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研究成果の概要（和文）：この研究では、鉄イオン貯蔵タンパク質フェリチンの内部空間にシアノ架橋三次元鉄
錯体プルシアンブルーをシップインボトル合成する手法の開発に成功した。既知法で調製したプルシアンブルー
は、中性より高いｐH溶液中で容易に分解し、水溶液中における利用の制限となっていた。フェリチンに包摂す
ることで分解速度が1/100～1/1000倍程度に低下し、プルシアンブルーのアルカリ溶液への耐性を大幅に改善し
た。改善したアルカリ耐性をもとに、プルシアンブルー包摂体を触媒とする過酸化水素還元反応の開発、包摂体
の電極表面への固定方法の開発を実施し、様々な酸化酵素をバイオセンサーへ応用するための電極材料の創出に
取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have successfully developed a method for the 
ship-in-bottle synthesis of Prussian blue, a cyano-bridged three-dimensional iron complex, in the 
inner space of the iron ion storage protein ferritin. Prussian blue prepared by a known method 
readily degraded in higher than neutral pH solutions, restricting its utilization in aqueous 
solutions. The inclusion of the Prussian blue in ferritin reduced the degradation rate by a factor 
of 1/100 to 1/1000 and greatly improved the alkaline tolerance of Prussian blue. Based on the 
improved alkali resistance, we developed a hydrogen peroxide reduction reaction catalyzed by the 
clathrate of Prussian blue and a method for fixing the clathrate to the gold electrode surface, 
aiming at fabricating electrode materials for the application of various oxidase enzymes to 
biosensors.

研究分野： 生物無機化学

キーワード： フェリチン　プルシアンブルー　過酸化水素還元電極　バイオセンサー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プルシアンブルーは、着色剤、触媒、セシウムイオンの除去剤など現在も様々な分野で用いられる材料である
が、中性以上のアルカリ性溶液中で容易に分解することが課題であった。本研究は、タンパク質にプルシアンブ
ルーを包摂することでこの問題を解決し、今後のプルシアンブルーの応用領域拡大に貢献できると考える。ま
た、包摂体においてプルシアンブルーがアルカリ耐性を示す機構の解明を通して、プルシアンブルーの分解に関
する理解の深化、分解を抑制する分子機構の提案をおこなうことができた。

※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 

波長 700~900nm の近赤外光は、生体組織や体液による吸収が少ないため生体透過性と生体非
侵襲性に優れ、細胞や生体組織の観測、医療における光診断の光源として広く利用されている。
同様の理由から、近赤外光を駆動力とする薬剤の放出が、薬剤輸送機構の一つとして期待される
が、近赤外光の電子励起エネルギーは、水素結合数個分相当であり、化学結合の開裂には不十分
である。このため従来の研究では 1) 電子スピンの反転、2) 多光子吸収による可視・紫外光へ
の変換、に近赤外光を利用することが主流である。1) は、一重項酸素の発生に利用され、細胞
の殺傷に有効性が証明されているが、他の目的への応用は難しい。また 2) は、励起効率が低い
ため強い近赤外光照射が必要な上、多光子励起状態を得るために希土類ナノ粒子が利用されて
おり、生体適合性に問題が残る。近赤外光を薬剤放出に利用するには、これまでとは異なる方法
で光エネルギーを利用する仕組みが必要である。分子が吸収した近赤外光エネルギーのほとん
どは、緩和過程で結合の振動励起エネルギー（発熱）に変換される。このエネルギーを分子内に
蓄積できれば、比較的弱い配位結合の熱的な開裂に利用できる可能性がある。実際、熱分解性分
子と近赤外光吸収分子を混合した固体では、光の照射箇所で熱分解反応の進行が報告されてい
る[1]。ただし振動励起エネルギーは、水溶液中では素早く水分子に拡散し、溶液の温度上昇を
招くのみである。振動励起エネルギーによる反応の実現には、「近赤外光吸収部位の発熱が水溶
媒へ容易に拡散しない仕組み」を生体適合性に優れた水溶性物質によって創出する必要があっ
た。 
 
