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研究成果の概要（和文）：当該研究ではカーボンナノチューブをリガンドとするカラム（カーボンナノチューブ
カラム）を作製し、光照射によって蛋白質を分離する新規技術開発に取り組んだ。カーボンナノチューブカラム
には芳香族アミノ酸、とりわけトリプトファンを保持する性質があり、また、システインを酸化させてジスルフ
ィド結合を形成する作用があることが明らかになった。したがって、蛋白質を精密に分離するためには、芳香族
アミノ酸残基を介した蛋白質の過剰な非特異的吸着を抑制するとともに、システイン残基の酸化を抑制すること
が必須であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：A liquid chromatography column using carbon nanotubes as ligands was 
fabricated for realizing light-assisted liquid chromatography for protein separation. It was found 
that the carbon nanotubes immobilized in the column interact with aromatic amino acids, especially 
with tryptophan, and that they oxidize cysteine, resulting in disulfide formation. Thus, prevention 
of excess protein adsorption onto the carbon nanotubes and suppression of cysteine oxidation are 
necessary for fine control of the protein separation in this system.

研究分野：蛋白質科学
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質を利用したバイオ医薬品は、ターゲッ
トに対する高い特異性をもち、かつ副作用が
少ないため、従来の低分子の医薬品に代わる
高い効能が期待されている。しかしその一方
で、バイオ医薬品は溶液中で不安定であり、
凝集や変性を引き起こしやすいため、抗原性
などの問題が懸念されている。バイオ医薬品
をいかに安定に精製するかが産業応用上の
課題である。 
現在、蛋白質の基本的な精製はアフィニテ
ィクロマトグラフィやイオンクロマトグラ
フィなどによって行われているが、多くの場
合、カラムからの蛋白質の溶出には溶液の置
換が不可欠である。この溶液環境変化による
ストレスが上述の蛋白質の変性・凝集といっ
た深刻な問題の一因となっている。最近では
カラム担体に複数の結合モード（イオン交
換・疎水性相互作用など）を導入した方法が
開発され、一定の改善効果も報告されてはい
るが、これらの分離法であっても、リガンド
と蛋白質の親和性の制御は基本的に溶液条
件（pH、温度、溶質濃度）の変化に頼らざる
をえないため、溶液環境変化によるストレス
の問題を解決できてはいない。 

 
２．研究の目的 
これらの問題を抜本的に解決するための手
段として申請者は、溶液環境を変えること無
く、リガンド/蛋白質間の吸着力をカラム外部
から局所的に変化させるアプローチを着想
した。それは光に応答するカーボンナノチュ
ーブをカラムのリガンドに使用し、カラムへ
の「光照射」によって蛋白質の溶出制御を行
うという技術である。これによって溶液環境
を一切変化させることなく、蛋白質を精製す
ることが可能になる。本技術の原理は、可視
光がカーボンナノチューブの状態を変化さ
せるが、蛋白質（の多く）には作用しないと
いう普遍的な性質に基づいている。 
 
３．研究の方法 
カラム担体のアミノ基を介してカーボンナ
ノチューブを固定化させることでカーボン
ナノチューブをリガンドとするカラム（カー
ボンナノチューブカラム）を作製した。カー
ボンナノチューブカラムの物性を詳細に調
べるために、蛋白質の構成要素であるアミノ
酸をカーボンナノチューブカラムに流し、溶
出時間を測定した。また、カーボンナノチュ
ーブへの蛋白質の過剰な非特異的吸着を抑
制するために、吸着抑制添加剤の探索を行っ
た。吸着抑制力の評価軸には、各種添加剤存
在下でのバッチ吸着による未吸着蛋白質量
の測定値を利用した。カーボンナノチューブ
との酸化還元反応の同定には吸収スペクト
ル測定や質量分析などを利用した。さらに、
カーボンナノチューブと蛋白質のシステイ
ン残基の酸化還元反応を実証するために、還
元変性リゾチームを用いたカーボンナノチ

ューブの吸収スペクトル測定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）カーボンナノチューブカラムを用いた
アミノ酸の溶出実験から、芳香族アミノ酸、
とりわけトリプトファンがカーボンナノチ
ューブに対する強い親和性を有することが
明らかになった（図１）。カーボンナノチュ
ーブに対する芳香族アミノ酸の親和性は Trp 
> Tyr > Pheの順番であり、量子化学計算な
どの報告と一致する結果が得られた。また、
分子動力学計算から、カーボンナノチューブ
の曲率が小さいほど（直径が大きいほど）、
カーボンナノチューブに対する芳香族アミ
ノ酸の親和性が大きくなるという結果が得
られた。本知見から、カーボンナノチューブ
の直径を揃えることがカーボンナノチュー
ブカラムによる蛋白質の精密分離に欠かせ
ないことが示唆された。 
 

