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研究成果の概要（和文）：蛋白質を機能階層的に組織化する方法により、中空シリンダー構造のナノチューブやコア-
シェル型のナノクラスターを合成し、その分子配置や配列を利用した新しい機能の創出、さらにはそれらを用いた機能
分子システムの創製に成功した。①人工金属蛋白質、②蛋白質ナノチューブ、③蛋白質クラスター に関する成果を研
究報文22報として発表。成果内容は、新聞、英国化学会誌(Chemistry World)などで紹介され、注目を集めている。

研究成果の概要（英文）：We synthesized cylindrical hollow structured nanotubes and core-shell structured n
anoclusters by function hierarchical organization of plural proteins. New functionalities based on molecul
ar arrangements appeared, and functional molecular systems have been constructed. The results on (i) artif
icial metalloproteins, (ii) protein nanotubes, and (iii) protein clusters were published as 22 research pa
pers. Topics were highlighted by newspapers and Chemistry World (Royal Society of Chemistry), and are attr
acted considerable attention.
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１．研究開始当初の背景 
(1)はじめに 

生命現象の根幹を支え多彩な機能をつか
さどる蛋白質は、進化の過程を経て最適化さ
れてきた究極の超構造体である。その蛋白質
を機能材料創製の基本ユニットとして用い
る戦略は、合理的な分子設計の一つであり、
バイオナノテクノロジーのフロンティアと
いえる。蛋白質を機能階層的に組織化したナ
ノチューブやナノクラスターでは、ユニーク
な高次機能の発現が期待できる。 

 
(2)人工金属蛋白質 
ヒト血清アルブミン(HSA、MW: 66,500 

Da)は血漿蛋白質の約 60%を占める補欠分子
族を持たない単純蛋白質であり、血流中では
コロイド浸透圧維持のほか、各種内因性・外
因性物質(代謝産物や薬物など)を貯蔵・運搬
する役割を担っている。Fe-プロトポルフィ
リン IX(FePP)もHSAのサブドメイン IB内に
Tyr-161 との軸配位を介して結合する。HSA
は高い水溶性を持つばかりでなく、光や熱に
対 す る 安 定 性 も き わ め て 高 い 。 も し
HSA-FePP 錯体に望みの酵素活性を付与する
ことができれば、様々な環境で作用する新し
い人工酵素の一群が合成できることになり、
その応用範囲はきわめて広い。もちろん蛋白
質ナノチューブの構成成分としても有用な材
料となる。 
 
(3)蛋白質ナノチューブ 

2005年、C. Martinら(Florida Univ.)は、グル
コースオキシダーゼを多孔性酸化アルミナ
膜の細孔内に積み重ね、最後にテンプレート
をリン酸水溶液中で除去する鋳型内交互積
層法により中空シリンダー構造のナノチュ
ーブを初めて合成した(Nano Lett. 2005, 5, 
231)。その後、いくつかの蛋白質ナノチュー
ブが報告されたが、いずれもテンプレートを
溶解する際にチューブが崩れてしまう欠点
を解決することができず、応用展開には至ら
なかった。つまり、蛋白質ナノチューブを効
率よく調製し、それを先端材料として利用し
た例はなかった。 
 
(3)蛋白質クラスター 

複数個の蛋白質を有機的に連結した構造明
確な組織体では、それぞれの機能が連携・協
奏して発現するため、蛋白質単独では見るこ
とのできない多彩な機能が発現する。最も効
率的な形態は蛋白質Aを核として、その周囲
にいくつかの異種蛋白質 B を共有結合したコ
ア-シェル型ABm構造と考えられる。しかし、
これまでそのような人工蛋白質クラスターを
系統的に合成し、機能解析した例はほとんど
なかった。 
 

２．研究の目的 
本研究は、蛋白質・金属蛋白質・金属ナノ

粒子などを所望の序列で階層的に組織化す
る方法により、構造明確なナノチューブやナ
ノクラスターを合成し、その分子配置や配列
を利用した新しい機能の創出、さらにはそれ
らを用いた機能分子システムの創製を目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1)人工金属蛋白質の合成と機能解析 
 HSA 変異体(rHSA)は汎用の遺伝子組換え
法により産生した。プラスミド(PHIL-D2 
HSA)に QuikChange を用いて変異を挿入後、
ピキア酵母(GS115)内へ導入、rHSA を 30°C
で培養した。精製は透析、Blue Sepharose カラ
ム処理により行い、目的の rHSAを単離した。
得られた rHSA は SDS-PAGE により単一バン
ドであることを確認。天然型 HSA(HSA(wt))
または rHSAにFePPを包接し、各種HSA–FePP
水溶液を調製した。 
ペルオキシダーゼ活性は HSA-FePP 錯体の

水溶液に基質を加え、過酸化水素(H2O2)添加
後の反応初速度(v0)から Km(Michaelis 定数)、
kcat(触媒速度定数)を算出し、評価した。スー
パーオキシドディスムターゼ(SOD)活性はシ
トクローム c 法により評価した。さらに、カ
タラーゼ活性は残存する H2O2濃度の定量、ま
たは発生酸素の定量により評価した。 
 
