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（概要） 

生体高分子の一種として知られるタンパク質は、単純なアミノ酸を繰り返すことにより、生体内で要求される複

雑な機能を発現させている。一方で単純な構造のため、タンパク質を任意に配列・集合させることは困難である

10。そこで、タンパク質を複雑な化学・遺伝子学的な手法を用いることなくナノ構造化することができれば医学・

生理学分野において多くの知見を得ることが期待できる。本章では複雑な操作、添加剤を一切用いずタンパク質の

みから構成されるタンパク質ナノ構造体形成を目的とし、SPNT による一次元タンパク質ナノ構造体の形成、およ

びナノ構造体の内部構造、表面上の機能性タンパク質の活性評価について述べる。 
 

キーワード： 

単一粒子ナノ加工法 

 

２．方法・結果及び考察 

高分子に放射線を照射するとイオン化、励起をへて、分解や架橋が起こる。放射線照射によって生成した、イオ

ン・ラジカルといった励起種は、イオン分子反応、ラジカル反応によって、共有結合の解離、結合の生成などが複

雑な形で生じる。主な過程として、高分子鎖の切断、側鎖の解離、高分子鎖間での架橋が挙げられる。多くの高分

子では、主鎖の切断と架橋が共に進行するが、切断が主として生じる分解型、架橋が主として生じる架橋型の高分

子が存在する。照射伴うエネルギー付与から引き起こされる化学反応は、多くの場合低分子化合物を用いたモデリ

ングが良い近似を与えるが、高分子材料中では、溶解特性・強度などの巨視的物性も分子量に強く依存しているた

め、少ない架橋点や反応点が決定的な影響を与える。 

高エネルギー荷電粒子は物質に侵入する際に大きな相互作用を示すことで知られており、重粒子線がん治療 1や

品種改良 2などに利用されている。また、放射線検出装置として利用される固体飛跡検出器は、荷電粒子の飛跡を

高分子内で生じる単一粒子反応による材料の損傷を拡大・可視化している。LiF 結晶内に生じたウラン核分裂片の

飛跡の光学顕微鏡による観察 3が行われたことに端を発し、化学エッチングによりマイカ内の核分裂片の飛跡に沿

って腐食が進むことが明らかになった 4。現在では荷電粒子に対して高い感度を示し、エッチングが容易なポリカ

ーボネート系の高分子材料 5を利用することにより、宇宙・銀河放射線の検出 6などにも用いられている。また、

単一粒子反応による材料の損傷を積極的に利用することにより孔径が 50 nm～数µm の微細孔を有するイオン穿孔

膜の作成は燃料電池などへの実応用に近い段階にある 7。 

荷電粒子の放射線化学ではターゲットを通過する際、イオントラックと呼ばれる粒子の飛跡に沿った円柱状の局

所的な空間にエネルギーを付与する 8（Figure 1(a)）。ターゲットとして放射線照射に対して架橋型の反応を示す高

分子を選択した場合、付与されるエネルギーによりイオントラック内にイオン・ラジカルといった反応性の中間体

を生成し、分子間架橋反応を介した高分子材料のゲル化を引き起こす。このようにエネルギー付与による励起種が
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生じる限定空間における化学反応により、粒子の飛跡に沿ったナノ構造体を生成することができる。高エネルギー

荷電粒子を利用した、単一粒子ナノ加工法（single particle nano-fabrication technique, SPNT）は光や放射線を収束さ

せて構造体を形成するのではなく、単一の粒子を用いて一つのナノ構造体を形成することが可能である 9。 

入射粒子によってはじき出された比較的高いエネルギーを有する２次電子によるエネルギー付与分布を示すペ

ナンブラと呼ばれる領域内のエネルギー密度分布rpは、入射粒子飛跡中心からの距離 r の関数として、 
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のように与えられる。ここで LET (eV nm-1) は線エネルギー付与、e はネイピア数、rp, rcはエネルギー等分配則か

ら見積もられるコア領域とペナンブラ領域の半径であり、後者はおおよそ２次電子の最大飛程を反映する。コア領

域内のエネルギー付与rcは、これに比較してはるかに高く、 
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全付与エネルギーの半分以上がこの領域に初期的には付与されると考えられる。 