 

図１．カーボンナノチューブカラム
(SWCNT-NH2)とカーボンナノチューブ非固
定化カラム(NH2)からの各種アミノ酸の溶出
時間の関係。数値が大きいほど溶出時間が長
いことを意味する。 
 
 
（２）以上から蛋白質は芳香族アミノ酸残基
を介してカーボンナノチューブに吸着する
ことが明らかになった。カーボンナノチュー
ブカラムを使用して蛋白質を分離するには、
このような蛋白質の過剰な非特異的吸着を
ある程度抑制する必要があるため、吸着を抑
制する添加剤の探索を行った。各種アミノ酸
や塩や蛋白質変性剤などを比較した結果、蛋 
 

 

図２．各種添加剤存在下でのカーボンナノチ
ューブに対するニワトリ卵白リゾチームの
吸着量の相対値。 



白質凝集抑制剤としても知られているアミ
ノ酸であるアルギニンが有効であることが
明らかになった（図２）。さらに、アルギニ
ンは非特異的な吸着を抑制するだけでなく、
蛋白質の活性も維持させることもわかり、カ
ーボンナノチューブカラムで蛋白質を分離
する際の展開溶媒の溶質として有用である
ことが示唆された。 
 
（３）上記１の実験を進めている過程で、チ
オール基をもつアミノ酸であるシステイン
とカーボンナノチューブが酸化還元反応を
引き起こすことが明らかになった。これは当
初予期しない結果であり、この反応の詳細な
機構解明がカーボンナノチューブカラムに
よる蛋白質の分離を実現させる上で必要不
可欠であると考えた。システインは酸化する
とジスルフィド結合を形成し、シスチンに変
わることが一般に知られている。したがって、
システインはカーボンナノチューブとの酸
化還元反応によってシスチンに化学変化す
ることが予想された。実際に、システインか
らの生成物の吸収スペクトルにおいてシス
チン由来のピークが観察され、さらに質量分
析からシスチンが生成されていることが明
らかになった（図３）。 
 

 

図３．カーボンナノチューブとの酸化還元反
応によるシステインからの生成物の吸収ス
ペクトルと質量スペクトル。 (A)大気中 
(Cys/CNT/air) ま た は 窒 素 雰 囲 気 下 
(Cys/CNT/N2)で得られた生成物の吸収スペ
クトルおよびカーボンナノチューブ非存在
下で得られた生成物の吸収スペクトル
(Cys/air)。(B) Cys/CNT/airに対する質量ス
ペクトル。(C) Cys/CNT/N2 に対する質量ス
ペクトル。(D) Cys/airに対する吸収スペクト
ル。 
 
 
（４）カーボンナノチューブによるチオール
の酸化の一般性を確認するために、ジチオス
レイトール（DTT）とグルタチオン（GSH）
を用いた比較実験を行った。その結果、いず

れのチオール化合物においてもジスルフィ
ド結合の形成が確認された。反応収率は Cys 
> DTT > GSHであった（図４）。グルタチオ
ンの構造にはシステインが含まれているに
もかかわらず、システインより反応性が低下
することから、蛋白質のシステイン残基もシ
ステインより反応性が低いことが予想され
る。 
 

 

図４．カーボンナノチューブとの酸化還元反
応におけるシステイン、ジチオスレイトール
（DTT）、グルタチオン（GSH）の反応収率。 
 
 
（５）上記３，４によって明らかになったカ
ーボンナノチューブとチオールの酸化還元
反応が蛋白質のシステイン残基でも起こる
ことを、ニワトリ卵白リゾチームをモデルに
用いて実証した。還元変性リゾチームをカー
ボンナノチューブ分散液に添加した結果、吸
収スペクトルの回復が観察され、カーボンナ
ノチューブの還元が確認された（図５）。一
方で、ネイティブリゾチームの場合には回復
が見られなかったことから、還元変性リゾチ
ームがもつフリーのシステイン残基がカー
ボンナノチューブと酸化還元反応を起こす
ことが明らかになった。 
 

 

図５．還元変性リゾチームまたはネイティブ
リゾチームの添加によるカーボンナノチュ
ーブの吸収スペクトル変化。 
 
 
（６）本研究によって得られたカーボンナノ
チューブと蛋白質あるいはアミノ酸残基と
の相互作用の知見は、カーボンナノチューブ
カラムを用いた蛋白質の分離に有用であり、
蛋白質の分離技術の更なる発展に貢献する
ものである。 
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