(2)蛋白質ナノチューブの合成と機能解析 
多孔性ポリカーボネート(PC)膜(直径: 25 

mm、孔径: 400 nm)にシリンジポンプを用いて
ポリ-L-アルギニン(PLA)水溶液を通し、純水
で洗浄後、HSA 水溶液を通過させ、再度純水
で洗浄した。このサイクルを計 3 回行うこと
により、細孔内に(PLA/HSA)3の交互積層膜を
作成した。PC 膜を N,N-ジメチルホルムアミド
で溶解後、沈殿物を素早く凍結乾燥すること
で、(PLA/HSA)3ナノチューブを得た。同様な
方法により、最内層に α-グルコシダーゼ、リ
パーゼ、コンカナバリン A、抗 HBsAg 抗体を
配置したナノチューブ、さらにはフェリチン、
金ナノ粒子を階層成分としたナノチューブを
合成した。形態観察は、FE-SEM、TEM 測定
により行った。 
最内層の酵素活性については、ナノチュー

ブの水分散液に基質を入れ反応させた後、遠
心分離でナノチューブを除去し、得られた上
澄みに含まれる生成物を定量することにより
評価した。 
 B 型肝炎ウイルス(HBV)捕捉能は、ナノチ
ューブを遠心分離で除去した後の上澄みに含
まれる HBs 抗原(HBsAg)量の測定(化学発光
酵素免疫測定法)および DNA 量の測定(PCR
法)により解析した。 
 



(3)蛋白質クラスターの合成と機能解析 
ヘモグロビン(Hb)のリシン残基に α-(N-ス

クシンイミジル)-ω-マレイミド型架橋剤を
反応させ、分子表面にマレイミド基を構築し、
それを HSA 溶液中に滴下することにより(ヘ
モ グ ロ ビ ン - ア ル ブ ミ ン ) ク ラ ス タ ー
(Hb-HSA3)を合成した。HSA には還元型シス
テインが 1 つ(Cys-34)しかないため、得られ
る分子は必ず Hb がコア、HSA がシェルのコ
ア-シェル型構造となる。反応生成物は HSA
結合数の異なる多量体の混合物であったが、
サイズ排除クロマトグラフィー(SEC)により
クラスター成分を分取・単離した。酸素親和
性は Hemox Analyzer を用いて測定し、P50(Hb
の 50%に酸素が結合した際の酸素分圧)、Hill
係数(n)を決定した。 
 
４．研究成果 
(1)人工金属蛋白質の創製 

HSAの内部に独自の精密化学空間を構築し、
そこへ金属ポルフィリンや金属イオンを配位
結合させることにより、機能デザインされた
人工金属蛋白質の一群を合成した。 

我々は部位特異的アミノ酸置換により
HSA-FePP錯体の軸配位子をTyrからHisに変
換すると、得られた組換え HSA(rHSA)-FePP
錯体が Hb のように酸素を可逆的に吸脱着で
きることを見出している(J. Am. Chem. Soc. 
2007, 129, 11286)。そこで、まずペルオキシダ
ーゼ活性を有する rHSA-FePP 錯体の設計・合
成を試みた。西洋わさびペルオキシダーゼ
(HRP)のヘムポケット構造を模倣し、ポルフ
ィリン環の真下にある Ile-142 を His(近位
His)に変換、さらに遠位 His を 182 位置に導
入した(図 1A)。グアイアコール酸化反応にお
ける rHSA-FePP 錯体のペルオキシダーゼ活
性は、天然型 HSA(wt)-FePP に比べ 17 倍に増
大した。また、FePP を Mn-プロトポルフィリ
ン IX(MnPP)に置き変えると、スーパーオキ
シド(O2

‒)不均化能(SOD 活性)を発揮するこ
ともわかった(図 1B)。HSA の N 末端に Cu2+

イオンが結合することは古くから知られてい
たが、HSA-Cu 錯体が高い SOD 活性を有する
ことも明らかにした。生体投与可能な O2

‒消
去剤として期待されている。 

(2)蛋白質ナノチューブの創製と機能展開 
PC 膜をテンプレートとした鋳型内交互積

層法により、蛋白質や金属蛋白質からなる中
空シリンダー構造のナノチューブを合成した。
得られたチューブの一次元内孔空間が、分子
捕捉／酵素反応／物質合成に利用できること
を実証した。さらに、金属ナノ粒子を階層成
分として組み込んだナノチューブの微細構造
と触媒能を解明。得られた中空管を基板表面
に対して垂直に固定することで、高密度ナノ
チューブアレイを構築した。 

多孔性 PC 膜(孔径：400 nm)の内孔表面に
HSA と PLA の交互積層(Layer-by-Layer)膜を
作成し、最後にテンプレートを除去すると、
均一で柔軟な蛋白質ナノチューブが得られた。
チューブの外径は PC 膜の孔径により調節可
能、複数の蛋白質を任意の順序で階層的に組
織化することで、内孔／管壁／外表面にそれ
ぞれ望みの機能が付与できる。例えば、最内
層に α-グルコシダーゼを配置したナノチュー
ブの内孔ではグルコピラノシドの加水分解、
リパーゼを配置したナノチューブの内孔では
ラクトンの開環重合が生起し、コンカナバリ
ン A を配置したナノチューブの中にはデキス
トランが分子量依存的に取り込まれた。 