 単一粒子ナノ加工法において鍵となる化学反応は、２次電子によって付与されたエネルギーのみを考えれば十分

であり、（１）式による初期エネルギー分布を基礎とする。高分子架橋反応点は、当然、ペナンブラ全領域にわた

って導入されるが、本手法ではゲル化に伴う溶媒への不溶化をもとに、この空間を１次元構造体として可視化して

いる。したがって、観測される円筒状の空間の大きさは、高分子をゲル化できるぎりぎりの架橋点密度となる飛跡

中心からの距離に限られるはずであり、（１）式に基づき、架橋反応効率 G(x)を用いてこの空間の断面半径 r の満

たすべき条件を求めれば
6
、 
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ここで A はアボガドロ数、m, N はターゲットとなる分子の分子量と重合度（高分子の場合）、r はターゲット

材料の密度である。さらに対象を高分子材料に限定した場合、観測される空間領域は分子サイズのみではなく、分

子の形状の影響を強く受けると予測される。 

SPNT によるナノ構造体形成では、まず加速器により生成された高エネルギー荷電粒子を高分子薄膜に入射させ

る。粒子が通過した部分はエネルギーが付与され、局所的な架橋反応によりゲル化し一つの巨大分子となる。ゲル

化していない部分を適切な溶媒で洗い流すことにより、ナノ構造体を単離することができる。形成したナノ構造体

は乾燥過程において、基盤上に倒れるため、原子間

力顕微鏡を用いて観察することが可能である

（Figure 1(b)）。このように本手法を利用したナノ構

造体形成は、高エネルギー荷電粒子の照射、現像、

観察と非常に単純な操作により実現される。またナ

ノ構造体が粒子の飛跡に沿って形成されること、単

一の粒子が対応したひとつの構造体を形成すること

から、高分子薄膜の膜厚・照射線量を制御すること  
Figure 1. (a) Ion track model (b) fabrication scheme of 
the nanostructures by the SPNT 

(a) (b) 
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により構造体の長さ・単位面積当たりの本数を示す数密度といった要素を容易に制御することが可能である。 

以上の背景のもと、本研究では、生体・合成高分子をベースとしたナノ構造体形成とその機能化を目的に、タン

パク質・機能性材料からのナノ構造体形成に取り組み、生体高分子のみから構成されるナノ構造体、および機能性

分子を内包したナノ構造体の形成を行った。さらに、化学反応を利用した表面修飾によるナノ構造体への機能性付

与を目指し、分子内に反応点を有する高分子材料を設計・合成し、ナノ構造体の形成・表面の機能化に取り組んだ。 

 

2-1 タンパク質をベースとした一次元ナノ構造体の形成 

生体高分子の一種として知られるタンパク質は、単純なアミ

ノ酸を繰り返すことにより、生体内で要求される複雑な機能を

発現させている。一方で単純な構造のため、タンパク質を任意

に配列・集合させることは困難である 10。そこで、タンパク質を

複雑な化学・遺伝子学的な手法を用いることなくナノ構造化す

ることができれば医学・生理学分野において多くの知見を得る

ことを期待して、SPNT による一次元タンパク質ナノ構造体の形

成、およびナノ構造体の内部構造、表面上の機能性タンパク質

の活性評価を行った。 

 

タンパク質をベースとしたナノ構造体の形成  

SPNT を用いて人由来血清アルブミン（human serum albumin, 

HSA）からナノ構造体形成を試みた結果、一次元ナノ構造体の

AFM 画像が観察された。さらに、HSA 以外のタンパク質、牛由来血清アルブミン（bovine serum albumin: BSA）、

卵白アルブミン、アビジンからも同様にナノ構造体の形成が確認された（Figure 2）。この結果から SPNT は合成高

分子だけでなく様々なタンパク質をベースとするナノ構造体形成が可能であることを明らかにした。SPNT で形成

されるナノ構造体のサイズ、特に断面半径はターゲットとなる高分子材料の架橋効率に依存することが確認されて

おり、式（３）の理論モデルが提案されている。そこで BSA の架橋効率を算出し、タンパク質が SPNT を利用し

たナノ構造体形成の優れたベース材料になりうるかの評価を行った。形成されたナノ構造体は基板上で表面相互作

用により変形していることから、楕円変形モデルを適用し断面半径：12 nm を得た。BSA の放射線照射に対する架

橋効率 G(x)は 1.2 (100 eV)-1と算出され、これは高い架橋効率を示すことが知られているポリ（4-ブロモスチレン）

が示す 0.3 - 1.2 (100 eV)-1に匹敵している。 

 

