
 
 
 
 
 

タンパク質を用いたナノ粒子・ナノワイヤ作製と

その機構解明 
 

 

博士学位論文 

 

 

 

 

 

2008 年 9 月 

 

奈良先端科学技術大学院大学 

物質創成科学研究科  

 

塚本里加子 
 



目次 
 
第 1 章  序論  

 

1-1. 研究背景                              1 
1-2. これまでのバイオミネラリゼーションの研究               2 
1-3. 本研究の目的とその位置づけ                                      2 
1-4. 本論文の構成                                                    3 

参考文献                                                        4 
 

第 2 章  アポフェリチンを用いた酸化コバルトナノ粒子作製 
 

2-1. はじめに                                                         6 
2-2. 本研究で用いたアポフェリチン                                     6 
   2-2-1 アポフェリチンについて 
   2-2-2  リコンビナントアポフェリチンについて 

     2-3. 過酸化水素水に対する安定性と熱安定性                           10 
      2-3-1  円偏向二色性測定による天然アポフェリチンの熱安定性測定  
      2-3-2 示差走査熱量計による天然アポフェリチンと 

リコンビナントアポフェリチンの熱安定性測定 
      2-3-3  天然アポフェリチンの過酸化水素水に対する安定性 

2-4. アポフェリチンへの酸化コバルト導入実験に用いる緩衝液の探索    18 
2-5. 透過型電子顕微鏡観察とコア形成率について  21 
2-6. 最適溶液条件の探索 22 
2-7. 作製した酸化コバルトナノ粒子の高分解能透過型電子顕微鏡による 

結晶格子像と粒径分布                      28 
2-8. 作製した酸化コバルトナノ粒子の XRD による組成同定               31 

   2-9. リコンビナントアポフェリチン(Fer8)を用いた酸化コバルト 
ナノ粒子の作製                                         33 
2-9-1  Fer8 を用いた酸化コバルトナノ粒子作製の最適溶液条件探索 
2-9-2  作製した酸化コバルトナノ粒子の透過型電子顕微鏡観察 
2-9-3  加熱による粒径への影響 

     2-10. アポフェリチンを用いて作製した酸化コバルトナノ粒子を用いた 
デバイス作製                                                  39 

    2-11. まとめ                                                        40  
       参考文献                                                       41 
  
  
 



第 3 章   アポフェリチンの外表面化学修飾が酸化コバルトナノ粒子作製に 
与える影響 

  
3-1. はじめに                                                        42 
3-2. アポフェリチン外表面へのポリエチレングリコール修飾              43 
3-3. ポリエチレングリコールの修飾の確認                              45 

3-3-1  MALDI-TOF/MS による PEG 修飾数の確認 
3-3-2  ゲル濾過カラムクロマトグラフィー 

3-4. ポリエチレングリコール修飾アポフェリチンへの酸化コバルト導入    50 
      3-4-1  反応溶液の状態 
      3-4-2  コア形成率 
      3-4-3  上澄みに残存するフェリチン濃度 
      3-4-4  コア形成フェリチンの回収率 

3-5. コントロール実験：ポリエチレングリコール混合実験                55 
    3-6. まとめ                                                          57 
           参考文献             58  
 
第 4 章  アポフェリチンへの酸化コバルト導入メカニズム 
 

4-1. はじめに                                                        59 
4-2. 反応溶液混合 20 分後の溶液状態                                   61 
4-3. レーザーラマン分光測定によるアポフェリチンの周囲に存在する 

コバルトイオンの解析                                       63 
4-4. 紫外可視光分光光度計による溶液混合後の時間経過と 

吸収スペクトルの関係                                             65 
4-5. アポフェリチンを添加していない混合溶液で生じた沈澱の XRD 測定  68 
4-6. アポフェリチン・ポリエチレングリコール修飾アポフェリチンへの 

酸化コバルト導入初期過程の考察                                  70 
4-7. まとめ                                                          74 
    参考文献                                                        75

  
第 5 章    タバコモザイクウィルス(TMV)を用いたコバルト白金ナノワイヤの作製 
 

5-1. はじめに                                                        76 
5-2. 本研究で用いた TMV                                             76 
5-3. 攪拌方法の検討                                                  79 

    5-4. コバルトイオン源と白金イオン源の選択                            82 
    5-5. TMV へのコバルト白金ナノワイヤ作製の最適作製法                  85 
     5-6. 作製したナノワイヤの透過型電子顕微鏡像とワイヤ長さ分布          86 



    5-7.  TMV とコバルトイオンと還元剤のみ/TMV と白金イオンと還元剤のみ 

でのコバルト白金ナノワイヤ作製実験                       89 
    5-8.  高分解能透過型電子顕微鏡とエネルギー分散型 X 線分析(EDX)測定   91 
   5-9.  作製したナノワイヤの磁化測定                                   94 

       5-10. 遺伝子的に内部空洞表面のチャージを改変した TMV を用いた 
コバルト白金ナノワイヤ作製         96 

        5-10-1  野生型 ToMV を用いたナノワイヤ作製 
(U1-TMV との差異の確認) 

5-10-2  内部空洞にプラスチャージのアミノ酸を導入した ToMV 
(プラスチャージ導入 ToMV)でのナノワイヤ作製 

       5-10-3  内部空洞にマイナスチャージのアミノ酸を導入した ToMV 
(マイナスチャージ導入 ToMV)でのナノワイヤ作成 

5-11. まとめ                                                        106 
参考文献                                                      108 

                            
                                                    

  
第 6 章   結論 
 
     6-1.  タンパク質への金属析出機構について                            109 
    6-2.  本論文の主要結果                                              109 
    6-3.  今後の課題と指針                                              110 
 
研究業績                                                                  111 
謝辞                                                                      115 
 



1 
 

第 1 章 序論 

 

1-1 研究背景 

 

半導体デバイスでは、約二年で性能が二倍になるという高性能化が続けられてきた

が、この半導体デバイスの高性能化の源は微細加工技術による素子の小型化である。

しかし、微細構造を作製するためのリソグラフィー技術は光を利用するため物理的

限界に近づきつつある 1,2。そのため、近年では、これらのようなトップダウン加工

ではなく、原子や分子を積み上げてナノ構造を作製するボトムアップ手法が活発に

研究されている。その中で、生物は、ナノメートルサイズの構造体を自己組織化に

より作り上げている巨大なナノマシンであり、この仕組みを模倣することは、全く

新しいナノ構造の作製手法を可能にする。タンパク質は、細胞の中で多種多様なも

のが相互作用しながら働いているが、その中で特定のタンパク質に着目すると、体

中のどの細胞中にあっても全く同一である特徴を持っている。この理由は、タンパ

ク質が同じ遺伝子情報により合成されることによる。すなわち、タンパク質は大量

の規格品として考えられ、テンプレートとしてその形状と特徴を生かすことができ

れば、種々のナノテクノロジー分野に必要とされるナノ構造の作製が可能になると

考えられる。バイオテクノロジー研究の進展に伴い、現在では、各種のタンパク質

の立体構造が解明されており、遺伝子的な改変により新たな機能を付与したり 3、

新たなナノ構造を有する人工タンパク質を合成することが可能になっている。また、

タンパク質に無機材料の析出を促進する機能性ペプチドを導入することも可能にな

ってきた 4。そこで、自由に改変したタンパク質に無機材料を担持させてナノブロ

ックとして利用し、ナノ構造を作製してタンパク質を除去すれば、非常に精密な無

機材料のナノ構造が作製できる可能性がある。この手法を用いたナノ構造構築技術

として「バイオナノプロセス」があり、これは従来の半導体プロセス技術とバイオ

テクノロジーを融合した新たなデバイス作製プロセスである 5。これまでに、かご

状タンパク質フェリチンを用いて作製した均一なナノ粒子を利用したフローティン

グゲートメモリの作製に成功しているが 6-9、今後、複雑なナノ構造の構築のために

は、さまざまな金属ナノ粒子やナノワイヤの作製が必要とされ、これらの実現のた

めには、任意のタンパク質に任意の金属の導入が求められる。そのため、さまざま

な金属をタンパク質に導入し、比較検討を行う事でタンパク質での金属析出機構の

解明が進められている。 
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1-2 これまでのアポフェリチンへのバイオミネラリゼーションの研究 

 

アポフェリチン内への酸化鉄の取り込み機構については、生体での鉄濃度の保持

という本来の役割が必須の機能であるため、よく研究されている。自然界のフェリ

チンの鉄コアには、不純物としてリン酸を含み鉄コアの結晶成長を促す作用がある

とされている 10。アポフェリチンの三回対称チャネルは、アスパラギン酸とグルタ

ミン酸の酸性アミノ酸が存在するため、親水性となっており、空洞内のマイナスチ

ャージにより Fe(Ⅱ)が引き込まれ、このチャネルを通して内部に入る。そして、内

部に存在するマイナスチャージを持つアミノ酸の集まった鉄酸化活性中心において

取り込んだ Fe(Ⅱ)を Fe(Ⅲ)に酸化した後、内部空洞内のマイナスチャージ領域で核

形成を行いフェリハイドライト結晶にして貯蔵していることが明らかになっている

11,12。  

 

1-3 本研究の目的とその位置づけ 

 

ナノ粒子、ナノワイヤを作製する方法は数多くあり、CVD 法、噴霧法、液相法、

レーザー照射など、物理的・化学的な合成法が主流であるが、形状の制御と作製し

たナノ構造の選択的配置には、多大な労力が必要とされている。一方、タンパク質

の内部空洞を用いたナノ粒子、ナノワイヤ作製には以下のような利点がある。大き

さがテンプレートの大きさ以上には大きくならず、均一な形状のナノ構造の作製が

可能であり、自己組織化能により二次元構造が容易に作製できる 13-15。また、タン

パク質に覆われているため、タンパク質の表面を利用した修飾により、新たな機能

を付与し、特定の物質のみに吸着できるナノ粒子やナノ粒子の積層構造作製を可能

にする 16-18。また、ナノデバイスの素子としてだけではなく、ナノ粒子の周囲にタ

ンパク質が存在するため、生体に優しいドラックデリバリーシステムとしても応用

できる。現在までに、がご状タンパク質アポフェリチンを用いて種々のナノ粒子の

合成が行なわれており、ニッケル、インジウム、亜鉛などの酸化物や化合物半導体

の内包が可能になっている 19-23。しかしながら、バイオミネラリゼーションのメカ

ニズムは完全に解明されておらず、作りたいナノ粒子を作製することができず、作

ることが可能なナノ粒子を作製して応用に用いているのが現状である。また、ナノ

デバイスなどの三次元構造物への応用を行なうためには、材料として大量のナノ粒

子を必要とするため、テンプレートタンパク質への金属析出機構を知り、効率良く

大量のナノ粒子の作製を行うことが求められる。 
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本研究では、フローティングケートメモリのキーコンポーネントとしての電荷保

持ナノドット作製のために、アポフェリチンの内部空洞を用いた酸化コバルトナノ

粒子の作製と、今後、必要と見込まれるナノワイヤをチューブ状タンパク質・TMV

を用いて作製を行った。そして、これらの実験から得られた知見を基に、タンパク

質の持つ内部空洞への金属析出機構の解明を行うことを目的とした。 

 

 

1-4 本論文の構成 

 

第 2 章では、かご状タンパク質のアポフェリチン説明と安定性について述べた後、

デバイス作製に向けた大量の半導体ナノ粒子作製のため、緩衝液を用いて行うアポ

フェリチン内部空洞での酸化コバルトナノ粒子作製条件の検討と、作製したナノ粒

子の評価について述べる。 

 

第 3 章では、外表面をポリエチレングリコールで修飾したアポフェリチンを用い

て、酸化コバルトナノ粒子作製を行ない、ポリエチレングリコールの修飾効果につ

いて述べる。 

 

第 4 章では、酸化コバルトナノ粒子作製の初期過程におけるメカニズムを紫外可

視分光測定とラマン分光測定より述べ、第 1～3 章までの結果とあわせてミネラリ

ゼーションの初期過程でアポフェリチン外表面において生じている現象について考

察する。 

 

第 5 章では、チューブ状タンパク質・TMV の内部空洞を用いたコバルト白金ナノ

ワイヤ作製から、金属析出の初期過程の機構について考察を述べる。 

 

第 6 章では、以上をまとめて結論とする。 
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第 2 章  アポフェリチンを用いた酸化コバルトナノ粒子作製 

 

2-1 はじめに 

 

現在までに、モンタナ大学の Douglas 博士らにより、アポフェリチンへの酸化コ

バルトナノ粒子の作製が報告されている。その方法は、NaOH を使って pH を一定に

調整しつつ、コバルトイオンと過酸化水素水を同時に少量ずつマイクロシリンジを

使って添加する方法で 1、大量の酸化コバルトナノ粒子の作製には不向きである。

更に、この方法の問題点としては、コバルトイオンを添加することで反応溶液の pH

に変化が起こり、アポフェリチンが水酸化コバルトを内包することが挙げられる。

一方、反応溶液の加熱温度を調整することで、異なる結晶形の酸化コバルトができ

る利点も報告されている。 

山下らは、「バイオナノプロセス」によるフローティングナノドットメモリ実現

のために、アポフェリチンを用いて半導体の酸化コバルトナノ粒子を作製し、ナノ

デバイスのキーコンポーネントであるナノドット配列を作製することを目的として

いる 2,3。 そのために、安定した物性を持つ、大量の酸化コバルトナノ粒子を作る

必要がある。そこで、緩衝液を用いて pH を調整しながら、簡単に大量にアポフェリ

チンの空洞内に酸化コバルトナノ粒子を作製する方法の開発を目指した。 

 

 

2-2 本研究で用いたアポフェリチン  

 

2-2-1 アポフェリチンについて 

 

フェリチンは、生物界に広く存在しているかご状タンパク質で、通常、生体内で

は、内部空洞にフェリハイドライト（5Fe2O3・9 H2O）のコアを内包し、体内の鉄濃

度を一定に保つように調節を行なっている 4,5。 フェリチンは、1つのサブユニット

（分子量約 20000）が 24 個自己集合し球状タンパク質を形成している。この空洞に

鉄を内包しているものをフェリチン、空洞に鉄を持たないタンパク質をアポフェリ

チンと呼ぶ。本研究で用いたアポフェリチンは、主としてシグマ社から市販されて

いるウマ脾臓由来のアポフェリチンである。この天然アポフェリチンは、直径約 12 

nm、内部空洞直径約 7 nm で、サブユニットは、L型サブユニットと H型サブユニッ

トの二種類で構成されている。模式図を図 2-1 に示す。H型サブユニットと L型サ

ブユニットにはそれぞれ特徴があり、H型サブユニットには鉄酸化活性中心が、L



7 
 

型サブユニットにはカドミウム結合部位がある。鉄酸化活性部位とは内部空洞表面

にマイナスチャージが集まっている部分であり、Fe(Ⅱ)を Fe(Ⅲ)に酸化させる機能

を持つ部位である。鉄イオンは、マイナスチャージを持つグルタミン酸とアスパラ

ギン酸から成る三回対称チャネルを通過して空洞内部に入り、H型サブユニットに

存在する鉄酸化部位にて酸化され空洞内の内側表面のマイナスチャージ領域で核形

成を行って約 4000～4500 個の鉄イオンをフェリハイドライト（5Fe2O3・9 H2O）の結

晶として貯蔵している。カドミウム結合部位とは、二回対称部位に存在するアスパ

ラギン酸とグルタミン酸がカドミウムイオンと塩橋を作り、アポフェリチン同士が

二次元結晶を作る機能を持つ部位である 6-8。この自己組織化能を用いることで、フ

ェリチンの二次元結晶、すなわち大きさの揃ったナノ粒子の二次元配列を作製する

ことが可能になる。 

 

 

図 2-1 アポフェリチンとコア形成フェリチン模式図 

（左）全体像（中）アポフェリチンの内部空洞（右）内部空洞にナノ粒子を形成し

たフェリチン 

 

 

2-2-2 リコンビナントアポフェリチンについて 

 

本研究では、一部に L型、H型リコンビナントアポフェリチンを使用した。L型、

H型リコンビナントアポフェリチンとは、L型サブユニットのみ、もしくは H型サブ

ユニットのみで構成されたアポフェリチンである。L型リコンビナントアポフェリ

チンでは、2種類のアポフェリチン(Fer0、Fer8)を使用した。このリコンビナント

アポフェリチンは、ウマ肝臓フェリチンの遺伝子配列をプラスミド pMK2 に制限酵素

サイトを用いて挿入して、大腸菌（Nova Blue）を使って大量に作らせたものであ

る９。 
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Fer8 は、サブユニットのアミノ酸の N末端から 8 残基削ったもので、Fer0 は削

っていないものである（図 2-2）。リコンビナントアポフェリチンは、N末端が隣接

するサブユニットと水素結合を作っているため、熱に強く安定な構造をしている。

天然アポフェリチンのサブユニットのN末端近傍の構造はN末端より1～5残基目ま

でが溶液中に露出し、不安定である。6～8残基目は、アポフェリチンの外表面上に

位置しており、近傍のサブユニットと水素結合を形成し 24 量体の安定な形成に関与

しているとされている 10。 図 2-3 に天然アポフェリチンの X線構造解析により明

らかになった N末端近傍の分子模型を示す。白い棒がアポフェリチンを構成するア

ミノ酸の主鎖で、赤色部分は 6～8残基目、黄色部分は 1～5残基目は不安定で動い

ているため、構造を決定できない。図 2-4 にリコンビナントアポフェリチン Fer0、

Fer8のアミノ酸配列とウマのH型アポフェリチンの配列がまだ不明のため代わりに

ヒト H型アポフェリチンのアミノ酸配列を示す。 

 

 

図2-2 天然アポフェリチンのLサブユニットとリコンビナントアポフェリチンのN

末端のアミノ酸配列の比較 
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図 2-3 天然アポフェリチン N末端近傍の分子模型 

 

 

図 2-4 リコンビナントアポフェリチン Fer0、Fer8、ヒト・H型アポフェリチンの

アミノ酸配列 

 

＜リコンビナントアポフェリチン作製方法＞ 

1. 馬肝臓アポフェリチンの遺伝子配列をEcoRⅠとHindⅢの制限酵素を用いて切り

出し、プラスミド pMK2 に挿入する。 

2. 大腸菌（Nova Blue）に馬肝臓プラスミドを入れ形質転換させる。 

3. 大腸菌を LB 培地で約 16 時間培養する。 

4. 菌体を集めて細胞膜を破砕し、60 ℃の加熱により、不溶なタンパク質を変性さ

せ遠心処理により沈殿物を取り除く。 
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5. 遠心後の上澄み溶液を濃縮して、陰イオン交換カラム（Q-sepharose,GE ヘルス

ケアバイオサイエンス㈱/溶出バッファー：50 mM Tris-HCl pH8.0＋0～1M NaCl）

にかけ、フェリチン画分を集める。 

6. 集めたフェリチン画分を濃縮し、ゲル濾過カラム（Hiprep Sephacryl S300, GE

ヘルスケアバイオサイエンス㈱/溶出バッファー：50 mM Tris-HCl pH8.0＋150 mM 

NaCl）にかけ、アポフェリチン部分を濃縮する。 

7. 150 mM NaCl で置換し、4 ℃で保存する。 

 

 

2-3 過酸化水素に対する安定性と熱安定性 

 

本研究では酸化コバルトのナノ粒子合成を目指すため、合成温度を室温以上にし

たり、過酸化水素水の添加を行う必要がある。タンパク質を用いる実験では、タン

パク質の構造が不安定になったり、変性が起こる事を考慮し、生体内の温度以上の

加熱は行わないのが一般的である。また、過酸化水素は不安定で酸素を放出しやす

く、非常に強力な酸化力を持つヒドロキシラジカルを生成しやすい。このため、消

毒剤や触媒としての工業的な応用が主であり、タンパク質を用いた実験には用いる

事は一般的でない。アポフェリチンに酸化コバルト導入するための条件は、タンパ

ク質にとっては苛酷な条件と予想され、アポフェリチンの変性が考えられる。その

ため、熱と過酸化水素水に対する安定性をまず確認した。また、遺伝子操作を用い

て N末端のアミノ酸を欠損させたリコンビナントアポフェリチン（Fer8）の熱安定

性も調査した。 

 

 

2-3-1 円偏向二色性測定による天然アポフェリチンの熱安定性測定 

 

円偏光二色性測定は、測定試料の左右円偏光に対する吸収の違いを利用した光学

的な測定方法であり、分子の立体構造を決定する有力な測定法のひとつである。タ

ンパク質の円偏光二色性測定では、二次構造のαへリックスとβシートから特徴的

なスペクトルが得られる。特にαへリックスは 208 nm と 222 nm に特徴的な吸収を

持つことが知られている。アポフェリチンのサブユニットはすでに X線構造解析に

より 90％以上がαへリックス構造で構成されていることが分かっており、実際に、

アポフェリチンの吸収スペクトルはαへリックスのものとほぼ同じプロファイルが
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得られる。このプロファイルの変化を追うことで、アポフェリチンの二次構造の安

定性を調べることができる。 

150 mM NaCl に天然アポフェリチンを混合した溶液を各 20 ℃から 90 ℃まで加熱

を行い、それぞれの 190 nm から 260 nm の円偏光二色性スペクトルを測定した。結

果を図 2-5 に示す。20 ℃から 40 ℃までのスペクトルでは、プロファイルに変化は

見られなかったが、50 ℃以上で大きな変化が見られる。この結果は、50 ℃以上の

加熱でαへリックスの構造が壊れ、アポフェリチンの二次構造が壊れていることを

示している。リコンビナントアポフェリチン Fer8 の円偏光二色性測定は、松下電器

産業株式会社 西尾和晃博士らにより行われている。図 2-6 に測定スペクトルを示

す。Fer8 は、90 ℃の加熱を行ってもプロファイルに変化が見られず、二次構造を

保っていることが分かる。 

 

 

 

図 2-5 天然アポフェリチンの円偏光二色性スペクトル 
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図 2-6 Fer8 の円偏光二色性スペクトル（測定：松下電器産業株式会社 西尾和晃

博士） 

 

＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンを150 mM NaClに置換し、20 ℃から90 ℃の溶液条件で190 nm