 
２．研究の目的 

本研究は、当初「近赤外光吸収分子のタ
ンパク質内部空腔への包摂、それによる
振動励起エネルギーの水溶媒への拡散の
抑制、近赤外光吸収分子に結合した薬剤
分子の熱反応による解離・放出」の実現を
目指した。具体的には、1) 鉄貯蔵タンパ
ク質フェリチン（Fr）の内部空腔に近赤
外光を吸収する高分子錯体プルシアンブ
ルー（PB）を内包した包摂体（PB@Fr、
図 1）の合成、2) 包摂した PB に配位す
る薬剤結合錯体の調製と PB への結合、
3) 近赤外光吸収によって発熱した PB か
らの薬剤分子放出、の実行である。PB は
(FeIII)4[FeII(CN)6]3 の組成で表される不
溶性の 3 次元高分子錯体である。近赤外
領域（光波長：700~800nm 付近）に強い
原子価間電荷移動吸収帯を有し、光励起の緩和過程で効果的に振動励起状態が得られる。このた
め、近赤外光吸収による発熱とその応用が研究されている[2]。Fr は、直径 8nm の空腔を有す
る中空球状の水溶性タンパク質であり、2~11 の幅広い pH 領域で高い熱安定性（< 80⁰C）を示
す。水分子は、Fr のイオンチャネル（図 1 参照）のみを介して空腔内部と外部を移動する。こ
のため、PB@Fr では、PB の振動励起エネルギーが、空腔内の水分子を介して素早く溶媒に拡散
することを抑制できると考える。 
 
 
３．研究の方法 
1. PB@Fr の合成  

PB@Fr の合成は、磁性材料を目指
す海外のグループより報告されてい
た[3]。しかし、論文に掲載された包
摂体は、粒径が不揃いで、PB の粒子
が混在している形跡がみられた。ま
た追実験では包摂体を再現できない
など、不可解な点が多くみられた。そ
こで我々は、独自の PB@Fr 合成法の
開発に着手し、再現性の高い合成手
法を確立した（図 2）。またこの手法
は、Fe2+による Cu2+の交換反応を他の遷移金属イオンに変更することで、PB 以外のシアノ架橋
鉄錯体をフェリチンに包摂可能であることを見出した。 

 
図 1. PB@Fr の概略。 

 
図 2. PB@Fr 合成法の概要。1nm のイオンチャネル径をも

つフェリチン変異体(FrL134P) [4]の内腔に、予め Cu2+イオ

ンを取り込み、[Fe(CN)6]3+との反応で FeIII-CN-CuII 結合を

有する高分子錯体(CuFe)を生成する。その後、Cu2+と Fe2+

の交換反応により、CuFe を PB に変換し、PB@Fr を得る。 



 
2. PB@Fr の薬剤放出分子担体への応用  

本研究では、当初図 3 に示す手法により、合成した PB@Fr の近赤外応答性薬剤放出担体としての
応用を目指した。しかし、これらの試みは、包摂される PB の鉄イオンを他の金属イオンに置換した類縁
体の合成に留まり、薬剤分子の固定と放出には、今のところ成功していない。一方、我々は、この研究
の過程で、PB@Fr に包摂された PB のアルカリ性溶液中における寿命が、既報により合成されたもの
に比較して 100 から 1000 倍程度改善され、pH8 の室温溶液中において、半年以上安定に存在する
ことを見出した。そこで、本来の研究目的とは別に、研究期間の 3 年目以降に PB@Fr のアルカリ耐性
を応用した「過酸化水素還元触媒への応用」、およびこの触媒能を利用する「酸化酵素型バイオセンサ
ーの電極材料開発」を目指す研究を実施した。 
 
3. PB@Fr のバイオセンサー電極材料への応用  

フェリチンを構成する球殻状のタンパク質は、導
電性を示す。そこで、PB@Fr を図 4 に示す手法をも
とに、電極表面に固定した PB@Fr 修飾電極を作成し、
バイオセンサーで用いられる酸化酵素が基質酸化で生
成する過酸化水素を検出する仕組みづくりを目指し
た。 
 
