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研究成果の概要（和文）：生体タンパク質をシリカナノ細孔中に入れ、生体外で安定に機能させる方法を開発した。光
合成の光反応を担う巨大タンパク質複合体（直径21ナノメートルの光化学系ⅠとⅡ反応中心複合体）を各々精製し、そ
のサイズに合わせてシリカを自己会合させて作った細孔中に導入した。シリカ構造体は粒子状、ガラス板状、アルミナ
薄膜上の３種を用い、いずれでもタンパク導入に成功した。光化学系Ⅱ―シリカ複合体は光で水を分解して効率よく酸
素をだした。光化学系Ⅰ―シリカ複合体はアルミナ薄膜内に、光照射により強い還元力を作り出した。さらに光で色を
自由に変える光センサー蛋白入りの基板も作成した。これらの応用も検討した。

研究成果の概要（英文）：Photosynthetic proteins were incorporated into silicananopores, which were made 
inside three types of mesoscopic silica materials with　shapes of powder (μm size particles), glass 
plates and thin alumina-plates. As the protein materials, photosystem I and II reaction center complexes 
(PSI-, PSII-RCs) with molecular diameters of 21 nm containing 50-100 pigments were used. They were 
incorporated into silica nanopores with a 25-100 nm diameter made inside micrometer-size particles (FSM, 
SBA) or inside the large 300 nm pores that penetrates an alumina plate of 60-μm thickness. PSI-RC was 
stable inside the nanopores and rapidly photoreduced methyl viologen. The reduced dye was stablized 
inside nanopores and produced H2 by hydrogenase. PSII-RC in nanopores efficiently produced molecular 
oxygen from water by light enegry. The hybrids of protein-silica mesoscopic materials provide new 
platforms for the photoreactions and artificial photosynthesis.

