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 情報化社会の高度化に伴い，電子デバイスの高密度化が求められ，機能性分子を集積化した分子

素子の研究が進められている。分子素子としては，ダイオード，スイッチ，光電変換，メモリーなどの機

能の実現が求められる。生体内においては電子伝達系，光合成反応中心，イオンポンプ，バクテリオ

ロドプシンなどの蛋白質や蛋白質複合体において，同様の機能が分子スケールの空間で実現されて

おり，これらを利用した分子素子，すなわち生体分子素子開発への期待は高い。蛋白質を素子として

利用するには，蛋白質の集積化が必要となるが，Langmuir-Blodgett 法をはじめとした既存の分子集積

化技術では，蛋白質分子を３次元空間の所定の位置に配向性を制御しつつ集積化することは難しい。

そこで，任意の位置に蛋白質分子を配置するためには，構成分子に自己組織化能を付与する必要が

あると考えられる。このような自己組織化能を利用することにより，蛋白質分子の集積化を１ステップで，

かつ短時間に行うことができる生体分子素子生産プロセスの構築が可能になると期待される。 

 本研究では機能性蛋白質分子として大腸菌由来の水溶性蛋白質シトクロム b562 を用いている。シト

クロム b562 は可逆的に脱着可能なヘムを１つ保持している電子伝達性蛋白質であり，このヘムを他の

金属ポルフィリンと置換することによって様々な酸化還元電位や光応答性を有する変異体を調製する

ことが可能である。本論文では，このシトクロム b562 をアポ蛋白質ー金属ポルフィリン間のアフィニティ

や，シトクロム b562 に部位特異的に化学修飾したオリゴヌクレオチドとその相補鎖とのハイブリダイゼ

ーション，チオール基の金表面への化学吸着などの相互作用を利用して，自己組織的に集積化する

方法を開発している。さらに，ここで開発した集積化方法を利用して実際に金電極上に亜鉛ポルフィリ

ン置換シトクロムb562をDNA鎖を介して集積化し，光電変換素子への応用の可能性を検討している。 

 第１章では研究の背景，既往の研究及び研究の目的について述べている。 

 第２章では金表面におけるシトクロム b562 の単分子膜の形成とその再構成過程を表面プラズモン共

鳴法を用いて観察した結果について述べている。ここではシトクロム b562 の単分子膜を形成するため

にジスルフィド基を導入したヘムを合成し，アポシトクロム b562 と再構成させることによってシトクロム

b562 にジスルフィド基を導入している。こうして導入したジスルフィド基の金表面に対する化学吸着に

よってシトクロムb562が金基板上に自己組織的に集積化する様子を表面プラズモン共鳴法を用いてリ

アルタイムで観察している。また，このようにしてシトクロム b562 を集積化した基板表面の様子を原子

間力顕微鏡を用いて液中において観察している。これらの測定結果から，未修飾の金基板を用いた

場合には蛋白質が金基板上に非特異的に吸着して変性するが，金表面をあらかじめメルカプト酢酸で

修飾しておくと蛋白質の金基板への吸着が抑制され，導入したジスルフィド基を介して金基板表面に

未変性状態でシトクロム b562 を集積化できることを明らかにしている。また，このようにシトクロム b562

を集積化した基板表面において，アポ蛋白質部分を可逆的に脱離，再構成させ，その様子を表面プラ

ズモン共鳴法を用いて観察している。また，金電極上に集積化されたシトクロム b562 のサイクリックボ

ルタングラムを測定し，シトクロム b562 と金電極との間の電子移動過程が可逆的であることを示してい

る。 

 第3章では金表面におけるシトクロムb562単分子膜の２次構造の解析結果について述べている。す

なわち，第２章と同様に、未修飾金基板およびメルカプト酢酸修飾金基板上に野生型シトクロム b562，



ジスルフィド基導入ヘムを再構成したシトクロム b562( RC-シトクロム b562)をそれぞれ自己組織的集積

化し，その単分子膜の水中，空気中での２次構造を CD スペクトルによって評価している。その結果，

未修飾金基板上で作製した２種のシトクロムb562の単分子膜にはいずれも明瞭な２次構造が観察され

なかったため，金基板上で変性しているものと結論付けている。一方，メルカプト酢酸修飾金基板上に

自己組織的に集積化した RC-シトクロム b562 の単分子膜については，水中のみならず空気中でもα

へリックスに富むシトクロム b562 の２次構造に特有の CD スペクトルを示し，そのαへリックス含量は水

中で５５％，空気中で４２％であった。これに対して，修飾金基板上に静電的相互作用によって集積化

された野生型シトクロムb562の場合には，そのαへリックス含量は水中で５１％，空気中で３３％であっ

た。以上の結果に基づき，メルカプト酢酸修飾金基板上にジスルフィド基の金表面に対する化学吸着

によって自己組織的に蛋白質を集積化する方法は，機能性蛋白質をその高次構造を維持したまま固

定化する手法として優れていると結論付けている。 

 第4 章では，カルボキシルメチルデキストランのマトリクス中において，オリゴヌクレオチドとその相補

鎖とのハイブリダイゼーションを利用した，シトクロム b562 の自己組織的集積化について述べている。

まず，システイン残基を１つも含まないシトクロム b562 に遺伝子工学的に１つだけシステイン残基を導

入し，さらに二価性試薬を用いてそのシステイン残基に部位特異的にオリゴヌクレオチドを付加したシ

トクロム b562 を作製している。このオリゴヌクレオチドを付加したアポシトクロム b562 が，マトリクス中に

予め固定化した相補鎖に対してハイブリダイゼーションによって集積化される様子を表面プラズモン

共鳴法により観察している。次に，相補鎖を付加したヘムをヘム−アポ蛋白質相互作用によってこの集

積化されたアポシトクロム b562 に再構成している。さらに、このヘムに付加した相補鎖とオリゴヌクレオ

チド修飾シトクロムb562のハイブリダイゼーションによって，マトリクス中においてシトクロムb562を２層

目まで自己組織的に集積化することに成功している。 

 

 第５章では本論文の総括と展望を述べている。 

 以上，本論文は電子伝達性蛋白質を自己組織的に集積化する技術の開発を行い，この技術を用い

て基板上に集積化した亜鉛ポルフィリン置換シトクロムb562の単分子膜が光電変換素子機能を有する

ことを示したものである。これらの成果は化学生命工学，特に生体分子素子の開発に寄与するところが

大きい。 

よって，本論文は博士（工学）の学位請求論文として合格であると認められる。 
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