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研究成果の概要（和文）：耐熱性蛋白質のパパイン、セルラーゼ、ブロメラインについて、原子間力顕微鏡
（AFM）、近赤外顕微鏡（NIR）、近赤外分光などを用い1分子レベルでの耐熱メカニズムの理解を試みた。実験
の工夫として、単層カーボンナノチューブ（SWNT）をセンサープローブとして用いるPL測定を行い、AFM実験で
は基板上で分子を混合する水溶液中測定を行った。その結果、近赤外顕微鏡観察では加熱したパパイン等の添加
でもキラリティ特異的なSWNTの発光が得られること、SWNTをビーズ等に吸着させることでビーズ1個での近赤外
発光計測できること、AFMでは基板上での個々の分子の変形や凝集を可視化できること、などの結果を得た。

研究成果の概要（英文）：I investigated the heat resistance mechanisms of thermostable proteins, 
papain, cellulase, and bromelain, at the single molecule level using atomic force microscopy (AFM), 
near-infrared (NIR) microscopy, and near-infrared spectroscopy. To optimize the experimental 
procedures, I performed the use of single-walled carbon nanotubes (SWNTs) as sensor probes for NIR 
measurements. I proposed a new protocol to mix the biomolecules and SWNTs on a substrate for AFM in 
liquids. As a result, chirality-specific SWNT NIR emission induced by the addition of heated papain 
and native papain molecules could be measured. The near-infrared emission can be measured even on a 
single bead by the NIR microscopy. Deformation and aggregation of the molecules on the substrate 
were well observed by AFM in liquid.

研究分野：生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の学術的な意義はパパイン等の耐熱メカニズムの研究について、1分子計測の視点から知見を得たこと
にある。AFM測定では、分子の変形や凝集等の分子間相互作用を個々の分子レベルで可視化できた。近赤外測定
では、1分子とはいえないがビーズ1個での測定が可能となり、パパイン等の与える効果がSWNTのキラリティ特異
的であることがわかり、今後新たな生体分子応答の計測技術として確立できる可能性が示された。本研究の社会
的意義は、生体分子の持つさまざまな機能を応用して実用的なバイオデバイス等を開発する場合、耐熱性の欠如
は大きな弱点である。耐熱性生体分子の研究は熱に強いバイオデバイスの開発の基盤技術となりえる。

※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 
 生体分子は一般に、水素結合など弱い相互作用で成り立っている部分が多くあり、加熱によっ
て容易に変性して酵素活性などを失う。しかし、パパイヤの持つ酵素パパインや、パイナップル
の持つ酵素ブロメラインなどは耐熱性が高いことが知られ、例えばパパインは 80度でも高い酵
素活性を示す。ほかの蛋白質と同じ 20種類のアミノ酸からなる分子であるにも関わらず高い耐
熱性を持つのは興味深く、その耐熱メカニズムについて巨視的には多くの先行研究が行われて
きた。一方、原子間力顕微鏡など 1分子計測からのアプローチは乏しかった。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を踏まえ、原子間力顕微鏡（AFM）、近赤外顕微鏡（NIR）、デジタルホログラフィ
ック顕微鏡（DHM）などのナノ計測技術を駆使し、これらに近赤外発光スペクトル測定等の巨
視的な計測法による実験手法も加味して、ナノ計測の視点からパパイン等の耐熱メカニズム解
明を目指すことを目的とした。また、これを実現するために、単層カーボンナノチューブ（SWNT）
をセンサープローブとして用いるなど新規な試料作製法を提案することとした。 
 
３．研究の方法 
 研究方法の要点の一つは試料作製にあり、特に単層カーボンナノチューブ（SWNT）の近赤外発
光・吸収スペクトルが周囲の環境変化に対して高感度で応答することを活かして、パパイン等分
子のわずかな変化を検知すること、また AFM 試料について平坦な基板上でさまざまな組み合わ
せ・順序で分子を混合して水溶液中での 1 分子測定を行うことで分子の微小な構造変化を検知
すること、を構想した。また、計測装置のうち、AFM、DHM、分光装置には温度制御装置を付与し
てその場で加熱実験を行えるようにし、それら以外の計測ではあらかじめ加熱した試料を計測
することとした。 
 