 
４．研究成果 
1. PB@Fr の合成 

本研究初期の目的である PB@Fr に加え、シアノ
架橋コバルト-鉄、ニッケル-鉄、銅-鉄錯体を包摂し
たフェリチン複合体の合成に成功した（図 5）。これ
らは、PB@Fr と同様に、包摂された架橋錯体がいず
れもアルカリ性水溶液中で高い安定性を示すこと
が分かった。今後は、触媒等への応用を検討する。 

PB@Fr の PB がアルカリ耐性を示す機構を調査
した。その結果、フェリチン内部空間に突き出した
配位性アミノ酸残基の側鎖（具体的にはグルタミン
酸残基）が PB 表面から解離した Fe3+イオンを配位
して結合解離平衡を実現し、不溶性の Fe(OH)3の生
成を抑制することで PB のアルカリ耐性を示すことが分かった。これは、タンパク質内部の閉鎖
空間において、生成した PB の近傍に鉄の配位子が常に存在するために成り立つ機構であり、
PB＠Fr ならでは性質といえる。 
 
2. PB@Fr のバイオセンサー電極材料への応用  

図 4 の研究計画に基づき、PB@Fr の電極表面への固定に成功した。作成した PB@Fr 修飾電
極は、電極電位 0.0 V (vs. SHE) にて、過酸化水素濃度に対応した還元電流を示し、PB@Fr 固
定電極が還元反応による過酸化水素濃度の計測に使用可能であることを示すことができた（図
6）。一般に、酸化酵素を用いるバイオセンサーでは、酵素による基質酸化で生じる過酸化水素を
白金電極で酸化して計測する。その際の電極電位は+0.8 V 程度に設定する必要があり、測定対
象の生体試料に含まれるアスコルビン酸（酸化電位＝+0.3 V)や尿酸(+0.4 V)など還元性物質の
酸化反応による妨害を受けやすい。この課題を解決するため、PB を触媒に用い、過酸化水素の
還元反応による検出が以前より提案されていた。しかし、この反応(H2O2 + 2e¯ → 2OH¯)では、
生成する水酸化物イオンによる PB の分解を抑制する仕組みが必須である[5]。本研究で合成に

 
図 3. (a) 本研究に用いる薬剤分子錯体あるいは薬剤分子の例。錯体の中心金属には、生体元素であ

る鉄を中心に、亜鉛、マンガンの利用も念頭に置く。(b) PB 表面には、配位可能な空配位座（通常は

H2O が配位）が存在する。(c) Fr のイオンチャネルを介して PB@Fr に薬剤分子を取込み、シアノ基に

よる架橋、あるいは直接に、PB の空配位座に結合する。近赤外光照射によって、薬剤分子固定 PB を

振動励起状態とし、振動励起エネルギー（PB の発熱）により結合した薬剤分子を解離・放出する。 

 

 
図 4. (a)グラファイト親和性ペプチドを置換

挿入するループ領域(黒)。(b)共有結合によ

る PB@Fr の電極固定。Fr 表面のリジン残

基を介して固定する。 

(a) 

(b) 



成功した PB@Fr は、高いアルカリ耐性を示し、この問題の解決に寄与できると考える。現在、
より低濃度の過酸化水素検出に適した PB@Fr の再設計、電極固定方法の改良研究を継続してい
る。また実際の酸化酵素と組み合わせたバイオセンサーのプロトタイプ作りに着手している。 
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図6. PB@Fr修飾電極を用いた過酸化水素の還元

反応による計測。(▲) PB@Fr 修飾前；(●) PB@Fr
修飾前。 
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図 5. 本研究で合成に成功した(a) 鉄
(PB@Fr)、(b) コバルト、(c) ニッケル、

(d) 銅―シアノ架橋鉄錯体を包摂した

フェリチン複合体。 
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