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研究成果の概要（和文）：フェリチンの空洞中にマグネタイトの結晶を成長させて均一な単結晶のナノ粒子を作
ることを目的として、(A) 酸化活性部位を持たないLサブユニットに鉄酸化活性部位を加える。(B) Lサブユニッ
トと鉄酸化活性部位を持つHサブユニットまたは(B)の変異株を適当な割合で発現させることを試みた。鉄酸化活
性部位を導入した変異株の酸化鉄の生成速度は野生株と同じ程度であった。また、HL混合フェリチンは発現させ
ることができなかった。しかしながら、Lサブユニットだけを持つリコンビナントフェリチンを用いて高温(60
℃)でpHを8.5に保ちながら合成すると単結晶のマグネタイトのナノ粒子を効率よく合成できることがわかった。

研究成果の概要（英文）：To synthesize uniform single nano-crystal in the protein (ferritin) cavity, 
we have tried mutagenesis of the ferritin subunit. Ferritin molecule is consisted in 24 of H and L 
subunits. H-subunit has an iron oxidation site and H-ferritin which has 24 H-subunits rapidly 
produces magnetite nanoparticle in the cavity and thus nanoparticles are polycrystalline. H- 
ferritin is easy to make coagulation during synthesis. L-ferritin which has 24 L-subunits can also 
produce magnetite nanoparticles even it has no iron oxidation site, whereas efficiency is lower than
 H-ferritin. Then we have introduced iron oxidation site in the L-subunit and tried to express this 
mutant with L subunits simultaneously and construct a chimera-ferritin molecule. However, the 
oxidation activity was similar as the wild type. Then, we have tried to optimize synthesis condition
 using L-ferritin and found single nano-crystal can be obtained effectively by incubating L- 
ferritin at 60 degrees with keeping pH at 8.5.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
	 フェリチンは多くの生物に存在する球状
タンパク質で、特に脊椎動物では鉄を酸化物
のナノ粒子として蓄え、体内の鉄イオン濃度
を保つ働きをしている。フェリチンは、体内
では鉄を主に取り込むが、試験管内では鉄以
外にもニッケル、コバルト、インジウム、カ
ルシウムなど様々な無機物を取り込みナノ
粒子とすることを我々や他の研究グループ
が報告してきた。フェリチンは外径が 13nm
の球状タンパク質で中心に内径 8nm の空洞
が存在する。空洞は 8カ所の親水的な通路で
タンパク質外部と通じており、そこをイオン
が通過できる。適当な溶液条件にすることで
空洞内部に無機物のナノ粒子を形成するこ
とができる。ナノ粒子の成長は空洞の大きさ
で制限され、最終的に粒径のそろった粒子と
なる。また外側をタンパク質に囲まれている
のでナノ粒子同士の凝集を防ぐことができ、
水溶液中で安定に分散する。このような特徴
を生かして分子標識や記憶媒体の素子とす
る応用を目指してきたが、ナノ粒子の多くは
数個のドメインを持つ多結晶体となり、単結
晶のナノ粒子は全体の数％に止まっていた。
大きな飽和磁化や量子効率のよい蛍光粒子
とするためには結晶性の改良が必要となっ
た。フェリチンは 24 個のサブユニットから
できており、生体内では H 型と L 型の 2 種
類のサブユニットが任意に組み合わされて
キメラ構造をしている。L型は 2次元配列を
作り易く、高濃度の金属イオン存在下でも凝
集しにくいことから、我々は L型だけからな
るリコンビナント（遺伝子より合成した人工
的なフェリチン）を使用してナノ粒子を作製
してきた。ナノ粒子の形成状況は、空洞いっ
ぱいに成長した粒子を持つフェリチンと全
く粒子を持たないフェリチンの２状態とな
ることから、結晶核の形成が律速になってい
ると予想した。フェリチンの L型サブユニッ
トで最初に金属イオンが結合する部位はわ
かっており、この場合同等の部位が 24 カ所
存在することになる。したがって各部から結
晶が成長すると考えられ必然的に多結晶と
なる。H型サブユニットには特に鉄酸化活性
部位という L 型には存在しない部位があり、
この部分でL型より早く鉄を酸化し酸化鉄の
結晶核となることがわかっている。そこで L
型で形成されるフェリチンに 1-2 個の H 型
サブユニットを入れ、たとえば 23/24が L型
で 1/24 が H 型であるフェリチンを作れば、
まず最初に H 型のサブユニットで結晶核が
形成されることになり、結晶核形成が律速で
あることから単結晶のナノ粒子を作り易く
なると考える。このような作業仮説をもとに、
フェリチン分子をどのように設計すれば単
結晶のナノ粒子を形成できるかを明らかに
することを目的とする。 
 
