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研究成果の概要（和文）：光学的、電気化学的に種々の応用が期待される共役性高分子をその対象に選び、これを蛋白
質共存下で合成、複合化する事により、共役性高分子/ 蛋白質複合体の調製を行った。変性剤により部分的に変性した
蛋白質を3,4-ジオキシエチレンチオフェン（EDOT）の乳化剤として利用しそのまま酸化重合を水中で行うことで、直径
50 nm程度の均一な粒子径を持ったポリ3,4-ジオキシエチレンチオフェン（PEDOT）/Proteinナノ粒子の調製に成功した
。このナノ粒子は水中で可溶であり、FITCを表面修飾した場合にはPEDOT部位が酸化状態、還元状態と変化することでF
ITCからの蛍光発色挙動が変化することがわかった。

研究成果の概要（英文）：Preparations of poly (3,4-ethylenedioxythiophene)/protein (PEDOT/protein) nanopart
icle, consisting of the oligomeric PEDOTs and natural proteins were achieved by an oxidative polymerizatio
n of 3,4-ethylenedioxythiophene (EDOT) in the presence of partially denatured proteins in an aqueous solut
ion containing 3 M Gdm HCl. From the dynamic light scattering (DLS) and the transmission electron microsco
pe (TEM) observations, the hydrodynamic diameters of obtained nanoparticles were homogeneous by ~ 50 nm. W
e evaluated the redox potentials of PEDOT/protein nanoparticles using the cyclic voltammetric analyses and
 the observed redox potentials have a dependence on the choice of natural proteins. The current method to 
prepare the PEDOT/protein nanoparticle should be applicable to construct various kinds of the PEDOT/biomol
ecule nanoparticles, leading to the construction of redox-active sensor conjugates enable to use in vitro 
and in vivo.
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	 近年一般的な溶媒に対して難溶性でありながら