研究分野：生物物理学
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研究開始当初の背景	
  
 
(1)タンパク質の新しい反応場の検討：  
タンパク質の構造、機能が続々とわかりつつ

ある。生体中での反応に最適化されたタンパ

ク質を人工環境下で、生命から切り離して

働かせ、さらに変えることができれば、

まったく新しい機能が出せるはずである。

しかし、タンパク質の多くは生体外では

不安定で、能力を十分発揮できない。水

が供給され、なおかつタンパク質を集約

し、安定に保持できる生体外環境が必要

である。  
 
(2)シリカの自己集積で形成されるメソポ
ーラス構造は、大きな内部表面積をもち、

内部に数 nm サイズの細孔を多数もち、

水とともに小分子を取り込むことが知ら

れている。多數の-OH 基をもつシリカ表面

は水よりやや疎水的で、タンパク質特に膜タ

ンパク質との良好な相互作用が想定された。

しかし、分子量の大きなタンパク質を取

り込めるには大きな細孔径をもつ多孔体

が必要である。内部で安定化できるか、

反応を維持出来るかなどは未知であった。

細孔の直径をさらに大きくして、巨大タ

ンパク質を導入できるようにすれば、光

合成や薬理、呼吸作用をもつような膜タ

ンパク質を外部条件下で働かせることが

可能となり、制御や応用の可能性も広が

ると。粒子状、ガ

ラス板状、アルミ

ナ板内に作成さ

れた貫通型細孔

の３種類の基材

の利用を計画した。  

(3) 多様な生体光反応系の利用：絶対嫌気
性や好気性の光合成細菌、酸素を出すシアノ

バクテリアや珪藻類（Ikedaら 2013）、亜鉛ク
ロロフィルを使う細菌、藻類、植物、珊瑚、

人工系）など多様な光合成が知られている（伊

藤	
 2013）。新型の青、赤、緑センサー蛋
白質の反応機構もわかってきた。209 年まで
のトヨタ自動車との共同研究でシリカ多

孔体 FSM,	
 さらに大きな細孔径をもつ
SBA などを利用してその内部に光合成タ

ンパクをいれ光反応をする方法の特許２

件を取得。さらに実用的な系を作りたいと考

えた。 

(4)タンパク質の導入。生体物質は地球上
での 38億年の生命進化により高度に進化し、

細胞システムの作り出す環境の中に美しく

調和している。しかし、生命もモノで、モノ

の集積物が組織体を創りだす。外部環境では

たらかせれば、新たな反応が生まれるだろう。	
 

	
 従来、市販の酵素、シトクロム、ヘム等の

タンパク質をシリカ細孔内への導入例はあ

ったが機能発現や評価は不十分であった。	
 

我々は、光合成光反応の分子機構を研究し、	
 

種々の膜タンパク質を扱ってきた。膜タンパ

ク質は機能性色素を結合し、その状態や反応

の定量評価方法も確立され、さらに好熱性の

紅色光合成細菌 Thermochromatium	
 tepidum

からは熱安定な光合成色素アンテナタンパ

ク質と反応中心タンパク質(pRC)を精製し、

粒状のシリカメゾスコピック構造内への導

入に成功していた。本計画ではこれを一層巨

大な膜タンパク質 PSI や PSII にも適用した。	
 

 
２．研究の目的 
 
(1) 光合成反応タンパク質をシリカナノ
細孔中にいれる。  
上図に示す光合成タンパクのうち細菌型

光合成に働くアンテナ LH2 と反応中心
RC はシリカ FSM の８nm 細孔内に導入
できたので、更に大きな植物光合成に働

く光化学系Ⅰ、Ⅱ反応中心を、より大きな孔

径をもつシリカ化合物 SBA を作成して、内
部に導入する。 
 
(2) 不安定な光合成系を安定化して、水素
を発生するヒドロゲナーゼや、Ru 錯体な
どと組み合わせたエネルギー変換系を作

る。  
 
(3) 光センサータンパク質を、シリカ細孔
内で働かせる。 
単純で安定な酵素のシリカ内への導入例は

多いが、シリカ内でのタンパク質の反応様式

は殆どわかっていない。光反応タンパク質は

色素をもつので、反応を吸収スペクトルや蛍

光スペクトルの変化でさぐりやすい。 
 
(4) 3 種のシリカ多孔体粒子・基板との組
み合わせで、新しい人工光合成素子を作
る。  
細孔径 2-10nm の FSM（fabricated	
 silica 



mesoscopic material）, 細孔径を 30nm程度
まで大きくできる SBA は共に、外経が数ミ
クロンの粉末状である。ホウ珪酸ガラス基板
は孔径 2-30nm、厚さ１mm の板ガラス状で
あり,さらにNAM（孔径 13nm）は厚み 50-100
ミクロンで直径４ cm のアルミナ円盤に
200nmの孔を電解であけ、その中にシリカ細
孔を結晶成長させたものである。 
 
FSMと SBAはこれまでの共同研究で豊田中
央研究所から供給された、現在では市販品も
入手可能となった。これ以外は産総研から提
供を受けた。これらと上記タンパク質を組合
せて、あらたな光反応系（素子）をつくる。 
 
タンパク質—シリカの組合せで天然（有機）—
人工（無機）のハイブリッド反応系を作り、
人工光合成も検討する。 
	
  
３．研究の方法 
 
(1) 光合成タンパク質の作成。バクテリア
型反応中心複合体とアンテナタンパク質複

合 体 は 、 好 熱 性 紅 色 光 合 成 細 菌

Thermochromatium tepidum を培養し、
細胞破砕の後、表面活性剤 LDAOで処理し
て得た。光化学系ⅠとⅡ反応中心複合体は

好熱性シアノバクテリアを培養、細胞破砕

の後、表面活性剤ドデシルマルトシド処理

した後精製した。水溶性フィトクロム様セ

ンサーAnPixJ 蛋白質は、これまでに東大
池内昌彦教授の研究室と共同研究を進めて

反応機構を解明してきた。His-tag 付き好
熱性シアノバクテリア蛋白質の遺伝子を導

入した大腸菌の提供を受けて培養精製した 
 
(2) シリカ試料の入手。内部細孔の孔径を
変えた粒子状シリカ細孔体（FSM, SBA）
は、トヨタ中央研究所から提供された。ホ

ウ珪酸ガラス多孔体は関西産総研より提供

をうけた。アルミナ〜シリカ多孔体(NAM)
は東北大学より提供をうけた。 
 
(3) タンパク質吸着の評価。シリカ細孔の
孔径、その中へのタンパク質複合体の吸着

は N2の吸着曲線から計算した。 
 
(4) シリカ細孔内でのタンパク質機能の評
価。タンパク質の吸着は共焦点顕微鏡によ

る直接観察、低温蛍光スペクトル法による

色素系の状態の評価、閃光励起後の過渡吸

収測定による色素の吸収変化＝電子移動反

応の追跡、ピコ秒蛍光寿命測定による光エ

ネルギー移動過程の追跡、極低温電子スピ

ン共鳴法による電子スピンの測定と分子配

向の測定、などの光合成研究で光化学反応

を評価する高度な方法で行った。 
 
	
 

