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「人工ペプチドと DNAを用いたミネラリゼーションの精密制御」 

 甲南大学フロンティアサイエンス学部     臼井 健二 

 

１ 研究の背景と目的 

 近年、欧米では国家戦略的にナノバイオ研究が盛んに取り組まれている一方、日本に

おける当該研究においては、遅れているのが現状である。そこで、日本の強みである電

子工学との融合による、ナノバイオエレクトロニクス研究が我が国におけるナノバイオ

研究のイニシアチブを取れる分野の一つになるのではないかと考えられる。具体的には、

ナノ電子回路、ナノ半導体などに応用できる金属ナノ材料開発、有機物と無機物を組み

合わせたハイブリッド材料開発が挙げられる。金属ナノ材料作製においては、有機分子

による金属粒子集積技術が用いられ、多くの研究がなされてきた。しかし、さらなるボ

トムアップ技術向上を目指すためには、金属溶解液から直接ナノ凝集沈殿を行い粒子を

生成する技術（ミネラリゼーション）が有用である。また、この技術は有機-無機ハイブ

リッド材料への展開にも利用できる。これにより、よりスケールの小さい nm サイズの

デバイス構築が可能となり、ナノバイオエレクトロニクス分野に大きく貢献できると考

えられる。そこで本研究では、天然で歯や骨などの形成におけるメカニズムであるバイ

オミネラリゼーションに着目し、配列により様々な無機物凝集能を有するタンパク質の

小型版、ペプチドを用いて、位置特異的な制御や、さらに、温度、マイクロウェーブな

どにより、形状や形成具合の制御を試み、高度なナノ沈殿制御法の確立を目指すことを

目的にした。 

我々はこれまでに、シリカ沈殿を題材として、比較的大きな数百ナノメートルの有機

分子（DNA）の部位特異的（位置特異的）にシリカを沈殿させる技術を開発してきた。

本研究では、新たな沈殿技術法の確立と、その新手法とこれまでの位置特異的沈殿法と

を組み合わせたさらに複雑な沈殿制御法の確立などを目指した。 

具体的には、以下の３点について研究を行うことにした。 

① カルシウム沈殿（シリカ以外の無機物沈殿）の制御 

② ①とこれまでに確立した位置特異的沈殿法を組み合わせた２種類の無機物の位置特

異的沈殿制御 

③ 温度やマイクロウェーブを用いた新たな沈殿制御法の確立 

本研究により、バイオミネラリゼーションの精密制御が可能となり、これを用いて、新

規の金属ナノ材料、有機-無機ハイブリッド材料の作製が可能・容易となると期待できる。 

 

２ 研究方法・研究内容 

上記、背景と目的の①から③について以下詳細に、研究方法および内容を説明する。 

① カルシウム沈殿の制御 

これまでに行っていたシリカ以外の沈殿として、カルシウムを題材に沈殿の制御を試

みた。本研究では２種類の方法によるカルシウム沈殿を試みた。１つは、すでに他グル

ープが見出していたザリガニの骨格由来のタンパク質の部分配列とそのアナログ、もう

１つは位置特異的沈殿の際に使用した DNA である。ペプチドについては、Fmoc 固相合

成法により合成し、HPLC にて精製を行った。DNA については pBR322 を鋳型として、

PCR を用いて合成した。次にカルシウム沈殿溶液の調製法の検討を行った。飽和炭酸水

素カルシウム溶液を作製後、キレート滴定による濃度決定を試み、安定した再現性の良

いカルシウム沈殿が可能となるような調製法の確立を行った。最後に、カルシウム沈殿

の最適な時間、濃度調製を行った。 
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② ２種（カルシウムとシリカ）の位置特異的沈殿制御法の確立 

 上記①の知見と、以前に確立したシリカの位置特異的沈殿法を組み合わせて、２種の

無機物の位置特異的沈殿法の確立を目指した。まず、①で作製したDNA とすでに以前に

得られたペプチドを組み合わせてシリカ沈殿を行った。この際に、TEM によるさらなる

詳細解析を行った。 

 その後、①で確立したカルシウム沈殿を行った。形状観察をAFM および TEM にて行

い、シリカ-カルシウムの複合沈殿物が存在しているかを確認した。 

 

③ 温度やマイクロウェーブを用いた新たな沈殿制御法の確立 

 上記①で確立したペプチドを用いたカルシウム沈殿の知見を活かして、ミネラリゼー

ションの際に熱（温度）を加えたり、マイクロウェーブを照射したりすることによって、

沈殿物の形状、量などが変化するかどうかを確認した。AFM による形状観察のほか、

HPLC による残存ペプチド量の算定により、沈殿量の評価を行った。 

 

