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研究成果の概要（和文）： 

蛍光蛋白や生物発光酵素を予め２つに分割して機能を消失させておき、これらを水銀イ

オン耐性大腸菌がもつ水銀制御蛋白によって再結合させる系を大腸菌の遺伝子組み換えにより

構築した。これらの大腸菌や菌体から単離した蛋白をガラス表面に固定化して水銀イオンセン

サ機能を実証したが、感度が低いことが判明した。感度向上のために優れた光アンテナ機能を

もつ素材としてバラ花形の金･銀合金ナノコロイドを再現性よく大量合成することに成功し、こ

れらを組み合わせてセンサを構築した。 
研究成果の概要（英文）： 

The aim of this study was to develop a protein-based heavy metal sensor for field 

analysis. Gene constructs consisting of mercury-responsive transcription factor (MerR) 

and split yellow fluorescent protein or luciferase were prepared. The resulting E-coli 

and the isolated proteins showed properties of mercury ion sensor, while the sensitivities 

were not sufficient for practical use. Plasmonic materials such as gold and silver 

colloids have been employed to enhance the excitation and emission efficiency. Novel 

protocol for effective preparation and immobilization of flower-like gold-silver hybrid 

colloids on a glass substrate was established and the plasmonic substrate showed 

remarkable fluorescence enhancement by visible light excitation. The resulting E coli 

or isolated protein was immobilized on the plasmonic substrate using a PDMS microfluidics 

system and tested for a mercury sensor.  
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１．研究開始当初の背景 
近年、開発途上国では水銀などの重金属に

よる飲料水汚染が重大な問題となっている。
重金属の分析には誘導結合プラズマ発光分
析装置（ICP）や原子吸光（AA）といった非
常に大型で高価な装置が必要である。しかし、
途上国の場合は交通機関が未発達なことが
多く、広大な国土に点在する膨大な数の水源
から試料を収集して分析することは困難な
ことが多い。住民の健康被害を防ぐためには
小規模な村落で使われている井戸や川など
の水源が安全であるかどうかをその場で確
認できることが望ましい。すなわち、試料水
に含まれる微量な重金属濃度をその場で簡
便に検査できる安価なマイクロチップセン
サの開発が急務となっている。重金属イオン
の分析方法には多々あるが、pM〜μM オーダ
といった希薄な濃度で試料水中に含まれる
重金属イオンを高感度で分析するためには
蛍光や発光を用いることが考えられる。しか
も、単なるキレート試薬のようなものではな
く、酵素反応のように増幅過程をもつ系を適
用することが望ましいと考えられる。 
重金属を含む培地で継代培養されたバクテ

リアはその金属の毒性に対抗するため、これ
を排出する機構を持つようになる。そのよう
な機構発現の要になるのが金属応答転写制
御因子 MTF である。ここでは対象を水銀イオ
ン に 絞 り 込 む こ と と し 、 水 銀 耐 性 菌
Pseudomonas K-62にコードされている水銀
耐性遺伝子(mer オペロン)の発現を制御す
る制御遺伝子 merR に着目し、これによって
転写・翻訳される蛋白質である MerR の水銀
結合ドメイン MBD(Metal Binding Domain)が
水銀イオンと結合する際に起きる構造変化
を利用することにした。一方、蛍光や発光の
母体としては黄色蛍光蛋白とルシフェラー
ゼを用いることにした。これらはあらかじめ
サブユニットに分割しておいて再結合させ
ることで機能を回復させることができる。す
なわち、水銀イオンが MerR の MBD に結合す
ることによる構造変化を駆動力として蛍光
蛋白やルシフェラーゼのサブユニットを再
結合させ、蛍光や生物発光の機能を誘導させ
ることができると期待される。 
しかしながら、いかに蛍光や生物発光が高

感度な分析法であるといっても、マイクロチ
ップベースの分析においては試料の体積が
非常に小さいため、極希薄な試料で十分な光
信号を得ることには大きな困難が伴う。そこ
で励起光を効率よく試料に伝達し、また、試
料からの発光を効率よく吸い上げて検出器
に導入するための方法論が必要となる。すな
わち、光アンテナ機能が必要となるが、それ
には本研究代表者が開拓してきたプラズモ
ン増強励起を用い、その媒体としては局在プ

