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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，均一シリカメソ多孔体であるメソポーラスシリカ細孔内での過冷却水（概
ね-20℃～-60℃）を利用することで，バルク水溶液系では不可能である低温生化学実験系の構築にある。時間分解蛍光
測定から細孔内過冷却水の微視的粘度は小さく，良好な分子拡散が可能な場であることを確認した。細孔内過冷却水中
では，希薄水溶液中では熱力学的に不可能である短鎖DNA二本鎖形成が可能であることを見いだした。一方，細孔内過
冷却水の凝固/融解挙動がタンパク質の細孔内吸着に依存することを見いだし，細孔内タンパク質の中性子散乱測定に
成功した。以上，メソポーラスシリカを利用した低温生化学実験系の有効性を実証した。

研究成果の概要（英文）：Cryobiology is one of important approach to study structure and function of 
biomacromolecules such as DNA, RNA, and proteins. The purpose of this study is application of supercooled 
confined water within mesoporous silica for low-temperature biochemical experiments.
Time-resolved fluorescence study revealed good molecular diffusion within the supercooled confined water. 
In study on duplex formation of short-DNA fragments, it was revealed that the silica pore with 
supercooled water could be used to achieve the duplex formation, which could not be occurred in bulk 
water system. On the other hand, we found that freezing/melting behaviors of the pore water were strongly 
depended on the amount of protein confined inside the pore. The morphology of protein inside the pore was 
successfully observed by neutron scattering. These results indicated availability of mesoporous silica 
for the low-temperature biochemical experiments of biomacromolecules.

研究分野： 分析化学

キーワード： メソ細孔　過冷却　タンパク質　DNA
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１．研究開始当初の背景 
 摂氏 0℃以下の低温環境での生化学実験は、
分子生物学の基本問題の一つであるタンパ
ク質の構造と機能を研究するための重要な
アプローチであり、低温生物物理あるいは低
温生化学と呼ばれる研究分野に属する。主に
疎水性相互作用によって維持されるタンパ
ク質の高次構造は、正のエントロピー項に支
えられるため、低温になるにつれて不安定に
なると考えられている。従って、氷核生成が
抑制された特殊な低温環境水を人為的に作
り出すことで、タンパク質の変性を研究する
ことができる。また、低温水中での酵素触媒
反応では一連の反応ステップが差動的に遅
れるために、低温酵素反応実験は複雑な酵素
触媒反応の中間体を特定する有効な手法で
ある。低温生化学実験系を構築するためには，
0℃以下でも溶媒が凝固しない過冷却状態を
安定的に発現させることが求められる。 
 メソポーラスシリカは，比較的均一な細孔
構造を持つ均一メソ多孔体であり，その細孔
内では過冷却水が安定的に存在可能である
ことが分かっている。細孔内水の凝固点は細
孔サイズと構造によって変化し，概ね-20℃〜
-60℃の範囲に凝固点があることが分かって
いる。また，X 線や中性子を利用した分光分
析，および熱分析によって，細孔内過冷却水
の構造，運動性，密度などに関する情報が既
に得られている。このような細孔内過冷却水
は，溶媒水が凝固しない低温生化学実験系と
して有効と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、過冷却水を内包するメソポー
ラスシリカ細孔内を『低温反応分析場』と位
置づけ、タンパク質の機能解明に関わる『低
温生化学実験系』を構築することを目的とし
た。具体的には，(1) メソ細孔内（数 nm〜数
十 nm）過冷却環境の評価，(2) メソ細孔内低
温生化学実験系の構築，の 2 課題を中心とし
て研究を展開することとした。 
 