２．研究の目的 
	 中空構造のタンパク質の空洞中に無機物

の結晶を成長させることにより、大きさが
そろったナノ粒子を作ることができる。こ
のようにして作製したナノ粒子はタンパ
ク質が外側を覆っていることにより水溶
液中で安定に分散する。これまでフェリチ
ンと呼ばれるタンパク質を用いて半導体、
金属、磁性体のナノ粒子を作製してきたが、
ナノ粒子の結晶構造を制御することは困
難であった。当該研究では、フェリチン分
子中の L 型と H 型サブユニットの数を制
御したり、サブユニットのアミノ酸配列を
改変したりすることにより、結晶核の生成
を制御し単結晶のナノ粒子を多く合成で
きるようにすることを目指す。タンパク質
の内部を反応容器としたとき、電位分布や
金属イオンに対する結合部位が結晶成長
とどのように関係するかを明らかにする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
	 目的に示したように、フェリチンの構造
を変えることにより単結晶ナノ粒子を効
率よく生成させる方法を検討した。具体的
には以下の様なフェリチン変異体を作製
し、発現と機能を確認した。 
A) LサブユニットにHサブユニットの鉄

酸化活性部位を導入したフェリチン	
B) L 型野生株と変異体の混合サブユニ

ットを持つキメラフェリチン分子の
生成	

C) リコンビナント Hフェリチン	
D) H型とL型サブユニットの同時発現と

HL キメラフェリチン分子の作製	
E) L フェリチンを用いた単結晶ナノ粒

子の作製条件の最適化	
 
上記のフェリチンについてそれぞれ酸化
鉄(ferrihyderite) のナノ粒子形成速度を
ビピリジンの吸収変化より計測した。また、
マグネタイト(magnetite)ナノ粒子をもつ
フェリチン（マグネトフェリチン）の結晶
性を透過型電子顕微鏡(TEM)観察および
電子線回折により評価した。	
	
４．研究成果	
A) LサブユニットにHサブユニットの鉄

酸化活性部位を導入	
	 Hサブユニットの鉄酸化活性部位は27番
グルタミン酸(E27)、62 番グルタミン酸
(E62)、67 番ヒスチジン(H67)であることが
わかっている。この部位は Lサブユニット
では24番チロシン(Y24)、59番リジン(K59)、
62 番グリシン(G62)に対応している。これ
らのアミノ酸を変異させたサブユニット
を作製した。変異は Y24E,	K59E,	G62H,	
Y24E+K59E,	K59E+G62H,	K59E+L131A の 6 種
類に関して発現を行ったところ、K59E を含
む変異体はすべて不溶画分に含まれフェ
リチン分子を得ることができなかった。得
られた Y24E,	G62H の変異体について鉄酸



化速度をビピ
リ ジ ン の
529nm の吸収
を計測するこ
とでおこなっ
たが、Fe2+→
Fe3+への変化
はいずれの変
異体も野生株
の L フェリチ
ンと同じ程度
であった。最
適pHは変異体
の方がやや低
かった。K59
のアミノ酸は Lフェリチンの構造を保つ上で
重要な役割をはたしていることがわかった。
嫌気的な条件でマグネタイト粒子をもつマ
グネトフェリチンを合成させたが、TEM によ
り評価した。図１に示すように均一な大きさ
のナノ粒子を作製できたが、形成率、結晶性
とも L型野生株と同じ程度であった。	
	
B) L 野生株と変異体のキメラサブユニッ

トを持つ混合フェリチン分子の生成	
	 前述の実験により Hサブユニットの酸化活
性部位を導入した Lサブユニットの鉄酸化能
力は野生株とかわらないことがわかったの
で混合フェリチンを作製してもメリットが
ないことはわかっていたが、H フェリチンと
L フェリチンのキメラフェリチンを作製する
上での参考になるので、発現試験をおこなっ
た。プラスミド上に L フェリチン野生株
(fer0)と Y24E の遺伝子を組み込み発現させ
た。発現効率は低くなるが同時発現は実現で
きた。鉄酸化速度は野生株と同程度であった。
等電点電気泳動で２つのサブユニットが発
現しているのはわかったが、フェリチン 1分
子に同時に組み込まれているかどうかは確
認できなかった。図 2 に HPLC のサイズ排除
クロマトグラフィーTSKgelSWxLG4000 による
各種フェリチンの分離を示すが、わずかな分
子量の違いが検出できることが確認できた
ので、今後キメラフェリチンにも応用できる
か試験を行う予定である。	

