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研究成果の概要（和文）：本研究はカーボンナノチューブ表面上で形成されるタンパク質コロナの形成機構を解
き明かすことを目的としている。カーボンナノチューブなどのナノ粒子は生体内に取り込まれた直後にタンパク
質に覆われ、タンパク質コロナと呼ばれる構造を形成する。タンパク質コロナはナノ粒子の有害性と深く関わっ
ているため、タンパク質コロナの形成機構を明らかにすることは、ナノ粒子の潜在的な有害性を分子レベルで理
解することにつながる。

研究成果の概要（英文）：This study aims to clarify the mechanism of protein corona formation on 
carbon nanotubes. Nanomaterials including carbon nanotubes undergo protein adsorption in early 
stages of their uptake into biological systems, which leads to the formation of a protein layer 
called the protein corona. The protein corona is closely associated with various biological impacts.
 Thus, it is necessary to clarify the mechanism of the protein corona formation for understanding 
potential biotoxicity of the nanomaterials at the molecular level.

研究分野： 蛋白質科学

キーワード： タンパク質　カーボンナノチューブ　タンパク質コロナ　分子動力学計算
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、カーボンナノチューブ表面のタンパク質コロナ形成に寄与するアミノ酸残基が明らかになっ
た。平面性の側鎖を有するアミノ酸残基（トリプトファン、チロシン、アルギニンなど）はカーボンナノチュー
ブへの結合の起点となり、システイン残基はカーボンナノチューブおよび夾雑する遷移金属イオンによって酸化
される。これらの知見はカーボンナノチューブ表面のタンパク質コロナ形成機構の理解に役立つ。今後、本知見
と本手法をカーボンナノチューブ以外のナノ粒子にも適用し、タンパク質コロナ形成の包括的な予測法を確立す
ることが、持続的な材料開発の要となる。本研究は、そのための基礎研究として、有益な知見をもたらした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
カーボンナノチューブ(CNT)をはじめとするナノ粒子は、環境中から生体内に取り込まれると、

速やかに生体内のタンパク質に覆われ「タンパク質コロナ」と呼ばれる構造を形成する。これが
ナノ粒子の生体応答における最初のプロセスであり、ナノ粒子の細胞への取り込み過程に大き
な影響を与えることが明らかになっている。したがって、タンパク質コロナの形成機構を解明す
ることは、ナノ粒子の生体応答の根源的な理解につながり、さらに言えば、将来開発される新規
ナノ材料の生体内動態の予測法の確立や安全性の担保にもつながっていく。 
 
２．研究の目的 
CNT のタンパク質コロナ形成機構をタンパク質の構成アミノ酸レベルあるいは CNT の原子骨

格レベルで解明する。物理的な相互作用（物理吸着反応）と化学的な相互作用（化学反応）の両
者について調査する。 
 
３．研究の方法 
(1) アミノ酸と CNT の結合自由エネルギー：アミノ酸１分子と CNT（およびグラフェン）の間
の結合自由エネルギーを分子動力学計算で定量化した。 
 
(2) タンパク質と CNT の物理吸着反応：タンパク質と CNT の物理吸着反応を CNT の分光測定に
よって調べた。 
 
(3) タンパク質と CNT の化学反応（酸化還元反応）：タンパク質と CNT の酸化還元反応（タンパ
ク質から CNT への電荷移動）を CNT の分光測定によって調べた。加えて、タンパク質の酸化状態
の確認に電気泳動法を利用した。 
 
４．研究成果 
一般的に CNT は酸性 pH 条件下で酸化する。酸化に伴って CNT の吸収スペクトルの強度は低下

する。しかし、血清由来のタンパク質の存在下では、酸性 pH 条件下でのスペクトル強度の低下
が抑制されることが明らかになった（図１）。この結果は、タンパク質が CNT の表面に吸着する
ことによって、CNT の酸化反応が抑制されることを示している。したがって、血中では、タンパ
ク質の吸着によって CNT の化学反応性が抑制されることが示唆される［引用文献①］。 