優れた光学的、電気化学的な特性が期待される、

金属や半導体ナノ粒子、カーボンナノチューブ

(SWNT)、フラーレン等に対して、天然蛋白質や合
成ペプチドなどをナノオーダーの被覆剤（蛋白質

ケージ）として利用する事により、水中で可溶化

させる検討が盛んに行われている。蛋白質表面に

は様々な官能基、タグ配列の導入も可能と成るた

め、蛋白質工学的な変異手法を組み合わせる事に

より、鋳型となる蛋白質の高次な配列化を介して、

これらの２次元、３次元配列化も可能で興味深い。

格子状の金属錯体結晶、シリカナノ結晶、細孔を

有するメンブレン空孔、界面活性剤の形成するナ

ノ会合体表面等を、数 nm〜数 100 nmオーダーの
鋳型反応場とし、種々の有機反応へ展開する研究

が材料化学的な観点から先行しているが、新たに

これらの概念を in vivo環境で使用可能な材料設計
へと考えた場合には、やはり蛋白質を中心とした

生体高分子を鋳型とする手法に、一長の利がある

のは明らかであろう。本研究では、光学的、電気

化学的に種々の応用が期待される共役性高分子を

その対象に選び、これを特異な立体構造を持つ蛋

白質表面あるいは内部で合成し複合化する事によ

り、従来報告例の少なかったような、高度に構造

規制された共役性高分子の合成を試みる。さらに、

合成過程で鋳型として用いる蛋白質と複合化され

るため、蛋白質の持つ様々な機能の付加も同時に

可能となり、例えばこちらも報告例の限られてき

ている、共役性高分子の in vivo環境での利用に関
する新たな研究領域の開拓も期待される。 

２．研究の目的 

	 本研究では、光学的、電気化学的に種々の応用

が期待される共役性高分子をその対象に選び、こ

れを特異な立体構造を持つ蛋白質表面で合成し複

合化する事により、複合化を試みる。用いる共役

性高分子には、ポリ 3,4-ジオキシエチレンチオフ

ェン（PEDOT）を中心的に検討する。なお、蛋白質

との複合化に関する一般的な合成方法はこれまで

に報告例がなかったため、はじめにその方法に関

して詳細な検討を行う。さらに PEDOT との複合化

に適した蛋白質のアミノ酸配列の要件なども調べ

る。次に、生成される PEDOT/蛋白質複合体

（PEDOT/Protein）に関して、基本的な物性評価を
行う。PEDOT の持つ酸化還元挙動が、蛋白質と複

合化することでどのように影響をうけるのか検討

を行っていく。最後に、in	 vivo での利用を想定

した誘導体化の検討も行う。	 

３．研究の方法 

①ポリチオフェンナノ粒子−蛋白質複合体の調製方

法の検討 

	 ポリチオフェン誘導体は優れた酸化還元応答を

示す材料であることから、これまでは主に、有機

導電性材料あるいは半導体材料としての検討がな

されてきた。一方でこのような性質は、生体内で

の酸化還元反応に関連する生命現象の分子プロー

ブとしての利用に興味が持たれる。しかしながら、

ポリチオフェン誘導体を生体内で利用するために

は、まずはポリチオフェン誘導体が水に不溶であ

ることの解決が必須となる。そこでここでは、蛋

白質との複合化によりポリチオフェン誘導体を水

中へ可溶化できる手法の検討を行う。PEDOTを水
に可溶化し利用できる材料として、PEDOT/PSSが
知られている。PEDOT/PSS は、PEDOT のモノマ
ーとなる３，４−ジオキシエチレンチオフェン
（EDOT）の酸化重合を、ポリスチレンスルホン酸
（PSS）共存下の水溶液中で行うことで作成される
高分子複合体であるが、この方法を参考に蛋白質

共存下での EDOT の酸化重合を介して、PEDOT
と蛋白質の複合化による可溶化を行う。なお生成

される PEDOT/Protein は、ナノ粒子化されること
を推測している。この際に、生成される

PEDOT/Proteinの PEDOT部位の形態やサイズに関
して、PEDOTが生成される前の EDOTと蛋白質の
相互作用状況が大きく影響を及ぼすと考えられる。