から 260 nm の偏光を測定した。 

＜測定手順＞ 

1. 透析膜を使用して天然アポフェリチン 150 mM NaCl に置換する 

2. 280 nm 吸光度がの約 0.2 になるように天然アポフェリチンの濃度を調整する 

3. 石英セルに封入し、空気を抜くために軽く脱気する 

4. 温度制御装置により 20 ℃、30 ℃、40 ℃、50 ℃、70 ℃、90 ℃に溶液温度を

調整する。 

5. 加熱温度に到達したのを確認後、190 nm～260 nm の偏光を測定する。 

＜測定条件＞ 

測定サンプル：天然アポフェリチン 

測定装置：Jasco-J720 （日本分光） 

測定雰囲気：窒素雰囲気 

測定波長：190～260 nm 

測定温度： 20 ℃から 90 ℃  (10 ℃刻み) 
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2-3-2 示差走査熱量計による天然アポフェリチンとリコンビナントアポフェリチ

ンの熱安定性測定 

 

先に行った円偏光二色性測定では、アポフェリチンの二次構造の安定性に関する

知見を得ることができた。アポフェリチンの二次構造というのは、ペプチドの折り

たたみ構造のことであり、アポフェリチンの場合は、αへリックス構造が 90％以上

を占めている。このαヘリックスの二次構造が折りたたまれて、三次構造のサブユ

ニットを形成している。さらに三次構造のサブユニットが 24 個自己集合すること

により、四次構造であるアポフェリチン 1 個を形成している。αへリックスの崩壊

はアポフェリチンの 24 量体を構成するサブユニットの構造変化、すなわちサブユニ

ットの乖離による球殻構造の崩壊を示唆するが、直接的な証拠とはならない。そこ

で、四次構造の崩壊、各サブユニットの乖離・安定性について示差走査熱量計で検

討を行った。示差走査熱量計は、試料セルと参照セルを同時に一定速度で昇温させ

参照セルとの熱量の入力差を測定する装置で、加熱や冷却による物理的変化や化学

的変化を検出する装置である。本研究においては、アポフェリチンが変性する時に

生じる熱容量の変化からアポフェリチンの熱安定性を評価した。 

測定試料は、天然アポフェリチンと、L型サブユニットのみで構成されたアポフ

ェリチンの表面付近の N末端のアミノ酸を、遺伝子操作を用いて欠損させたリコン

ビナントアポフェリチン Fer0, Fer8 と H 型サブユニットのみで形成された H-アポ

フェリチンである。 

図 2-7 に天然アポフェリチンとリコンビナントアポフェリチンの示差走査熱量計

による測定結果を示す。横軸が温度、縦軸が変性に伴う吸熱反応の熱量を示してい

る。天然アポフェリチンでは、50～ 60 ℃付近より吸熱反応を示し、熱変性が始ま

っている。しかし、L型サブユニットのみでできているリコンビナントアポフェリ

チン Fer0 では 100 ℃付近まで、Fer8 では、90 ℃付近まで吸熱反応はみられず、熱

変性は起こらないことが分かる。円偏光二色性測定の結果と合わせて考えると、ア

ポフェリチンのαへリックスである二次構造が崩れる温度と 24 量体の四次構造が

壊れる温度は、ほぼ同じであることが分かる。Fer8 は L 型サブユニットのみから構

成されているのに対し、天然アポフェリチンは、H型サブユニットと L型サブユニ

ットの混合である。ヘテロな天然アポフェリチンのみが熱に対して弱いことより、H

型サブユニットと L型サブユニット同士の結合の境目でひずみが生じ、水素結合が

不完全になり、弱くなっている可能性が考えられる。また、アミノ酸の N末端から

8残基欠損した Fer8 よりもアミノ酸を削っていない Fer0 の方が、より高温の条件

でも安定性を示したことは、アポフェリチンの外表面に露出している 8 残基は、ア
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ポフェリチンの四次構造の安定化に寄与しているためと考えられる。アポフェリチ

ンのサブユニットはダイマーを形成して、このダイマーが 12 個集まり、24 量体を

形成しているが、慶澤らの研究により、Fer0 は、ダイマー間で水素結合を 4つ持ち、

隣のダイマーとの間にも水素結合を 5つ持っているが、N末端の 8残基を欠損する

ことにより（Fer8）、ダイマー間の水素結合を 2つ失い、隣接するダイマーとの水

素結合が無くなり、四次構造が不安定になる事が示されている（図 2-8）10。アポフ

ェリチンでは、N末端に存在する隣接するサブユニットとの水素結合が熱安定性に

大きく寄与しており、この水素結合が切れて四次構造が崩れると同時に二次構造も

崩れると考えられる。円偏光二色性測定の結果と示差走査熱量計の測定結果から、

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入実験では、50 ℃以上の加熱はできないこ

とが明らかになった。 

 

 

 

図 2-7 各アポフェリチンの示差走査熱量計での測定結果 
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図 2-8 リコンビナントアポフェリチン Fer0 と Fer8 の N 末端の構造 

(サブユニット Aとサブユニット Bでダイマーを形成している。サブユニット Cは隣

接するサブユニット Fer8 ではサブユニット A と B の間に水素結合が存在するが、

サブユニット Cと A、サブユニット Cと B間には水素結合が無い) 

（上）N末端付近のアミノ酸側鎖、点線は水素結合を示す（下）サブユニット間の

水素結合の様子 黄色、青色、ピンク色はそれぞれのサブユニットに対応する 

 

＜実験方法＞ 

 各サンプルを 150 mM NaCl に置換し、3 mg/ml に調整した。1 ml のサンプルを試

料セルに、150 mM NaCl を基準物質セルに入れ測定した。 

＜手順＞ 

1. 天然アポフェリチン、又はリコンビナントアポフェリチンを透析膜を使用して

150 mM NaCl に置換する。 

2. タンパク質濃度が 3 mg/ ml になるように調節する。 

3. 1 ml のサンプルを試料セルに、150 mM NaCl を基準物質セルに入れ測定を行う。 

測定サンプル： 

① Fer0・・・・・N末端を削っていない。L型サブユニットのみで形成 

② Fer8・・・・・N末端から 8 残基が欠損。L型サブユニットのみで形成 

③ H-fer・・・・ H 型サブユニットのみで形成 
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④ 天然アポフェリチン・・・・N末端を削っていない。H型サブユニットと L型サ

ブユニットの混合 

＜測定条件＞ 

測定装置：Nano DSCⅡ6100 CSC，(Calorimetory Sciences Corp)  

測定条件：30～125 ℃, 1 ℃/min の昇温 

参照溶液：150 mM NaCl 

 

 

2-3-3 天然アポフェリチンの過酸化水素水に対する安定性 

 

本研究では、酸化コバルトの作製には加熱条件だけでなく、Co(Ⅱ)を Co（Ⅲ）に

酸化するため、過酸化水素水の添加を行う。そのため、過酸化水素水に対するアポ

フェリチンの 24 量体の安定性についてもあらかじめ調べる必要がある。0.5 mg/ml

の天然アポフェリチンに過酸化水素水を 3 mM まで添加し約 5分後、ゲルろ過カラム

を用いてアポフェリチンの四次構造が崩れているかを確認した液体クロマトグラフ

チャートを図 2-9 に示す。 

溶出溶媒量 10.5 ml 付近に見られるピークは天然アポフェリチン(24 量体)のモノ

マー、それよりも少ない溶出溶媒量で観測されたピークは天然アポフェリチンが 2

個から 3個凝集したダイマーやトライマーである。溶出溶媒量 10.5 ml 以上で見ら

れるピークはアポフェリチンよりも小さな体積を持つものである。購入アポフェリ

チンにおける液体クロマトグラフィーでもこのようなピークが見られるため、購入

したアポフェリチン溶液に含まれていたものと考えられ、アポフェリチンを形成す

るサブユニットが乖離・分解したもの、又は元々混在している不純物であると考え

られる。 

天然アポフェリチンに1.5 mM過酸化水素水を添加したサンプルのピーク形状と天

然アポフェリチンのみのチャートの形状には大きな変化は見られず、アポフェリチ

ンが乖離・分解し体積が小さくなったものの確認はできなかった。更に、天然アポ

フェリチンに 3 mM 過酸化水素水をを添加したものでも、ピーク形状に変化は見られ

ず、天然アポフェリチンの四次構造が壊れた様子は見られなかった。データには示

さないが、天然アポフェリチンに6 mMまで過酸化水素水を添加した溶液を調べたが、

四次構造の崩れた様子は見られなかった。 
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図 2-9 天然アポフェリチンに過酸化水素水を添加した溶液のゲル濾過クロマトグ

ラフチャート 

(黒)天然アポフェリチンのみ （赤）天然アポフェリチンに 1.5 mM 過酸化水素水

添加 （緑）天然アポフェリチンに 3 mM 過酸化水素水添加 

 

＜実験方法＞ 

0.5 mg/ml の天然アポフェリチンに過酸化水素水を 0-3 mM まで添加し、ゲルろ過ク

ロマトグラフの測定を行った。 

＜測定手順＞ 

1. 50 mM Tris (pH8.0)に 0.5 mg/ml の天然アポフェリチンを添加する。 

2. 過酸化水素水を 0～3 mM まで添加する。 

3. 約 5分後、平衡化が済みの SW4000 ゲルろ過カラムを用いて測定する。 

4. 溶出ピークを確認する。 

＜測定条件＞ 

測定サンプル：天然アポフェリチンのみ、天然アポフェリチンに 1.5 mM 過酸化水素

添加溶液、天然アポフェリチンに 3 mM 過酸化水素添加溶液 

測定装置：HPLC システム（日立） 

使用カラム：TSKgel G4000SWXL PEEK（東ソー） 

流速：1 ml/min  

溶出バッファー：50 mM Tris (pH8.0) 
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2-4 アポフェリチンへの酸化コバルト導入実験に用いる緩衝液の探索 

 

アポフェリチンによる酸化コバルトのナノ粒子合成では、コバルトイオンが錯イ

オンを形成しやすいことが予想された。 

2 価のコバルトイオンは水に溶解した場合、コバルトの周囲に 6 個の水を配位し

た 6 配位 8 面体構造を形成する。この水和コバルト（図 2-10）は、2価の錯体で、

ピンク色を呈し、構造は非常に安定で、室温で放置しても変化を起こさない。この

構造は、一般的に良く知られているシリカゲルのインジケータの青色ゲルが吸湿し

たときと同じものである。しかし、この水和コバルトに官能基を持つ物質が近づく

と、分子はコバルトイオンに配位結合した状態になり、高い安定化状態を形成する。

そのため、過酸化水素水によるコバルトイオンの酸化を行うことができなくなる。 

 以上の理由から、アポフェリチンへの酸化コバルト導入で用いる反応溶液は、

コバルトイオンと強く錯形成を起こすものは避け、効率良くアポフェリチンの内部

空洞内に金属を析出させる条件を持つものを使用する必要がある 11-14。これらの状

況をふまえて使用する緩衝液の選択を行った。検討を行う緩衝液としては中性から

弱アルカリ性で反応溶液の調整を行うことを考慮して、Tris、Bis-Tris、TES、

phosphate、CHES、MOPS、HEPES を選択した（表 2-1）図 2-11 は、各緩衝液を用い、

0.5 mg/ml 天然アポフェリチンを添加した条件下でのコバルトイオンを添加後、過

酸化水素水を添加して 50 ℃・一晩インキュベート後の反応溶液状態を示している。 

 

 

 

表 2-1 検討を行った緩衝液 
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図 2-10 水和コバルトの構造 

 

 

図 2-11 各緩衝液の溶液状態（0.5 mg/ml 天然アポフェリチン添加） 

（左）コバルトイオンを添加した溶液（中）コバルトイオンと過酸化水素水を添加

した溶液（右）コバルトイオンと過酸化水素水を添加し 50 ℃で一晩インキュベー

ト後の溶液 
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図 2-12 各緩衝剤の構造 

 

Tris、TES、Bis-Tris では、コバルトイオンと混合すると緩衝液の構成成分と速

やかに錯体を形成し、青や紫のコバルト錯体独特の色を呈している。これらの溶液

に過酸化水素水を添加しても、緩衝液の構成分子が外れることはなく、コバルトイ

オンと緩衝液の結合したものから酸化を進めることができない。リン酸バッファー

はリン酸とコバルトが結合して不溶性のリン酸コバルト Co3(PO4)2・8H2O となり紫色

の沈殿を形成する 15。HEPES、CHES、 MOPS（図 2-12）は直鎖状で官能基を 1～2つ

しか持たないので、強くコバルトイオンと配位することはなく、過酸化水素水によ

る酸化反応を進めることが可能である 16-17。HEPES、MOPS、CHES では、緩衝液との混

合のみでは変化を示さず（図 2-11 左）、過酸化水素水の添加により酸化され、コバ

ルトイオンの配位状態に変化がみられる（図 2-11 中央）。この過酸化水素水を添加

した試料はコア形成していないが、50 ℃で一晩インキュベートした試料（図 2-11

右）では、コア形成が確認できた。HEPES（最適 pH 範囲 pH6.8～8.2）、MOPS（最適

pH 範囲 pH6.5～7.9）、 CHES（最適 pH 範囲 pH8.6～10.0）のうち中性から弱アルカ

リ性で緩衝能を持つ HEPES をアポフェリチンへのコバルト導入実験の溶液として用

いることにし、以降の実験を進めた。 

 

＜実験方法＞ 

各種緩衝液に 0.5 mg/ml 天然アポフェリチン、37.5 mM 硫酸アンモニウム、3 mM 硫

酸アンモニウムコバルトと 1.5 mM の過酸化水素水の添加を行い、室温で約 20 分イ

ンキュベート後の溶液と 50 ℃で一晩インキュベートの溶液状態を観察した。 

<実験手順＞ 
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1. 各緩衝液（pH8.3）に 0.5 mg/ml 天然アポフェリチン、37.5 mM 硫酸アンモニウ

ム、3 mM 硫酸アンモニウムコバルトを添加する。 

2. 溶液状態を観察する。 

3. 1.5 mM の過酸化水素水の添加を行いコバルトイオンの酸化を行う。 

4. 20 分後の溶液状態を観察する 

5. コバルトイオンは非常に安定とされるため、酸化の促進を目的として 50 ℃で一

晩の加熱を行う。 

6. 溶液状態を観察する。 

＜実験条件＞ 

検討緩衝液：Tris、Bis-Tris、TES、phosphate、CHES、MOPS、HEPES 

緩衝液 pH：pH 8.3 

溶液濃度：0.5 mg/ml 天然アポフェリチン、37.5 mM 硫酸アンモニウム、3 mM 硫酸

アンモニウムコバルト、1.5 mM の過酸化水素水 

 

 

2-5 透過型電子顕微鏡観察とコア形成率について 

 

アポフェリチンへの酸化コバルト導入の評価方法として透過型電子顕微鏡での観

察から算出されるコア形成率を採用した。アポフェリチンは、透過型電子顕微鏡の

負染色法では、白い像として観察でき、形成されたナノ粒子は、電子線を通さない

ため、黒いドットとして確認できる。透過型電子顕微鏡観察でのタンパク質染色に

は、酢酸ウラニル染色を用いるのが一般的であるが、アポフェリチンを染色すると、

染色液がアポフェリチンの空洞内部まで入り、コア形成の有無が確認できない。そ

のため、アポフェリチンの内部空洞へ通じるチャネルの 3 オングストロームよりも

大きな分子を持つ金グルコースを染色液に用いている 18。金グルコースは、透過型

電子顕微鏡観察時に電子線を照射することで金を析出する。そのため、電子顕微鏡

像には金ナノ粒子が観察され、バックグラウンドが荒くなる現象がみられる。コア

形成率とは、一枚の透過型電子顕微鏡像に写っている全てのフェリチン（アポフェ

リチンとコア形成したフェリチン）を数え、そのうち何パーセントがコア形成して

いたかを示す値で、約 500 個のフェリチン（アポフェリチン含む）を数えて求めて

いる。 
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＜透過型電子顕微鏡観察サンプル作製方法＞ 

観察用グリッドは銅メッシュ基板にカーボン支持膜を30～50 nm堆積させたもので、

サンプル作製前に親水化処理を行ったものを用いた。１％金グルコースを用いて染

色を行った。 

＜透過型電子顕微鏡観察サンプル作製手順＞ 

1. カーボンコートした TEM グリッドを親水化処理する。 

2. サンプルを 4 μl 載せて 1分後濾紙で吸い取る 

3. 1％金グルコースを 4 μl を載せて、1分後濾紙で吸い取る。 

4. 自然乾燥させ、透過型電子顕微鏡で観察する。 

＜測定条件＞ 

測定装置： 透過型電子顕微鏡 JEM1010, JEM2200FS（日本電子） 

加速電圧：100 kV、200 kV 

染色液：1％金グルコース 

 

 

2-6  最適溶液条件の探索 

 

前節で緩衝液検討の結果、アポフェリチンへの酸化コバルト導入に使用する緩衝

液が決定できた。次に、反応溶液の pH とコバルト濃度の最適溶液条件を探索して決

定した。 

アポフェリチン内部空洞への酸化コバルト導入では、内部空洞での酸化コバルト

析出と溶液側での沈澱形成反応の競合が生じる。しかし、反応条件を整える事で、

フェリチンの内部空洞でのコア形成を優先的に起こすことができると考えられる。

すなわち、不溶性のコバルト酸化物を形成する化学反応がアポフェリチンの空洞内

と空洞の外の溶液側で生じるが、アポフェリチンの内部空洞のマイナスチャージを

持つアミノ酸の作る静電的ポテンシャルによるコバルトイオンの濃縮や核形成能な

どを利用することで、内部空洞での酸化コバルトの析出が優勢になる条件を作り出

すことができる。アポフェリチンの内部空洞での析出を、反応溶液側で生じる析出

よりも早く起こし、溶液側での沈殿形成を抑えることでコア形成したフェリチンを

多く回収することができると考えられる。この想定される様子を図 2-13 に模式図で

示した。 

まず、pH に関して予想されるのは、pH が低い場合は、コバルトイオンの酸化反応

は穏やかで、アポフェリチンの内部空洞でのコア形成が十分でない。また、pH が高

すぎるコバルトイオンの酸化反応が速く進み、アポフェリチンの空洞内だけの優先
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的な酸化反応だけでなく、溶液側での沈澱形成も進み、その結果、コア形成はして

いるものの沈殿に巻き込まれてしまうアポフェリチンが増加する。すなわち、適当

な pH を選択することで、上澄みに残存する多くのコア形成フェリチンの回収が可能

になる。コバルトイオン濃度も同様に、アポフェリチンの内部空洞での酸化コバル

トナノ粒子の形成と上澄みに残存するコア形成フェリチンの濃度に影響を与える。

コバルト濃度が低い時は、空洞内でコア形成するための材料であるコバルトイオン

が不足するため、コア形成率は低い。コバルト濃度が高すぎると、コバルトイオン

が過剰に存在するため、空洞に入る速度よりも溶液側での沈澱形成反応の速度が速

くなり、沈殿に巻き込まれてコア形成したフェリチンとアポフェリチンが供沈する。 

そこで、コア形成率は高く、溶液側での沈殿形成が少なく、上澄みに多くのコア

形成フェリチンが残存する最適溶液条件（pH およびコバルトイオン濃度）を探索し

た。 

 

 

 

 

図 2-13 アポフェリチンへの酸化コバルト導入の最適溶液状態の模式図 

 

はじめに予備実験として、アポフェリチンの内部空洞で酸化コバルトナノ粒子が

形成される時に必要とするコバルト原子数の理論値、酸化反応の pH 依存性を考慮し

て、100 mM HEPES(pH7～8.6)に、37.5 mM 硫酸ナトリウムと 0.5 mg/ml 天然アポフ

ェリチンを混合し、2～4 mM 硫酸アンモニウムコバルト、コバルト濃度の半分濃度

の過酸化水素水を加え、50 ℃で一晩インキュベートする実験を行った。目視による

溶液の変化は図2-13で予想された通り、pH8.0より低いpHでは反応が極めて遅く、

pH8.6 より高いと溶液側で沈澱反応が速く、上澄みは透明となった。また、コバル

ト濃度 2 mM 以下 では、コバルトイオンの酸化による溶液の色の変化は少なく、5 mM
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以上では、全ての pH で溶液側での沈殿を形成した。以上の予備実験の結果、pH8.0

～8.6 に最適点があると判断される。 

 以下では、この pH8.0～8.6、コバルトイオン濃度 2～4 mM の範囲で、透過型電子

顕微鏡によるコア形成率と上澄みに残存するフェリチン濃度を測定して詳細を検討

し、pH とコバルトイオン濃度の最適溶液条件を決定した。 

まず、50 ℃で一晩インキュベートした後の反応溶液状態の写真を図 2-14 に示す。 

予備実験でも記述したが、pH が低く、コバルトイオン濃度が低い場合は反応が遅く、

コバルトイオンの酸化に伴う溶液の色の変化もわずかである。一方、pH が高く、コ

バルトイオン濃度が高い場合では沈殿が激しく、溶液は透明になっている。 

次に、それぞれの溶液を透過型電子顕微鏡で観察を行い、コア形成率を計算した。

コア形成率は、透過電子顕微鏡像の一枚の写真に写っている全フェリチンのうちの

何パーセントがナノ粒子を形成しているかを示す値である。図 2-15 に典型的なアポ

フェリチンの内部空洞で作製した酸化コバルトナノ粒子の透過型電子顕微鏡像を示

す。白く見える部分が天然アポフェリチンのタンパク質部分で、その中に見られる

黒いドットが作製した酸化コバルトナノ粒子である。天然アポフェリチンの内部空

洞以上の大きさを持つ粒子は見られず、天然アポフェリチンの内部空洞を反応場と

したナノ粒子が形成できた。染色液に金グルコースを用いているため、電子線の照

射により金ナノ粒子析出し、電子顕微鏡像のバックグラウンドが荒くなっている現

象が観察された。 

コア形成は、pH8.6・コバルトイオン濃度 4 mM を除き確認できた。2 mM コバルト

濃度では、コア形成率は最高でも 33％（pH8.4）であり全体的に低い値である。こ

れはアポフェリチンの空洞に形成される酸化コバルトコアを形成するのに十分な量

のコバルトイオンが存在しないことと、酸化反応そのものも遅くなっているためと

考えられる。4 mM のコバルトイオン濃度は、pH8.0、8.2 では、コア形成率が予想通

りコバルトイオンの増加に伴い増加した。しかしながら pH8.3、8.4 ではコア形成率

はコバルトイオン濃度 3 mM とほとんど変わらない。このことはコバルトイオン濃

度が 3 mM あればほぼ全てのフェリチンにコア形成ができることを示唆している。ま

た、pH が高い pH8.6 では、溶液での沈澱形成が速く、フェリチンが上澄みに見られ

なくなる。以上から判断して、コバルト濃度は 0.5 mg/ml のアポフェリチン濃度に

対して 3 mM が最適と判断される。アポフェリチン 1個の内部空洞に入るコバルトイ

オンは約 2000～3000 個とされており、天然アポフェリチンの添加量 1μM(0.5 

mg/ml)に対し、最適コバルトイオン量が 3 mM という値は、予想されるコバルトイオ

ン量と一致する結果であった。 
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次に最適 pH の検討を行った。図 2-16 に最適コバルト濃度である 3 mM の使用時の