 
図１．(a,b) CNT(SWCNT)と BSA の複合体(a)と CNT(SWCNT)と SDS の複合体(b)の吸収スペクトル
の pH 依存性。各吸収スペクトルは 625 nm の吸光度で規格化されている。(c–e) 代表的なピー
ク(I–III)の値のpH依存性［引用文献①］。Tomohito Nakayama、Takeshi Tanaka、Kentaro Shiraki、
Muneaki Hase、Atsushi Hirano, Suppression of Single-Wall Carbon Nanotube Redox Reaction 
by Adsorbed Proteins, Applied Physics Express, 11, 2018, 075101. DOI: 
10.7567/APEX.11.075101 



システイン残基を有するタンパク質とCNTの酸化還元反応
が、鉄イオン存在下で極めて迅速に進行することが明らかに
なった［引用文献②］。反応速度解析の結果、鉄イオンが CNT
によるシステイン残基の酸化反応を触媒することが明らか
になった。これらの結果は、タンパク質の酸化ストレスを理
解するためには、ナノ粒子との直接的な化学反応だけでな
く、夾雑する金属イオンなどの影響も考慮する必要があるこ
とを示している（図２）。 
アミノ酸と CNT（およびグラフェン）の間の親和性（結合

自由エネルギー）はアミノ酸側鎖の種類に大きく依存するこ
とが分子動力学計算によって明らかになった［引用文献③－
⑤］。平面性の側鎖をもつアミノ酸（トリプトファン、チロシ
ン、アルギニン）は CNT に対して特に高い親和性を有する。
この親和性はCNTの曲率が小さいほど強まることも明らかに
なった。これらのデータをもとに、芳香族表面とアミノ酸残
基の親和性を表す新指標を提案した。具体的には、アミノ酸
とグラフェンの結合自由エネルギーを規格化した値を指標
とした（図３）。この指標は芳香族表面に対するアミノ酸側鎖
の親和性を示すものであり、これらの値を用いることで、ナ
ノカーボンに対する任意のタンパク質表面の親和性を可視
化することも可能になった。 

 
図３．アミノ酸のアロマフィリシティ・インデックスとタンパク質表面のアロマフィリシティ。
赤色が濃いほど、アロマフィリシティが高い［引用文献③］。Atsushi Hirano、Tomoshi Kameda, 
Aromaphilicity Index of Amino Acids: Molecular Dynamics Simulations of the Protein 
Binding Affinity for Carbon Nanomaterials, ACS Applied Nano Materials, 4, 2021, 2486—
2495. DOI: 10.1021/acsanm.0c03047 
 
タンパク質以外の生体分子（ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド(NADH)）と CNT の間の酸

化還元反応における金属イオンの効果を調査することで、酸化還元反応の多角的な理解を目指
した。結果として、NADH と CNT の間の酸化還元反応には夾雑する金属イオンはほとんど影響を
与えないことが明らかになった。つまり、NADH と CNT の酸化還元反応には、両者の直接の電荷
移動が主に寄与していることが示唆された。 
本研究によって、CNT 表面のタンパク質コロナ形成に寄与するアミノ酸残基が明らかとなった。

平面性の側鎖を有するアミノ酸残基は CNT への結合の起点となり、システイン残基は CNT と夾
雑する遷移金属イオンによって酸化される。これらの知見は、CNT 表面のタンパク質コロナ形成
機構の理解に役立つ。今後、本知見と本手法を CNT 以外のナノ粒子にも適用し、タンパク質コロ
ナ形成の包括的な予測法を確立することが持続的な材料開発の発展の要となる。本研究は、その
ための基礎研究として有益な知見をもたらした。 
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図２．タンパク質と CNT の酸
化還元反応の模式図［引用文
献 ② ］。 Reprinted with 
permission from ACS Nano 
13, 2, 1805–1816 (2019). 
Copyright 2019 American 
Chemical Society. 
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