４．研究成果	
 	
 

	
 

(1) 様々な形状のシリカ多孔体（ミクロ粒子状、
ガラス基板、アルミナ基板中に）内に形成した

シリカナノ細孔中に、光合成反応中心膜タンパ

ク質複合体である光化学系II反応中心(PSII)二
量体、光化学系I反応中心(PSI)３量体、あるい
は、TiO2などの光機能分子を、光反応活性を
維持して導入する技術を確立した。これらによ

り、大気酸素中で、太陽光で機能する光駆動の

電子移動系、水分解系、水素発生反応系をつく

りだすことができる。また、拡散律速条件を利

用した特異な反応環境をナノ細孔内に形成す

ることに成功し、その特性を報告した(Nojiら

2013)	
 	
 

	
 

(2) PSIIは、光反応により水から電子を取り出
し酸素を出す植物の巨大タンパク質複合体で

ある。二量体で分子量756 kDa、サイズ20 nm x 
12nmの色素、電子担体分子40以上をふくむ	
 
(次図)。	
 

PSIIを好熱性シアノバクテリアT. vulcanusより
表面活性剤添処理で、単離・精製し、外径約5μm
の粉末状多孔質材料(SBA )と混合した。この内
部への吸着パターンの解析と、PSIIの活性と熱
安定性評価を行った。SBA内部の径23 nmの細
孔中に５％重量のPSIIが吸着されると、活性と
熱安定性が強化された。長時間の酸素発生活性

を確認した。(Nojiら2013) 

10 s
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(3)	
 非酸素発生型の絶対嫌気性光合成細菌ヘ
リオバクテリアのI型反応中心の吸着にも成功
した。光化学系I(PSI)複合体ののSBA内への吸
着に成功した（論文準備中）.	
 
 
(4)	
 0.05mm厚のアルミナ基板を貫通する細孔
中に自己会合させて作った13nmシリカ細孔中

に、T. vulcanus PSI反応中心三量体を吸着させ
た（Kamidakiら 2013）。細孔内では、PSI三量
体のc2中心軸をほぼ薄膜面に平行（細孔軸に垂
直）させる規則的配列をとることを、電子スピ

ン共鳴法により確認した。このような細孔内で

分子を並べる技術が生まれた。	
 

	
 
 

 
 

 
 
 
(5) 光センサータ
ンパク質(Narikawa
ら2015)をホウ素珪
酸ガラス板内に吸

着し、光照射で色が

変わる基板を作っ

た(未発表)。 
	
  
 
(6) ナノ細孔内に複合反応系を構築した。	
 
内部に無数の細孔をもつ、ホウ素珪酸ガラス板

内にRu化合物と小分子メデエーター（DCIPや
ヴィオローゲン）、ヒドロゲナーゼ酵素タンパ

クを同時に導入した(Nojiら2014)。	
 
	
 

これにより光で作られる反応産物が外部拡散

せず、逐次反応するミクロ反応系を構築した。

さらなる効率増加、反応最適化を検討している。	
 

	
 
	
 

(7)	
 本研究では、1)光反応タンパク質をナノメ
ートルサイズのシリカナノ細孔中へ導入し機

能させる、2)タンパク質機能を生体外で発揮さ
せる。3)シリカは光をよく通すので、光合成や
光センサータンパク質を入れた無機―生体ハ
イブリッド反応系を構築できた。4）これを利
用して、光エネルギーで、水から電子を取り出

し、電力や水素の発生をする天然/人工ハイブ
リットの「人工光合成系」を作り出す基礎が出

来た。	
 

	
 

(8)	
 拡散速度が分子サイズで異なる細孔内で

の特異な反応環境についての基礎データを得

た。	
 

	
 

(9)	
 タンパク質複合体やヒドロゲーナーゼを

規則的に内部配列させ強い還元力を発生する

シリカーアルミナ薄膜系」（Nojiら2014）、「シ

ート状に配列させたPSI」(Koedaら2013)等の,
新機能素材の作成に成功した	
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