３．研究の方法 
 各研究課題において以下の研究を遂行し
た。 
(1) メソ細孔内過冷却環境の評価 
 物質拡散，および平衡定数の温度依存性は，
シリカ細孔を利用した低温反応場の特性を
議論するために必要不可欠である。そこで，
以下のモデル実験系を構築し，検証を行った。 
①細孔内過冷却水の粘性評価 
 粘性プローブであるローダミン色素の蛍
光寿命解析から，細孔内過冷却水の粘度の推
定を行った。 
②包接錯体平衡の温度依存性 
 シクロデキストリンと有機分子の包接錯
体形成は，生体高分子と基質間の相互作用を
考えるためのモデル反応と考えられる。そこ
で，シクロデキストリンとクマリン色素の包
接錯体平衡を蛍光測定から検証した。 

(2) メソ細孔内低温生化学実験系の構築 
①モデルタンパク質の選定 
実験系構築に用いるモデルタンパク質の選
定が必要不可欠である。そこで，バルク溶液
系での挙動が既知であり，測定が容易な光捕
集複合体 LH2，およびミオグロビンについて
シリカ細孔内における構造と熱安定性に関
する検証を行った。 
②DNA を用いた実験系の構築と特性評価 
DNA は比較的簡単な 2 次構造をとるために，
その構造の決定や安定性評価が比較的容易
である。ここでは，3〜5 塩基の短鎖 DNA 二
重鎖，およびヘアピンループ構造をモデルと
した低温生化学実験系の構築を行った。また，
細孔サイズの影響を中心として，構築した実
験系の特性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) メソ細孔内過冷却環境の評価 
①細孔内過冷却水の粘性評価 
 メソポーラスシリカの細孔内壁に APTES
（3-Aminopropyltriethoxysilane）の単分子層を
形成後，ローダミンイソチオシアネートを結
合させた（図 1）。APTES 修飾後の実効細孔
径は 3.1 nm である。このように固定化したロ
ーダミンの時間分解蛍光を 20℃〜-50℃の温
度範囲で計測した。その結果，細孔内ローダ
ミン色素の蛍光寿命は，バルク水系とバルク
アルコール系の中間に位置することが分か
った（図 1）。測定した蛍光寿命は，温度と粘
性に関する VTF（Vogel-Tmmann-Fulcher）式
から解析し，細孔内水の微視的粘度を推定し
た。その結果，温度が 20，0℃についてはそ
れぞれ 0.55 mPa，0.80 mPa であった。また，
過冷却状態については，2.3 mPa（-30℃），12 

 
図 1 メソポーラスシリカ細孔（細孔径
3.1 nm）内に固定化した RhB の模式図，
およびバルク溶媒系と細孔径における
RhB 蛍光寿命の温度依存性 



mPa（-50℃）と推定された[1]。このように，
過冷却水の粘度は温度低下によって一桁程
度大きくなるものの，-50℃においても常温の
ヘキサノール程度であり，溶媒粘度の面から
は比較的良好な物質拡散が可能であること
が分かった。以上，細孔内過冷却水が，物質
拡散が関与する反応場として利用可能であ
ることが示された。 
②包接錯体平衡の温度依存性 
 細孔（細孔径：70 nm）の内壁に APTES を
介してクマリン色素を固定化（図 2）し，固
定化クマリンと-シクロデキストリン（以下，
CD）間の包接錯体平衡を検証した。ここでは，
包接錯体形成によるクマリン蛍光の増大を
利用して，Langmuir 吸着定数（CD の表面固
定化クマリンへの吸着）を算出し，その温度
依存性を議論した。常温付近における吸着定
数の van’t Hoff プロットから解析された熱力
学的パラメーターは，-8.0 kcal mol-1（H），
-6.1 kcal mol-1（TS）であり，包接錯体形成
がエンタルピー駆動の発熱反応であること
が分かった。これは，過冷却環境で包接錯体
形成が促進されることを示唆する。実際に，
-40℃までの蛍光測定からその事実が確認さ
れた（図 2）。以上，過冷却環境においても，
常温近傍で推定される熱力学的パラメータ
ーに従って，分子間反応が進行することが示
唆された[5]。 