コア形成率、上澄みに残存するフェリチン濃度、回収可能なコア形成フェリチン濃

度の pH 依存性を示す。コア形成率は pH が高くなるにつれて上昇する。上澄みに残

存するフェリチン濃度は pH8.2 までは、約 0.35 mg/ml（初期添加量は 0.5 mg/ml）

で、およそ 70％のアポフェリチンを回収することができた。しかし、pH 8.2 以降は

上澄みに残存するフェリチン濃度は徐々に減少し、pH8.6 では、約 0.05 mg/ml とな

り、およそ 10％の回収率になった。この現象は、アポフェリチンの空洞での析出と

溶液側での沈澱形成のバランスが pH8.2 付近から崩れ始め、アポフェリチンの空洞

での析出速度より、溶液側での沈殿形成の速度が上回り共沈している状態を示す。

一方、コア形成率は pH8.4 まで徐々に上がり続けているため、pH8.4 で生じた沈澱

にはコア形成したフェリチンが多く含まれていると考えられる。 

pH8.4 のコア形成が 100％であるが、pH8.6 では 86％に下がる現象は、アポフェリ

チンの空洞での析出が始まる前に溶液側での沈澱形成反応が起こり、コア形成に利

用するコバルトイオンが無くなるためであると考えられる。この時の沈殿には空洞

内での析出を起こすことができなかったコアを形成していないアポフェリチンがが

多いと考えられる。 

これらの結果から、アポフェリチンへのコバルト導入最適溶液条件は、天然アポ

フェリチン 0.5 mg/ml、コバルトイオン濃度 3 mM、100 mM HEPES(pH8.3)と決定した。

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件を図 2-17 に示す。 

 

 

 

 

図 2-14 50 ℃・一晩インキュベート後の溶液状態 
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図 2-15 天然アポフェリチンの内部空洞に形成した酸化コバルトナノ粒子の透過

型電子顕微鏡像  染色：1％金グルコース 

矢印 A 酸化コバルトナノ粒子を形成したフェリチン、矢印 B アポフェリチン 

 

図 2-16  コバルト濃度 3 mM での pH 依存性 

（右縦軸）フェリチン濃度 （左縦軸）コア形成率 
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図 2-17 天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件 

 

 

＜実験方法＞ 

100 mM HEPES（pH8.0～8.6）に 37･5 mM 硫酸ナトリウム、0.5 mg/ml 天然アポフ

ェリチンを添加し、硫酸アンモニウムコバルト濃度（2～4 mM）、コバルト濃度の半

分濃度の過酸化水素水を添加した。約 20 分間室温で攪拌後、50 ℃で一晩インキュ

ベートした。反応後の溶液を透過型電子顕微鏡で観察を行い、コア形成率を算出し

た。上澄みに残存するフェリチン濃度を測定した。 

＜実験手順＞ 

1. 各pHの HEPESに 0.5 mg/mlの天然アポフェリチンと37.5mM 硫酸ナトリウムを

混合する。 

2. 各濃度の硫酸アンモニウムコバルトを添加する。 

3. 硫酸アンモニウムコバルト濃度の半分濃度の過酸化水素水を混合する。 

4. 約 20 分間室温で攪拌し、その後、50 ℃のヒートブロックで一晩インキュベー

トする。 

5. 反応溶液を TEM グリッドに載せて、1％金グルコースで染色を行う。 

6. 透過電子顕微鏡観察を行い、コア形成率を算出する。 

7. 上澄みに残存するフェリチン濃度をブラッドフォード法により定量した。 
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＜実験条件＞ 

溶液濃度：100 mM HEPES（pH8.0～8.6）、37.5 mM 硫酸ナトリウム、0.5 mg/ml 天

然アポフェリチン、硫酸アンモニウムコバルト濃度（2～4 mM）、コバルト濃度の半

分濃度の過酸化水素水 

検討条件：硫酸アンモニウムコバルト濃度 2～4 mM 

検討 pH：  pH8.2～8.6 

 

 

2-7  作製した酸化コバルトナノ粒子の高分解能透過型電子顕微鏡による結晶格子

像と粒径分布 

 

天然アポフェリチンを用いて作製した酸化コバルトナノ粒子の結晶性と形成した

ナノ粒子のサイズ分布を調べるために、高分解能透過型電子顕微鏡を使用して観察

を行った。高分解能透過型電子顕微鏡像を図 2-18 に示す。この観察は、無染色のた

め、電子顕微鏡像では作製したナノ粒子部分のみでタンパク質部分は確認できない。

はっきりとした結晶格子が観察でき、結晶格子幅は、2.81～2.88Åであった。この

結晶格子間隔は、Co3O4の立方晶系-単結晶 220 面の結晶格子と一致した（表 2-2）。 

この無染色のナノ粒子の長径と短径を測定した粒径分布を図 2-19 に示す。アポフ

ェリチンの内部空洞の大きさが約 6-7 nm と一定であるのに対し、作製したナノ粒子

の平均粒径は約 4.3 nm で粒径は揃っていない。これは、十分にナノ粒子が成長して

いない事と、アポフェリチン空洞内部の数か所の核形成部位から核形成がスタート

するため、限られた球形の空間で結晶が球状に成長できず、多結晶のナノ粒子にな

っていえることが原因と考えられる（図 2-20）。高分解能透過型電子顕微鏡像でも、

ところどころに結晶格子を 2個以上持つ多結晶と思われるナノ粒子を見ることがで

きる（図 2-21）。 

 
表 2-2 Co3O4 の結晶格子幅を示す XRD スペクトルデータ 
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図 2-18 天然アポフェリチンの内部空洞に作製した酸化コバルトナノ粒子の高分

解能透過型電子顕微鏡像 無染色 

（左）酸化コバルトナノ粒子（右 3つ）結晶格子像、 

 

 

 

図 2-19 天然アポフェリチンの内部空洞に作製した酸化コバルトナノ粒子の粒径

分布図 
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図 2-20 天然アポフェリチンの内部空洞に形成した酸化コバルトの結晶の模式図 

   

 

 

図 2-21 アポフェリチンの内部空洞で作製した多結晶と思われるの C03O4ナノ粒子 

 

＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件を用いて溶液を混合し、約

20 分間室温で攪拌後、50 ℃で一晩インキュベートした。反応溶液を透過型電子顕

微鏡で観察を行った。 

＜実験手順＞ 

1. 緩衝液の 100 mM HEPES(pH8.3)に最終濃度が 0.5 mg/ml になるように天然アポ

フェリチンを混合する。 

2. 最終濃度が 37.5 mM になるように硫酸ナトリウムを、最終濃度が 3 mM になるよ

うに硫酸アンモニウムコバルトを添加・混合する。 

3. 最終濃度が 1.5 mM になるように過酸化水素水を添加・混合する。 

4. 室温で約20 分間混合した後に50 ℃ヒートブロックで一晩インキュベートする。 

5. TEM グリットに 4μl載せ、1分後濾紙で吸い取り、4μlの 1％金グルコースを

載せ、1分後濾紙で吸い取る。 

6. 十分に乾燥させ透過型電子顕微鏡観察を行う。 
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＜実験条件＞ 

溶液濃度：100 mM HEPES（pH8.3）、37.5 mM 硫酸ナトリウム、0.5 mg/ml 天然ア

ポフェリチン、3 mM 硫酸アンモニウムコバルト、1.5 mM 過酸化水素水 

測定装置：EM-002B (Topcon) 

染色：なし 

 

 

2-8  作製した酸化コバルトナノ粒子の XRD による組成同定 

 

天然アポフェリチンを用いて作製した酸化コバルトナノ粒子を X線回折解析法に

より組成・結晶系の同定を試みた。 

最適溶液条件を用いて酸化コバルトナノ粒子を作製した。50 ℃で一晩放置すると溶

液側で少量の沈殿が形成している。この沈殿を低速遠心で取り除いた後に、40000 

rpm/60 min の超遠心でコア形成したフェリチンのみ（沈殿画分）を集めた。コア形

成したフェリチンを純水に縣濁し、超遠心を数回繰り返し洗浄し、純水に置換させ、

更に超遠心し沈殿画分を集めて窒素乾燥させた。乾燥した沈殿物をメノーのすり鉢と

すり棒で粉状にした。この粉末をXRDサンプル台に乗せ、測定を行った。図2-22にX線

回折解析結果を示す。X線回折のバックグラウンドは手動により差し引いてある。粒

子がナノサイズであることに起因するピークのブロードニングが観察されたが、ピー

ク位置ははっきりと決定できた。この決定されたピーク位置は、全てCo3O4からのもの

と一致した。また、このピークの半値幅から、作製されたナノ粒子の直径をシェーラ

ーの式を用いて計算すると、平均粒径は4～5 nmの単結晶と推定することができた。

前節の高分解能透過型電子顕微鏡での粒径測定結果では、5 nm以上の大きさの粒子が

存在するが、XRDの結果より5 nm以上の単結晶の粒子は少ないと考えられる。電子顕

微鏡像でも多結晶に見える像が確認されている事から考察すると、電子顕微鏡像より

直径5 nm以上と判断された粒子は、アポフェリチンの内部空洞で4 nm以下の単結晶ナ

ノ粒子が数個形成された多結晶で、見かけの粒径が大きく見えていると考えられる。 

 

ここで、ナノ粒子粒径の計算に用いたシェーラーの式は以下のものである。 

 

K＝0.9（シェラー定数）、λ＝1.5418（波長 Cukα）、β＝１、2θ＝36.8 
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図2-22 天然アポフェリチンを用いて作製した酸化コバルトナノ粒子のXRDスペク

トル（図中の下から伸びる緑色の線は、Co3O4のピーク位置を示す） 

 

＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件で溶液を混合し、50 ℃で一

晩インキュベート後、上澄みに残存するコア形成したアポフェリチンのみ回収して

XRD 測定を行った。 

＜実験手順＞ 

1. 100 mM HEPES（pH8.3）に 37.5 mM 硫酸ナトリウム、0.5 mg/ml 天然アポフェ

リチンを添加し、3 mM 硫酸アンモニウムコバルト、1.5 mM 過酸化水素水を添加

し、約 20 分間室温で攪拌する。 

2. 50 ℃で一晩インキュベートする。 

3. 2000 rpm/15 分間 低速遠心機を用いて遠心を行い上澄みのみを回収する。

40000 rpm/60 分間 超遠心を行い、沈殿画分を回収する。 

4. 沈殿画分を純粋で縣濁する。 

5. 4 と 5 を数回繰り返す。 

6. 沈殿画分を窒素で十分乾燥させる。 

7. メノーのすり鉢とすり棒で粉状にする。 

8. XRD サンプル台に乗せる。 

9. 測定を行う。 

＜測定条件＞ 

測定手法：2θ－θ法 

2θ＝10～80° 

ステップ角幅：0.02° 
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固定時間：5秒 

入射 X線：CuKα 1：1.5418Å 

管電圧：50 kV、管電流：200 mA 

使用機器：RIGAKU 社製；RENT2500/PC 

 

 

2-9  リコンビナントアポフェリチン(Fer8)を用いた酸化コバルトナノ粒子の作製 

 

天然アポフェリチンでの酸化コバルトナノ粒子作製では、平均粒径が 4.3 nm であ

り、天然アポフェリチンの本来持つ空洞よりも小さな粒子を形成している。天然ア

ポフェリチンが本来持つ空洞の大きさである直径7～9 nmのナノ粒子を得るために、

酸化コバルトナノ粒子作製の反応溶液のインキュベート温度を上げることでアポフ

ェリチン又はコバルトイオンの分子運動が活性化し、本来の内部空洞の大きさの粒

径を持つナノ粒子が得られるのではないかと考えた。しかし、H型サブユニットと L

型サブユニットの混合で構成されている天然アポフェリチンは、50 ℃以上の加熱で

変性することが分かっているため、この実験を行うことはできない。そこで、前章

で述べた 100 ℃の加熱でも変性せずに安定とされるリコンビナントアポフェリチ

ンを用いることにした。使用したリコンビナントアポフェリチンは、L型サブユニ

ットのみで構成され、N末端部分は 8 残基欠失した Fer8 である。まず、天然アポフ

ェリチンへの酸化コバルト導入最適条件を参考に、リコンビナントアポフェリチン

への酸化コバルト導入最適溶液条件の検討を行った。 

 

 

2-9-1 Fer8 を用いた酸化コバルトナノ粒子作製の最適溶液条件探索 

 

天然アポフェリチンを用いた酸化コバルトナノ粒子作製の最適溶液条件とする 3 

mM のコバルトを用いて、まず、リコンビナントアポフェリチン（Fer8）を用いた時

の酸化コバルトナノ粒子作製における最適溶液 pH を調べた。実験方法は、天然アポ

フェリチンを用いたときと同様で、pH8.0～8.6 の 100 mM HEPES を用いた。結果を

図 2-23 に示す。天然アポフェリチンを用いた時と比較してコア形成率には大きな差

は見られなかった。Fer8 は、L型サブユニットしか持っておらず、鉄酸化活性部位

を持っていないが、空洞内にコア形成することができる。この事より、必ずしもコ

ア形成に H型サブユニットの鉄酸化活性中心が必要ではないことが分かった。大き

く異なる点は、溶液側での沈澱反応が抑えられたことである。この沈澱抑制により、
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上澄みに残存するフェリチン濃度が 0.35 mg/ml を下回ることはなかった。pH8.4 で

は、天然アポフェリチンのコア形成率とほぼ同じであるが、沈殿形成が抑えられた

ことで上澄みに残存する回収が可能なフェリチン（実際にコア形成したアポフェリ

チン）濃度が高くなった。Fer8 を用いた酸化コバルト導入の最適溶液条件は、pH8.4

（3 mM コバルト濃度）である。 

Fer8を用いた時に上澄みに多くのフェリチンが残存することができた理由として

考えられることは、アポフェリチンのN末端のアミノ酸が考えられる。図2-2、図2-3

で示した様に、天然アポフェリチンのN末端のアミノ酸の5 番目までは溶液中で自由

に動き回っており、不安定な状態になっている。Fer8は、N末端を8 残基まで欠損し

ているため、溶液に露出しているアミノ酸部分を持っていない。溶液側で形成された

沈澱とフェリチンの共沈現象は、不安定なN末端に溶液中のコバルトイオンやコバル

ト酸化物が相互作用して生じており、不安定なN末端を持たないFer8は、溶液中のコ

バルトイオンやコバルト酸化物が相互作用しないため共沈現象を抑えることができ、

上澄みに多くのフェリチンが残存したと考えられる。 

 

 

図 2-23  Fer8 のコバルト濃度 3 mM での pH 依存性 

（右縦軸）フェリチン濃度 （左縦軸）コア形成率 
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＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件を参考にし、100 mM HEPES

（pH 8.0～8.6）で各溶液を混合した。50 ℃で一晩インキュベートした後、それぞ

れの上澄み溶液を透過型電子顕微鏡で観察し、上澄みの残存するフェリチン濃度を

測定した。 

＜実験手順＞ 

1. 各 pH の 100 mM HEPES に 0.5 mg/ml の Fer8 と 37.5 mM 硫酸ナトリウムを混合す

る。 

2. 3 mM 硫酸アンモニウムコバルトを添加する。 

3. 1.5 mM 過酸化水素水を混合する。 

4. 約 20 分間室温で攪拌し、その後、50 ℃のヒートブロックで一晩インキュベー

トする。 

5. 各反応溶液を TEM グリッドに載せて、1％金グルコースで染色を行う。 

6. 透過電子顕微鏡観察を行い、コア形成率を算出する。 

7. 各上澄みに残存するフェリチン濃度をブラッドフォート法（ブラッドフォード

法はコバルトイオンがタンパク質の発色を阻害しない）により定量する。 

＜実験条件＞ 

溶液濃度：100 mM HEPES（pH8.0～8.6）、3 mM 硫酸アンモニウムコバルト、1.5 mM 

過酸化水素水、37.5 mM 硫酸ナトリウム、 

使用アポフェリチン：0.5 mg/ml Fer8 

 

 

2-9-2 作製した酸化コバルトナノ粒子の透過型電子顕微鏡観察 

 

Fer8 を用いて作製した酸化コバルトナノ粒子の透過型電子顕微鏡像を図 2-24 に

示す。アポフェリチンを用いた時と同様で、1％金グルコース染色を用いている。ア

ポフェリチンのタンパク質部分は白く、作製したナノ粒子部分は黒いドットとして

確認できる。Fer8 でも天然アポフェリチンと同様に酸化コバルトナノ粒子が作製で

きる事を確認した。 
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図 2-24 Fer8 の内部空洞に形成した酸化コバルトナノ粒子の透過型電子顕微鏡像 

染色：1％金グルコース 

矢印 A 酸化コバルトナノ粒子を形成したフェリチン、矢印 B アポフェリチン 

 

＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件を用いて 0.5 mg/ml Fer8

を使用して溶液を作製した。50 ℃で一晩インキュベートした後、上澄み溶液を透過

型電子顕微鏡で観察した。 

＜実験手順＞ 

1. 100 mM HEPES(pH8.3)に0.5 mg/ml Fer8と37.5 mM 硫酸ナトリウムを混合する。 

2. 3 mM 硫酸アンモニウムコバルトを添加する。 

3. 1.5 mM 過酸化水素水を混合する。 

4. 約 20 分間室温で攪拌し、その後、50 ℃のヒートブロックで一晩インキュベー

トする。 

5. 反応終了後の上澄み溶液を 4 μl 載せて 1分後濾紙で吸い取る。 

6. 1％金グルコースを 4 μl を載せて、1分後濾紙で吸い取る。 

7. 自然乾燥させ、透過型電子顕微鏡で観察する。 

＜測定条件＞ 

測定装置：透過型電子顕微鏡 JEM1010（日本電子） 

加速電圧：100 kV 

染色液：1％金グルコース 
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2-9-3 加熱による粒径への影響 

 

Fer8を用いた酸化コバルトナノ粒子形成実験を、インキュベーション温度30 ℃、

50 ℃、70 ℃で行った。各温度で一晩インキュベートした後、酸化コバルトナノ粒子

を形成したフェリチンを純水に置換し、十分に乾燥させて粉末状態にし、XRD測定に

使用した。図2-25に結果を示す。 

得られたピークの半値幅からシェラーの式を用いて直径を計算すると、70 ℃イン

キュベートで作製したナノ粒子は、直径約7 nmの単結晶の酸化コバルトであることが

分かった。また、50 ℃インキュベートで作製したナノ粒子の直径は、約5 nmだった。

30 ℃インキュベートで作製したナノ粒子のXRDスペクトルは、ピークがブロードで半

値幅を決めることができなかったが、ピーク位置は、Co3O4と一致したため、非常に小

さな直径のナノ粒子が形成されていると予想できる。この結果から、加熱を行うと粒

径の大きな単結晶ナノ粒子を作製することができると分かる。これは、コア形成速度

が速くなりアポフェリチンの内部空洞での核形成が一か所から早く進むため、単結晶

の大きな粒径を持つ酸化コバルトが作製できたと考えられる。 

しかしながら、70 ℃インキュベート溶液では、溶液側での沈澱形成反応がアポフ

ェリチンの内部空洞での析出速度より上回ってしまうため、沈澱形成が激しくコア形

成しているフェリチンを集めることが困難であった。そのため、大量の酸化コバルト

ナノ粒子を必要とする半導体デバイス作製の材料として用いるには適当ではない。 

この問題を解決するための試みは第3章に示す。 

 

 

図 2-25 Fer8 を用いて 30 ℃、50 ℃、70 ℃で作製した酸化コバルトナノ粒子の XRD

スペクトル 
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＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件を用い、0.5 mg/mlFer8 を

使用して溶液を混合した。約 20 分間室温でインキュベート後、各 30 ℃、50 ℃、

70 ℃で一晩インキュベートした。その後、上澄みに残存しているコア形成したフェ

リチンのみを回収し、XRD 測定した。 

＜実験手順＞ 

1. 100 mM HEPES（pH 8.3）に 37.5 mM 硫酸ナトリウム、0.5 mg/mlFer8 を添加し、

3 mM 硫酸アンモニウムコバルト、1.5 mM 過酸化水素水を添加・攪拌する。 

2. 約 20 分間室温でインキュベート後、30 ℃、50 ℃、70 ℃で一晩インキュベー

トする。 

3. 2000 rpm/15 分間 低速遠心機を用いて遠心を行い上澄みのみを回収する。 

4. 40000 rpm/60 分間 超遠心を行い、沈殿画分を回収する。 

5. 沈殿画分を純水で縣濁する。 

6. 4 と 5 を数回繰り返す。 

7. 沈殿画分を窒素で十分乾燥させる。 

8. メノーのすり鉢とすり棒で粉状にする。 

9. XRD サンプル台に乗せ、装置に入れて測定を開始する。 

＜測定条件＞ 

測定手法：2θ－θ法 

2θ＝10～80° 

ステップ角幅：0.02° 

固定時間：5秒 

入射 X線：CuKα 1：1.5418 Å 

管電圧：50 kV、管電流：200 mA 

使用機器：RIGAKU 社製；RENT2500/PC 
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2-10  アポフェリチンを用いて作製した酸化コバルトナノ粒子を用いたデバイス

作製 

 

本研究で確立した方法により作られた、酸化コバルトナノ粒子は、奈良先端科学

技術大学院大学、微細素子科学研究室の三浦篤志博士らによってフローティングゲ

ートメモリ作製に利用され、動作の確認が行われている 19,20。 図 2-26（a）(b)に

作製されたフローティングゲートメモリの模式図と断面 TEM 像 (c)に作製されたフ

ローティングゲートメモリの電荷保持特性を示す。横軸がゲート電圧で縦軸がソー

ス-ドレイン間電圧 0.1 V で測定したドレイン電流である。低いゲート電圧の掃引幅

（-1 V から+4 V）では、ヒステリシスが見られず、メモリ特性がなかったが、高い

掃引幅（-10 V～+10 V）では、はっきりとしたヒステリシスが観察されメモリ特性

がみられた。メモリーウィンドウの大きさは約 3 V であった。このメモリの耐久性

実験では、10 万回の書き込み読み出しで劣化がないことが確認されている。また、

電荷保持時間もシリコンナノドットと同等であることが示された。この結果は、バ

イオ分子により作製されたナノ粒子が電子デバイスの素子として利用できることを

世界で初めて実験的に示したものであり、バイオナノプロセスの半導体応用を実証

したものである。 

 

 

 

図 2-26 アポフェリチンに内包された酸化コバルトナノ粒子を利用したバイオナ

ノドットフローティングゲートメモリ（a）フローティングゲートメモリの模式図 

(b)断面 TEM 像 (c) 電荷保持ノードとして用いたフローティングゲートメモリの特性 
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2-11  まとめ 

 

本章では、緩衝液を用いてアポフェリチンの内部空洞での酸化コバルトナノ粒子

の作製を試みた。この方法は、従来の方法とは異なり、一度の操作で簡単に大量の

ナノ粒子の合成が可能になり、デバイス作製の素子として利用することが可能であ

る。 

ここで明らかになった主な知見をまとめる。 

 

① 天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件は、100 mM 

HEPES(pH8.3)、0.5 mg/ml アポフェリチン、37.5 mM 硫酸ナトリウム、3 mM 硫

酸アンモニウムコバルト、1.5 mM 過酸化水素水、50 ℃一晩インキュベート、

である。この条件で作製したナノ粒子の構造は Co3O4であり、多結晶である。し

かし、デバイス作製において、タンパク質除去のための加熱により、単結晶化

する。 

 

② 天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適条件である 50 ℃の加熱、1.5 mM

過酸化水素水添加は、天然アポフェリチンの構造を崩すような条件ではないこ

とが明らかになった。 

 

③ リコンビナントアポフェリチン（Fer8）を用いても天然アポフェリチンと同様

に酸化コバルトナノ粒子の作製が可能である。加熱を行うことにより、粒径が

大きいものが得られるが、溶液側での沈殿形成反応が激しく、粒子を形成した

Fer8 の回収率が低い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

 

第 2 章 参考文献 

 

1. T. Douglas, V. T. Stark, Inorganic. Chemistry, 2000, 39, 8, 1828. 

2. 山下一郎, 芝清隆, バイオナノ・プロセス－溶液中でナノ構造を作るウェット・

ナノテクノロジーの薦め, シーエムシー出版, 2008. 

