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研究成果の概要（和文）：グラフェンなどの2次元ナノ材料は、高速かつ高感度にシグナルを取得できる次世代
エレクトロニクス材料として注目されている。本研究では、2次元ナノ材料における界面形成分子としてペプチ
ドに注目し、ナノ材料および細胞に親和性を示す二機能性ペプチドによる細胞界面の創製を目的とした。グラフ
ェンと同様の表面構造をもつ薄層パイロリティックグラファイトを用いて解析した結果、ペプチドの自己組織化
により細胞親和性の高いペプチド界面を構築できた。

研究成果の概要（英文）：Two-dimensional materials such as graphene, an individual layer of graphite 
with only an atom thickness, have attracted great attention due to its superior electrical 
properties. Along with these properties, increasing exploration on the potential applications of 
graphene and its derivatives are being utilized in many areas including electronic and energy 
storage devices, advanced materials, biomedicine, and biotechnology. In this study, self-assembling 
peptides have been focused as the non-covalent functionalization biointerface material, and peptides
 self-assembling to the surface of thin layer of pyropytic graphite was designed and 
bi-functionalized by conjugating to the peptide sequences showing affinity to cell membrane.

研究分野： 生物機能・バイオプロセス

キーワード： ペプチド　細胞界面　ナノ材料　バイオセンサ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生体の有する高次機能を分子レベルで計

測するため、生体を構成する基本単位である
細胞に焦点をあて、単一細胞レベルでの機能
解析法の開発が進められている。微細加工技
術を利用した半導体デバイスや MEMS を利
用したマイクロ・ナノデバイスが開発される
一方、培養細胞のマイクロパターニング技術
が構築され、制御された細胞微小環境におけ
る細胞挙動や機能発現等に関する研究が進
められている。しかし、デバイス材料は基本
的に無機材料から構成されており、ナノ粒子、
ナノワイヤ、ナノシートなど比界面積の大き
いナノ構造体を活用したナノバイオデバイ
スの開発においては、材料の表面物性に合わ
せた界面形成が重要な検討項目として位置
づけられている。 
グラフェンなどの 2 次元ナノ材料は、高速
かつ高感度にシグナルを取得できる次世代
エレクトロニクス材料として注目されてい
る。しかし、従来のマクロ電極における化学
修飾法を 2 次元ナノ材料に適用すると電極特
性を損なうことが多いため、高感度に細胞な
どからのシグナルを取得するには生体適合
性の高い小分子を用いた新しい界面設計お
よび空間配置の制御が必要であり、ナノ材料
におけるバイオアクティブ界面の構築技術
は開発途上の段階にある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、グラフェンなどの二次元ナノ

材料における界面形成分子としてペプチド
に着目し、これを利用した細胞界面の構築に
より、単一細胞レベルで細胞機能の計測及び
制御を可能とするナノバイオデバイスの開
発を目的とした。具体的には、ナノシート材
料および細胞に対して親和性を発揮する複
合ペプチドを設計し、ペプチド溶液を滴下す
るだけで、その自己集合による細胞認識界面
を構築する。 

 
３．研究の方法 
 ペプチドは、Fmoc 固相合成法により作製
し、HPLC 精製後、80%以上の精製度で実験
に用いた。グラフェンと同様の表面構造を有
する薄層パイロリティックグラファイトを
用い、テープによる表面剥離後すぐにペプチ
ド溶液を滴下し、原子間力顕微鏡などを用い
て自己組織化により形成されたペプチド界
面を評価した。spot 合成法によりペプチドア
レイを作製し、ペプチドアレイ上で直接、細
胞と相互作用させることで細胞膜と親和性
の高いペプチドを探索した。また、グラファ
イト結合配列との複合ペプチドを作製する
ことで細胞親和性界面の構築について評価
を行った。 
 
４．研究成果 
グラファイト表面上に設計したグラファ

イト結合性ペプチドを滴下した後、原子間力

顕微鏡を用いて観察した結果、ペプチドが直
径約 0.1 μm、高さ 1.6 nm のクラスターを形成
し、グラファイト面上に自己組織化すること
が示された（図 1）。この画像を二次元高速フ
ーリエ変換により解析したところ、グラファ
イト表面の炭素骨格に基づく 6 回回転対称の
異方性を示した。これより、ペプチドがグラ
ファイト構造を認識し、自己組織化している
ことが示唆された。グラファイト表面へのペ
プチドの被覆割合を測定した結果、結合定数
は 20 nM であった。また、ペプチドを被覆し
た薄層グラファイト電極を用いてフェリシ
アン化カリウム溶液中でサイクリックボル
タンメトリーを行ったところ、未修飾の時と
比較して酸化還元ピークのシフトがわずか
にみられたが、良好な電気化学応答がみられ
た（図 2）。これに対し、スキムミルクを電極
に吸着後にスキャンした際にはピークが消
失しており、ペプチド界面の有用性が示され
た。以上のことから、材料親和性ペプチドに
よる界面形成は、電気化学な活性を保持でき
ることが明らかとなった。 
次に、複合ペプチドによる細胞親和性につ

いて評価するため、乳酸菌を用いてペプチド
アレイによる親和性ペプチド探索を行った。
微生物受容体である Toll 様受容体 2 に着目し、
その細胞外領域のアミノ酸配列をもとに 8 残
基ペプチドライブラリーをアレイ状に合成
した。このペプチドアレイを用いて、乳酸菌
を直接播種することにより、乳酸菌に対して
高親和性を示すペプチドを取得した（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 1 グラファイトに自己組織化したペプチド界
面の原子間力顕微鏡画像（枠内：フーリエ変換ス
ペクトルによる異方性評価） 

図 2 フェリシアン化カリウム溶液（5 mM）中で
のサイクリックボルタムグラム．パイロリティッ
クグラファイト電極（黒線）にペプチド界面形成
した際（青線）およびスキムミルクを吸着させた
（黒破線）際の応答．Scan rate 25 mV/s.  