 
(2) メソ細孔内低温生化学実験系の構築 
①モデルタンパク質の選定 
 光捕集複合体 LH2 は，バクテリオクロロフ
ィル（BCh）を含む-ポリペプチドがリン

グ状に配列した膜タンパク質であり，その近
赤外吸収は，リング状構造の変化を鋭敏に反
映する。そこで，細孔内における LH2 の近赤
外吸収スペクトル測定から，シリカ細孔内に
おける LH2 構造安定性の特異性，および低温
環境での構造を検証することを目指した。こ
こでは，2.4〜10.4 nm の間で細孔径が異なる
一連のメソポーラスシリカを合成し，そこに
吸着した LH2（茨城大学大友教授より提供）
の吸収スペクトルおよび円二色性スペクト
ルの温度依存性を測定した（図 3）。その結果，
シリカ細孔内とバルク溶液分散系で，LH2 の
構造と熱安定性に大きな変化が無いことが
分かった。その理由として，リング状構造を
形成する疎水性相互作用が LH2 の構造安定
性を決定しているための推察される[7]。この
ように細孔内外で構造安定性に変化が無い
タンパク質では，低温生化学実験系の有効性
を打ち出せないと判断し，ミオグロビンを利
用した実験について次に検討した。 

 
 ミオグロビンは，8 個のヘリックスが連結
し，中心ヘムを取り囲む構造のタンパク質で
ある。これについては，細孔サイズ依存して，
細孔内における構造安定性が極端に変化す
ることを吸収スペクトル測定から見いだし
た。また，熱分析（DSC 測定）から，ミオグ
ロビン自身の低温変性は-60℃までの温度範
囲で確認されなかったものの，ミオグロビン
存在による細孔内過冷却水の凝固点変調，と
いう興味深い結果が得られた（図 4）。以上の
結果から，ミオグロビンを利用した低温生化
学実験系の開拓の道を開くことができ，今後
行っていく予定である。また，申請書段階で

 

図 3 メソポーラスシリカ細孔内に導入
された LH2 の模式図，および細孔径の異
なるメソポーラスシリカ（MPS-xx; xxは
細孔径[nm]）に吸着した LH2 の近赤外吸
収（B850 吸収帯と B800 吸収帯のピーク
強度比）の温度依存性 

 
図 2 アルミナ細孔内壁に固定化したク
マリン色素の模式図，および-CD 存在下
でのクマリン蛍光の温度依存性 



計画していた中性子散乱測定について，ミオ
グロビン吸着メソポーラスシリカの測定を
行った（J-PARC，2015 年度トライアルユー
スで採択）。その結果，細孔内ミオグロビン
の配列状態に依存した散乱スペクトル（詳細
は解析中）が得られた。メソポーラスシリカ
細孔内におけるタンパク質の中性子散乱測
定は，この結果が初めてであり，細孔内水の
集団運動やタンパク質の揺らぎ測定が可能
である，中性子を利用した研究の端緒を開い
た。 

 
②DNA を用いた実験系の構築と特性評価 
 DNA 二重鎖形成は，塩基対数が 4 個以下で
はそのG は正であり，水溶液中では自発的
に進行しない。ここでは，細孔内過冷却水を
利用することで，塩基対数が 3 の短鎖 DNA
二重鎖形成平衡を低温環境で制御可能であ
ること，過冷却水を内包する細孔内で二重鎖
形成が効率的に進行することを見いだした。 
 具体的には，アデニン，およびチミンの三
量体である DNA（AAA, TTT）をアミン
（TMAP: trimethyl aminopropyl）修飾したシリ
カ細孔内（実効細孔径：2.4 nm）に閉じ込め
て，30℃〜–50℃の温度範囲で二重鎖形成率
を FRET（蛍光共鳴エネルギー移動）測定か
ら測定した（図 5）。図 6(a)に示すようにバル
ク水溶液系では観測されなかった FRET 応答
が，細孔径で明瞭に観察できることが分かっ
た。また，図 6(b)に示すように FRET 応答は
温度低下とともに大きくなり，DNA 塩基数や
配列依存性などの結果から，低温環境での
FRET 応答増大が Watson-Click 塩基対形成に
よる AAA/TTT 二重鎖形成に起因することが