タンパクナノ構造体の形状制御 

合成高分子の場合と同様に HSA をベースとしたナノ構造体の形状制御を行った。膜厚が 350、560、1200 nm を

示すHSA薄膜からそれぞれナノ構造体形成を行い、形成されるタンパク質ナノ構造体の長さの比較を行った。AFM

観察により 350 nm の膜厚を示すサンプルからは、膜厚と等しい 350 nm の均一なナノ構造体形成が確認された

（Figure 3(a)）。同様に他のサンプルからも 560 , 1200 nm のナノ構造体が確認され、それぞれ対応した厚さをもつ

タンパク質薄膜から形成された（Figure 3(b,c)）。これはタンパク質をターゲットとした場合にも構造体の長さの制

御が可能であることを強く支持している。また薄膜の膜厚を 50 nm と極端に薄く形成しナノ構造体形成を行った

場合、ワイヤー形状の構造体は観察されず、粒子状の構造体が確認された。高エネルギー荷電粒子が貫通する膜厚

 
Figure 2. AFM micrographs of nanowires based 
on (a) HSA, (b) BSA, (c) ovalbumin, and (d) 
avidin. 
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であれば基板に固定されるため、塗布法から作製した薄膜からナノ構造体形成を行うと、最長 8μm, Aspect ratio > 

100 の非常に長いタンパクワイヤーを簡便に形成することが可能であった。 

 
照射線量を 1.0 × 108、3.0 × 108、5.0 × 108 ions cm-2と制御し、形成されるタンパクナノ構造体の数密度の比較を

行った。AFM 観察より 1.0 × 108 ions cm-2の照射線量を示すサンプルからは、23 個のナノ構造体が確認され、照射

線量から計算される 25 µm2あたりの 25 個とほぼ一致した（Figure 4(a)）。同様に他のサンプルからもそれぞれの照

射線量に対応した表面数密度のナノ構造体が確認された（Figure 4(b,c)）。この結果からタンパク質を対象とした場

合にも照射線量により構造体の数密度の制御が可能であり、ナノ構造体の基板との一端固定が有効に作用している

ことが確認された。 

さらに、異なるエネルギー付与率を示す重イオンによる構造体形成では、形成されるタンパクナノ構造体の断面

半径の変調が可能である。イオン種として異なる LET を示す Os, Xe, Ru を用いた場合、断面半径はそれぞれ

102Ru18+ (320 MeV): 11 nm , 129Xe25+ (450 MeV): 12 nm, 192Os30+ (490 MeV): 15 nm を示した。LET の値が増加するにつ

れて構造体の断面半径が増加を示したことから、主として入射粒子の LET 値がタンパクナノワイヤーの断面半径

を支配していることを示している。 

 

タンパクナノ構造体の内部・表面構造の考察 

SPNT により形成されたナノ構造体の内部構造の評価ついて、酵素反応によるタンパクナノ構造体の加水分解反

応の適用を試みた。酵素反応にはアミノ酸の一種であるリジン・アルギニン残基の C 末端側のペプチド結合を選

択的に切断するトリプシンを用いた。反応時間の経過とともにナノ構造体の断片化が進行し、酵素反応開始 20 分

後ではナノ構造体は完全に消失した（Figure 5）。これは、SPNT で形成されるタンパクナノ構造体はタンパク質の

 
Figure 3. AFM micrographs of nanowires based on HSA prepared by exposing films of (a)250, (b)560, and (c)1200 nm 
thickness to 470 MeV 192Os30+ particles at 1.0×109 ions cm-2. 