そこで、酸化重合前の EDOTと蛋白質間の相互作
用に関して、種々の測定法を利用した検討を行う。

また、蛋白質と PEDOT の複合化において、蛋白
質側のアミノ酸配列に必要条件が存在するかの検

討も行う。 

②作製されたポリチオフェンナノ粒子−蛋白質複合体

のキャラクタリゼーション 
 作成される PEDOT/Protein は、酸化還元応答を示

すと予測される。また、in vivo での酸化還元プローブ

としての応用を考えた場合、応答する酸化還元電位

の調節が可能であることが望ましい。そこで、用いる蛋

白質の種類、あるいは酸化重合条件の変化により、

得られる PEDOT/Protein ナノ粒子の酸化還元電位を

調節可能か検討したい。酸化還元電位の評価は、化

学的に表面修飾を金電極上にキャストしサイクリックボ

ルタンメトリーにより行う。また、PEDOT 部位が酸化状

態と還元状態の間で変化した際には、共役状態の電

子状態が変わることが予測されるので、酸化状態と還

元状態における吸収スペクトルの評価も行いたい。 

③蛍光応答性の酸化還元プローブとしての検討 

	 酸化還元活性な PEDOT/Protein ナノ粒子の表
面に適当な蛍光色素を修飾することで、蛍光性の

酸化還元プローブの作製が可能と期待される。そ

こで、この検討を行っていく。また、このような

蛍光色素修飾 PEDOT/Protein ナノ粒子の、細胞
内での応用に向けて、真核細胞への導入に関して

も検討を行っていく。	 

４．研究成果	 

①ポリチオフェンナノ粒子−蛋白質複合体の調製方

法の検討	 

	 どのような分子量や形態を持った蛋白質が、PSS

を用いた場合と同様に、PEDOT と複合化し、水中

に可溶化できるかわからなかったため、まずは分

子量やアミノ酸配列の異なる様々な天然蛋白質を

利用して PEDOT/Proteinの作成を試みた。リボヌ

クレアーゼA（13.7	 kDa）、γ-グロブリン（150	 kDa）、

キモトリプシン（25.3	 kDa）、リゾチーム（14.1	 kDa）、

牛血清アルブミン（68	 kDa）が 10	 mg/ml 程度存在

する中性緩衝水溶液（pH	 7.5）中で、EDOT	 0.5	 	 



µL(4.68	 µmol)、過硫酸アンモニウム（APS）28	 mg	 

(12	 mmol)、助触媒として FeCl3	 2	 µmol を添加し、

４３℃で３時間振盪撹拌を行った。EDOT の重合と

ともに、溶液の色は濃青色に変化していったが、

いずれの蛋白質を用いた場合でも、遠心分離後は

生成される PEDOT は全て水に不溶な沈殿物となり、

蛋白質との複合化による可溶化は見られなかった。

この原因に関して、蛋白質の乳化作用に着目して

考察を行った。通常の球状水溶性蛋白質であれば、

直接疎水性分子と接触することが可能な蛋白質の

疎水表面は大部分が蛋白質内部に閉じ込められて

いるため、疎水性の分子を水に可溶化する乳化作

用は見られない。一方で、変性剤などで部分的に

蛋白質の立体構造を壊した場合には、蛋白質の疎

水領域が表面に露出するため、疎水分子（ここで

は、EDOT）が乳化できるのではないかと考えた。

そこで、さきほどの蛋白質共存下で EDOT の酸化重

合を行う反応溶液に、蛋白質の変性剤である Gdm	 

HCl を添加する条件の検討を行った。円偏光二色

性（ＣＤ）分光光度計を用いた評価から、今回用

いる天然蛋白質（リボヌクレアーゼ A（RNaseA、

13.7	 kDa）、γ-グロブリン（150	 kDa）、キモトリ

プシン（Chym、25.3	 kDa）、リゾチーム（Lys、14.1	 

kDa）、牛血清アルブミン（BSA、68	 kDa））の４３℃

における変性濃度は、２〜３Ｍ程度であることが	 

表１	 各蛋白質の変性濃度	 

Natural protein 
[Gdm HCl]1/2 

at 25 ˚C 

[Gdm HCl]1/2 

at 43 ˚C 

RNase A 2.9 2.2 

Chymotrypsin 2.2 2.0 

Lysozyme 4.2 3.4 

BSA 2.1 2.1 

H6 2.3 2.3 

 
	 

