルギ
ニン残基に富むタンパク質がカーボンナノ
チューブに対する高い分散性を示すことが
報告されている。当該研究によって明らかに
なったアルギニンのこのような性質はカー



ボンナノチューブに限られるものではなく、
グラフェンやフラーレンなどの他のカーボ
ンナノ材料にも適用可能であると考えられ
る。つまり、芳香環を有するナノ粒子のタン
パク質コロナの形成機構を理解するために
は、タンパク質の疎水性領域だけでなく、ア
ルギニン残基の関与も無視できないと考え
られる。当該研究結果は、ナノ粒子の中でも
とりわけ芳香環を有するナノ粒子のタンパ
ク質コロナの形成機構の理解につながる成
果であり、それらの安全性評価に有用な知見
をもたらした。 
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