ラズモン媒体である金や銀のコロイドを固
定化したガラス基板を用いることにした。こ
れにシリコンゴム製のマイクロ流路を接着
することにより、そのままマイクロ流体デバ
イスとして用いることが可能である。 
以上のように、本研究の開始時においては、

水銀イオンに応答する蛋白質と光アンテナ
機能をもつ局在プラズモン媒体の２つの最
新要素技術がともに開発されつつあり、これ
らをもとにして新たな重金属イオン分析用
マイクロ流体デバイスが構想できるという
背景があった。 

 
２．研究の目的 
本研究では、以下の３課題の実現を目的と

して研究を行った。 
１）水銀イオンに効率よく応答して機能を発
現するスプリット黄色蛍光蛋白およびルシ
フェラーゼ系の開発 
２つの MerR に二分割した黄色蛍光蛋白

(YFP)もしくはルシフェラーゼ(Luc)のサブ
ユニットをそれぞれ連結しておき、２つの
MerRが1つの水銀イオンをサンドイッチ型に
配位することを利用して、それぞれに結合さ
れているサブユニットを接近・再結合させる
ことで蛍光もしくは生物発光機能を発現さ
せることによりセンサとして応用する技術
を開発する。 

 
２）形質転換菌体や機能性蛋白を安定にガラ
ス基板上に固定化する技術の開発 
設計した遺伝子を大腸菌に組み込んで大量

発現させ、産生された機能性蛋白質を単離・
精製してマイクロ流体デバイスの基板表面
にできるだけ大量にしかも安定に固定化す
る技術を開発する。また、単離した蛋白質の
機能発現が芳しくない場合に備え、遺伝子を
組み込んで機能性蛋白質を発現させた形質
転換大腸菌の菌体そのものもセンサとして
応用できるように、ガラス基板上への生菌体
の長時間安定な固定化技術についても開発
する。 
３）高い電場局在機能をもつ局在プラズモン
媒体の開発とそのガラス基板上への固定化 
プラズモン増強電場の局在による光アンテ
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ナ機能を持つと期待される金、銀、および金
銀合金のコロイドについて、電場の局在に適
した先鋭状の微細構造を持つことで強い蛍
光増強特性を発現すると期待される新たな
異方性形態のコロイドを作製するとともに、
これらをガラス基板上に固定化して、蛍光性
あるいは発光性の蛋白質を効率よく増強励
起あるいは増強発光を誘起する技術を開発
する。 
 

３．研究の方法 
１）遺伝子コンストラクトの設計と形質転換
体の作成 
YFPN-MBD1-MBD2-YFPCの作成 
TT-PCR 法を用いて YFPN--YFPCを作成し、次

にこれを pASK-IBA3plus vector に組み込ん
だ。これを大腸菌に組み込んで培養し、プラ
スミドを回収した。MBD1-MBD2 フラグメント
を 作 成 し 、 こ れ を さ ら に 組 み 込 ん で
YFPN-MBD1-MBD2-YFPC をもつ目的のプラスミ
ドを得た。精製のために必要に応じて
Streptag, GSTtag または MBPtag を導入した。
各段階でシークエンスを解析して確認した。
これを大腸菌に組み込み、発現誘導して蛋白
質の発現を SDS-PAGE で確認した。発現誘導
した大腸菌を集菌して抽出し、アフィニティ
ーカラムで精製した。精製した蛋白質は紫外
可視分光光度計およびパルス励起蛍光スペ
クトロメータで光特性を評価した。 
FNluc-MBD1-MBD2-FCluc の作成 
Luc として Firefly luciferase (Fluc) お