分かったため、いずれの蛋白質も程々に変性がみ

られた３Ｍ	 Gdm	 HCl の条件下、あるいはそれより

濃い６Ｍの Gdm	 HCl を添加した条件下で、比較を

行った。その結果、３Ｍの Gdm	 HCl を添加した場

合において、いずれの蛋白質を用いた場合にも生

成される PEDOT の蛋白質との複合化による可溶化

が見られた（図１）。一方で、６Ｍ	 Gdm	 HCl を添

加した条件下では、可溶化される PEDOT の量は、

大きく減少した。	 

	 
図１	 天然蛋白質 RNaseA との複合化により水中

に可溶化された PEDOT：（左）RNaseA 非存在下で

重合され可溶化されなかった場合、（右）RNaseA

存在下で重合され可溶化された場合	 

	 次に、PEDOT との複合化に必要な、蛋白質側の

アミノ酸配列の必要要件に関して検討を行った。

酸化重合条件下では、特に酸化反応に過敏なチロ

シン残基が、生成される PEDOT と直接化学結合を

形成することが考えられた。このような直接的な

結合が、PEDOT と蛋白質の相互作用安定化に寄与

するのかの検討を行った。天然蛋白質ではチロシ

ン残基の数を制限して利用することは難しかった

ため、ここでは、N-末端側にチロシン残基を１つ

含む５本鎖コイルドコイル蛋白質（H6）と同様の

配列でチロシン残基を含まない蛋白質（H6-nonY）

を用いて検討を行った（図２）。その結果、チロシ

ン残基を持つH6ではPEDOTとの複合化に伴う可溶

化が見られたが、チロシン残基を持たないH6-nonY

では PEDOT の可溶化が見られなかった。このこと

から PEDOT との複合化に必要な蛋白質の要件とし

て、配列中にチロシン残基を含む必要があるとわ

かった。	 

	 
図２	 チロシン残基を N-末端側に含む人工蛋白質

H6 と、チロシン残基を含まない人工蛋白質

H6-nonY のアミノ酸配列	 

②作製されたポリチオフェンナノ粒子−蛋白質複合体

のキャラクタリゼーション	 

	 は じ め に 、 PEDOT と 蛋 白 質 の 複 合 体

（PEDOT/Protein）がどのような形態をとっている

のか調べるため、透過型顕微鏡（TEM）による測定

を行った。ポバールコートした Cu メッシュ上に

RNaseA を用いて作成した PEDOT/Protein ナノ粒子

をキャストし、加速電圧 200	 keV で測定を行った

結果を図３に示す。こちらから、ナノ粒子同士の

凝集物も若干見られるが、50	 nm 程度の粒子径も

ったナノ粒子として生成していることが明らかと

なった。こちらは、他の蛋白質を用いた場合にも、

いずれもナノ粒子化されていることが確認された。	 

200nm�
	 

図３	 PEDOT/RNaseA の TEM による形態評価	 

そこで次に、この PEDOT/Protein ナノ粒子の単離

精製を試みた。上記合成法で PEDOT/Protein ナノ

粒子を作成した場合には、PEDOT/Protein ナノ粒

子に含まれる蛋白質と、関与しないフリーの蛋白

質が溶液中に混在すると予測され、これらは水和

半径の違いにより分離できると考えた。トヨパー

ル HW-40 を担体に用いたゲルろ過クロマトフラフ

ィーにより分離を行ったところ、PEDOT 由来の着

色の見られるバンドは大きく拡散されずにそのま

ま溶出され、得られた各フラクション（図４）に

ついて SDS-PAGE による分析を行った。①での検証

からナノ粒子化している PEDOT と蛋白質は化学結

合しているため、SDS 存在下でも PEDOT/Protein



ナノ粒子からの蛋白質の離脱は起こらないと予測

された。実際に SDS-PAGE 分析した結果、PEDOT 由

来の着色が見られるフラクション６に関して、フ

リーの蛋白質が確認されなかったことから、

PEDOT/Protein ナノ粒子と、フリーの蛋白質の分

離に成功したことがわかった。	 

 Fraction 
Number� 4 5 6 7 8 9 10 11 

	 
図４	 ゲルろ過後の各フラクション写真	 

	 そこで次に、この得られた PEDOT/Protein ナノ

粒子の DLS による粒径評価を行った。RNaseA を用

いて作成した PEDOT/Protein ナノ粒子の測定結果

を図５に示した。こちらより、直径約 50	 nm に相

当する単一な DLS ピークが観測され、我々が確立

し た 調 製 手 法 に よ り 、 均 一 な サ イ ズ の

PEDOT/Protein ナノ粒子が作成できることがわか

ってきた。	 
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図５	 DLS による PEDOT/RNaseA ナノ粒子の粒

径評価	 

	 以上のことから、我々が確立した調製手法によ

り、比較的簡便に粒子径を制御したPEDOT/Protein

ナノ粒子が調製可能であることがわかってきたが、

一方で、意図する粒径を持ったナノ粒子を調製で

きる手法まで確立することができれば、その後の

アプリケーションにおいて助けになると考えた。

そこでナノ粒子の生成メカニズムに関して、さら

に考察を加えることにした。今回確立された調製

スキームでは、蛋白質の溶けた水溶液（10	 mg/ml）

に疎水性の EDOT を添加するが、この際に溶液に超

音波照射をすることで、EDOT は溶液中に分散され

る。またこの際に、蛋白質の変性剤である Gdm	 HCl

を３Ｍの濃度になるよう添加しなければ、生成す

る PEDOT と蛋白質の複合化はできなかった。すな

わちここでの蛋白質の役割が、EDOT の乳化である

ならば、酸化重合前の溶液で生成する、変性タン

パク質の付着により安定化された EDOT ナノ液滴

の粒子径と、こちらを酸化重合することにより得

られる PEDOT/Protein ナノ粒子のサイズには、相

関が見られるはずだと考えた。そこで、蛋白質の

溶けた水溶液（10	 mg/ml）に疎水性の EDOT を添加

し、超音波照射後の溶液の DLS 測定を行い、生成

するエマルジョンの粒子径と、この安定性の評価

を行った。	 

蛋白質として RNaseA	 を用いた場合の結果を図６

に示した。まず、蛋白質非存在下においては、超

音波照射後直ぐに観測される 200	 nm程度の粒径の

EDOT ナノ液滴は、時間の経過とともに直ちに 1000	 
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図６	 蛋白質（RNaseA）非存在下（■）、存在下

