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研究成果の概要（和文）： 
生体内に広く存在するヘムタンパク質は補欠分子ヘムがタンパク質マトリクスに結合した

構造である。本研究では、ヘム分子を人工的にヘムタンパク質表面に共有結合で修飾する

ことにより、ヘムとヘムタンパク質が分子間で連続的につながった自己集積型ポリマーを

形成することを見いだし、その１次元〜３次元超分子構造体の構築を行った。さらに、バ

イオナノマテリアルを指向した金表面へのヘムタンパク質の高次積層手法を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
A series of hemoproteins, which are ubiquitous in nature, are holoproteins with a heme molecule as 
a prosthetic group.  In this study, we firstly found that the successive self-assembly structure of 
hemoproteins is available when we introduced a heme moiety onto the apohemoprotein surface via 
covalent linkage.  Furthermore, we demonstrated that the multilayer of hemoproteins can be 
immobilized onto the gold surface by same strategy.   
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2008 年度 7,400,000 2,220,000 9,620,000 

2009 年度 4,500,000 1,350,000 5,850,000 

2010 年度 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

年度  

年度  

総 計 15,300,000 4,590,000 19,890,000 

 
 
研究分野：超分子化学、生物無機化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：ヘムタンパク質、超分子ポリマー、ヘム、アポタンパク質、金コロイド、タンパ

ク質修飾基板 
 
１．研究開始当初の背景 
 生体内では、多種多様な巨大分子が規則的
に集合体を形成して、得られた組織体がユニ
ークな機能を発現している例が数多く見ら
れる。 たとえば、多数のサブユニットが規
則正しく結合して触媒機能を発現する複合
酵素や、タンパク質と脂質が巧みに組み合わ
さった生体膜、整然とタンパク質が集積した
ウイルスなどはその典型的な例と言える。 

このようなナノからマイクロサイズの生体
超分子複合体は、生体組織の特殊な構造体形
成や酵素機能発現の基盤となり、その分子レ
ベルでの挙動の理解と生体材料への応用研
究に対しては非常に興味がもたれる分野で
ある。 
 一方、生体系の自己集積型複合体の模倣と
して、低分子の規則的集積系が 1990 年前後
から報告されている。 特に、Lehn らは、超
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分子ポリマー(Supramolecular Polymer)とい
う語句を提案し、ホストゲスト化学の展開と
して水素結合を利用した長鎖集合体の構築
を試みた。 さらに多くのグループが、水素
結合、配位結合を組み合わせた超分子集合体
の形成を提案している。 初期の超分子ポリ
マーは、上記のように単純な小分子の積み重
ねが主流であったが、近年糖やタンパク質と
基質の組み合わせを利用した自己集合体の
報告例がある。 例えば、Harada らの数珠繋
ぎ状のシクロデキストリン集合体や、Ward ら
による、ビオチン–アビジン結合を利用した
集合系などがある。 これらは、生体分子の
特徴を活かした、より巨大な、そして制御さ
れた超分子集合体として興味深い系である。 
 これまで、多くの超分子ポリマーの構築が
報告され、適した分子設計によって、一定の
秩序を有した超分子集合体の形成が実証さ
れた。 しかし、ユニット(monomer)の分子
量が 1,000以下の小分子の積層によるモデル
研究が主であり、生体系で組織化されたタン
パク質や生体膜で見られるような超分子集
合体のモデルとしては、まだ初歩的な段階と
いえる。 次の段階としては、さらに巨大な
集合系構築への挑戦や、得られた超分子ポリ
マーの機能化への研究が必須となろう。 
 
２．研究の目的 
 近年、小分子を規則的に並べてナノレベル
の分子集合体形成に関する研究は数多く報
告されている。 しかしながら、生体高分子
であるタンパク質そのものを自由自在に組
み合わせて、巨大生体分子集合体構築をめざ
す試みはまだほとんど見られない。 本課題
研究では、ヘムタンパク質に着目し、ヘム（鉄
ポルフィリン）とタンパク質との非共有結合
相互作用を介した高次分子組織体の構築を
世界に先駆けて構築することが当面の目標
であった。 これは、分子量１万以上のタン
パク質単量体をモノマーとするタンパク質
ポリマー形成であり、新しい高分子構造体形
成への提案となる。 さらに、得られる超分
子構造体は、非共有結合で結ばれたソフトマ
テリアルであり、外部刺激に対応した超階層
制御が可能である。 機能発現（センサー、
電子移動、ガス吸蔵、触媒、医療材料などへ
の応用）を探索すると共に、水中に可溶な超
巨大分子の物性（ゆらぎ、非平衡過程、散逸
過程のダイナミクス）を評価し、タンパク質
ナノ集合体の自己組織化のメカニズム解明
と新機能の開拓を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 まず、ヘムタンパク質の多くは、ヘム分子
がヘムタンパク質の疎水性ポケットに非共
有結合及び配位結合でつながっているため、
酸処理をすることにより容易にヘムを除去