よび Renilla luciferase (Rluc)を用いた。
作成法は両者とも同様である。精製のために
必要に応じて Streptag, GSTtag または
MBPtag を導入した。TT-PCR 法を用いて
FNluc-FCluc を 作 成 し 、 次 に こ れ を
pASK-IBA3plus vector に組み込んだ。これを
大腸菌に組み込んで培養し、プラスミドを回
収した。MBD1-MBD2 フラグメントを作成し、
こ れ を さ ら に 組 み 込 ん で
FNluc-MBD1-MBD2-FCluc をもつ目的のプラス
ミドを得た。各段階でシークエンスを解析し
て確認した。これを大腸菌に組み込み、発現
誘導して蛋白質の発現を SDS-PAGE で確認し
た。それぞれ発現誘導した大腸菌を集菌して
抽出し、アフィニティーカラムで精製した。
精製した蛋白質の水銀イオン応答性の評価
はマイクロチューブ内で蛋白質に一連の濃
度の水銀イオンを添加し、発光基質であるル
シフェリンを混合して、発光強度の時間変化
をゲーティッドホトンカウンタまたはルミ
ノメータで測定した。 
２）ガラス基板の表面修飾と菌体および蛍

光蛋白質の表面固定化 
ポリ Lリシン(PLL)、アミノプロピルトリメ

トキシシラン(APS)、マツナミ親水性コート
(MAS)、およびポリエチレンイミントリメト

キシシラン(PEI)によるガラス表面コーティ
ングを比較検討した。前 3者は市販品を利用
し、PEI のみは独自に各種条件において表面
処理を行った。これらの表面にYFPおよびYFP
発現大腸菌を修飾固定化し、固定化率と菌の
生存特性を評価した。菌体の生存特性につい
ては死菌をトリパンブルーで、全菌をサフラ
ニンでそれぞれ選択染色して一定面積の吸
光度または画像解析により、一定面積内の菌
体数を計数して評価した。 
３）高い電場増強機能をもつ新規局在プラズ
モン媒体の作製とガラス基板上への固定化 
クエン酸、アスコルビン酸など各種の還元

試薬および一連の分子量のポリピロリドン
などの安定剤を用い、金、銀、および金-銀
合金コロイドを作製した。生成するコロイド
の形態は金および銀イオン、還元剤、安定剤
の濃度および混合順序、反応温度、撹拌法に
よって大きく異なり、ある形態のコロイドを
特異的に生成する条件の探索と最適化を行
った。元素分析は溶液状態で ICPにより行い、
粒径分布は動的レーザ散乱(DLS)により行っ
た。コロイドの成長過程に関する情報を得る
ために、反応中に超遠心処理を行い、成長途
中のコロイドを単離することも試みた。 
作成した異方性コロイドを MAS または PEI

コートガラス表面に固定化し、FE-SEM による
形態の観察と EPMA による元素分布分析を行
うとともに、透過吸収スペクトルでプラズモ
ンバンドおよびギャップモード吸収を測定
した。さらに、その表面にクロロフィル誘導
体、YFP 発現大腸菌などを修飾し、蛍光増強
特性を評価した。 
 
４．研究成果 
１）形質転換体の作成および蛋白質の単離精
製と水銀イオン応答機能の検証 
YFPN-MBD1-MBD2-YFPC 
コンストラクトの作成と形質転換体の作成

については成功した。しかし、水銀イオン無
添加においても菌体自体がすでに弱い黄色
蛍光を発しており、さらに、アフィニティー
カラムで精製途中、カラム内で蛍光強度が
徐々に高まっていくことが目視で観測され
た。カラムから溶出した蛋白質は室内光で明
らかに黄色蛍光を示していた。このことは水
銀イオン無しでサブユニット間の結合が起
きてしまったことを意味する。そこで、分子
の熱振動を抑えるために冷暗所で分離精製
を試みたが同様の結果であった。これらのこ
とから、本コンストラクトで作成されたスプ
リット YFPはサブユニットの間隔が狭いかあ
るいはヒンジ部分の剛直性が低いために、サ
ブユニット同士が容易に再結合してしまい、
一旦再結合すると再び離れることがないも
のと判断され、残念ながら水銀イオンセンサ
としては利用できないことが明らかになっ



た。コンストラクトの設計からやり直すこと
も考えたがより高感度が期待される split 
luciferase 系への移行を優先することにし
た。 
FNluc-MBD1-MBD2-FCluc の作成 