3. I. Yamashita, Thin Solid Films, 2001, 393,12. 

4. P. M. Harrison, P. Arosio, Biochim et Biophys. Acta, 1996, 161, 1275. 

5. W. H. Massover, Micron, 1993, 24, 389. 

6. S. Takeda, H. Yoshimura, S. Endo, T. Takahashi, K. Nagayama, Protein, 1995, 23, 

548. 

7. H. Yoshimura, T. Scheybani, W. baumwister, K. Nagayama, Langmuir, 1994, 10, 3290. 

8. I. Yamashita, Thin. Solid. Films, 2001, 393, 12 

9. S. Takeda, M. Ohta, S. Ebina, K. Nagayama, Biochim. Biophys. Acta, 1993, 1174, 218. 

10. K. Yoshizawa, Y. Mishima, S. Y. Park, J.G. Heddle, J. R. H. Tame, M. Kobayashi, I. 

Yamashita, J. Biochem, 2007, 142, 6, 707. 

11. D. D.ペリン, B. デンプシー, 辻啓一, 緩衝液の選択と応用, 講談社, 1981 

12. E. A. Lance, C. W. Rhodes, R. Kakon, Analytical Biochemistry, 1983, 133, 492. 

13. J. L. Hall, J. A. Sw isher, D.G. Brannon, T. M. Linden, Inorg. Chem, 1962, 1, 40. 

14. X. Yang, N. D. Chasteen, Biochem. J, 1999, 338, 615. 

15. 化学辞典, 東京化学同人.1994 

16. 斎藤一夫, 新しい錯体の化学, 大日本図書, 1986 

17. 基礎錯体工学研究会/編, 新版 錯体化学 基礎と最新の展開, 講談社, 2002 

18. M. Okuda, K. Iwahori, I. Yamashita, H. Yoshimura, Biotechnol. Bioeng., 2003, 84, 187 

19. A. Miura, R. Tsukamoto, S. Yoshii, I. Yamashita, Y. Uraoka, T. Fuyuki, 

Nanotechnology, 2008, 19, 255201. 

20. A. Miura, Y. Uraoka, T. Fuyuki, S. Yoshii, I. Yamashita, J. Appl. Phys. 2008, 103, 

074503. 

 

 

 

 

 

 



42 
 

 

第 3 章 アポフェリチン外表面化学修飾の酸化コバルトナノ粒子作製への影響 

 

3-1  はじめに 

 

アポフェリチンは、硫酸アンモニア鉄溶液からの鉄ナノ粒子作製においては、溶

液側での酸化鉄の生成を抑制し、空洞内での酸化鉄ナノ粒子の生成を促進するとい

う 2面性を持っている。酸化コバルトナノ粒子作製においても、アポフェリチンを

含まない同条件の反応溶液ではコバルト酸化物と見られる沈殿が急速に生成される

ことが確認されており、アポフェリチン外表面がナノ粒子作製時に溶液側で生じる

沈澱を抑制していることは間違いない。しかしながら、酸化コバルトナノ粒子作製

の場合には、酸化鉄ナノ粒子作製時とは異なり、アポフェリチン外表面による沈殿

抑制力が十分でなく、ナノ粒子を内包したフェリチンと共沈を引き起こし、上澄み

に残存するコア形成フェリチン濃度を低下させている。この様子は図 3-1 に示すよ

うに描くことができる。この現象を起こす原因の検討を行うため、アポフェリチン

の外表面に、非特異的吸着・結合を抑制するとして知られている親水性高分子のポ

リエチレングリコールを修飾して表面を改質し、その表面の性質の変化が反応溶液

での沈殿抑制にどのように作用するのかを調べることにした。 

 

 

 
 

図 3-1 酸化コバルトナノ粒子形成時に問題となる溶液状態の模式図 

 

ポリエチレングリコールは、 (i) 高い水和性、(ii) 単結合周りの回転運動が容易

なため、極めて柔軟な構造骨格を有する、(iii) 分子の熱運動により溶液中できわめ
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て高い運動性を有する、(iv) 非イオン性高分子であるため材料表面にコートすると、

物質表面の親水性は向上し、同時に表面電荷も抑えられるという物性を持つため、タ

ンパク質安定化技術としてさまざまなタンパク質にPEG修飾が行われ、体内での吸収

効率や安定性向上の研究に用いられている1-4。 ポリエチレングリコール鎖はタンパ

ク質同士の吸着を抑制する効果が高いと言われており、ポリエチレングリコールを修

飾した薬剤は、血中や体液中に含まれるタンパク質と結合をすることなく必要な部位

に運ぶことができるため、ドラッグデリバリーシステムとしても研究が行われている。

また、薬剤の周りにポリエチレングリコールを修飾することで分子量が大きくなり体

内での吸収を遅らせ、タンパク質分解酵素の接近を防ぎ体内での半減期を延長させる

効果があり、インターフェロンに応用されている5。 近年では、ナノテクノロージー

の発展により、ナノ粒子の分散化を目的とした修飾も行われている6。 

 図 3-2 に天然アポフェリチンのサブユニットの外表面に存在するアミノ酸を示す。

プラスチャージを持つリジンが 3個、ヒスチジンが 4個、マイナスチャージを持つ

アスパラギン酸が 5個、グルタミン酸が 3個存在している。 

 

 

図 3-2 アポフェリチンのサブユニットの外表面に存在するアミノ酸側鎖 

 

 

3-2  アポフェリチン外表面へのポリエチレングリコール修飾 

 

アポフェリチンの外表面に露出しているアミノ酸のリジンが持つアミノ基を利用

して N-ヒドロキシスクシンイミドを介してポリエチレングリコール誘導体

（MeO-PEG－NHS）の修飾を行った。修飾するポリエチレングリコール鎖の長さは平

均分子量 300、2000、5000 の 3 種類を用い、アポフェリチン外表面への PEG 固定方

法については、福重慶次氏により報告されている手法を採用した 7（図 3-3）。 
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図 3-3 アポフェリチン外表面へのポリエチレングリコール修飾方法 

 

＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンのモノマー画分とポリエチレングリコール誘導体を 1:800 にな

るように混合し、4 ℃で一晩インキュベートし、外表面のリジンのアミノ基に修飾

反応を行った。外表面に修飾されなかった余分なポリエチレングリコール誘導体を

取り除き、濃縮し濃度を定量した。 

＜実験手順＞ 

1. 天然アポフェリチンをリサイクル HPLC システムを用い、ゲル濾過カラムでモノ

マー部分のみを分取する。 

2. モノマー画分を 150 kDa 限外濾過膜を用いて 100 mM リン酸バッファー（pH8.2）

に置換する。 

3. 100 mM リン酸バッファー（pH8.2）に天然アポフェリチンとポリエチレングリコ

ール誘導体（MeO-PEG-NHS）を 1:800（分子量）になるように混合する。 

4. 4 ℃で一晩インキュベートする。 

5. 天然アポフェリチンの表面に付着しなかった余分なポリエチレングリコール誘

導体を 150 kDa 限外濾過膜を用いて取り除く。 

6. ポリエチレングリコールが修飾された天然アポフェリチンを 150 kDa 限外濾過

膜を用いて 150 mM NaCl に置換し、濃縮する。 

7. ブラッドフォード法を用いてポリエチレングリコールが修飾された天然アポフ

ェリチンの濃度を定量する。 

＜実験条件＞ 

使用カラム：JAIGEL-GS710（日本分光） 



45 
 

使用装置：LC-908W-G10（日本分光） 

溶出バッファー：100 mM リン酸バッファー(pH7.4) 

流速：5 ml/min 

使用試薬(ポリエチレングリコール)：SUNBRIGHT Me-200CS, SUNBRIGHT Me-500CS  

(日油) 

 

 

3-3 ポリエチレングリコールの修飾の確認 

 

3-3-1 MALDI-TOF/MS による PEG 修飾数の確認 

 

MALDI-TOF/MS とは、マトリックス支援レーザー脱離イオン化法（MALDI：Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization）と飛行時間型（TOF：Time Of Flight）質

量分析計（MS）の組み合わせにより，主として生体高分子の質量を決定する装置で

ある． この MALDI は，分析試料にマトリックスを混合し，数ナノ秒という短時間の

レーザー光を照射することで分析試料をイオン化する． TOF/MS は，イオン化した

試料を高電圧の電極間で加速し，高真空無電場領域のフライトチューブと呼ばれる

管中へ導入して等速度飛行させ，一定距離を飛行するのに要する時間を測定して質

量を算出する．原理的に高分子の分析に適した質量分析計である。 

MALDI-TOF/MS により、天然アポフェリチンのサブユニットへのポリエチレングリ

コールの修飾の確認を行った。図 3-4 に結果を示す。 

まず天然アポフェリチンの MALDI-TOF/MS の 20 kDa 付近のピークは、天然アポフ

ェリチンのサブユニット分子量が約 20 kDa であることから、本来はサブユニット

24 個で構成された分子量約 480 kDa の球状タンパク質が、レーザー照射により一つ

一つのサブユニットに分解してイオン化し検出されたものと思われる。すなわち

個々のサブユニットが検出されている。またピークがブロードなのは天然フェリチ

ンでは L型と H型の 2つの種類のサブユニットがあることが関係していると考えら

れる。一方、PEG2000 を修飾した天然アポフェリチンでは、約 20ｋDa に微小なピー

クが見られ、約 22ｋDa と 24ｋDa にブロードではあるがはっきりとしたピークが確

認できる。20ｋDa の微小ピークは、天然アポフェリチンのピーク位置と同じであり、

未修飾サブユニットがわずかにあることを示している。これは、本化学反応で修飾

されなかったか、表面に修飾されたポリエチレングリコール鎖がレーザー照射時に

外れてしまったことが原因と考えられる。約 22ｋDa と 24ｋDa のはっきりとしたピ

ークは、20ｋDa から、それぞれ約 2 kDa 増加しており、PEG2000 の分子量と一致す
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る。このことから、これらのピークは、サブユニット 1個あたり PEG2000 が 1 つ修

飾できたものと 2つ修飾できたものと考えられる。また、ピークが天然アポフェリ

チンのピークに比べて大きくブロードになっているのも PEG2000 の分子量に分布が

あることを反映していると思われ、ポリエチレングリコール修飾が行われたことを

支持している。この結果、サブユニットの外表面に露出しているリジンの 1または

2か所に PEG2000 が修飾できたと判断される。図 3-2 で示したように修飾に利用し

ているプラスチャージのリジンは天然アポフェリチンの外表面に 3個存在する。天

然アポフェリチンでは、サブユニットあたり 2個まで修飾されるが、リコンビナン

トアポフェリチン Fer8 ではサブユニットあたり 3個のまで修飾することができる。

この違いは、天然アポフェリチンはウマ脾臓から精製してきたものであり、生体内

でリジンが修飾を受け、アミノ基が無くなっていることが推測される。同じく

PEG5000 でも分子量 25 kDa と 30 kDa 付近に 2つのピークが確認でき、サブユニッ

ト 1 個あたり最大 2 か所に修飾できたことを示している。PEG300 による修飾では、

分子量の増加が分かりにくいため、未修飾の天然アポフェリチンを混合したサンプ

ルの結果を示している。分子量 20 kDa 付近のはっきりしたピークは未修飾の天然ア

ポフェリチンである。このピーク形状を見ると分子量 20 kDa より大きい分子量の部

分にピークが見られブロードになっている。これは、PEG300 が天然アポフェリチン

のサブユニットに修飾されたものと判断さえる。このピーク形状からは判断できな

いが、PEG2000、PEG5000 の結果を考慮すると、サブユニットに PEG300 は 1 つまた

は 2つ修飾されていると思われる。 

これらの結果から本研究に用いたポリエチレングリコール修飾の化学反応では、

サブユニットあたり1個から2個、つまり24量体の天然アポフェリチンの外表面に、

24 個から 48 個のポリエチレングリコール鎖を修飾することができることが示され

た。 
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図 3-4 ポリエチレングリコール修飾アポフェリチンの MALDI－TOF/MS チャート 

上から天然アポフェリチン、PEG300 修飾アポフェリチン、PEG2000 修飾アポフェリ

チン、PEG5000 修飾アポフェリチン 

 

＜実験方法＞ 

各アポフェリチンを 0.5 mg/ml に希釈し、アポフェリチンとマトリックスを 1:1 の

割合になるように試料台上で混合し、測定した。 

＜測定手順＞ 

1. 測定する各アポフェリチンを 150 mM NaCl で希釈し、0.5 mg/ml に調整する。 

2. 各アポフェリチンを試料台に載せる。 

3. マトリックスをアポフェリチンと等量試料台上に載せ、試料台上にてよく混合

する。 

4. 室温で十分に乾燥させる。 

5. 測定する。 

＜測定条件＞ 

測定試料：天然アポフェリチン、PEG300 修飾した天然アポフェリチン、PEG2000 修

飾した天然アポフェリチン、PEG5000 修飾した天然アポフェリチン、 

測定装置：Voyager-DE STR （Applied Biosystem） 

マトリックス：Sinapic acid 
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3-3-2 ゲル濾過カラムクロマトグラフ 

 

MALDI-TOF/MS により天然アポフェリチンの外表面に 1～2個のポリエチレングリ

コール鎖の修飾が確認できたが、このポリエチレングリコールの修飾により天然ア

ポフェリチンのもつ体積がどのように変化したのかを調べた。 

ポリエチレングリコール修飾アポフェリチンの液体クロマトグラフチャートを図

3-5 に示す。ゲル濾過カラムによる液体クロマトグラフィーでは、体積の大きいも

のは、より少ない溶媒量で溶出される。アポフェリチンは 450ｋDa と大型の分子で

あるため、分子量が 30 万以上の高分子タンパク質でも高い分離能を持っている 5

ミクロン親水性シリカを充填したカラムを使用した。 

未修飾の天然アポフェリチンの溶出溶媒量が約 10.3 ml（黒線）であった。溶出

ピークは、PEG2000 修飾アポフェリチンでは、溶出溶媒量 10.0 ml（緑線）、PEG5000

修飾アポフェリチンでは溶出溶媒量 9.0 ml（赤線）であり、溶出に必要な溶媒量が

少なくなっている。これは、ポリエチレングリコールを修飾したことにより、天然

アポフェリチンの周りに排除体積が生まれ、アポフェリチンの体積が増加している

ことを示している。PEG300 修飾アポフェリチンは、未修飾の天然アポフェリチンと

の差異がが少ないことと、測定に使用した濃度が異なるため、別図で示した（図 3-6）。

分子量 300 のポリエチレングリコール修飾した天然アポフェリチンの溶出時間は、

未修飾の天然アポフェリチンよりわずかに早くなっており、修飾の効果と思われる。

しかしながら PEG2000、PEG5000 と比較して明らかにその変化は少なく。PEG 分子量

の差を反映しており、体積を大きく増加させる効果はなかった。 

 

 

 

図 3-5 ゲル濾過カラムクロマトグラフチャート（黒）天然アポフェリチン （緑）

PEG2000 修飾アポフェリチン （赤）PEG5000 修飾アポフェリチン 
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図 3-6 ゲル濾過カラムクロマトグラフチャート 

（黒）天然アポフェリチン （青）PEG300 修飾アポフェリチン 

各ピーク位置を赤線で示している 

 

 

＜実験方法＞ 

各ポリエチレングリコール修飾アポフェリチンを 50 mM Tris(pH8.0)で約 1 mg/ml

に調整し、ゲルろ過クロマトグラフの測定を行った。 

＜測定手順＞ 

1. 各ポリエチレングリコール修飾アポフェリチンを 50 mM Tris (pH8.0)を用いて

約 1 mg/ml に希釈する。 

2. SW4000 ゲル濾過カラムを流速 1 ml/min で平衡化しておき、ベースラインが一定

になったのを確認後、サンプルをインジェクトする。 

3. ピーク位置を確認する。 

＜実験条件＞ 

使用カラム：TSKgel G4000 SWXL PEEK（東ソー） 

流速：1ml/min 

溶出バッファー：50 mM Tris (pH8.0) 

検出波長：280 nm 

使用装置：UV8020（紫外可視検出器）DP8020（デュアルポンプ）（東ソー） 
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3-4  ポリエチレングリコール修飾アポフェリチンへの酸化コバルト導入 

 

前節で作製したポリエチレングリコール修飾アポフェリチンを用いてコバルト導

入実験を行った。酸化コバルト導入の反応溶液の状態とコア形成率と上澄みに残存

するフェリチン濃度について詳しく調べた。 

 

 

3-4-1 反応溶液の状態 

 

PEG 修飾アポフェリチンに天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条

件を用いてに酸化コバルトナノ粒子を作製させた。反応溶液を混合してから 20 分後、

50 ℃一晩インキュベート後の溶液状態の写真を図 3-7 に示す。 

混合 20 分後の溶液は、フェリチンを添加していないもの（一番右）は、沈殿形成

が進み溶液が濁っているが、それ以外の溶液は PEG 鎖の長さに関係なくどれも透明

な茶色に変化している。50 ℃で一晩インキュベートした溶液（写真は軽く遠心後の

もの）では、天然アポフェリチンと PEG300 修飾アポフェリチンでは、沈殿形成が起

きているが、PEG2000 修飾アポフェリチンと PEG5000 修飾アポフェリチンでは、溶

液側での沈殿形成は確認できなかった。 

 

 

図 3-7 天然アポフェリチンとポリエチレングリコール修飾アポフェリチンへの酸

化コバルト導入の溶液状態 （上）溶液混合 20 分後 （下）50 ℃・一晩インキュ

ベート後 
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3-4-2 コア形成率 

 

天然アポフェリチンまたは各ポリエチレングリコール修飾アポフェリチンを用い

た時の 2～9 mM コバルト濃度でのコア形成率を図 3-8 に示す。天然アポフェリチン

では 3 mM で、PEG300 修飾アポフェリチンでは 5 mM で、PEG2000 修飾アポフェリチ

ンでは 6 mM で、PEG5000 修飾アポフェリチンでは 7 mM で、コア形成率が最大値を

とった。ポリエチレングリコールの分子量、すなわちポリエチレングリコール鎖が

長くなるほど、コバルト濃度が高いところでコア形成率の最大値を示す傾向が見ら

れた。2 mM コバルト濃度でコア形成率が低い事は、アポフェリチンの内部空洞に入

ることができるコバルトイオンの数に比べて、添加したコバルトイオンの濃度が少

なく、不足しているためである。また、どのアポフェリチンでもコア形成率の最大

値が 80％以上を示す。修飾されたポリエチレングリコール鎖がコバルトイオンの導

入を阻害することが考えれれたが、コア形成率は天然アポフェリチンと同程度であ

った。これらの結果から、ポリエチレングリコール鎖は構造が十分にフレキシブル

であり、コバルトイオンは PEG 鎖を通過することが可能で、酸化コバルトナノ粒子

の形成を阻害するものではないことが分かった。 

 

 

 

図 3-8 各アポフェリチンの 50 ℃・一晩インキュベート後のコア形成率 
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3-4-3 上澄みに残存するフェリチン濃度 

 