 
Figure 4. AFM micrographs of nanowires based on HSA prepared by exposing films of 1200 nm thickness to 490 MeV 
192Os30+ particles at of (a)1.0×108, (b)3.0×108, and (c) 5.0×108 ions cm-2 
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基本構造であるペプチド結合を保持した状態でナノ構造化していることを示唆している。 

 SPNT により形成されるタンパク質ナノ構造体の表面活性評価について以下の検証を行った。蛋白質分子であ

るアビジンはビオチン分子と高い相互作用（Kd ≈ 10−15 M）を示すことが知られている 11。アビジン由来のナノ構造

体形成後、両末端にビオチン分子を持つリンカー化合物を利用し、アビジンとリンカー化合物溶液に交互に浸漬し

た場合に生じるナノ構造体の断面半径の変化を確認した。操作を３回繰り返した場合、構造体の一部に断面半径が

修飾前の 1.4 倍に達する 20 nm のナノ構造体が確認された。この結果から、SPNT では、ビオチン‐アビジンの相

互作用といった単純タンパク質機能であれば十分に保持したまま構造体を形成可能であることを明らかとした。 

2-2 合成高分子をベースとしたナノ構造体の機能化および形状制御 

前項では、タンパク質の機能を維持したナノ構造体の形成に成功した。一方で SPNT は機能を示しても放射線

照射に対して分解型の材料や分子量が極端に小さい単分子からのナノ構造形成は困難である。しかし、SPNT 法で

は粒子の飛跡に沿った構造体が形成されるため、自由に材料を選択して薄膜を形成し、ナノ構造体とすることが可

能である。また材料により放射線架橋の効率は大きく異なり形成されるナノ構造体の形状、特に断面半径に大きな

影響を与える。ここでは、合成高分子をベースとしたナノ構造体の機能化を目的とし、単体では構造体形成が困難

な機能性材料と構造体形成が可能な高分子材料との混合によるナノ構造体への機能付与について述べる。また、よ

り緻密な構造体の形状制御を目指し、γ線照射・高分子材料への官能基導入が構造体の断面半径に与える効果につ

いて報告する。 

 

金ナノ粒子・シクロデキストリンを利用したナノ構造体の機能化 

  ゾル-ゲル法を用いることにより、高分子溶液中に金属ナノ粒子 12を均一に分散させることが可能である。そこ

で、ゾル-ゲル法により金属ナノ粒子を分散させた高分子薄膜から、内部に金属ナノ粒子を含む構造体形成を行っ

た。ポリヒドロキシスチレン（PHS）中に金ナノ粒子を分散させた薄膜から金ナノ粒子含有ナノ構造体を形成した

（Figure 6）。形成されたナノ構造体の断面半径が、PHS のみから形成された場合と比較して小さな値を示したこと

から、金ナノ粒子が PHS 中に均一に分散しており、構造体形成過程で金ナノ粒子が架橋反応を阻害していると予

測される。また、ナノ構造体内部に分散する金ナノ粒子は透過型電子顕微鏡観察から直接確認された。この結果か

ら金属粒子の高分子薄膜中分散体から、表面積を極大化させた金属ナノ粒子内包ナノ構造体の形成を行う手法とし

て適用可能であると考えられる。 

 
Figure 5. (a) AFM micrographs of nanowires based on HSA prepared by exposing films to 450 MeV 129Xe25+ particles at 
3.0×108 ions cm-2. AFM micrographs of the hydrolysis process of nanowires with immersing into 0.5 w/v% trypsin - 1 mM  
EDTA･4Na aqueous solution at 37˚C for 5 and 20 min, respectively. 
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また、機能性分子として知られるシクロデキストリン（CD）13 を高分子材料に混合することによりナノ構造体