Strep tag の場合、コンストラクト作成に
ついては sequence 解析により確認できた。
また、SDS-PAGE で約 70 kDa の目的蛋白質が
発現していることも明らかになった。しかし、
アフィニティーカラムによる精製と溶出を
数回試みたが単離は不可能であった。そこで、
大腸菌ホスト株を rozettagami2 に変更して
再度試みたが単離することはできなかった。 
GST tag の場合は SDS-PAGE で本来出るはず

の 91 kDa のバンドが見られず、フラグメン
トしか観測できなかったため、目的蛋白質が
菌体内で分解されていることが示唆された。 
MBP tag の場合はフラグメントの生成も確

認できなかった。 
このように、延べ 1年半以上にわたって多

大な労力を費やして Fluc 系のコンストラク
ト作成と蛋白分離を次々に試みたが、残念な
がらいずれも目的が達成できなかったため、
目的蛋白質と外部との相互作用を減らすべ
く luciferase ユニットを Fluc からよりコン
パクトな Rluc に変更することにした。 
RNluc-MBD1-MBD2-RCluc の作成と機能評価 

C 末端側に Strep tag をもつコンストラク
ト RNluc-MBD1-MBD2-RCluc-Strep tag を作成
して形質転換させ、誘導をかけたところ、53 
kDaの目的蛋白質の合成がSDS-PAGEで確認さ
れた。さらに、アフィニティーカラムによる
精製単離にも成功した。そこで、この蛋白質
の水銀イオンに対する応答を検討した。 

塩化水銀(II)水溶液を緩衝溶液で希釈し
て希釈系列を作成した。PCR チューブに蛋白
質濃度 10 mM の溶液を入れ、発光基質である
ViviRen substrate を 60 μMになるよう添加
した後、ゲーティッドホトンカウンタまたは
ルミノメータで発光強度を観測しながら水
銀イオン溶液を濃度 0〜500ｎMになるよう添
加して発光強度の時間変化を観測した。 
 

上図のように発光強度は水銀イオン濃度
依存的に変化していたが、立ち上がりの速度

が異なるなど挙動が複雑であった。そこで、
発光強度が減衰してほぼ一定となる 85 秒後
の強度を水銀イオン濃度に対してプロット
したところ、下図のような関係が得られた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
100 nM以下の希薄領域では水銀イオン濃度

とともに発光強度が増大しているが、高濃度
領域では逆に濃度依存的に低下している。 
以上の結果から、水銀イオン濃度が極めて

低い希薄領域では当初の設計通り、水銀イオ
ンが蛋白質の MBD に捉えられ、それによって
2分割されたluciferaseのサブユニットを引
き寄せて再結合させ基質の分解による発光
機能を復活させることができたものと判断
される。しかし、100 nM 以上の高濃度領域に
なると希薄領域と同様に luciferase ユニッ
トは再結合によって発光機能を獲得するも
のの、過剰な水銀イオンによって発光機能そ
のものを阻害されるのではないかと思われ
る。このことから考えて、本研究で提案した
コンストラクトは希薄条件においてのみ有
効であると思われる。これは発光性あるいは
蛍光性のスプリット蛋白を用いる重金属の
センシングという概念における共通した限
界であろう。 
２）ガラス基板の表面修飾と菌体および蛍光
蛋白質の表面固定化 
蛍光性および発光性蛋白質を固定化したセ

ンサを作製するために、一連の修飾試薬でガ
ラス表面を修飾し、菌体および蛍光蛋白を固
定化してその固定化率と安定性を評価した。
菌体試料としては YFPを過剰発現させた大腸
菌を用いた。 
生物試料の固定化にしばしば用いられる

PLL と APS コートガラス基板は菌体の固定化
率が非常に低く、実用性に乏しいことが明ら
かになった。これらは表面の疎水性が高いこ
とが知られている。これらに対して、MAS コ
ートおよび PEIコートガラス基板では菌体の
吸着が非常に良好であった。さらに、吸着さ
れた菌体の生存率を死菌と生菌のトリパン
ブルーとサフラニンによる選別染色で評価
したところ、PLL コートや APS コートで吸着
された菌体は半数が死滅したのに対し、MAS
コートおよびPEIコートは90％以上の生存率