C) ウマ Hフェリチンを発現させる	
	 ウマの Hフェリチンのアミノ酸配列は知
られているが、遺伝子は手持ちがなかった
ので、合成により作成した。プラスミドに
組み込み大腸菌で発現させることはでき
たが、図 3に示すようにイオン交換クロマ
トグラム流出のフェリチン画分が野生株
では単一ピークになるところが、２つのピ
ークとなった。	

それぞれのピークのフェリチンを使って
鉄の酸化速度を計測したところ、図 4のよ
うにどちらの画分もLフェリチンと比べて
２桁ぐらい早く鉄を酸化することがわか
った。ただし、後のピークのフェリチンは
鉄の酸化とともにほとんどが沈殿してし
まった。	

図 5に Lフェリチンおよび Hフェリチンで
作製した酸化鉄(ferihydrate)ナノ粒子の
TEM 像を示す。ナノ粒子の形成はどちらの
フェリチンも違いはないが、H フェリチン
は図 5B のように会合しやすい。合成中に
フェリチンが沈殿することは、H フェリチ
ンの外側の構造によるためと考えられる。
また、得られたナノ粒子もほとんどが多結

 
図 2. ゲル濾過による分離 

humanH（ヒト Hフェリチン）、fer0（ウマ L フェ

リチン野生株、fer8（Lフェリチン N端短縮型、ウ

マ・アポフェリチン（ウマ天然フェリチン） 

 
図 3. 各種フェリチン陰イオンクロマトグラフィー

の流出図 

 

図 4. 鉄酸化速度の測定 

HoHF（ウマ Hフェリチン	 P1前ピーク、P2後ピ

ーク）,	 fer0（ウマ Lフェリチン） 

 

図 1. G62Hによるマグネタイト

ナノ粒子の形成(TEM像) 



晶であることがわかった。これは鉄酸化部位
が 24 個存在することで、多くの結晶核が形
成されたためと考えられる。ヒト Hフェリチ
ンが会合しやすいのは予備実験でわかって
いたが、ウマ H フェリチンも同様であった。
このため Lフェリチンの内部に Hフェリチン
に存在する鉄酸化活性部位の導入を試みた
が前述のようにうまくいかなかった。	

	
D) HサブユニットとLサブユニットの同時

発現と HL キメラフェリチン分子の作製	
	 ウマ Hフェリチンとウマ Lフェリチンのサ
ブユニットの遺伝子を同時にプラスミドに
組み込み HL キメラフェリチンの発現を試み
た。L 型変異体と野生株で作製したプラスミ
ドと同じプラスミドを使用したが、H フェリ
チンサブユニットが発現していないことが
わかった。大腸菌の育成温度や発現誘剤 IPTG
を加えるタイミングを変えてみたが、うまく
発現させることができなかった。今後はプラ
スミドを変えるなどして混合フェリチンの
発現試験を続ける予定である。	
	
E) L フェリチンを用いた単結晶ナノ粒子

の作製条件の最適化	
	 HL キメラフェリチンの作製がうまくいか
なかったので、L フェリチンでマグネタイト
ナノ粒子を生成する際の合成条件を最適化
することで、結晶性の良いナノ粒子を作るこ
とを試みた。従来、嫌気的かつ高温(50-65℃)
の条件でフェリチンと 2価の鉄イオンを反応

させることでマグネタイトナノ粒子を合
成していたが、この条件をさらに詳しく調
べて単結晶のナノ粒子を効率よく生成す
る条件を調べた。その結果、窒素雰囲気中
60℃で pH を 8.5 に調整しながら合成する
と効率よく単結晶マグネタイトナノ粒子
を生成できることがわかった。図 6A のよ
うに作製したマグネトフェリチンを磁性
体カラムを通すことにより、より結晶性の
よいナノ粒子を精製できるようになった。
図 6C のような単結晶のナノ粒子を多く得
られるようになった。また、このフェリチ
ンを濃縮すると磁石に引き寄せられるこ
ともわかった。今後はマグネトフェリチン
の磁気的性質を測定する予定である。	
	 当初の目的では単結晶ナノ粒子生成を
最適化するためのタンパク質構造を電位
計算により調べる予定であったが、野生株
より優れた変異株を得ることができなか
ったため、計算は変異株および HL キメラ
フェリチンの作製に成功した後行うこと
にした。	
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図 5. フェリチンにより作製した酸化鉄ナノ粒

子の TEM像（負染色） 

A: ウマ Lフェリチン、B: ウマHフェリチン 

 
図 6. マグネトフェリチンの精製と高分解能 TEM像 
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