天然アポフェリチンまたは各ポリエチレングリコール修飾アポフェリチンを用い

た時の2～9 mMコバルト濃度での上澄みに残存するフェリチン濃度を図3-9に示す。

天然アポフェリチンと PEG300 修飾アポフェリチンでは、3 mM 以上で上澄みに残存

するフェリチン濃度は急激に減少し、6 mM 以上ではほとんど上澄みにフェリチンは

残っていない。しかし、PEG2000, PEG5000 修飾アポフェリチンでは、コバルト濃度

が上昇しても上澄みに残存するフェリチン濃度は高い値を保っている。前節で示し

た図 3-7 の写真は、3 mM 硫酸アンモニウムコバルトを使用した時のものであるが、

この写真からも天然アポフェリチンとPEG300修飾アポフェリチンの50 ℃一晩放置

後の溶液では沈澱が生じ、コア形成したフェリチンやアポフェリチンが共沈して上

澄みに残存するフェリチン濃度が少なくなっている様子が確認できる。 

PEG5000修飾アポフェリチンでは、9 mMコバルト濃度でも、初期添加量が0.5 mg/ml

に対して約半分のフェリチンが反応溶液の上澄みに残存している。ポリエチレング

リコール鎖はより長い方が沈澱抑制効果を示し、上澄みに多くのフェリチンを残存

させる効果があることが分かった。図 3-7 の 3 mM コバルト使用時の写真でも明らか

であるが、PEG2000 修飾アポフェリチンと PEG5000 修飾アポフェリチンでは、沈殿

は見られず、濃い茶色を呈している。アポフェリチン 1個の内部空洞に導入される

コバルトイオンは、2000～3000 個と言われており、本実験で使用している 0.5 mg/ml

アポフェリチン（１μM）の内部空洞を満たすコバルト濃度は 2 mM～3 mM と考えら

れる。9 mM のコバルト濃度は、内部空洞に入るとされるコバルトイオンの約 3倍量

であり、過剰のコバルトイオンを溶液中に加えている状態である。 

この実験結果から、PEG2000 修飾アポフェリチンと PEG5000 修飾アポフェリチンで

は、明らかな沈澱抑制効果があり上澄みに多くのフェリチンを残存させることがで

きることが分かった。しかしながら、PEG300 修飾アポフェリチンでは、沈澱抑制効

果は見られなかった。 
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図 3-9 各アポフェリチンの 50℃・一晩インキュベート後の上澄みに残存するフェ

リチン濃度 

 

 

3-4-4 コア形成フェリチンの回収率 

 

コア形成率と上澄み残存フェリチン濃度より算出した実際に回収することができ

るコア形成フェリチンの割合を図 3-10 に示す。天然アポフェリチンでは、2 mM コ

バルト濃度で約 40％のコア形成フェリチン回収率を示すが、コバルト濃度が上昇す

るにつれて回収率は低下する。PEG300 修飾アポフェリチンも 2 mM コバルト濃度で

コア形成フェリチン回収率の最大値を示すが、コバルト濃度上昇にしたがい回収率

は減少し、天然アポフェリチンと同じ傾向を示した。しかし、PEG2000 修飾アポフ

ェリチンと PEG5000 修飾アポフェリチンでは、コバルト濃度が上昇してもコア形成

フェリチン回収率の大幅な低下は見られず、十分な量が上澄みに残存し、PEG2000

修飾アポフェリチンでは、30～50％前後の回収率を、PEG5000 修飾アポフェリチン

では 40～50％前後の回収率を示した。これらの結果から、ポリエチレングリコール

鎖の持つ特性や非特異的吸着抑制効果が反応溶液側で生じる沈澱を抑制することが

明らかになった。また、PEG300 修飾アポフェリチンは、分子量が小さいポリエチレ

ングリコール鎖であり、結果的に外表面のプラスチャージ（リジン）をキャップし

たことになるが、天然アポフェリチンのコア形成率や沈澱抑制効果と大きな差が見
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られなかったため、外表面のプラスチャージは、酸化コバルトのナノ粒子形成には

影響を及ぼさないということが明らかになった。 

 

 

図 3-10 各アポフェリチンの 50 ℃一晩インキュベート後のコア形成フェリチン回

収率 

 

＜実験方法＞ 

100 mM HEPES（pH8.3）、0.5 mg/ml 各ポリエチレングリコール修飾アポフェリチン、

または天然アポフェリチンを用いて、コバルト濃度 2～9 mM でのコア形成率と上澄

みに残存するフェリチン濃度を測定した。 

＜実験手順＞ 

1. 100 mM HEPES（pH8.3）に 0.5 mg/ml の各ポリエチレングリコール修飾アポフェ

リチン、または天然アポフェリチンと 37.5mM 硫酸ナトリウムを混合する。 

2. 各濃度のコバルトを添加する。コバルト濃度の半分濃度の過酸化水素水を混合

する。 

3. 約 20 分間室温で攪拌し、その後、50 ℃のヒートブロックで一晩インキュベー

トする。 

4. 反応溶液を TEM グリッドに載せて、1％金グルコースで染色を行う。 

5. 透過電子顕微鏡観察を行い、コア形成率を算出する。 

6. 50 ℃・一晩インキュベート後の溶液の上澄みに残存するフェリチン濃度をブラ

ッドフォード法により測定する。 
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＜実験条件＞ 

検討条件：2～9 mM 硫酸アンモニウムコバルト 

使用アポフェリチン：PEG300 修飾アポフェリチン, PEG2000 修飾アポフェリチン, 

PEG5000 修飾アポフェリチンと天然アポフェリチン 

溶液濃度：100 mM HEPES（pH8.3）、2～9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、硫酸アン

モニウムコバルト濃度の半分濃度の過酸化水素水、37･5 mM 硫酸ナトリウム、0.5 

mg/ml 各ポリエチレングリコール修飾アポフェリチン、または天然アポフェリチン 

 

 

3-5  コントロール実験：ポリエチレングリコール混合実験 

 

アポフェリチンへの酸化コバルト導入時に、ポリエチレングリコール鎖の存在が

反応溶液側で形成する沈澱の抑制に重要であるということが明らかになったが、ポ

リエチレングリコール鎖が溶液中に存在するだけで、沈殿抑制効果がみられる可能

性がある。この可能性を検討するため、天然アポフェリチンにポリエチレングリコ

ール鎖を固定せず、溶液にポリエチレングリコール鎖を混合しただけ実験を実施し、

ポリエチレングリコール鎖が溶液側で生じる沈澱を抑制できるのかどうかを調査し

た。調査を行ったのは、コバルト濃度 4～6 mM の条件である。4～6 mM のコバルト

を用いて酸化コバルト導入実験を行い、上澄みに残存するフェリチン濃度を測定し

た。アポフェリチンの外表面には 24～48 個のポリエチレングリコール鎖を修飾する

ことが可能であったが、本実験では、効果を明確にするためにポリエチレングリコ

ール鎖は、天然アポフェリチン 1個に対して 100 本になるように過剰量混合した。

この状態は、添加したポリエチレングリコール鎖が溶液中に浮遊し、天然アポフェ

リチンと相互作用はしていないと考えられる。図 3-11 に天然アポフェリチンとポリ

エチレングリコール鎖の関係のイメージ図を、図 3-12 に実験結果を示す。 

コバルト濃度 4～6 mM の上澄みに残存するフェリチン濃度は、天然アポフェリチ

ンを用いた時の結果と同じであり、PEG2000 が溶液中に存在しているだけでは沈殿

を抑制する効果は見られなかった。このことより、ポリエチレングリコール鎖がア

ポフェリチンの外表面に固定されることで沈殿抑制効果が表れたことが明らかにな

った。 
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図 3-11 コントロール実験に用いるアポフェリチンのイメージ図 

（左）コントロール：天然アポフェリチンと PEG を混合しただけで溶液中に浮遊し

ている状態 （右）ポリエチレングリコール修飾アポフェリチン：PEG の片方の端

がアポフェリチンの外表面に付着している状態 

 

 

図 3-12 コントロール（天然アポフェリチンに PEG を混合）の 50 ℃・一晩放置後

の上澄みに残存したフェリチン濃度 各 PEG 修飾アポフェリチンの結果との比較 

 

＜実験方法＞ 

4～6 mM 硫酸アンモニウムコバルト濃度の条件で、PEG 修飾アポフェリチンの代わ

りに天然アポフェリチン 1 個に対して 100 個のポリエチレングリコール鎖を加え

た溶液を作成した。50 ℃・一晩インキュベートした後、コア形成率と上澄みに残存

するフェリチン濃度を測定した。 
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＜実験手順＞ 

1. 100 mM HEPES(pH8.3)に 1μM 天然アポフェリチンと 37.5 mM 硫酸ナトリウム、

200 mM の PEG2000 を混合する。 

2. 各濃度の硫酸アンモニウムコバルトを添加する。 

3. 硫酸アンモニウムコバルト濃度の半分量の過酸化水素水を添加し、50 ℃で一晩

インキュベートする。 

4. 上澄みに残存するフェリチン濃度をブラッドフォード法により測定する。 

＜実験条件＞ 

検討条件：4～6 mM 硫酸アンモニウムコバルト 

使用アポフェリチン：天然アポフェリチン 

使用ポリエチレングリコール：PEG2000（分子量 2000） 

溶液濃度：100 mM HEPES（pH8.3）、4～6 mM 硫酸アンモニウムコバルト、硫酸アン

モニウムコバルト濃度の半分濃度の過酸化水素水、37.5 mM 硫酸ナトリウム、0.5 

mg/ml 天然アポフェリチン 

 

 

3-6  まとめ 

 

本章では、天然アポフェリチンの外表面が反応溶液側で生じる沈澱形成に及ぼす

影響について、アポフェリチンの外表面にポリエチレングリコールを修飾すること

により考察を行った。 

ここで明らかになった知見をまとめる。 

 

① 天然アポフェリチン外表面にサブユニットあたり 1～2 個存在するリジンのプ

ラスチャージは、酸化コバルトナノ粒子形成や反応溶液で生じる沈澱形成には無

関係である。 

 

② 反応溶液側で生じる沈澱形成の抑制効果は、ポリエチレングリコール鎖が、天然

アポフェリチンの外表面に付着している時のみ観察できる。 

 

③ ポリエチレングリコールは、天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入を阻害せ

ず、反応溶液側での沈殿形成反応のみを抑制する。 
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第 4 章 アポフェリチン内部空洞への酸化コバルト析出機構について 

 

4-1  はじめに 

 

本章では、前章までの実験結果や確認された現象と追加実験により、アポフェリ

チンの内部空洞に酸化コバルトが析出するまでの機構について考察を行う。 

前章でも示したが、溶液混合後 20 分ではコバルトの酸化反応が起こり、反応溶液

の色が茶色に変化している（図 3-7）。しかし、この反応溶液を透過型電子顕微鏡

で観察を行ったところ、コア形成は確認できなかった（図 4-1）。その後、この反

応溶液を 50 ℃で一晩インキュベートするとコア形成の確認ができる。これらの事

より、反応溶液に過酸化水素水を添加するだけでは、アポフェリチンの空洞内にナ

ノ粒子の形成はできず、50 ℃に加熱を行うことが重要な条件であることが明らかに

なった。また、50 ℃でインキュベートを始めてから 6 時間後のアポフェリチンの

状態を透過型電子顕微鏡で観察を行ったところ、小さなナノ粒子を内包したアポフ

ェリチンを確認することができた。これは、内部空洞にナノ粒子ができ始めたとこ

ろを観察したものだと考えられる。更に、50 ℃でのインキュベートを行わず、室温

で一晩インキュベートした溶液の状態は、沈殿が生じておらず、透過型電子顕微鏡

観察では、コア形成は確認できなかった。これらの実験結果や現象から、 

① 過酸化水素水を添加したときに生じる反応 

② 50 ℃でインキュベートした時に生じる反応 

2 段階があることが示唆された。そこで、この反応について詳細を調べることに

した。 
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図 4-1 天然アポフェリチンを用いて作成した各溶液の透過型電子顕微鏡像 

（右上）溶液混合後 20 分、(左上)50 ℃・6 時間インキュベート後、（右下）50℃・

一晩インキュベート後、染色：1％金グルコース 

 

＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件を用いて溶液を混合後、約

20 分間室温でインキュベートし、その後、50 ℃で一晩インキュベートした。 

室温で 20 分インキュベート後の溶液と 50 ℃・6 時間、50 ℃一晩インキュベート

の溶液をそれぞれ透過型電子顕微鏡で観察を行った。 
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＜実験手順＞ 

1. 100 mM HEPES（pH8.3）に 0.5 mg/ml のポリエチレングリコール修飾アポフェリ

チン、または天然アポフェリチンと 37.5mM 硫酸ナトリウムを混合する。 

2. 3 mM 硫酸アンモニウムコバルトを添加する。 

3. 1.5 mM 過酸化水素水を添加し混合する。 

4. 約 20 分間室温で攪拌し、溶液の一部を取り、透過型電子顕微鏡で観察を行う。 

5. 50 ℃のヒートブロックで 6時間後インキュベート後、溶液の一部を取り、透過

型電子顕微鏡で観察を行う。 

6. 50 ℃で、インキュベートする。 

7. 透過型電子顕微鏡で観察を行う 

＜実験条件＞ 

溶液濃度：100 mM HEPES（pH8.3）、3 mM 硫酸アンモニウムコバルト、1.5 mM 過酸

化水素水、37.5 mM 硫酸ナトリウム、0.5 mg/ml 天然アポフェリチン 

測定装置：JEM-2200FS（日本電子） 

染色：1％金グルコース 

 

 

4-2  反応溶液混合 20 分後の溶液状態 

 

反応溶液を混合して 20 分後の溶液は、溶液の色が茶色を呈している。しかし、透

過型電子顕微鏡の観察により、空洞内でコア形成はしておらず、50 ℃に加熱を行う

と小さなナノ粒子ができ始めることが分かった。過酸化水素の添加により、酸化コ

バルトコアの形成が起こるのではなく、50 ℃の加熱によりコア形成が始まることが

分かった。これらの結果から、①過酸化水素水を添加したときに生じる反応、②50 ℃

でインキュベートした時に生じる反応の 2 段階があることが示唆された。そこで、

反応溶液混合 20 分後の溶液の色が茶色に変化する現象に着目し、この反応につい

て詳細を調べた。 

水和コバルト溶液（薄いピンク色）から茶色に変化を起こすということは、過酸

化水素水の添加によりコバルトイオンが酸化されていることが示しており、溶液の

呈している茶色は、コバルト酸化物に由来する。溶液混合後 20 分の溶液を 50 kDa

の限外濾過膜(セントリコン/ミリポア)にて、分子量 50 kDa 以上のアポフェリチン 

(約 480ｋDa) を含む溶液と、50 kDa 以下のアポフェリチンを含まない溶液に分離し

た。分子量 50 kDa 以上の溶液は、濃縮されて濃い茶色溶液、50 kDa 以下の無色透

明溶液をそれぞれ得た（図 4-2）。この 50 kDa 以下の溶液は、しばらく放置しても
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溶液の色に変化は見られなかった。濃い茶色を呈しているコバルト酸化物は、分子

量 50 kDa 以上のアポフェリチンの存在する溶液側にのみ存在していることになる。

しかし、50 kDa 以上の溶液の透過型電子顕微鏡観察ではコア形成したフェリチンは

確認できず、空洞内に何も内包していないアポフェリチンのみであった。この事よ

り、この茶色のコバルト酸化物は、アポフェリチンの内部空洞に存在するものでは

なく、アポフェリチンの周囲に存在していることが示唆された。 

 

 

 

図 4-2 反応溶液混合後 20 分の溶液状態と限外濾過後の溶液状態 

 

 

＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件で溶液を混合後、約 20 分間

室温でインキュベートした。この溶液を 50 kDa 限外濾過膜で 50 kDa 以上の溶液と

50 kDa 以下の溶液に分けた。 

＜実験手順＞ 

1. 100 mM HEPES(pH8.3)、0.5 mg/ml 天然アポフェリチン、37.5 mM 硫酸ナトリウ

ム 3 mM 硫酸アンモニウムコバルトを混合し、最後に 1.5 mM 過酸化水素水添加

する。 

2. 混合溶液を室温で 20 分間インキュベートする。 

3. 50 kDa 限外濾過膜（セントリコン）に入れ卓上遠心機で数分間遠心する。 

4. 50 kDa 以上と 50 kDa 以下の溶液を分けて溶液状態を観察する。 
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＜実験条件＞ 

溶液濃度：100 mM HEPES(pH8.3)、0.5 mg/ml 天然アポフェリチン、37.5 mM 硫酸ナ

トリウム、3 mM 硫酸アンモニウムコバルト、1.5 mM 過酸化水素水 

 

 

4-3  レーザーラマン分光測定によるアポフェリチンの周囲に存在するコバルトイ

オンの解析 

 

前節でアポフェリチンの周囲に存在するコバルト酸化物の存在が示唆された。そ

こで、このコバルト酸化物のコバルトイオンと配位子の間に形成される結合の状態

をラマン分光測定を用いて調べ、アポフェリチン外表面付近で起きている現象につ

いて詳細な解析を進めた。 

使用レーザーは Ar イオンレーザー:514.5 nm で、4分間の励起を行った。図 4-3

にレーザーラマン分光スペクトルを示す。純水置換したアポフェリチン（コントロ

ール）では、ピークが確認できなかったが、天然アポフェリチンへの酸化コバルト

ナノ粒子作製最適溶液条件を用いて溶液を混合し、20 分後の溶液を限外濾過を行い

得た 50 kDa 以上の濃縮溶液では、500～650 cm-1でピークがみられた。このピーク

は、620 cm-1に最大強度を持っており、Co-O の振動に帰属するものである。アルゴ

ンイオンレーザーの照射時間が長く、レーザー照射によるタンパク質の変性が考え

られるが、レーザー照射前と照射後にゲル濾過カラムによりアポフェリチンの四次

構造を調べた結果、変化は見られず、変性が起こっていないことを確認している。

しかし、Kr イオンレーザー：413 nm を用いた実験では、アポフェリチンが変性した

ため、測定ができなかった。この結果より、反応溶液混合後 20 分の状態の時にア

ポフェリチンの周囲に存在するコバルトは、Co-O の結合を持つ錯体であることが分

かった 1-4。 
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図 4-3 レーザーラマン分光スペクトル ①溶液混合 20 分後の 50 kDa 以上の濃縮

溶液・純水置換 ②コントロール：Fer8・純水置換 

 

＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件で溶液を混合後、約 20 分間

室温でインキュベートし、限外濾過膜で濃縮・純水置換を行った。その後、この溶

液のレーザーラマン分光測定を行った。 

＜実験方法＞ 

1. 緩衝液の 100 mM HEPES(pH8.3)に最終濃度が 0.5 mg/ml になるように天然アポ

フェリチンを混合する。 

2. 最終濃度が 37.5 mM になるように硫酸ナトリウムを、最終濃度が 3 mM になるよ

うに硫酸アンモニウムコバルトを添加・混合する。 

3. 最終濃度が 1.5 mM になるように過酸化水素水を添加・混合する。 

4. 室温で約 20 分間混合する。 

5. 50 kDa 限外濾過膜を用いて純水に置換する。 

6. 150 kDa 限外濾過膜を用いて更に濃縮する。 

7. 石英セルに入れて、測定する。 

＜測定条件＞ 

測定装置：NRS-2100 (日本分光) 

使用レーザー：Ar イオン（514.5 nm）疑似後方散乱 

露光時間・積算回数：4分・3回 

測定サンプル： 
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 溶液混合後 20 分の溶液を限外濾過膜（50 kDa）で分離した 50 kDa 以上の茶色

の溶液を純水で置換・濃縮 

 アポフェリチン（Fer8）を純水置換・濃縮（コントロール） 

 

 

4-4  紫外可視光分光光度計による溶液混合後の時間経過と吸収スペクトルの関係 

  

過酸化水素を添加後の反応溶液は、混合後 20 分で溶液の色がピンク色から茶色に

変化を起こす。このピンク色は、配位子に水がついた構造をしている。このピンク

色から茶色への変遷を紫外可視光分光光度計により測定し、天然アポフェリチンを

添加した状態と添加していない状態のスペクトル変化を調べた。 

 

天然アポフェリチンへの酸化コバルトナノ粒子作製最適溶液条件で溶液を作製し、

溶液混合1 分後から20 分後までの溶液の紫外可視光吸収スペクトルを1 分間隔で測

定した結果を図4-4に示す。また、溶液混合後3 分、5 分、10 分、15 分後の溶液状

態を図4-6に示す。天然アポフェリチンを添加した溶液では、時間経過につれて370 nm

付近の吸収のみが強くなり、極大吸収波長は移動せず、370 nm付近の吸収を保ってい

る（図4-4）。この吸収は、コバルトのｄ軌道の電荷移動遷移に起因するものである。

ラマン分光測定の結果から、アポフェリチンを添加した溶液で見られる370 nm付近の

吸収は、Co-O錯体を示すものであると考えられる。しかし、天然アポフェリチンを添

加していない溶液では、時間経過とともに370 nmから450 nm付近に極大吸収波長が移

動することが分かる（図4-5）。また、混合3 分後では、天然アポフェリチンを添加

した溶液も、添加していない溶液も透明度を保っている。しかしながら、5 分後以降

は、天然アポフェリチンを添加した溶液では常に透明な茶色であるのに対し、天然ア

ポフェリチンを添加していない溶液では、少しずつ沈殿形成が激しくなり濁り始める。

この濁りが激しくなるにつれて、スペクトルの極大吸収波長が450 nm付近に移動して

いる。このことより、450 nm付近の吸収は、溶液側での沈澱形成に由来しているもの

であることが考えられる。 
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図 4-4 天然アポフェリチンを添加した時の溶液混合 1 分後から 20 分後までの溶

液の紫外可視光吸収スペクトル 

 

 

 

図 4-5 天然アポフェリチンを添加していない時の溶液混合 1 分後から 20 分後ま

での溶液の紫外可視光吸収スペクトル 
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図 4-6 反応溶液混合 3 分後、5 分後、10 分後、15 分後、20 分後の溶液の状態 

（上）天然アポフェリチン添加あり （下）天然アポフェリチン添加なし 

 

＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件で溶液を混合後、1分後か

ら 20 分後まで 1 分間隔で紫外可視光吸収スペクトルを測定した。また、天然アポ

フェリチンを添加していない溶液を同様の方法で作製し測定した。 

＜実験手順＞ 

1. 100 mM HEPES(pH8.3)に最終濃度が 0.5 mg/ml になるように天然アポフェリチン

を混合する。（天然アポフェリチンなしには、100mM HEPES を混合） 

2. 最終濃度が 37.5 mM になるように硫酸ナトリウムを、3 mM になるように硫酸ア

ンモニウムコバルトを添加・混合する。 

3. 最終濃度が 1.5 mM になるように過酸化水素水を添加・混合する。 

4. 溶液混合後、1 分から 20 分まで 1 分間隔で紫外可視光分光光度計で吸収スペ

クトルの測定を行う。 

＜測定条件＞ 

測定装置：Ultrospec 3300 pro(アマシャムバイオサイエンス） 

測定波長：250～900 nm 

参照試料：100 mM HEPES(pH8.3) 

測定サンプル：天然アポフェリチンを添加あり、天然アポフェリチン添加なし 
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4-5  アポフェリチンを添加していない混合溶液で生じた沈澱の XRD 測定 

 

 天然アポフェリチンを添加していない反応溶液の混合 20 分後の溶液の紫外可視

光吸収スペクトル測定では、アポフェリチンを添加した溶液のものとは異なる 470 

nm 付近に極大吸収波長を持つ分光スペクトルを得た。この沈澱組成を XRD により測

定を行った。しかし、結晶構造がアモルファスなため 1つのピークとして観察でき

ず、組成を知ることができなかった。そこで、天然アポフェリチンを添加していな

い反応溶液で 50 ℃・一晩インキュベート後に生成している沈殿を使って XRD 測定

を行った。 

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適条件を用いて、天然アポフェリチ

ンを添加せずに溶液を混合し、50 ℃で一晩インキュベートした。低速遠心機で生成

した沈殿物を集め、純水で十分に洗浄し、乾燥後に粉末にしたサンプルの XRD スペ

クトルを測定した。図 4-7 に XRD 測定結果を示す。ピークはブロードで沈殿が微小

結晶からなっていることを示している。このスペクトルでは、アポフェリチンの空

洞で形成されるCo3O4のXRDスペクトルには無いピークが2θ＝50度付近に観測され

た。このピーク及び他のピーク位置から判断すると、沈殿の微結晶は水酸化コバル

ト CoO(OH)と判断される。すなわち前章で示した紫外可視光吸収スペクトル測定で

450 nm 付近に吸収を持つ沈殿は、50 ℃に加熱することで水酸化コバルトになるも

のである。この吸収は、アポフェリチンの存在する反応溶液では見られない。アポ

フェリチンの内部空洞で析出するコバルトは、酸化コバルト Co3O4であるが、アポフ

ェリチンを含まない混合溶液で生じた沈澱は、水酸化コバルト CoO(OH)である。こ

の結果は、アポフェリチンの空洞内で析出する酸化コバルト結晶形成反応と外溶液

で起こっている反応とが異なるっていることを示している。これまでのフェリチン

の酸化鉄のコア形成のメカニズムの解析結果から、グルタミン酸などのマイナスチ

ャージを持つアミノ酸が高密度に集まる内表面部分が、結晶核を生成してコアを作

るとされている。酸化コバルトのナノ粒子作製においても内部空洞表面に存在する

グルタミン酸などのマイナスチャージを持つアミノ酸が関与し、ナノ粒子の結晶核

の生成が起きていると類推される。 
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図 4-7 天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件にアポフェリチン

を添加せず一晩インキュベートした時に生じた沈殿物の XRD スペクトル 

下から伸びる黄色の線は、CoO(OH)のピーク位置を示す。 

 

＜実験方法＞ 

天然アポフェリチンへの酸化コバルト導入最適溶液条件で、天然アポフェリチンを

抜いて溶液を作製した。50 ℃で一晩インキュベート後、沈殿を集めて純水で洗浄し

たものを XRD 測定した。 

＜実験手順＞ 

1. 緩衝液の 100 mM HEPES(pH8.3)に 37.5 mM 硫酸ナトリウムを、3 mM 硫酸アンモ

ニウムコバルト、1.5 mM 過酸化水素水を添加・混合する。 

2. 室温で約 20 分間混合する。 

3. 50 ℃で一晩インキュベートする。 

4. 速遠心機で生成した不要な沈殿物を取り除く。 

5. 純水で縣濁し、遠心機で沈殿物を集める作業を数回繰り返して洗浄する。 

6. 沈殿物を窒素で乾燥させる。 

7. メノーのすり鉢とすり棒を用いて粉状にする。 

8. XRD サンプル台に載せ、測定する。 

＜測定条件＞ 

測定手法：2θ－θ法 

2θ＝10～80° 

ステップ角幅：0.02° 
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固定時間：5秒 

入射 X線：CuKα１：1.5418Å 

管電圧：50 kV、管電流：200 mA 

使用機器：RIGAKU 社製；RENT2500/PC 

 

 

4-6  アポフェリチン・ポリエチレングリコール修飾アポフェリチンへの酸化コバ

ルト導入初期過程の考察 

 

アポフェリチンへの酸化コバルト導入の初期段階において、反応溶液混合 20 分後

の段階でアポフェリチンの周囲に存在している茶色のコバルト酸化物は、Co-O 錯体

である。反応溶液を室温でインキュベートを行ってもコア形成は起こらず、溶液の

状態にも変化が見られないことより、この Co-O 錯体は、室温では安定であることが

明らかになった。しかし、アポフェリチンを添加していない溶液では、反応溶液を

混合後、時間が経過するに伴い水酸化コバルト CoO(OH)の前駆体の形成が進み、沈

殿が生じる。この水酸化コバルト前駆体を生じる反応溶液の初期段階の紫外可視光

吸収スペクトルでも、350 nm 付近の Co-O 錯体のスペクトルが見られることより、

一旦は、Co-O 錯体が生じ、次に CoO(OH)前駆体を形成する反応が起きていると考え

られる。アポフェリチンを添加している溶液では、CoO(OH)前駆体を示す 450 nm へ

の極大吸収の移動は見られないことより、アポフェリチンの外表面は、Co-O 錯体の

水酸化を防ぐ、又は、Co-O 錯体の安定化を行っていることが示された。 

 前章で示したポリエチレングリコール修飾アポフェリチンへの酸化コバルト導入

実験の結果と、本章で明らかになった反応溶液混合 20 分後のアポフェリチンの周囲

に存在する Co-O 錯体について考察すると、以下の様なコア形成のプロセスが生じて

いると考えられる。 

 まず溶液に加えた硫酸アンモニウムコバルトから、コバルトに 6つの水が配位し

た水和コバルト（薄いピンク色）が作られる。この水和バルトに過酸化水素水を添

加するとコバルトの酸化が起こり、Co-O 錯体が生じる。この Co-O 錯体はプラスチ

ャージを持っており、弱アルカリ性溶液条件下のアポフェリチンは、マイナスチャ

ージを帯びているため、Co-O 錯体は、アポフェリチンの周囲に静電相互作用により

集まる。集まった Co-O 錯体は、室温においてはアポフェリチンの外表面と何らかの

相互作用を生じ安定化されて Co-O 錯体のまま保持される。一方、アポフェリチンが

存在しない時は、Co-O 錯体は不溶性の CoO(OH)前駆体の生成へ化学反応が進み
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CoO(OH)前駆体の微結晶沈殿を生じる。図 4-8 に推測される過酸化水素水添加直後の

アポフェリチンの周りの様子の模式図を示す。 

 

 

図 4-8 過酸化水素水添加直後のアポフェリチンの周りの様子の模式図 

 

アポフェリチンの周囲に集り安定化されている Co-O 錯体は、反応溶液が 50 ℃に

加熱されると不安定になり、コバルトイオンを遊離する。この遊離されたプラスチ

ャージのコバルトイオンは十分にイオン半径が小さいため、三回対称チャネルから

アポフェリチンの内部空洞に入ることができる。この駆動力は、内部空洞表面にあ

る核形成部位のアミノ酸のマイナスチャージであり、アポフェリチンの内表面と外

表面の静電的ポテンシャルの差は 200 mV と計算されている。そして、内部空洞に入

ったコバルトイオンは静電相互作用で核形成部位に高濃度に集まり、酸化され酸化

コバルトナノ粒子（Co3O4）を形成する。 

ポリエチレングリコール鎖が存在する時は、アポフェリチンの外表面での安定化

以上に、ポリエチレングリコール鎖の間で Co-O 錯体が安定に保持される。実験結果

から判断すると、ポリエチレングリコール鎖が長い時は、より多くの Co-O 錯体を溶

液側で生じる沈澱との接触から守りながら保持することができ、Co-O 錯体の密度が

アポフェリチン近傍で局所的に高くなる。すなわち、PEG2000、PEG5000 を修飾した

アポフェリチンで 5 mM コバルトを用いた時の 50 ℃一晩インキュベート後の溶液で

は、PEG2000 修飾アポフェリチンでは少しの沈殿が見られるが、PEG5000 修飾アポフ

ェリチンでは沈殿形成が見られず、溶液の茶色がより濃くなっていることがこの推

論を支持する (図 4-9) 。おそらく、ポリエチレングリコール鎖の O部位に Co-O 錯

体が配位し、安定化されていると考えられる。そのため、長いポリエチレングリコ

ール鎖を修飾しているアポフェリチンがより多く Co-O 錯体を配位させることがで
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きると考えられる。PEG2000、PEG5000 を修飾したアポフェリチンを用いた実験にお

ける 50 ℃・一晩インキュベート後のアポフェリチンの周囲の状態は、酸化コバル

トナノ粒子を形成したフェリチンの周りにポリエチレングリコール鎖と配位した

Co-O 錯体が残存している状態と考えられる。 

ポリエチレングリコール鎖が無い時は、50 ℃の加熱により溶液側で生じる水酸化

コバルトの沈殿とアポフェリチン外表面が接触する機会が増加する。コバルト濃度

が上昇するにつれて沈殿形成が激しくなる本反応系では、コア形成したフェリチン

の外表面と形成された沈澱が接触し、共沈現象が激しくなる。 

ポリエチレングリコール修飾アポフェリチンでは、ポリエチレングリコール鎖中

で、Co-O 錯体を保持でき、溶液側で生じる水酸化コバルトの沈澱とのアポフェリチ

ンの外表面の相互作用を抑制することができる。そのため、溶液側で生じた沈殿と

アポフェリチンの共沈現象を防ぎ、効率良く内部空洞にコバルトイオンの供給がで

き、コア形成が行われたと考えられる。図 4-10 に 50 ℃加熱によるコア形成反応開

始後のアポフェリチンの周りの様子の模式図を示す。 

 

 

 

図 4-9 5 mM コバルト濃度（2.5 mM 過酸化水素）で酸化コバルト導入実験を行った

時の天然アポフェリチンとポリエチレングリコール修飾アポフェリチンへの酸化コ

バルト導入の溶液状態 （上）溶液混合 20 分後 （下）50 ℃・一晩インキュベー

ト後 
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図 4-10 50 ℃加熱によるコア形成開始後のアポフェリチンの周りの様子の模式図 
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4-7  まとめ 

 

以上の結果をまとめると、アポフェリチンへの酸化コバルトナノ粒子の形成にお

いては、以下の様な現象が起こっていると考えられる。 

 

反応溶液が中性からアルカリ性ではアポフェリチン外表面は全体としてマイナス

チャージを帯びているため、過酸化水素水の添加によって生じたプラスチャージを

帯びた Co-O 錯体は、静電相互作用によりアポフェリチンの外表面付近に集まる。 

 その後、50 ℃に加熱することで Co-O 錯体の構造に変化起こり、コバルトイオン

を遊離し、内部表面のチャージの影響を受けて三回対称チャネルを通り、アポフェ

リチン内部空洞に入る。空洞内に入ったコバルトイオンは、酸化活性中心や内表面

のマイナスチャージによりコア形成を開始する。図 4-11 に模式図を示す。 

 

 

 

図 4-11 アポフェリチンへの酸化コバルト導入初期段階に生じていると示唆され

る現象の模式図 
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第 5 章 タバコモザイクイルス（TMV）を用いたコバルト白金ナノワイヤの作製 

 

5-1 はじめに 

 

現在までに、チューブ状タンパク質のタバコモザイクウィルス(TMV)のコートタン

パク質（TMV）をバイオテンプレートとして用いたナノ構造の作製が報告されている

1-4。Mann 博士らの研究では、反応溶液の pH を酸性に調整し、TMV の外表面存在する

アミノ酸のリジンとアルギニン残基にプラスチャージを持たせることで、マイナス

チャージを持つ白金と金の錯イオンを利用して、TMV の外表面に白金と金の析出に

成功している。また、反応溶液を中性にすることで TMV の内部空洞を全体としてマ

イナスチャージにして銀イオンを導入し、光還元で TMV の空洞内にナノ粒子を作製

している 5。Stowell 博士は、TMV のコートタンパク質のサブユニットの C末端にリ

ジン残基を導入し、光励起を行う物質を修飾することで、TMV の外表面に銅を析出

させた 6。Knez 博士らは、TMV の内部空洞にパラジウムまたは白金イオンのマイナ

スチャージの錯体イオンを導入し、触媒として機能する程度の微量の析出に成功し、

この微小触媒を用いて無電解メッキを行うことで、コバルトワイヤとニッケルワイ

ヤの作製に成功している 7。しかし以上のような報告はあるが、TMV をテンプレート

とする無機材料の析出報告総数は少なく、析出メカニズムも分かっていない。また

TMV 内部空間での金属ナノワイヤ作製においては、単体金属（ニッケル、コバルト）

の報告はあるが、二元金属間化合物の作製の報告は全くない。本研究では、二元金

属間化合物であり高保磁力を有した磁性材料として注目されているコバルト白金の

ナノワイヤを TMV の内部空洞を用いて作製することを試みた。この研究では、導入

する白金イオンがマイナスチャージを持ち、コバルトイオンはプラスチャージを持

つため、同時に異なるチャージを持つイオンを導入することが重要となることが予

想された。 

 

 

5-2 本研究で用いた TMV 

 

TMV は、タバコモザイク病などの病原体であり、発見以来、植物病理学のみなら

ず、構造化学、生化学、分子生物学、ウィルス学などの分野で常に先駆的な役割を

果たし続けてきた。TMV のコートタンパク質は同一の 158 アミノ酸残基から成るサ

ブユニットがらせん状に一周あたり 16.3 個が積み重なり、合計 2130 個で一つのチ

ューブ状構造を形成している 8,9。 TMV の長さは、約 300nm、直径 18nm、内部空洞の
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直径約 4nm で、一本鎖 RNA1 分子（6400base）をサブユニットの 90 番目と 92 番目の

アルギニンとイオン結合で、37 番目のスレオニンとは水素結合でサブユニットの間

に挟み込んだ構造を作り、細胞の持つ酵素による分解から守っている 9,10。TMV は

90 ℃の加熱にも耐え、pH3.5 から 9で安定な構造を保つことができ、有機溶媒にも

耐性を持つ強靭なタンパク質である。TMV は、主として宿主植物や病徴の違いを基

準にして名前が付けられており、いくつかの系統に分けられている。 

 

本研究では、U1（タバコモザイクウィルス・タバコの葉から単離）と ToMV（トマ

トモザイクウィルス・トマトの葉から単離）の 2種類の TMV コートタンパク質を用

いた。TMV の内部空洞へのコバルト白金ナノワイヤ作製における最適溶液条件の探

索には U1 を用い、遺伝子的にアミノ酸を改変した TMV へのコバルト白金ナノワイヤ

作製実験には、TMV と非常に近縁の ToMV を用いている。U1 は、アメリカからコート

タンパク質の状態で入手した。この U1 と ToMV のコートタンパク質のアミノ酸組成

は、84％の相同性があり、ほぼ同じ性質や物性をもつものとして扱うことができる

11。ToMV は、東京大学大学院総合文化研究科 渡辺雄一郎教授に遺伝子を頂き、本

研究室でタバコに感染させて作製したコートタンパク質である。 図 5-1 に U1 と

ToMV のアミノ酸配列を示す。TMV の内部空洞の表面には、グルタミン酸が多く存在

し、溶液条件が中性の時は、マイナスチャージを帯びていると予想される。一方、

外表面には、チャージを持つアミノ酸は存在していない。 

 

 

図 5-1 TMV を構成しているアミノの配列 

(黒) ToMV のアミノ酸配列 （青）U1 のアミノ酸配列 
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図 5-2 は、TMV の内部空洞を含む断面図を模式的にリボンモデルで描いたもので

ある。TMV のコートタンパク質のアミノ酸残基 90 番目から 113 番目の領域は、固

定した構造を取っておらず、中心の穴に向かって大きく開いているような構造をし

ており、RNA の結合部位になっている 12,13。  RNA は、上下 2つのサブユニットの

間に挟まれた状態で存在し、１つのサブユニットに RNA の 3 塩基が結合している。2

つのリン酸基は、90 番目と 92 番目のアルギニンとイオン結合で、1 つのリン酸基

は 37 番目のスレオニンと水素結合のペアを作っている。C末端と N末端は、外側に

突き出しており、C末端の 155 番目から 158 番目のアミノ酸は不安定である。 

 先述したように、本研究では異なるチャージを持つイオンを導入するため、TMV

の内部表面でのアミノ酸のチャージの状態がコバルト白金の析出の重要な要素とな

ると考えられた。そこで、本研究では用いた ToMV に遺伝子的改変を加えて以下の 2

種類の遺伝子的改変体を作製した。 

 プラスチャージ導入 ToMV・・・・97 番目と 106 番目のグルタミン酸をリジン

に置き換え、空洞内にプラスチャージを増加した TMV 

 マイナスチャージ導入 ToMV・・・・・・100 番目のグルタミンをグルタミン酸

に置き換え、空洞内にマイナスチャージを増加した TMV 

 

 

 

図 5-2 TMV のコートタンパク質の X線回折により得られた立体構造（内部空洞を含

む断面図） 
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5-3  攪拌方法の検討 

 

アポフェリチンでは、プラスイオンを通過しやすい構造を持つ 3 回対称部位に存

在する8 つのチャネルから、金属イオンが導入され、内部空洞そのものも直径が7 nm

の微小空洞である。そのため、内部空洞へのイオンの供給は迅速に均等に行われる

と思われる。一方、TMV では、300 nm の両端に開口部を持つ筒状のため、中心孔は、

直径が 4 nm で長さが 300 nm、アスペクト比（長さ/直径）が 75 という構造である。

そのため、ナノワイヤを構成する材料となる金属イオンが十分に拡散して供給され

ることが課題となる。この問題を解決するため反応溶液の攪拌方法の検討を行った。

検討する方法として、溶液全体を振動させるという点から水平偏芯振動式の振とう

攪拌装置を、溶液全体の振動ではなく各金属イオンや還元剤や TMV の分子の振動を

目的とする点から超音波照射を採用した。この方法は、超音波の出るチップの先端

を直接反応溶液に浸す方法である。ワイヤ形成の確認は透過型電子顕微鏡観察によ

り行った。染色液は、金グルコース染色を採用した。この金グルコースは、理由は

明白ではないが、内部空洞を染めることができない。図 5-3 に金グルコースで TMV

の内部空洞が染色できない様子を示す。白く見える部分が TMV のコートタンパク質

部分である。電子顕微鏡像のバックグラウンドが荒いが、これは染色液として使用

している金グルコースに電子線が照射されることによって形成された金ナノ粒子の

影響である。 

 

 

図 5-3 1％金グルコース染色で TMV の内部空洞が染まらない様子 
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振とう攪拌、または超音波照射を採用した時のナノワイヤ作製実験の反応溶液の

透過型電子顕微鏡像を図 5-4 に示す。白く見える部分がタンパク質部分で黒く見え

るドットや黒い線状の構造は作製されたナノ粒子・ナノワイヤである。水平偏芯震

動式の振とう攪拌装置を用いてワイヤ作製実験を行った場合、10～20 nm のワイヤ

が形成された。しかし、それ以上の長さのワイヤは確認できなかった。超音波照射

を用いてワイヤ作成実験を行った時は、TMV の内部空洞に 50～70 nm のワイヤが形

成されているのが確認できた。さらに、ウォーターバス式の超音波洗浄機での超音

波照射を行ったが、効果は見られずワイヤ形成は確認できなかった。振とう攪拌で

は、溶液全体が動くことになり、金属イオンの拡散は行えていないと考えられる。

一般的に、超音波の出るチップを直接溶液に浸漬して超音波照射を行った際にでき

る気泡は、局所的に高温高圧条件を形成し水分子を分解してラジカル形成が起こっ

ているとされる。今回の実験では、発生した気泡やラジカルの影響は明瞭ではない

が、TMV の内部空洞での金属イオンの拡散に超音波エネルギーが寄与したことは明

らかである。 

 

 

図 5-4 反応溶液の攪拌方法の検討 

（左）超音波照射で攪拌 （右）振とう攪拌 

染色：1％金グルコース 

 

＜実験方法＞ 

0.3 mg/ml TMV に数回に分け硫酸アンモニウムコバルト・塩化白金カリウムと水素

化ホウ素ナトリウムを、最終濃度 3mM になるまで添加した。攪拌は超音波の出るチ
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ップの先端を溶液に浸し、5 秒間隔で 1 秒間の超音波照射を行った。反応終了後の

溶液を透過型電子顕微鏡で観察を行った。 

＜実験手順＞ 

1. 150 mM NaCl に TMV 濃度が 0.3 mg/ml になるように混合する。混合は振とう攪拌

または超音波照射を行う。 

2. 0.5 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 0.5 mM 塩化白金カリウムをを添加し、攪拌

する。 

3. 0.5 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 0.5 mM 塩化白金カリウムをを添加し、攪拌

する。 

4. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加し、攪拌する。 

5. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加し、攪拌する。 

6. 2～5 の操作を 3 mM になるまで、この操作を繰り返す。 

＊ すべての操作は氷中で行う 

7. 透過型電子顕微鏡で観察する 

＜実験条件＞ 

溶液濃度：3 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM 塩化白金カリウム、3 mM 水素化

ホウ素ナトリウム 

比較攪拌方法：超音波照射と水平偏芯振動式振とう攪拌 

使用 TMV：0.3 mg/ml U1-TMV 

測定装置：JEM-2200FS(日本電子) 