４．研究成果 
 原子間力顕微鏡を用いたアプローチについては、耐熱性生体分子としてパパイン、セルラーゼ、
ブロメラインを用いた。それぞれが単独の場合、SWNT と混合した場合、について主に水溶液中
測定を行った。いくつかの条件において、加熱による分子の変形や集合が観察された。得られた
知見のうち、パパイン分子と SWNT との相互作用が、水溶液の pH によって大きく変化することを
個々の分子レベルで可視化したことについて、すでに論文発表を行った（①）。この実験はもと
もと、可溶化した SWNT にパパイン分子を吸着させておき、加熱等の処理を施した際の分子の状
態変化を SWNT の近赤外発光で検知することを想定し、それと並行して AFM 測定を行うはずだっ
た。ところが、パパイン水溶液と SWNT 分散液を混合すると、肉眼で確認できるほどの明らかな
凝集を生じることがわかり、まずその凝集現象を精査することとした。パパインは水溶性であり、
SWNT も有機分子で可溶化することで安定して分散できるが、その 2 つを混合すると凝集する。
この現象をよく理解しておかないと分光測定などで状態変化を測定しても、それが個々の分子
の変化なのか凝集による影響なのかがわからないため、ぜひなく検証する必要が生じた。pH が
凝集に影響することはわかったものの、凝集をなくすことはできなかったため、本研究では SWNT
やパパインをナノ多孔質シリカに吸着させることでこれを解決する（初めから固体表面に吸着
させておけば凝集を避けることができる）こととした。一方、最近になって、SWNT 分散にポリ
エチレングリコールを用いると凝集を防げるとの報告がほかの研究グループから出ており、そ
の手法は今後活かせる可能性がある（②）。 
 原子間力顕微鏡による研究では、パパイン分子を水溶液中観察中に加熱すると変形すること
を見出したほか、セルラーゼについても類似の実験を行った。また、ブロメラインについては、
特定の濃度や溶液の条件下で加熱すると大きな構造変化を起こすことも分かってきた。これら
の実験では、DHM も AFM と相補的な情報を得るために有効であった。ただし、これら知見につい
てはなお検討したい点があり、フォースカーブ測定やほかの測定法の結果も合わせて報告する
ほうが研究の付加価値を高めることになるため、今後の研究への引き継ぐこととし、本研究の成
果は前述の論文発表としたい。 
 次に、近赤外スペクトル測定、および近赤外顕微鏡による計測実験について述べる。この実験
では、可溶化した SWNT の近赤外発光、あるいは近赤外吸収スペクトルを計測し、そこにパパイ
ン等の生体分子を添加した場合、さらに基質を添加した場合のスペクトル変化を計測すること
により、生体分子の微小な変化を検知することであった。この手法で蛋白質を調べた先行研究は
少ないが、ビタミンなど分子量の小さな分子については多数の報告が行われている。当初の構想
では、低分子の試料と同様に、SWNT の分散液にパパイン等を添加して測定する予定だった。し
かし、上述のように、SWNT 分散液にパパインを添加すると明らかな凝集を生じることが分かっ
たため、そのままではスペクトル測定に支障があると判断することとなった。この問題を解決す
るため、まず SWNT をナノ多孔質シリカまたはシリカビーズに吸着させ、そのうえでパパイン等
を添加する手順に変更した。こうすることで凝集の問題を回避することができた。 