したアポ体を得ることが可能である。 また
そのアポ体の溶液に対して中性条件下でヘ
ムを添加することにより、再構成ヘムタンパ
ク質を調製することが可能である。 この特
性を利用して、我々はまず電子移動ヘムタン
パク質であるチトクロム b562を用いて以下の
ような工夫を施した（Scheme 1）。  
(A) チトクロム b562 のヘムポケットの裏側に
ある 63 番目のヒスチジンをシステインに置
換した変異体 H63C を遺伝子工学的手法で作
製する。 
(B) 補欠分子ヘムのプロピオン酸側鎖末端の
片方にスペーサーを介してマレイミド基を
修飾する。 
(C) H63C 変異体のシステイン残基のチオー
ル基に対して、マレイミド基を有するヘム誘
導体を反応させ、ヘムをタンパク質表面に共
有結合で導入する。 
(D) 得られたヘム結合チトクロム b562 の天然
のヘムを酸処理によって除去し、アポ体を調
製する。 
(E) 溶液を中性に戻すことにより、タンパク
質表面に結合したヘムが分子間のヘム—ヘ
ムタンパク質相互作用を介して、自己集積化
クラスター（ポリマー）を形成する。 

Scheme 1. 超分子ヘムタンパク質構築手法 
 
 以上の手法を用いて、ヘムタンパク質超分
子構造体を構築し、その構造と物性、及び機
能評価を行った。  
 
４．研究成果 
(1) チトクロム b562を用いた二次元ネットワ
ークの構築： 
 上記の方法に従い、チトクロム b562の１次



 

 

元ファイバー上ポリマーを構築した後に、ベ
ンゼン環の 1,3,5 位にヘムを有するヘム３量
体の要（かなめ）分子を添加することにより、
２次元に展開したメッシュ状ヘムタンパク
質クラスターを得た（Figure 1）。 さらに、
このモルフォロジーは、ヘム３量体とタンパ
ク質の比に依存し、1:40 において、非常に美
しい２次元ネットワークがグラファイト基
板上で形成することを、原子間力顕微鏡
(AFM)で観測した。 

Figure 1. ヘムタンパク質２次元構造体 AFM 像 
 
(2) ミオグロビンを用いた超分子タンパク質
ポリマーの形成： 
 酸素貯蔵ヘムタンパク質であるミオグロ
ビンの場合でも、チトクロム b562と同様に、
超分子ポリマー構造が得られた。 具体的に
は、ヘムポケットの裏側の Ala125 を Cys125
に変異させた後に、得られたチオール残基へ
同様にヘムを修飾し、ミオグロビンの自己組
織化集合体を得た。 このミオグロビンポリ
マーの酸素親和性は、単量体の天然ミオグロ
ビンと遜色なく、タンパク質の機能を保持し
たままクラスター化していることを示した。 
さらにミオグロビンポリマーの場合には、過
酸化水素処理を施すことにより、ファイバー
どうしがクロスリンクしたスポンジ状の３
次元構造体形成を SEM（走査型電子顕微鏡）
で確認した（Figure 2）。 
 

Figure 2. ミオグロビン３次元構造体 SEM 像 
 
(3) 金コロイドとヘムタンパク質のコンジュ
ゲート： 
 金属コロイド（径 10〜15 nm 程度）の表面
に、通常法方法でチオール基がプロピオン酸
末端に修飾したヘムを導入し、さらにアポチ
トクロム b562 を添加することにより、金属
コロイド表面上で、ヘムタンパク質が再構成
されることを確認した。 次に、前頁でも示
したヘムを表面に修飾したアポタンパク質
を、金コロイド溶液に加えることにより、金

コロイドの表面から、ヘムタンパク質ポリマ
ーが成長することを、電気泳動と TEM 測定
から明らかにした。 一方、ヘムを表面に有
する金コロイドとチトクロム b562の２量体の
アポ体を混合することにより、金コロイドが
ヘムタンパク質をスペーサーとして一定間
隔で拡がった自己集積構造体を形成するこ
とを明らかにした(Figure 3)。 

Figure 3. 金コロイドとヘムタンパク質の自己集積

体の模式図 
 
(4) 金電極表面上へのヘムタンパク質積層構
造体の修飾： 
 上項の応用として、次に金電極表面にヘム
を結合させ、そこにヘムをタンパク質表面に
修飾したアポチトクロム b562を加えることに
より、電極表面にヘムタンパク質が積層した
タンパク質修飾電極を作成し、その様子を
AFM で観測した。 さらにヘムの中心鉄を亜
鉛に置換した系で、同様にヘムタンパク質修
飾電極を作成した場合には、光照射により、
効率の良い光電変換が観測された。 
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