染色：1％金グルコース 
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5-4 コバルトイオン源と白金イオン源の選択 

 

前節で、硫酸アンモニウムコバルトと塩化白金カリウムで TMV の内部空洞でのナ

ノワイヤ作製実験を行い、ワイヤ形成が確認できたが、他の試薬でもワイヤの形成

ができるかどうかを確かめた。 

さまざまなコバルト化合物や白金化合物が試薬として市販されているが、水溶液

中でタンパク質を用いたミネラリゼーションを行うために、まず有機溶媒を必要と

する化合物を除外し、コバルトイオン源には、水溶性の試薬として一般的に使用さ

れる硫酸アンモニウムコバルト、塩化コバルト、白金イオン源としては、塩化白金

酸、塩化白金カリウムを選択し、比較を行った。試薬の検討は、金属イオン濃度と

還元剤濃度を 3 mM に固定してナノワイヤ作製実験を行い、透過型電子顕微鏡で観

察を行いその結果を考察することで行った。 

 各試薬を用いて行ったナノワイヤ作製実験の反応溶液の透過型電子顕微鏡像を図

5-4 に示す。白く見える部分が TMV のコートタンパク質部分、黒い線状のものが作

製されたナノワイヤ、ドット状のものが作製されたナノ粒子である。 

塩化白金酸を用いると、TMV 内部空洞よりも TMV 側面でのナノ粒子の形成速度が

速く、TMV 全体がナノ粒子で覆われている様子が観察され、TMV の内部空洞での析出

は観察できなかった。この様子は、塩化コバルト、硫酸アンモニウムコバルトの両

方で同じ傾向を示した。一方、塩化白金カリウムを使用すると、TMV 側面がナノ粒

子で覆われている様子は見られず、TMV の端への金属析出が目立った。塩化コバル

ト、硫酸アンモニウムコバルトの両方で内部空洞での金属析出が確認できた。特に、

硫酸アンモニウムコバルトを用いた時は、20～30 nm のワイヤ形成が確認された。

塩化白金カリウムを用いた時には TMV 側面でのナノ粒子形成は見られず、塩化白金

酸を用いた時に TMV 側面でのナノ粒子形成がみられた現象は、塩化白金酸を加える

と溶液の pH が下がり、金属析出の速度が速くなったためと考えられる。 

これらの結果より、塩化白金カリウムと硫酸アンモニウムコバルトを最適な金属

イオン源として以降の実験を進めた。 
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図 5-4 コバルトイオン源と白金イオン源の組み合わせの検討 

染色：1％金グルコース 

 

＜実験方法＞ 

0.3 mg/ml TMV に数回に分けコバルトイオン源と白金イオン源と水素化ホウ素ナト

リウムを混合した。最終濃度 3mM になるまで添加を行った。攪拌は、超音波の出る

チップの先端を溶液に浸し、5 秒間隔で 1 秒間の超音波照射を行った。反応終了後

の溶液を透過型電子顕微鏡で観察を行った。 

＜実験手順＞ 

1. 150 mM NaCl に TMV 濃度が 0.3 mg/ml になるように混合する。混合は振とう攪拌

または超音波照射を行う。 

2. 各コバルトイオン源 0.5 mM と各白金イオン源を 0.5 mM を添加し、攪拌する。 

3. 各コバルトイオン源 0.5 mM と各白金イオン源を 0.5 mM を添加し、攪拌する。 

4. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加し、攪拌する。 

5. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加し、攪拌する。 

6. 2～5 の操作を 3 mM になるまで、この操作を繰り返す。 

＊すべての操作は氷中で行う 
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7. 透過型電子顕微鏡で観察する 

<実験条件＞ 

検討金属イオン 

コバルトイオン：塩化コバルト, 硫酸アンモニウムコバルト 

白金イオン：塩化白金酸, 塩化白金カリウム 

イオン濃度：各 3 mM 

使用還元剤：水素化ホウ素ナトリウム 

攪拌方法：超音波照射（Digital Sonifier,BRANSON） 

染色：1％金グルコース 

使用 TMV：0.3 mg/ml U1-TMV 

測定装置：JEM-2200FS(日本電子) 
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5-5  TMV へのコバルト白金ナノワイヤ作製の最適作製法 

 

前節までの結果を基に、TMV へのコバルト白金ナノワイヤ最適作製法を決定した。

手順を図 5-5 に示す。 

150 mM NaCl に TMV 濃度が 0.3 mg/ml になるように混合し、0.5 mM 硫酸アンモニ

ウムコバルトと 0.5 mM 塩化白金カリウムをを添加する。反応中は溶液に超音波の出

るチップの先端を直接溶液に浸漬し 5分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音

波照射を行うことで溶液を混合する。更に 0.5 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 0.5 

mM 塩化白金カリウムを添加する。次に 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加し 5

分後に再び 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加する。この操作を目的の金属イ

オン濃度になるまで繰り返す。超音波照射により溶液温度が上昇するため、すべて

の操作は氷中で行う。なお、添加する金属イオンの濃度比を変えてもナノワイヤの

形成は可能であり、組成比の異なるコバルト白金ナノワイヤを得ることができる。 

 

 

 

図 5-5 TMV の内部空洞を用いたコバルト白金ナノワイヤ作製の最適作製法 
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5-6 作製したナノワイヤの透過型電子顕微鏡像とワイヤ長さ分布 

 

TMV の内部空洞でのコバルト白金ナノワイヤ最適作製法で、3 mM 硫酸アンモニウ

ムコバルト、3 mM 塩化白金カリウム、3 mM 水素化ホウ素ナトリウムを用いて、超音

波を照射しながら作製したナノワイヤの透過型電子顕微鏡観察を行った。透過型電

子顕微鏡像を図 5-6、図 5-7 に示す。 

TMV の内部空洞に 40～60 nm の長さのワイヤが形成されていた。。観察視野に見

られる TMV へのナノワイヤ形成率は、約 34％である。図 5-8 に作製したナノワイヤ

の長さ分布を示す。30 nm 前後のワイヤが多く、全体の約 3割を占める。しかし、

100 nm を超えるものも 1割存在する。作製したナノワイヤの平均長は、42 nm であ

った。全くワイヤを形成しない TMV と長いワイヤを形成する TMV が存在することよ

り、内部空洞に金属イオンが入りやすい TMV と入りにくい TMV があることが示され

た。一旦、TMV の内部空洞に金属イオンが析出しはじめると内部環境に変化が生じ、

金属イオンが入りやすくなり、ワイヤ形成が促進されることが考えられる。 

 

 

 

図5-6 TMVの内部空洞に作製したコバルト白金ナノワイヤの透過型電子顕微鏡像1 

染色：1％金グルコース 
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図5-7 TMVの内部空洞に作製したコバルト白金ナノワイヤの透過型電子顕微鏡像2 

染色：１％金グルコース 

 

 

図 5-8 TMV の内部空洞で作製したコバルト白金ナノワイヤの長さ分布 
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＜実験方法＞ 

コバルト白金ナノワイヤ最適作製法を用いて 3 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM

塩化白金カリウム、3 mM 水素化ホウ素ナトリウムを用いて、超音波を照射しながら

ナノワイヤを作製した。反応終了後の溶液を透過型電子顕微鏡で観察し作製したワ

イヤの長さを測定した。 

＜実験手順＞ 

1. 150 mM NaCl に TMV 濃度が 0.3 mg/ml になるように混合する。混合は超音波照射

で行う。 

2. 0.5 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 0.5 mM 塩化白金カリウムをを添加する。 

3. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

4. 0.5 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 0.5 mM 塩化白金カリウムをを添加する。 

5. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

6. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加する。 

7. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

8. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加する。 

9. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

10. 2～9 の操作を 3 mM になるまで、この操作を繰り返す。 

＊すべての操作は氷中で行う 

7. 透過型電子顕微鏡で観察する。 

＜実験条件＞ 

溶液濃度：3 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM 塩化白金カリウム、3 mM 水素化

ホウ素ナトリウム 

攪拌方法：超音波照射（Digital Sonifier, BRANSON） 

使用 TMV: 0.3 mg/ml U1-TMV 

測定装置：JEM-2200FS (日本電子) 

染色：1％金グルコース 
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5-7  TMV とコバルトイオンと還元剤のみ/ TMV と白金イオンと還元剤のみでのコバ

ルト白金ナノワイヤ作製実験 

 

ここまで白金イオンと、コバルトイオンを導入したナノワイヤ作製を記述してき

たが、ワイヤの構成成分は不明である。すなわち TMV の内部空洞でのコバルト白金

ナノワイヤ作製では、2種類の金属を混合して還元剤を添加しているため、考えら

れる可能性として、一方の金属のみが還元されてワイヤを形成していることが考え

られる。そこで、片方の金属イオンと還元剤を別々に混合してワイヤ形成の有無を

確かめた。TMV の溶液に超音波照射を行いながら数回に分けてコバルトイオン又は

白金イオンと還元剤を添加した後の TMV の透過型電子顕微鏡像と溶液状態を図 5-9

に示す。還元剤は水素化ホウ素ナトリウムを使用した。 

コバルトイオン（硫酸アンモニウムコバルト）と還元剤では、TMV は存在するが、

ナノ粒子、ナノワイヤは形成されていない。コバルトイオンは還元されにくいとい

うことが分かる。一方、白金イオン（塩化白金カリウム）と還元剤では、ナノ粒子

が形成され、溶液の色も黒く変化し沈澱を形成した。しかしながら、TMV の内部空

洞でのワイヤ形成は全く見られなかった。すなわち、コバルトイオン、白金イオン、

どちらかだけではナノワイヤの形成は行われず、TMV の内部空洞でのナノワイヤ形

成には、コバルトイオンと白金イオンと還元剤の 3種が同時に溶液中に存在する必

要があることが明らかになった。 

 

 

図 5-9 コバルトイオンと還元剤のみ、白金イオンと還元剤のみで行ったワイヤ作

製実験後の透過型電子顕微鏡像 染色：1％金グルコース 

（挿入図）各溶液の状態 
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＜実験方法＞ 

（コバルトイオン＋還元剤） 

0.3 mg/ml TMV に数回に分けて最終濃度 9 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 3 mM 水

素化ホウ素ナトリウムを添加した。攪拌は超音波の出るチップの先端を溶液に浸し、

5 秒間隔で 1 秒間の超音波照射を行った。反応終了後の溶液を透過型電子顕微鏡で

観察を行った。 

（白金イオン＋還元剤）  

0.3 mg/ml TMV に数回に分けて最終濃度 3 mM 塩化白金カリウムと 3 mM 水素化ホウ

素ナトリウムを添加した。攪拌は超音波の出るチップの先端を溶液に浸し、5 秒間

隔で 1 秒間の超音波照射を行った。反応終了後の溶液を透過型電子顕微鏡で観察を

行った。 

＜実験手順＞ 

（コバルトイオン＋還元剤） 

1. 150 mM NaCl に 0.3 mg/ml TMV を添加する。 

2. 1.5mM 硫酸アンモニウムコバルトを添加し、超音波を 5秒間隔で 1秒間照射を      

5 分間行った。この操作を二回繰り返す。 

3. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加し、超音波照射を 5秒間隔で 1秒間照射

を 5分間行い、この操作を二回繰り返す。 

4．酸アンモニウムコバルトの最終濃度が 9 mM になるまで、2と 3の操作を繰り返

す。＊以上の操作は氷中で行う 

5. 反応溶液の上澄みを透過型電子顕微鏡で観察を行う。 

（白金イオン+還元剤） 

1. 150 mM NaCl に 0.3 mg/ml TMV を添加する。 

2. 0.5mM 塩化白金カリウムを添加し、超音波を 5秒間隔で 1秒間照射を       

5 分間行った。この操作を二回繰り返す。 

3. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加し、超音波照射を 5秒間隔で 1秒間照射

を 5分間行い、この操作を二回繰り返す。 

4. 塩化白金カリウムの最終濃度が 3 mM になるまで、2と 3の操作を繰り返す。 

＊以上の操作は氷中で行う 

5. 反応溶液の上澄みを透過型電子顕微鏡で観察を行う。 

＜実験条件＞ 

溶液濃度： 

コバルトイオン＋還元剤：0.3 mg/ml TMV, 9mM 硫酸アンモニウムコバルト, 3 mM 

水素化ホウ素ナトリウム 
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白金イオン＋還元剤：0.3 mg/ml TMV, 3 mM 塩化白金カリウム, 3 mM 水素化ホウ素

ナトリウム 

攪拌方法：超音波照射（Digital Sonifier, BRANSON） 

使用 TMV: 0.3 mg/ml U1-TMV 

測定装置：JEM-2200FS (日本電子) 

染色：1％金グルコース 

 

 

5-8  高分解能透過型電子顕微鏡像とエネルギー分散型 X 線分析（EDX）測定 

 

9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM 塩化白金カリウム、3 mM 水素化ホウ素ナ

トリウムの条件で超音波を照射しながら作製したナノワイヤの結晶構造、格子像の

確認、EDX 測定による元素分析を行うため、無染色で高分解能透過型電子顕微鏡観

察を行った。高分解能透過型電子顕微鏡像を図 5-10 に示す。TMV の内部空洞直径は

約 4 nm であり、高分解能電子顕微鏡像のワイヤの直径と一致する。また、はっきり

とした結晶格子が観察でき、結晶格子幅を測定したところ、2.1～2.2 Åあった。Co

の結晶格子幅は1.9～2.0 Åである。CoPtまたはCoPt3の結晶格子幅は、2.1～2.2 Å

である。CoPt と CoPt3の結晶格子幅の値が非常に近く CoPt か CoPt3であるのかの判

断は、結晶格子幅からは判断できないが、本実験で TMV の内部空洞に作製したナノ

ワイヤの結晶格子幅は、CoPt または、CoPt3の結晶格子幅と一致すると考えられる。

表 5-1 に各金属の結晶格子幅を示す XRD スペクトルデータを示す。 

しかし、結晶格子ドメインは、一本のナノワイヤ中に数種類見られ、作製したワ

イヤは、多結晶であることが分かる。このことより、核形成は数か所で始まってい

ることが示唆される。図 5-11 に作製したナノワイヤの EDX 測定データを示す。コバ

ルトと白金元素の存在が確認できる。存在比はコバルト：白金＝45：55 であった。

Co-Pt の二元金属間化合物では、CoPt、CoPt3しか結晶として存在しないため、この

ワイヤは、CoPt と判断される。この存在比は添加するコバルトイオンと白金イオン

の混合の比率により変化することが分かった（表 5-2）。なお EDX における Cu のピ

ークは透過型電子顕微鏡観察用の銅グリッドからのものである。 
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図 5-10 TMV の内部空洞で作成したコバルト白金ナノワイヤの高分解能透過型電子

顕微鏡像  （挿入図）結晶格子の拡大写真 結晶格子幅：2.1～2.2 オングストロ

ーム  無染色 

 

表 5-1 各金属の結晶格子幅を示す XRD スペクトルデータ 
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図 5-11 作製したコバルト白金ナノワイヤの EDX スペクトル（Cu グリッド使用） 

 

 

表 5-2 添加するコバルトイオンと白金イオンの比率を変えて作製したコバルト白

金ナノワイヤの元素組成 

（nbbは、ワイヤ形成が起こらなかったことを意味している） 

 

 

＜実験方法＞ 

硫酸アンモニウムコバルト、塩化白金カリウム添加濃度の組み合わせ変え、3mM 水

素化ホウ素ナトリウムを用で還元し、さまざまな溶液組成でナノワイヤを作製した。

高分解能透過型電子顕微鏡で観察を行い、EDX で組成比を測定した。 

＜実験手順＞ 

1. コバルト白金ナノワイヤ最適作製法を用いて 0～9 mM 硫酸アンモニウムコバル

ト、0～6 mM 塩化白金カリウム、3 mM 水素化ホウ素ナトリウムを用いて、ナノ

ワイヤを作製する。 

2. TEM グリッドに反応溶液を 4μl載せ、1分後濾紙で吸い取る。 

3. 純水 4μl載せ、1分後濾紙で吸い取る。 
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4. 自然乾燥させ、高分解能透過型電子顕微鏡で観察を行い、EDX 測定も行う。 

＜測定条件＞ 

溶液濃度：0～9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、0～6 mM 塩化白金カリウム、3 mM

水素化ホウ素ナトリウム 

攪拌方法：超音波照射（Digital Sonifier, BRANSON） 

測定装置：JEM-3100FEF（日本電子） 

加速電圧：300 kV 

染色：無染色 

使用 TMV：0.3 mg/ml U1-TMV 

 

 

 

5-9  作製したナノワイヤの磁化測定 

 

コバルト白金は強磁性体として知られている。TMV の内部空洞で作製したナノワ

イヤがコバルト白金であれば磁性を持っていると考えられるため、作製した溶液の

磁化測定を行った。 

9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM 塩化白金カリウム、3 mM 水素化ホウ素ナ

トリウムの条件で作製したナノワイヤの磁化測定結果を図 5-12 に示す。測定温度は

300 K で行った。TMV の内部空洞ではなく溶液側で析出したナノ粒子を取り除くこと

が困難であったため、作製したナノワイヤとナノ粒子の混合物の測定を行った結果

である。 

強磁性体特有のヒステリシスループが観測でき、保持力は、25 Oe であった。保

磁力が低い原因としては、室温・溶液中での測定であり、磁気モーメントがブラウ

ン運動によって安定しないことと、透過電子顕微鏡像からも作製したワイヤが単結

晶ではなく、多結晶であることから、さまざまな方向の磁気モーメントをもった磁

区が存在することも一因であると考えている。 
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図 5-12 作製したコバルト白金ナノワイヤの磁化測定データ 

 

 

＜実験方法＞ 

コバルト白金最適作製法を用いて 9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM 塩化白金

カリウム、3 mM 水素化ホウ素ナトリウムで超音波を照射しながらナノワイヤを作製

した。反応終了後の溶液を 70 ℃に加熱したサファイア基板の上に滴下して乾燥さ

せた。滴下と乾燥を何度か繰り返した。十分に乾燥を行い、測定した。 

＜実験手順＞ 

1. 150 mM NaCl に TMV 濃度が 0.3 mg/ml になるように混合する。超音波の出るチッ

プの先端を直接溶液に浸漬し 5分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波

を照射する。 

2. 硫酸アンモニウムコバルト 1.5 mM と塩化白金カリウムを 0.5 mM を添加する。 

3. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

4. 硫酸アンモニウムコバルト 1.5 mM と塩化白金カリウムを 0.5 mM を添加する。 

5. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

6. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加する。 

7. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

8. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加する。 

9. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 
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10. 2～9 の操作を硫酸アンモニウムコバルトが 9 mM になるまで、繰り返す。 

11. 70 ℃に加熱したヒートブロックでサファイア基板を加熱する。 

12. サファイア基板の上に作製した反応溶液を滴下し、乾燥させる。 

13. 8 を数回繰り返した後、完全に乾燥させる。 

14. 測定を行う。 

＜測定条件＞ 

測定サンプル：9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM 塩化白金カリウム、3 mM 水

素化ホウ素ナトリウム、超音波照射ありの条件で作製した溶液（TMV の内部空洞で

作製したナノワイヤと TMV の外側に付着したナノ粒子、溶液側で生じた沈殿物も含

む） 

攪拌方法：超音波照射（Dogital Sonifier, BRANSON） 

測定装置： MPMS-5S (Quantum Design) 

測定温度：300 K 

印加磁場：-1000～1000 Oe 

 

 

5-10 遺伝子的に内部空洞表面のチャージを改変したTMVを用いたコバルト白金ナ

ノワイヤ作製 

 

これまでの研究で、U1-TMV を用いたコバルト白金ナノワイヤの作製には、コバル

トイオンと白金イオンと還元剤の 3 種が同時に溶液中に存在することが必要であ

るということを示した。コバルトイオン源には、硫酸アンモニウムコバルトを、白

金イオン源には塩化白金カリウムを用いている。コバルトイオンは、水分子が 6個

配位した 6 配位 8 面体構造の錯体で 2価のプラスチャージ帯びており、白金イオン

は、4 配位の錯体 K2[PtCl4]
2-で、2 価のマイナスチャージを帯びている。この事か

ら、コバルト白金ナノワイヤの作製には、どちらかの金属が先に TMV の空洞内に入

り、触媒作用を行っている可能性が考えられる。 

TMV の内部空洞のアミノ酸のチャージを遺伝子操作により改変した TMV を用いて

ワイヤ作製実験を行うことで、どちらの金属イオンが先に内部空洞に入り、ワイヤ

形成が開始されるのかについての知見を得ることができる。 

そこで、以下の実験では U1 株に換えて国内で遺伝子改変の実績がある ToMV 株を

用い、TMV のコートタンパク質に遺伝子的に変異を加えて使用した。 
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5-10-1 野生型 ToMV を用いたナノワイヤ作製（U1－TMV との差異の確認） 

 

前節まで用いていた U1-TMV と野生型 ToMV での内部空洞でのコバルト白金ナノワ

イヤ作製の差異を確認するため、前節までに決定したコバルト白金ナノワイヤ最適

作製法で野生型 ToMV を用いてワイヤ形成実験を行った。U1 と ToMV の全体のアミノ

酸配列の相同性は 84％である。さらに、内部空洞を作るアミノ酸 17 残基のうち 101

番目と 102 番目のアミノ酸の 2残基が U1-TMV では、アラニン、アスパラギン、ToMV

では、グルタミン、セリンと異なってはいるが相同性が高い。図 5-13 に得られた透

過型電子顕微鏡像を示す。ToMV の内部空洞に約 40～50 nm 程度のワイヤが作製でき

ており、U1-TMV を用いた時と同様の結果であることを確認した。 

 

 

図 5-13 ToMV の内部空洞に作製したコバルト白金ナノワイヤの透過型電子顕微鏡

像  染色：1％金グルコース 

 