（●）における EDOT ナノ液滴の粒子径の経時変

化	 

nm以上の大きな液滴に融合してしまうことがわか

った（その後は相分離して測定用のレーザーの視

野から離れてしまうため、DLS シグナルは一定し

なくなった）。一方で、３Ｍの Gdm	 HCl を添加した

蛋白質存在下では、はじめに生成される 100	 nm 程

度のサイズの EDOT ナノ液滴は３時間以上の期間

に渡り安定化され、液滴同士の融合は見られなか

った。Gdm	 HCl を添加しない蛋白質存在下では、

蛋白質非存在下と同様に直ちに融合が見られたこ

とから、やはり３Ｍの Gdm	 HCl により変性させた

蛋白質が、EDOT ナノ液滴を安定化する効果がある

ことがわかった。また、その粒子径も、酸化重合

後に得られる PEDOT/Protein ナノ粒子のサイズと

相関が見られたことから、反応溶液中に添加する

蛋白質の濃度と EDOT の液量を調節することで、得

られる PEDOT/Protein ナノ粒子のサイズを調節可

能であることが示唆された。	 

	 次に、EDOT/Protein ナノ粒子の酸化還元挙動に

関してサイクリックボルタンメトリーを用いて測

定を行った。ζ電位測定から、いずれの蛋白質を

用いて作成された PEDOT/Protein ナノ粒子も表面

電位は負であったため、6-アミノヘキサンチオー

ルの自己組織化単分子膜で修飾した金基板上にキ

ャストし測定を行った。その結果、用いる蛋白質

によって PEDOT 部位の酸化還元電位が異なり、γ-

グロブリンで-90	 mV、RNaseA では-190	 mV(vs.	 SHE)、

H6 では 40	 mV	 (vs.	 SHE）と異なる酸化還元電位を

示すことが分かった。これは、用いる蛋白質ごと

に PEDOT 部位の重合度に変化が生じたためと、現

在のところは考察を行っている。	 
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図７	 PEDOT/RNaseA ナノ粒子の酸化還元に

応じた可逆的な吸収スペクトル変化	 

	 酸化状態と還元状態を変化させることで、PEDOT

由来の吸収帯において、スペクトルピークの可逆

的な移動が起こるか、次に検討を行った。酸化剤

には、フェリシアン化カリと用い、還元剤にはジ

チオスレイトール（DTT）を用いた（なお特に、フ



ェリシアン化カリで酸化反応を行った後は、透析

操作により試薬を除いてから吸収スペクトルの測

定は行った）。 RNaseA を 用 い て 作成した

PEDOT/Proteinナノ粒子の結果を、図７に示した。

PEDOT に由来する吸収バンドのλmax が、酸化状態

では 625	 nm、還元状態では 495	 nm にシフトが見

られた。通常の PEDOT/膜では、酸化状態と還元で

より大きなスペクトルシフトが観測されることが

知られているため、このような吸収スペクトル変

化の挙動は、ナノ粒子化したことにより発現して

きた性質であるかもしれない。しかし、現在のと

ころ詳細な理解は得られていない。	 

③蛍光応答性の酸化還元プローブとしての検討	 
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図８	 FITC修飾したPEDOT/Proteinナノ粒子

の酸化状態、還元状態における蛍光強度の変

化	 

	 今回作成を行った PEDOT/Protein ナノ粒子の中

で、再クリックボルタンメトリーによる検討から、

最も電流応答の大きかった RNaseA を用いて作成

した PEDOT/Protein ナノ粒子に関して、蛍光色素

FITC の表面修飾を行った。これにより、電子移動

型の酸化還元応答蛍光プローブの開発を期待した。

酸化状態、還元状態で FITC 修飾 PEDOT/Protein ナ

ノ粒子の、FITC 由来の 518	 nm の蛍光強度の比較

を行ったところ、酸化状態から還元されることに

より、蛍光強度が約 2.5 倍上昇することが確認さ

れた（図８）。すなわち、PEDOT 部位の酸化状態に

応じて蛍光強度の異なるプローブの開発に成功し

たといえる。	 

	 
図９	 がん細胞である A549 細胞への FITC 修飾

PEDOT/Protein ナノ粒子の導入と、蛍光顕微鏡測

定を用いた細胞質への導入の確認（細胞核は DAPI

により染色（青色）した。FITC 由来の蛍光は、

黄色で示した）	 

	 また、この FITC 修飾した EDOT/Protein ナノ粒

子は、金属ナノ粒子や蛋白質などの細胞内への導

入で一般に用いられる市販の導入試薬を用いるこ

とで、真核細胞内への導入が可能であった。実際

に、TransIT	 transfection	 reagent（タカラバイ

オ）と混合し、がん細胞である A549 細胞に振りか

けで導入を試みたところ（１〜５時間程度培地に

添加しながら培養を行った）、FITC 由来の蛍光シ

グナルが、細胞質部位から観測された。今回の研

究期間内では、残念ながらこちらを用いて細胞内

での酸化還元挙動のモニターリングまでは検討が

できなかったが、実際に in	 vivo での利用に向け

た基礎的なデータは取得することができた。	 
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