３ 研究成果  

① カルシウムの凝集沈殿 

  まず、今回選択したペプチドの

配列は図１に示すとおりであり、

ザリガニ由来のタンパク質の部

分配列（pS ペプチド）および、

リン酸基を除去したアナログ配列（S ペプチド）を選定し、合成した。次にDNAは位置

特異的沈殿制御が可能なように、以前作製した、シリカ沈殿ペプチド中の DNA と結合

するペプチド核酸（PNA）配列部分と相補的に結合する配列が両端に提示できるような

プライマーを用いて、pBR322 を鋳型として、PCR を用いて合成した。 

 カルシウム沈殿溶液は図２に示すような装置を考案し、キレート滴定によるカルシウ

ム飽和濃度の算定を可能にした。これにより、毎回再現性よく沈殿を行うことができた。 

 以上を確立したのちに、沈殿時間、濃度などの最適化を行った結果、図３のような沈

殿物を AFM にて確認することができた。ザリガニ由来ペプチドについては、非常に粒

の細かい沈殿が多数みられ、S ペプチドについては、沈殿量の減少が見られた。これは、

わずかに S ペプチドの方が pS ペプチドよりもペプチド全体の負電荷が小さいことが起

因していると思われる。また、DNA については、DNA の形状通りの 500nm のファイ

バー状のカルシウム沈殿物を得ることに成功した。 

 

 

図１ 選択したペプチド配列 

(a) (b) 

図２ (a) カルシウム沈殿溶液の調製 (b) キレート滴定 
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図３ カルシウムの凝集沈殿 

 

② シリカとカルシウムの２種の同時

沈殿制御 

 上記①の知見と、これまでの知見を

利用してシリカとカルシウム２種の位

置特異的沈殿を試みることにした（図

４）。まず、シリカの沈殿において、これまで以上の詳細な解析を試みた。まず、TEM お

よび TEM-EDX において、AFM と同様の粒子が見られ、元素分析からそれらがシリカで

あることが判明した。また、DNA を金コロイドによって免疫染色する手法により、TEM

上でも DNA が存在していることを明らかにした。以上より、確実に、DNA の両端にシ

リカが位置特異的に沈殿していることが判明した。ここまでの結果は現在論文作成が終

了し、国際誌に現在投

稿中である。次に、カ

ルシウム沈殿を行っ

た。現在条件の検討中

であるが、シリカ・カ

ルシウムの複合体を

TEM にて観察できて

いる（図５）。 

             

 

③ 温度、マイクロウェーブによるカルシウムの沈殿形状制御 

 上記①の知見を基に、ペプチドのカルシウム沈殿の際に、温度をかけたり、マイクロ

ウェーブを照射したりすることによる、沈殿の変化を観察した。まず、用いたペプチド

は、より、温度やマイクロウェーブの影響が顕著にわかるよう、沈殿の比較的少なかっ

たアナログペプチドを用いた。温度やマイクロウェーブによって、いずれも沈殿量が多

くなることが判明した。また、マイクロウェーブの照射によっては粒上ではなく、ひも

状の構造物が得られるという興味深い結果も得られた。これらの結果は、現在論文発表

を行うべく現在詰めの実験を行っている。 
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４ 生活や産業への貢献および波及効果 

 本研究ではシリカやカルシウム沈殿しか扱わなかったが、配列さえ変更すれば DNA 上の指

定の場所に特定の無機物を凝集沈殿させる方法および、温度やマイクロウェーブによる沈殿量

や形状を制御した沈殿方法が確立し、ナノレベルでの高度で精密な無機物の沈殿制御ができる。

これにより様々な有機物質と無機物の構造体をブロックのように組み合わせることが可能とな

り、新規の有機-無機ナノ材料、金属ナノ材料の創製が可能となる。よって、既存の粒子を集積

させる技術よりもさらに高度なナノ集積体の構築が可能となり、日本のナノテクノロジー発展

のブレイクスルーになると考えられる。沈殿させる無機物を、ペプチド配列を変更することに

より、様々に変更することが可能なので、その目的に応じて、導電性や半導電性無機物沈殿を

行えば、ナノ電子回路、ナノ半導体、ナノコンデンサー、ナノ合金の構築が可能となり、ナノ

バイオエレクトロニクスという新たな技術領域の開拓が期待できる。また、重金属などの環境

汚染物質の選択的回収にも利用でき、環境分野への応用も期待できる。こうした観点のもと、

本研究成果を基に、兵庫県内の複数企業とも新たなテーマによる共同研究を締結することがで

き、兵庫県発の新規産業、技術の開発に大きく寄与できたと考えている。以上より、本研究は、

資源の少ない日本において、限りある資源から最大限の付加価値を付与でき、省エネルギーで

もある、兵庫県発のナノバイオ技術における基盤であり、要となる研究となると期待できる。 