＜実験方法＞ 

コバルト白金ナノワイヤ最適作製法を用いて、0.3 mg/ml ToMV、9 mM 硫酸アンモニ

ウムコバルト、3 mM 塩化白金カリウム、3 mM 水素化ホウ素ナトリウムのワイヤを

超音波照射しながら作製した。反応終了後の溶液を透過型電子顕微鏡で観察を行っ

た。 

＜実験手順＞ 

1. 150 mM NaCl に TMV 濃度が 0.3 mg/ml になるように混合する。超音波の出るチッ

プの先端を直接溶液に浸漬し 5分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波

を照射する。 
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2. 1.5 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 0.5 mM 塩化白金カリウムをを添加する。 

3. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

4. 1.5 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 0.5 mM 塩化白金カリウムをを添加する。 

5. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

6. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加する。 

7. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

8. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加する。 

9. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

10. 2～9 の操作を硫酸アンモニウムコバルトが 9 mM になるまで、この操作を繰り返

す。 

＊すべての操作は氷中で行う 

11. 透過型電子顕微鏡で観察する 

＜実験条件＞ 

溶液濃度：9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM 塩化白金カリウム、3 mM 水素化

ホウ素ナトリウム 

攪拌方法：超音波照射（Digital Sonifier, BRANSON） 

使用 TMV：0.3 mg/mlToMV 

測定装置：JEM-2200FS (日本電子) 

染色：1％金グルコース 

 

 

5-10-2 内部空洞にプラスチャージのアミノ酸を導入した ToMV（プラスチャージ導

入 ToMV）でのナノワイヤ作製 

 

野生型ToMVの内部空洞に存在する2ヶ所のグルタミン酸をプラスチャージを持つ

アミノ酸・リジンに置き換えたプラスチャージ導入 ToMV を作製した。 

図 5-15 にリンタングステン酸で染色を行ったプラスチャージ導入 ToMV の透過型

電子顕微鏡像を示す。リンタングステン酸はマイナスチャージを帯びており、内部

空洞にプラスチャージを増やしたプラスチャージ導入 ToMV の空洞は、野生型 ToMV

の空洞より染色されやすいと考えられたが、内部空洞は、はっきりと染色されなか

った。また、本来の 4 nm の内部空洞が若干狭くなっている様子が観察できる。この

プラスチャージ導入 ToMV を用いて、コバルト白金ナノワイヤ作製を野生型 ToMV 使

用時と同じ条件で行った。溶液条件は、9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM 塩化

白金カリウム、3 mM 水素化ホウ素ナトリウム、攪拌は超音波照射を使用した。図
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5-14 に実験結果の透過型電子顕微鏡像を示す。プラスチャージ導入 ToMV の外側で

ナノ粒子の形成が確認できたが、内部空洞でのワイヤ形成は確認できなかった。 

プラスチャージ導入 ToMV の内部空洞は、コートタンパク質 1個当たり 1つのグル

タミン酸がマイナスチャージを、2つのリジンがプラスチャージを持つ設計になっ

ている。よって全体として、内部空洞表面がややプラスチャージになっていると考

えると、初期段階では TMV の内部空洞に白金イオンは導入されやすく、コバルトイ

オンは導入されにくいことになる。しかしマイナスチャージを帯びている白金イオ

ンが内部空洞に導入されて、リジン残基の周囲に集まり、電気二重層が形成されプ

ラスチャージが打ち消されれば、コバルトイオンも拡散により導入されると考えら

れる。すなわち、このプラスチャージ導入 ToMV においては、内部空洞の表面はまず

白金イオンで覆われれ、その残り空間に、両オンが存在する状態であったと考えら

れる。 

一方、野生型 ToMV の内部空洞では、コートタンパク質 1個当たり 3つのグルタミ

ン酸のマイナスチャージを持ち、初期段階では TMV の内部空洞にプラスチャージの

コバルトイオンが導入されやすく、白金イオンは導入されにくい。そして、コバル

トイオンが先に内部空洞に導入されてグルタミン酸残基の周囲に集まり、電気二重

層が形成されてマイナスチャージが打ち消され、白金イオンが拡散により導入され

る。すなわち内部空洞の表面はまずコバルトイオンで覆われれ、その残り空間に、

両イオンが存在する状態になる。すなわち、プラスチャージ導入 ToMV も野生型 ToMV

もコバルトイオンと白金イオンの両方のイオンが内部空洞に入っていると考えられ

るため、ToMV の内部空洞の最表面近傍に存在するイオンの種類の差が、ナノワイヤ

作製の差異を起こしている可能性がある。 

しかし、その他にも TMV のリンタングステン酸染色の透過型電子顕微鏡像から判

断して、実際に内部空洞が狭くなったことが原因で、コバルト白金ナノワイヤの形

成が起こらなかった可能性も考えられ、正確な原因の特定のためには今後の詳細な

検討と実験が必要である。精製直後のプラスチャージ導入 ToMV は 300 nm 以上の長

さを持つものが多く観察できるが、ワイヤ作製実験終了後は、折れて短くなってい

る。これは、TMV の強度が弱いため、超音波照射による衝撃に耐えることができず、

折れてしまったためであると考える。 
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図5-14 プラスチャージ導入 ToMVにU1-TMVのコバルト白金ナノワイヤ作製法でナ

ノワイヤ作製を試みた時の透過型電子顕微鏡像 

染色：1 ％金グルコース 

 

図 5-15 コバルト白金ナノワイヤ作製実験を行う前のプラスチャージ導入 ToMV 

染色：3％リンタングステン酸 

 

＜実験方法＞ 

コバルト白金ナノワイヤ最適作製法を用いて 9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM

塩化白金カリウム、3 mM 水素化ホウ素ナトリウムで超音波を照射しながらナノワイ

ヤを作製した。反応溶液を透過型電子顕微鏡で観察を行った。 

＜実験手順＞ 

1. 150 mM NaCl に TMV 濃度が 0.3 mg/ml になるように混合する。超音波の出るチッ

プの先端を直接溶液に浸漬し 5分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波

を照射する。 
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2. 1.5 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 0.5 mM 塩化白金カリウムをを添加する。 

3. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

4. 1.5 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 0.5 mM 塩化白金カリウムをを添加する。 

5. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

6. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加する。 

7. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

8. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加する。 

9. 5 分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波を照射する。 

10. 2～9 の操作を硫酸アンモニウムコバルトが 9 mM になるまで、この操作を繰り返

す。  ＊すべての操作は氷中で行う 

11. 透過型電子顕微鏡で観察する 

＜実験条件＞ 

溶液濃度：9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM 塩化白金カリウム、3 mM 水素化

ホウ素ナトリウム 

攪拌方法：超音波照射（Digital Sonifier, BRANSON） 

使用 TMV：0.3 mg/ml プラスチャージ導入 ToMV 

測定装置：JEM-2200FS（日本電子） 

染色：1％金グルコース 

 

 

5-10-3 内部空洞にマイナスチャージのアミノ酸を導入した ToMV（マイナスチャー

ジ導入 ToMV）でのナノワイヤ合成  

 

野生型 ToMV の内部空洞に存在するグルタミンをマイナスチャージを持つアミノ

酸・グルタミン酸に置き換え、さらに内部空洞にマイナスチャージを増やしたマイ

ナスチャージ導入 ToMV を作製した。作製したマイナスチャージ導入 ToMV を用いて

コバルト白金ナノワイヤ作製実験を行った。実験手順は、前節のプラスチャージ導

入 ToMV を用いたナノワイヤ作製実験で用いたものと同じである。図 5-16 に得られ

たサンプルの透過型電子顕微鏡像を示す。透過型電子顕微鏡像では、白く見えるマ

イナスチャージ導入 ToMV コートタンパク質部分の中心部に多数のナノ粒子が形成

されている様子が確認できる。また、マイナスチャージ導入 ToMV の外側面にナノ粒

子が付着している様子は見られなかった。 

しかしながら、マイナスチャージ導入 ToMV は、内部空洞のアミノ酸を遺伝子的に

置き換える操作を行ったため、本来は 4 nm の内部空洞直径が約 2倍大きくなってい
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ることが、コートタンパク質精製直後で実験を行う前のリンタングステン酸染色の

透過電子顕微鏡像から明らかになった（図 5-17）。また、遺伝子的改変を行った ToMV

は、300 nm のコートタンパク質が数個つながった長いチューブ状タンパク質が数多

くできる傾向がみられる。しかし全体は歪んでおり、構造は強固ではないことが明

らかになった。構造が弱くなった理由として考えられることは、アミノ酸がフレキ

シブルな構造をとっている内部空洞部にマイナスチャージを増加したことにより、

中心部から約4 nmのところに挟み込まれているRNAのマイナスチャージと静電的な

反発を起こし、構造を保てなくなっていることが考えられる。また、空洞直径が大

きくなった原因も、RNA とフレキシブルなアミノ酸の相互作用が関係していると考

えられる 9,14。空洞内部のマイナスチャージが増加するように改変しているにもかか

わらず、マイナスチャージのリンタングステン酸で空洞内が染色されやすい事は、

内部空洞のチャージに関係なく金属イオンが出入りしていることを示している。 

図 5-16 の透過型電子顕微鏡像では、図 5-17 の精製直後のマイナスチャージ導入

ToMV のリンタングステン酸染色で示す内部空洞の直径以上の領域でナノ粒子が析

出している様子が確認できる。この時の作製法では、超音波照射で攪拌を行ってお

り、構造が強固でないマイナスチャージ導入 ToMV にさらに超音波で衝撃を与えてい

る。元々、内部空洞はフレキシブルな構造を取っており、更に上下のサブユニット

同士の結合が緩くなり、この緩んだの空間にも金属が入り込んでいる可能性が考え

られる。そこで、U1-TMV ではワイヤ形成が起こらなかった振とう攪拌を用いて、マ

イナスチャージ導入 ToMV でコバルト白金ナノワイヤ作製実験を行った。図 5-18 に

透過型電子顕微鏡像を示す。マイナスチャージ導入 ToMV のタンパク質精製直後のリ

ンタングステン酸による透過型電子顕微鏡像（図 5-17）で見られる内部空洞の直径

以上に広い領域での金属析出は見られなかった。これらより、図 5-16 に見られる内

部空洞直径以上の領域でナノ粒子の析出が起こった現象は、超音波照射による影響

と考えられる。さらに、野生型 ToMV のコバルト白金ナノワイヤ作製実験では、超音

波照射下で片方の ToMV の内部空洞の端から中心に向かって 100 nm くらいのワイヤ

を作製するのが限界であったが(図 5-13)、マイナスチャージ導入 ToMV では、振と

う攪拌でも端から 500 nm 以上の離れた空間に金属の析出が確認できる（図 5-18）。

超音波照射で金属イオンの拡散を行っていないにもかかわらず、内部空洞の奥深い

空間に金属イオンを拡散させ析出させることができた。マイナスチャージのリンタ

ングステン酸で内部空洞が染色されやすいことより、内部空洞のチャージに関係な

く金属イオンが出入りしている事と併せて考えると、この内部空洞の奥深くでの金

属の析出は、空洞が広がり、金属イオンが入りやすくなったためと考えられる。 
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マイナスチャージ導入 ToMV が、マイナスチャージのリンタングステン酸でも良く

染色される事は、内部空洞のチャージの影響で金属イオンが入っているのではなく、

空洞が広がって金属イオンが入りやすくなったことが直接の原因であると考えられ

る。しかしながら、コバルト白金ナノワイヤ作製においては、コバルトイオンと白

金イオンと還元剤の 3種が存在しなければ、空洞内での金属の析出が起こらないこ

とが明らかになっている。最近の本研究室の研究より、内部空洞のアミノ酸をマイ

ナスチャージに改変し、直径の広がった空洞に析出しているナノ粒子は白金である

が、コバルトイオンの存在が必須であることが明らかになっている。なお、この時

のコバルトイオンの添加量はわずかでも構わないことより、コバルトイオンが先に

空洞内に入り、金属析出の第一段階を始めていると予想できる。これらの結果から、

以下のような見解が得られた。 

まず、TMV 内部空洞表面のマイナスチャージにプラスチャージを持つコバルトイ

オンが近づき、マイナスチャージを打ち消す。マイナスチャージを増加させて構造

を保てなくなり RNA が露出している場合は、RNA のマイナスチャージもコバルトイ

オンにより打ち消される。そして、マイナスチャージが打ち消されると内部空洞に

金属イオンが入りやすくなる。コバルトおよび白金の標準還元電位差は 1.4 V 以上

であり、（Co2+＋2e－=Co E0=-0.28 V、Pt2＋＋2e－=Pt E0=＋1.2 V）圧倒的に白金イ

オンの方が還元されやすい。空洞直径が大きい時は多くの金属イオンが入り、コバ

ルトイオンは還元されにくいのに対し、白金イオンは還元されやすく、あらゆる場

所で核形成が始まるため、ナノワイヤではなく、多数の白金ナノ粒子が形成される。

超音波を照射した時に TMV の内部空洞の直径以上の広い領域で白金ナノ粒子が析出

する現象は、超音波照射により分子運動が活発化することで、TMV のサブユニット

間のゆるんだ空間にも白金イオンが入り込み、核形成が始まり析出が起こっためと

考えられる。空洞直径が小さい時は、金属イオンは入りにくく、ゆっくりした速度

で還元が進む。また、内部空洞のアミノ酸の影響を受け、白金イオンが安定化され

ていると考えられ、白金の析出速度が遅くなり、コバルトの触媒として働くことが

でき、コバルト白金ナノワイヤが形成されると推測される。TMV 持つ直径 4 nm の内

部空洞が外部表面とは異なる反応場として働いていると考えられる。 
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図5-16 マイナスチャージ導入ToMVに U1-TMVのコバルト白金ナノワイヤ作製方法

（攪拌は超音波照射）でナノワイヤ作製を試みた時の透過型電子顕微鏡像 

染色：1％金グルコース 

 

 

図 5-17 精製直後でコバルト白金ナノワイヤ作製実験を行う前のマイナスチャー

ジ導入 ToMV 

染色：3％リンタングステン酸 
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図 5-18 マイナスチャージ導入 ToMV に振とう攪拌法でコバルト白金ナノワイヤ作

製を試みた時の透過型電子顕微鏡像    染色：1％金グルコース 

 

＜実験方法＞ 

コバルト白金ナノワイヤ最適作製法を用いて 9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM

塩化白金カリウム、3 mM 水素化ホウ素ナトリウムで超音波照射または振とう攪拌を

行いながらナノワイヤを作製した。反応溶液を透過型電子顕微鏡で観察を行った。 

＜実験手順＞ 

1. 150 mM NaCl に TMV 濃度が 0.3 mg/ml になるように混合する。超音波の出るチッ

プの先端を直接溶液に浸漬し 5分間、1秒オン・5秒オフのプログラムで超音波

を照射または振とう攪拌を行う。 

2. 1.5 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 0.5 mM 塩化白金カリウムをを添加する。 

3. 5 分間攪拌する。 

4. 1.5 mM 硫酸アンモニウムコバルトと 0.5 mM 塩化白金カリウムをを添加し、5分

間攪拌する。 

5. 5 分間攪拌する。 

6. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加する。 

7. 5 分間攪拌する。 

8. 0.5 mM 水素化ホウ素ナトリウムを添加する。 

9. 5 分間攪拌する。 

10. 2～9 の操作を硫酸アンモニウムコバルトが 9mM になるまで、この操作を繰り返

す。   ＊すべての操作は氷中で行う 

11. 透過型電子顕微鏡で観察する。 

＜実験条件＞ 

溶液濃度：9 mM 硫酸アンモニウムコバルト、3 mM 塩化白金カリウム、3 mM 水素化

ホウ素ナトリウム 

攪拌方法：超音波照射または振とう攪拌 
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使用 TMV：0.3 mg/ml マイナスチャージ導入 ToMV 

測定装置：JEM-2200FS (日本電子) 

染色：1％金グルコース 

 

 

5-11 まとめ 

 

本研究では、チューブ状タンパク質の TMV の内部空洞にコバルト白金を導入する

ことに成功した。 

ここで得られた知見をまとめる。 

 

① TMV の持つナノメートルサイズの空洞内への金属イオンの拡散には、超音波照射

が有効である。 

 

② TMV の内部空洞で作製したナノワイヤは磁性材料のコバルト白金で、コバルトイ

オン、白金イオンの混合比を変えることで異なった組成のナノワイヤを得ること

ができる。 

 

③ TMV の内部空洞でのコバルト白金ナノワイヤ作製には、コバルトイオンと白金イ

オンと還元剤の 3種が同時に存在することが必須である。 

 

④ TMV 内部空洞への金属析出過程の第一段階では、マイナスチャージに引き寄せら

れてプラスチャージのコバルトイオンが空洞内に入り、マイナスチャージを打ち

消すことで金属イオンが入りやすくなり、析出が始まっていることが示唆された。

内部空洞のチャージが打ち消されると、コバルトイオンも白金イオンも自由に内

部空洞に入ることができるが、空洞の大きさにより金属イオンの入りやすさが異

なるため、以下のように異なる反応が起こると考えられる。 

 

 空洞直径が大きい時 

内部空洞のチャージが打ち消されるとプラスチャージのコバルトイオンもマイ

ナスチャージの白金イオンも空洞内に入ることができ、TMV の外側の溶液中と同

様の状況になっていると考えられる。コバルトイオンは還元されにくいのに対

し、白金イオンは還元されやすく、空洞内のあらゆる場所で核形成が始まる。
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白金の析出速度が速いために、コバルト析出のための触媒として働かず、多数

の白金ナノ粒子が形成される。 

 

 空洞直径が小さい時 

内部空洞のチャージが打ち消されても空洞が狭いため、金属イオンは入りにく

く、内部空洞のアミノ酸により白金が安定化されるため、ゆっくりした速度で

白金イオンの還元が進む。そのため、白金だけで析出して粒子を形成すること

はなく、還元された白金がコバルト析出の触媒として働き、コバルトを析出す

ることができる。金属イオンが還元される速度とコバルト析出の速度のバラン

スが取れていると、コバルト白金ナノワイヤが形成される。 

 

⑤ 問題点としては、TMV 全長のワイヤ形成はできていない点が挙げられる。また、

溶液側で生じた沈澱との分離が困難であり、今後の改善が求められる。 
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第 6 章 結論 

 

6-1  タンパク質への金属析出機構について 

 

本研究では、かご状タンパク質・アポフェリチンでの酸化コバルトの析出機構の

初期過程を明らかにした。また、チューブ状タンパク質・タバコモザイクウィルス

（TMV）の内部空洞でのコバルト白金ナノワイヤ作製を通して、金属イオンの拡散と

内部空洞チャージと金属析出の関係について一定の知見を得ることができた。 

以下に主要結果をまとめる。 

 

 

6-2  本論文の主要結果 

 

① かご状タンパク質・アポフェリチンを用いた大量の酸化コバルトナノ粒子作製に

成功し、フローティングゲートメモリ作製の素子として使用することができた。 

 

② アポフェリチン内部空洞での金属析出では、内部空洞のチャージだけではなく外

表面のチャージも重要であることが分かった。外表面に存在するマイナスチャー

ジが、過酸化水素水の添加によって形成されたプラスチャージを持つ Co-O 錯体

を静電的にアポフェリチンの周囲に寄せ集めていることが明らかになった。 

 

③ Co-O 錯体は、アポフェリチンの外表面付近で安定化され、加熱によって変化を

起こし内部空洞に入るという初期過程が存在することを明らかにした。 

 

④ チューブ状タンパク質・タバコモザイクウィルス（TMV）を用いて、二元金属間

化合物で強磁性体のコバルト白金ナノワイヤの作製に成功した。 

 

⑤ TMV のように核形成部位を持たず、金属イオンの入り口が 2か所に限定されたチ

ューブ状のテンプレートタンパク質を用いる場合、金属イオンをより遠くまで拡

散させるために局所的に超音波などのエネルギーを与える必要がある。 

 

 

これらの結果から、タンパク質の持つ空洞内での金属析出に共通する重要事項は、

タンパク質の持つ表面チャージであると考える。アポフェリチンのように金属を取
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り込む機能を持つタンパク質は、必要とする金属イオンを周囲に集めて効率良く内

部空洞で析出させる機構を備えていると考えられる。材料となる金属イオンをテン

プレートタンパク質の周囲に集めて、効率の良い拡散を起こす事がタンパク質の空

洞内部での金属析出の初期過程で必要であることを示した。 

 

 

6-3  今後の課題と指針 

 

アポフェリチンについては、本研究での結果は酸化コバルトのみを対象としたも

のであるが、他の金属でも同様に錯形成した金属イオンがアポフェリチンの外表面

に静電的に引き寄せられ、安定化される現象が起きるのかを調査する必要がある。

また、アポフェリチンの周囲で安定している Co-O 錯体の形状は分かっておらず、詳

細な化学構造を知る必要がある。 

TMV については、遺伝子的にアミノ酸の改変を行った TMV はタンパク質の構造に

変化が生じ、内部空洞の直径を揃えることができなかった。今後、遺伝子的改変を

行う部位や置換アミノ酸について検討を行い、内部空洞の直径に変化が生じないよ

うな TMV を作製し、比較実験を行うことで、表面電荷と金属析出の関係を明確に示

すことができるのではないかと考えている。 

 

最後に、内部空洞を持つタンパク質に自由自在に金属析出が可能になり、作製し

たナノ粒子・ナノワイヤが新しい原理や構造を持ったデバイス作製や次世代の医療

に役立つ素材として利用できる日が近い将来に来ることを願い、本論文の結びとす

る。 
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松下電器産業株式会社 先端技術研究所の瀬恒謙太郎博士、上田路人博士、吉井

重雄博士、田中英行博士、西尾和晃博士、熊谷慎也博士、松井拓郎博士、奥田充宏

博士、山田聖人博士、松川望氏、田中秀典氏、鈴本容子女史、小原麻実女史には、

有意義な議論とご協力を賜りました。ここに深く感謝いたします。 

 

理化学研究所 基幹研究所 長田義仁副所長、北海道大学 電子科学研究所 分

子認識素子研究分野 居城邦治教授、東京工業大学大学院 総合理工学研究科 原

正彦教授、理化学研究所 分子情報生命科学特別研究ユニット 佐野健一博士、お
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よび分子情報生命科学特別研究ユニットのメンバーには、学位取得にご理解をいた

だき、多大なご協力をいただきました。ここに厚くお礼申し上げます。 

 

最後に、精神的に支えてくれた両親と友人に心から感謝いたします。 

 

  

2008 年 9 月 

塚本里加子 

 

 