 巨視的な近赤外スペクトル測定の場合は、ナノ多孔質シリカを担体として用いた。その理由は、
シリカビーズは短時間で沈殿してしまい、安定したスペクトル測定ができなかったためである。
ナノ多孔質シリカの場合は問題なくスペクトル測定を行うことができた。そこでまず、ナノ多孔
質シリカに吸着させた SWNT をあらかじめ酸化剤で消光させ、そこにパパインを添加することで
パパイン添加に起因する SWNT の発光変化を計測した。SWNT の近赤外発光スペクトル自体は分散
液の場合よりもやや弱くなるものの、測定に支障はなかった。その結果、パパイン添加で SWNT
発光の回復が認められ、さらに、対照試料として用いたジチオスレイトール（DTT）添加による
発光回復と比較した場合、パパイン添加ではキラリティ（7,5）、(10,2)の SWNT の発光が特に回
復することが分かった。SWNT にはキラリティがあり、キラリティごとにその物性が異なること
が知られている。パパインや DTT の添加で発光が回復するのは、これら分子の持つ抗酸化作用の
効果が主な理由と考えられるが、本研究の結果はパパインと DTT では作用するキラリティが異
なることを示唆している。SWNT のキラリティ特異性を活かした生体分子の計測はまだ先行研究
が少なく、耐熱性蛋白質の研究例は全くなかったため、まずこの研究成果について論文発表を行
った（③） 測定データの例として、発表論文掲載の図から、許諾を得てキラリティ特異的な発
光マップを下記に転載する。パパインと DTT で SWNT 発光のキラリティ特異性が異なることが示
されている。 

 
 続いて、加熱したパパイン溶液を用いて類似の実験を行った。この実験では、新たに近赤外顕
微鏡を立ち上げての測定を行った。近赤外顕微鏡自体は、一般的な倒立顕微鏡等に近赤外測定の
できるカメラを取り付ければ可能となるが、本研究の工夫として、上述したキラリティごとの違
いをより明確に捕捉するため、特定のキラリティの SWNT の発光だけを検出できるようにバンド
パスフィルターを用いて特定の波長域の発光だけを観測した。その結果、60 度、100 度で加熱し
たパパインについても、SWNT の発光回復を定量測定することができた。なお、この実験では SWNT
をシリカビーズに結合させて使用した。分散液のスペクトル測定は巨視的であるが、近赤外顕微
鏡による観察は 1分子とまでは言えないがビーズ 1個の測定であり、1分子レベルの計測に近づ
くものといえる。この結果について現在論文投稿中である。パパイン以外の蛋白質や基質につい
ても同様の実験研究を進めてきたが、より精度の高い計測を行ってから発表したいため、本研究
は現在投稿中の論文までを本研究の成果としたい。なお、近赤外測定においては、ベトナム国家
大学の研究グループと一部実験を共同した。 
 本研究を実験の技術的な面から総括すると、SWNT 分散液に蛋白質溶液を添加すると凝集を生
じる、という点が当初予想していなかった問題となった半面、その解決策としてナノ多孔質シリ
カやシリカビーズを担体として SWNT をあらかじめ固体表面に吸着させる、という手順を確立し、
そのことが近赤外顕微鏡の立ち上げに役立った、といえる。 
 本研究の学術的な意義は、パパイン等の耐熱メカニズムの研究について、1分子計測の視点か
ら知見を得たことにある。AFM による研究では、分子の変形や、凝集等の分子間相互作用を個々
の分子レベルで可視化することができた。近赤外測定では、1分子とはいえないがビーズ 1個で
の測定が可能となり、パパイン等の与える効果が SWNT のキラリティごとに特異性を持つことが
わかり、今後新たな生体分子応答の計測技術として確立できる可能性が示された。本研究の社会
的意義は、生体分子の持つさまざまな機能を応用して実用的なバイオデバイス等を開発する場
合、生体分子が熱に弱いことは大きな弱点である。耐熱性生体分子の研究は熱に強いバイオデバ
イスの開発の基盤技術となりえる。 
 本研究のアウトプットは、採択済みの査読付き論文が 2報、投稿中の論文 1報が主な内容であ
る。招待講演を含め国内外の学会で複数回の研究発表を行った。普及活動として所属機関の年 3
回のオープンキャンパスで高校生などに、科学技術振興機構（JST）のさくらサイエンスプログ
ラムで複数国から学生や若手研究者を招へいして研究紹介を行った。 
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