を示した。PEI コートにおける代表的な吸収
スペクトルによる菌体固定化評価の結果を
下図に示す。500 nm のピークが全菌、600 nm
のピークが死菌の吸収を示す。エタノールに
より全菌体を死滅させた後のスペクトルと
の比較から、表面に固定化された菌体が 2時
間後にもほぼ完全に生存していることがわ
かる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
大腸菌の菌体表面は負電荷を帯びており、

アミノ基を持つ表面修飾分子に静電的相互
作用によって吸着されると期待される。表記
の修飾試薬を選んだのはそれゆえであるが、
この結果からアミノ化ガラス基板への生菌
の安定な吸着固定化のためには、表面の正電
荷よりも親水性が一層重要であることが明
らかになった。 
３）高い電場増強機能をもつ新規局在プラズ
モン媒体の作製とガラス基板上への固定化 
ポリビニルピロリドン(PVP)存在下、アスコ

ルビン酸(AA)によって還元反応を行うこと
により、平板、スパイク形、および花形など
の特異な形態をもつ銀、金、および金銀合金
の異方性ナノコロイドを容易かつ再現性よ
く作製する技術を確立することができた。さ
らに、成長途中のナノコロイドを超遠心分離
することにより、成長過程の観測と成長機構
の解明にも成功した。 
花形ナノコロイドの代表的な作製法を示す。

0.6 μM 10 ml 塩化金酸をプラスチックボト
ルに入れ、マグネチックスターラで撹拌しな
がら 50 uM 硝酸銀を 5 μM になるように加え
た。これに 1 mM の PVP 水溶液 1 ml,0.1 mM
の AA 水溶液 0.1 ml を順に加えてすぐに攪拌
をやめ、惰性で撹拌させた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

溶液は 1 分ほどで薄い黄色から青色に変化
し、それを 10000 rpm3 分で沈殿させ、2度水
で洗った。得られた微粒子は SEM から花形で
あることが明らかになった。 
形成機構を明らかにするために一連の実験

を行った。まず、PVP 無添加で AA による還元
反応を行うと花形ではなくスパイク型の突
起構造をもつナノコロイドが形成された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
一方、金イオンのみを PVP 存在下 AA によ

り還元すると花弁構造を持たない平板状の
ナノコロイドが形成された。PVP は Au(111)
および Ag(100)結晶面にそれぞれ特異的に吸
着されると言われており、その吸着特性の差
が花弁型構造の成長を促していると考えら
れる。そこで、成長途中のナノコロイドを分
離することを試みた。 
反応開始直後に超遠心分離を開始したと

ころ、ナノプレートの中心から花弁が成長し
かけた構造を捉えることができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
さらに、30 秒後に超遠心分離を開始して得

られたナノコロイドでは花弁構造がかなり
成長している様子が鮮明に観測されていた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

固定化直後
２時間後
基板のみ
全細胞死滅

全細胞染色(総量)

死細胞染色



溶液の透過吸収スペクトルの時間分解測
定により、反応開始直後には金コロイドに特
有のプラズモン吸収がみられ、それが消失す
るとともに長波長領域にブロードな吸収を
示し、花形ナノコロイドは青色に着色してい
ることが明らかになった。EPMA による元素マ
ッピングでは分解能の制限から花弁の元素
マッピングを行うことができなかったが、全
体では金銀合金であることが明らかになり、
これは ICP による分析と一致した。 

金と銀の還元電位から考えて、AA による還
元は金のほうが銀よりもはるかに速く、初期
には金の還元が優先されて金の球形ナノコ
ロイドが生成すると考えられる。PVP によっ
て保護されるため、その周縁部が選択的に成
長してナノプレートを形成する。この際、金
と銀が同時に析出する、あるいは一旦銀が析
出してその一部が金によって交換する、とい
った過程が関与すると思われる。花弁構造は
中止部から成長していくので、恐らく金と銀
の合金化による欠陥部分から成長するもの
と考えられる。 

得られた異方性のナノコロイドは 600〜
800 nm 領域にブロードな吸収を持ち、MAS コ
ート基板上で長期間安定であるため、生体分
子用の近赤外蛍光増強媒体やラマン増強媒
体として期待される。 
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