図 3 ペプチド修飾グラス面での乳酸菌の付着． 
A:付着像、B:蛍光強度比 

 
このペプチド配列とグラファイト結合性配
列を連結させたニ機能性ペプチドを合成し、
グラファイト上での乳酸菌の固定化につい
て検討した。グラファイトにペプチド溶液を
滴下して 1 時間静置後、乳酸菌の懸濁液に浸
漬して洗浄した結果、ペプチド界面において
高密度に乳酸菌が付着している様子が観察
された。これより、本ペプチドはペプチドの
自己組織化により二次元ナノシート上に細
胞親和性の高いペプチド界面を構築できる
ことが示された。 
 次に、RGDS など細胞接着ペプチドをグラ
ファイト結合性配列に連結したペプチドを
用いて界面形成し、動物細胞 NIH-3T3 を用い
た細胞付着について検討した。2.0×103 cells
の細胞をペプチド界面形成後のグラファイ
ト(0.16 cm2)に播種し、4 時間インキュベート
後に洗浄した。付着した細胞を蛍光色素で染
色した結果、図 4 に示すように付着細胞数は、
GRGDS 配列を連結させたペプチド界面にお
いて 120 cells/mm2とコントロール（GGG を
付加したペプチド）を用いた場合と比較して
2 倍以上の細胞数の付着が確認された。また、
当研究グループで探索した他の細胞接着ペ
プチドにおいても GRGDS と同様に細胞付着
数の上昇が確認された。以上のことから、細
胞接着ペプチドをグラファイト結合性ペプ
チドに連結することで、細胞親和性界面を構
築できることが示された。 
電極上での細胞培養に向け、パイロリティ

ックグラファイト面において、より安定性の
高いペプチド界面の構築について検討した。 

図 4 ペプチド界面を形成させたグラファイトに
付着した細胞画像(A)および付着細胞数(B) 

βシート構造形成能を有することで知られ
る FEFQFNFK ペプチドおよびこれに関連す
る置換配列を複数合成した。これらのペプチ
ド溶液をグラファイト面剥離後すぐにスポ
ットして 1 時間静置してペプチド界面を形成
させた後、PBS 溶液中に浸漬した。その後、
基板を引き上げて表面の液滴の有無により
ペプチド界面の形成を確認した。その結果、
多くの配列において液滴が消失し、ペプチド
界面を保持できなかったが、一部の配列にお
いて浸漬 48 時間後でも液滴形成がみられた。
そこで、これらの安定したペプチド界面の形
成がみられた配列において、ペプチド結合面
の観察を原子間力顕微鏡により行った。ペプ
チド濃度を変化させて形成させたペプチド
界面を観察した結果、Kd は 2.4 M であり、
高密度にパッキングされたペプチドがグラ
ファイト面に結合することが示唆された。 
次に、生体膜中のイオンチャネルなどの活

性測定に向け、生体膜をグラファイト面に安
定に固定化するためのペプチド界面につい
て検討した。細胞膜を安定して基材表面に結
合させるため、細胞膜と相互作用する Cell 
penetrating peptide および Virus fusion peptide
を候補として多数のペプチド配列をセルロ
ース膜上に spot 合成した。ペプチドアレイを
用いて、NIH-3T3 細胞を直接、播種すること
で結合試験を行った。PBS 中で相互作用させ
たところ、播種した細胞数の 88%および 74%
と高い結合率のみられた配列が得られた。こ
れに対し、細胞接着ペプチドとして知られる
RGDS では 7%と低い値を示し、PBS 中では
インテグリン発現が阻害されており、細胞膜
との結合性が高い配列のみを選定できるこ
とが示唆された。これらのペプチドについて
spot 合成したペプチドアレイ上での細胞培養
について検討したところ、48 時間後の細胞数
はポジティブコントロールとして用いた
RGDS と同様に増殖しており、ペプチド固定
化面における細胞毒性は見られないことが
示唆された。そこで、これらの細胞膜結合ペ
プチドとグラファイト結合ペプチドを連結
して合成し、細胞膜固定化能について検討し
た。そこで、グラファイト上にペプチドを滴
下し、ペプチド界面を形成した後に細胞を播
種した。培養後、浸透圧破砕を行ったところ、
図 5 に示すようにグラファイト面に細胞膜が
安定して結合し、細胞上部が破砕された細胞
像が得られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ ペプチド界面上で浸透圧破砕処理後の細胞
画像（細胞膜を CellMask により蛍光染色） 



以上のことより、細胞膜結合性ペプチドお
よび二次元材料に対し高い結合性を示すペ
プチドを探索し、これらを連結させたニ機能
性ペプチドを用いることで、ペプチド溶液を
滴下するだけで自己組織的に細胞親和性界
面を構築できることが示唆された。 
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