示された。また，AAA/TTT 二重鎖形成率の
温度依存性から推定された二重鎖形成エン
タルピーは，-5.5 kcal mol-1であった。このエ
ンタルピー値は，一塩基変異を有する
TAA/TTT（-5.6 kcal mol-1），ATA/TTT（-3.3 kcal 
mol-1），AAT/TTT（-4.2 kcal mol-1）とほぼ同
定であった。WC 塩基対が一個無い変異系に
おいて二重鎖形成エンタルピーが大きく変
化しない要因としては，幾何学的な閉じ込め
効果が重要な役割を果たしていると考えら

 
図 5 TMAP 修飾したシリカ細孔内に閉
じ込められた 3 塩基 DNA 断片（色素修
飾）の模式図 
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図 4 Mb の細孔内吸着による DSC 応答の
変化。SBA: メソポーラスシリカ，Mb-SBA: 
Mb 吸着 SBA 

 
図 6 (a)バルク系（黒線）と細孔系（赤
線）における蛍光スペクトル（塩基配
列：AAA/TTT），(b)細孔系における FRET
応答の温度依存性 



れる。一般的に変異部位の核酸塩基は二重ら
せん構造の外側にフリップアウトすること
がある。一方，二重らせんの直径とほぼ一致
したアミン修飾シリカメソ細孔（2.4 nm）で
は，変位部位の核酸塩基がフリップアウトで
きずにらせん構造内部に強制的にたたみ込
まれ，T:T 塩基対を形成したためと考えられ
る[6]。 
 このように，DNA 構造の大きさと細孔サイ
ズが二重らせん構造形成に影響をおよぼす
ことが示唆されたため，次に，二重鎖構造形
成と細孔サイズの相関を検証した。その結果，
(i)二重鎖直径と細孔サイズが一致する時に二
重鎖形成が安定化すること，(ii)細孔サイズが
僅かに大きい場合は安定性が低下すること，
(iii)細孔サイズが二重鎖直径より小さい場合
は二重鎖が形成しないこと，といった興味深
い結果を得た。これらの理由としては，構造
形成の引力となるDNA分子間の相互作用（水
素結合，スタッキング），構造形成の斥力
となる DNA と細孔内壁との静電相互作用の
つりあいによって構造安定性が決定されて
いるためと考えられる。 
 DNA 二重鎖構造がアミン修飾したシリカ
細孔内で安定化されることが分かった一方
で，ヘアピンループ構造をとる DNA である
(CCG)4については，細孔内で逆に不安定化す
ることも分かった。熱変性挙動から推定され
る形成エンタルピーの差（バルク溶液系と細
孔内系の差：H）は 0.8 kcal mol-1と小さな
値であった。これらの結果から，ループ部位
と細孔内壁との静電相互作用によってヘア
ピンループ構造が若干歪むために，細孔内で
構造不安定化したことが示唆された。 

 以上，本課題においては，DNA の 2 次構造
形成に関する『低温生化学実験系』に成功し，
そこで得られる熱力学的パラメーター（H）
から DNA2 次構造の安定性が DNA 構造と細
孔サイズに大きく依存することが分かった。
開拓した『低温生化学実験系』の最大の特徴
は，バルク溶液系では熱力学的に困難な
DNA2 次構造を細孔内で形成させ，その平衡

と熱力学的パラメーターを議論できる点に
ある。細胞内では，リボソームにおけるコド
ン-アンチコドン結合などバルク水溶液系で
は発現しない特異な高次構造が形成される。
このように生物学的に意義のある高次構造
を in-vitro 系で研究する手段として，シリカ
メソ細孔を用いた『低温生化学実験系』は有
効と考えられる。 
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