フェリチン(Fr)は生体内で鉄イオンの捕
捉・貯蔵の役割を担い、内部に直径 6 nm の酸
化鉄コアを有する球殻状蛋白質(直径 12 nm)
である。(PLA/Fr)3ナノチューブを調製し、熱
処理(500 ºC)により有機成分を完全に除去す
ると、酸化鉄(α-Fe2O3)ナノ粒子(直径 約 5 
nm)のみからなるナノチューブが得られた。
この赤褐色のナノチューブは超常磁性や高い
光触媒活性を示す。また、Fr 内部の金属イオ
ンを置換することで、酸化鉄以外の金属酸化
物(CoO、CuO)ナノチューブも合成できるこ
とがわかった。 

B型肝炎はHBVの感染により発症する肝疾
患であり、肝硬変、肝癌へ進展する危険性を
有する。感染能力のあるHBV(Dane 粒子：DP)
は、直径42 nmのDNAウイルスで、その外殻は
HBs抗原(HBsAg)から構成されている。最内
層に抗HBsAg抗体を配置したナノチューブを
調製、抗原-抗体反応を利用してDPのみをサ
イズ選択的に蛋白質ナノチューブの内孔へ捕
捉することに成功した(捕捉率：99.9%)。 

これらの成果は、英国王立化学会誌 
Chemistry World や 新 聞 ( 日 経 産 業 新 聞
2013.7.24)で紹介され、国内外から大きな注目
を集めている。 
ナノチューブの階層成分に金ナノ粒子

(AuNP)を組み込むことも可能である(図 2)。
HSA と AuNP からなるナノチューブを触媒と
して、NaBH4による p-ニトロフェノールの還
元反応を行ったところ、高い触媒活性が観測
された。また、AuNP を含むナノチューブは
比較的剛直なため、ガラス基板上に共有結合

 
図 1．人工金属蛋白質(rHSA-FePP 錯体)のヘムポケット

構造 (A)ペルオキシダーゼモデル、(B)SOD モデル． 



で固定することもできる。内孔にチューブを
保持した PC 膜を α,ω-ビス(スクシンイミジ
ル)架橋剤を介してアミノ化ガラス上に密着
させ PC 膜を溶解除去すると、ガラス表面に
垂直かつ高密度に配列したナノチューブアレ
イが得られた。バイオチップ(リアクター、セ
ンサー)、分子捕捉素子としての応用が期待さ
れる。 

(3)蛋白質クラスターの創製 
Hb を核として、その分子表面に HSA を結

合したコア-シェル型の(ヘモグロビン-アル
ブミン)クラスター(Hb-HSA3)を合成した(図
3)。その構造と酸素配位能を明らかにすると
ともに、HSA ユニットに仕掛けた機能により
Hb の酸素結合能を制御することに成功した。 

Hb-HSA3 クラスターの蛋白質定量、CD ス
ペクトル測定から HSA/Hb 比 = 3 を確認。ク
ラスターの等電点(pI)は 5.1 と低く、HSA の
値とほぼ同等であったことから、分子表面は
HSA で覆われていると考えられる。  

Hb-HSA3 クラスターの AFM 像(水中)には
多くの三角形構造が見られ、Hb の周囲に HSA
が 3 分子結合した形状が確認された(図 3)。
さらに、TEM 像(6,567 個)からクラスター分
子の三次元再構成を行い、立体構造を解明し
た。Hb-HSA3の P50は 9 Torr、Hill 係数(n)は
1.5 (37°C)と低く、ヒト赤血球(P50 = 27 Torr、
n = 2.7)に比べ酸素親和性は高い。 
一般に赤血球内部で自動酸化した metHb は、

フラビン蛋白質を介する metHb 還元系により
還元される。Hb-HSA3 クラスターの HSA ユ
ニットにフラビン誘導体を包接し、外部添加
したNADHから内部への電子伝達経路を構築
すると、中心 metHb が徐々に還元された。 

また、HSA ユニットに活性酸素消去能を有
する白金ナノ粒子(直径 1.8 nm)や MnPP を結
合させたハイブリッドクラスターは、H2O2水
溶液中でも酸素化 Hb 部位が安定に保たれる
ことがわかった。 

本研究で得られた Hb-HSA3 クラスターは、
安全性・有効性の高い新しい人工酸素運搬体
(赤血球代替物)として期待され、現在、実用
化に向けた開発が進んでいる。これらの成果
は、新聞(日経産業新聞 2013.5.14)で報道され、
医療分野から大きな関心を集めている。 

 以上、蛋白質ナノチューブや蛋白質ナノク
ラスターの基礎化学を確立するとともに、そ
れらを用いた機能分子システムの創製に成功
した。 
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