の形成を行った。トルエン溶媒中でポリブロモスチレン（PBrS）中にアセチル化したβ-CD を混合した薄膜から、

図に示す CD 含有ナノ構造体の形成が確認された（Figure 7(a)）。そこで、水晶振動子（Quartz Crystal Microbalance, 

QCM）上に同様の手法で CD 含有ナノ構造体を形成し、気体分子に対する応答性の評価を行った。ギ酸に対して

の応答では、CD を含まないナノ構造体を用いた場合と比較して 80 倍に、ポリブロモスチレン薄膜と比較した場

合 320 倍に向上することが示された（Figure 7(b)）。金ナノ粒子や CD といった、単一粒子ナノ加工法では放射線照

射に対する反応や分子量の観点からナノ構造化が困難な機能性材料であっても、架橋効率の高い高分子材料中に分

散させることにより、ナノ構造体自体に直接機能を付与することが可能であることを明らかとした。 

 
γ線照射・高分子材料への官能基導入による構造体の形状制御 

 放射線に対する架橋効率が低く構造体の断片化が主導的な高分子材料や、機能性分子などを混合した薄膜からナ

ノ構造体を形成する場合、SPNT 法の適用による均一な構造体の形成は困難である。そこで、架橋反応を補填、よ

り高い架橋効率を示すベース材料の探索を目的に、γ線照射・高分子材料への官能基導入による構造体の形状制御

を行った。 

  γ線照射による構造体の形状制御として、ポリスチレン薄膜へ高エネルギー荷電粒子照射後、現像前にγ線照射

を行い、照射線量の違いによるナノ構造体の形状変化を観察した。それぞれの線量から形成されたナノ構造体の断

面半径を評価した場合、γ線の照射線量の増大に伴い、形成されたナノ構造体の断面半径が増大することが明らか

となった（Table 1）。これは、γ線照射が薄膜全体で架橋反応を引き起こし、ナノ構造体内部・表面における架橋反

応点の増大による。 
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Figure 7. (a)AFM micrograph of nanowires on a QCM plate surface produced by SPNT for 200 nm thick films of PBrS 
blended with per(6-acetyl)-β-CD. (b) Comparison of sensor responses of QCMs with β-CD-OAc+poly(4-bromostyrene) 
nanowires (β-CD-OAc+PBrS-QCM), poly(4-bromostyrene) nanowires (PBrS-QCM), and thin film of poly(4-bromostyrene) to 
formic acid vapor at 2.5 mL in an 800 mL chamber. 

 

 
Figure 6. AFM and TEM micrographs of nanowires formed by 490 MeV Os ion beam irradiation to PHS included Au 
nano-particles thin films at the fluence of 1.0×1010 ions cm-2. 
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 次に、官能基導入による構造体の形状制御として、

ニトロキシドを介したラジカル重合 14から得られた

ポリスチレン（PS）およびクロロメチル、アジド、

アダマンタン基を分子鎖内にもつポリスチレン誘導

体からナノ構造体形成を行った。すべてのポリスチ

レン誘導体から良好なナノ構造体形成が観察され、

架橋効率の算出の結果、効率的な架橋反応の進行が

確認された（Table 2）。架橋効率は官能基に強く依存

し、アジド、クロロメチル、アダマンタン基の順に高い効率を示した。特に分子内にアダマンタンを修飾したポリ

スチレン誘導体は、著しく高い架橋効率を示し、形成されたナノ構造体は、さまざまな条件下（良溶媒・長時間・

加熱）においても構造体の崩壊・数密度の変化が観察されなかった。また電子線描画で一般的に使用されるネガ型

レジスト（SU-8）を用いた場合 15に匹敵するアスペクト比が 750 に達するナノ構造体の形成が可能であった。こ

れは安定性の高いアダマンチルラジカル 16 が飛跡内に高密度に生じ、２次架橋反応をすることによる。この結果

から、ポリスチレン骨格への官能基導入は、架橋効率の制御にきわめて有効であり、望むサイズを有するナノ構造

体を選択的に形成できることが示された。同時に、高い架橋効率はナノ構造体に高い機械的強度を与え、表面修飾

反応に代表されるさまざまな条件下での機能化にとって有効である。 
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Figure 10. Chemical structures of polystyrene derivatives; 
(a) PS (Mn = 17200, PDI = 1.18), (b) PSClS (Mn = 13900, 
PDI = 1.82, m = 0.37), (c) PSAS (Mn = 14500, PDI = 1.81, m 
= 0.35), and (d) PSAdS (Mn = 16200, PDI = 1.85, m = 0.25) 
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