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Scheme 1-1. Photosynthesis in plants, which utilize two 

photosystems, (a); PSI and (b); PSII. Both photosystems 

use the energy of absorbed light to move an electron 

across the thylakoid membrane
11)

. 

第1章 序論 

 

生体におけるエネルギー変換は様々な生命活動を維持する上で非常に重要なプロセスで

ある。その中、光エネルギーを化学エネルギーに変換する光合成は、地球上の生態系を維

持する上で基本的なプロセスであり、また、現在のエネルギー問題を解決する上で、クリ

ーンエネルギーの観点から、その人工系での開発と応用が求められている緊急の課題でも

ある 1-3)。  

自然界における光合成系に関

する研究は近年、急速に進み、そ

の反応プロセスが詳細に研究さ

れてきた 4-10)。植物における光合

成は、葉緑体（チラコイド膜）内

で行われる、二酸化炭素の固定反

応である。その過程は大きく二つ

の段階、光化学系 I（PSI）及び光

化学系 II（PSII）に分けられ、こ

の二つの系は複数のクロロフィ

ル分子を含む蛋白質複合体より

構成されている（Scheme 1-1）11)。

ここでの反応プロセスは、まず、

PSIIが光を吸収し、水分子が分解

され、四個の電子が取り出され、

酸素が放出される 14-16)。この電子

がPSIのP 700のクロロフィルに

伝達され、光によって励起された

フェレドキシン（FeS）を経て、

NADP
+を還元して NADPH を生じ、同時に、CF0 CF1が濃度勾配を駆動力として同蛋白質複

合体を介して膜を移動した三つの H
+を利用し ATPを生成する 17-23)。これらの過程で生成さ

れた ATP、及び NADPHを用い、炭素固定において、最終的に糖が合成される。人工的に、

光反応中心におけるエネルギー変換システムを構築することは、生体模倣科学において学

術的に興味深い 24-26) ばかりでなく、エネルギー問題や環境問題を解決する上で重要な役割

を果たすと考えている 1,27-29)。また、材料工学においても、効率的なエネルギー変換システ

ムの構築は、新規ナノデバイス 30-34)、及びバイオ光電子工学システム 35-38)等の設計指針を

与え、その開発に大きく寄与することが期待されている。 

上記生体膜におけるエネルギー変換系は、レドックス反応を伴う一連の方向性を有する

電子移動に直接に関連する。即ち、光電変換現象を分子膜を介する方向を有する（光誘起
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電子供与体から電子受容体への）電気の移動と取られることができる。ここでは、効率的

な光エネルギーの変換を達成する上で、光励起した状態の物質や分子が失活せず、光誘起

電子を活性化部位に伝達するための電子伝達経路としての「分子膜」の存在が不可欠であ

る。人工系において、この電子伝達経路を構築するためには、「分子膜」中に存在する各種

官能基の距離及び配向をその物理化学的ポテンシャルを考慮し、特定の空間配置を保ち、

固定化する必要がある。この様な官能基の空間配置を有する分子膜は、安定で、かつ効率

的な、一方向への電子移動が実現可能な電子伝達経路として期待される 39)。 

本研究では、効率的な電子移動を目的に、分子膜の構成物質として、-へリックスペプ

チドに注目した。-ヘリックス構造を有するペプチドの最も顕著な特徴は、分子軸に沿って

大きなマクロダイポールモーメントを持つことである（3.5 D / residue
40,41)）。固体基板上で

の、マクロダイポールモーメントの配向が揃った-へリックスペプチドの集合体は、そのマ

クロダイポールに沿った電子移動が加速されることが報告されている 42)。 

-へリックスペプチドの垂直配向膜の構築は、古くからよく研究され、その中で

Langmuir-Blodgett（L-B）法 43-50)、自己組織化単分子膜（SAM）法 51-57)、-アミノ酸-N-カ

ルボキシ無水物（NCA）の開環重合によるグラフト重合法 58-61)が報告されている（Table 1-1）。

岡畑らは液－液界面に、-へリックスペプチドの垂直配向 L-B 膜の調製に成功し 43)、木下

らは、気－液界面に垂直配向したへリックス構造を有するブロックコポリマー分子膜を同

手法により構築した 44)。しかし、L-B 膜においては、ペプチド分子膜が基板間との物理的

な相互作用より吸着固定化されており、実用化する際の力学的強度が問題となっている。

化学結合で-へリックスペプチド分子を基板上に固定化するために、ペプチドの分子末端に

チオール基を導入し、金とチオールとの共有結合 62,63)により金基板上にペプチド SAMを形

成することができる。木村らは金基板上に安定なペプチド垂直配向 SAMを構築し、同膜を

介する電子移動に異向性が有ることを報告している 64)。東 53)及び藤田 51)らの研究グループ

はへリックスのマクロダイポールモーメント間の相互作用により、これを打ち消すような

逆平行配向を取ることを主張している。また、無水アミノ酸の開環重合によるグラフト重

合法で調製されたペプチド膜は、ペプチドのマクロダイポールモーメントは単一方向に配

向するものの、ペプチド鎖のアミノ酸配列を決められない等の問題点があった。簡便に、

-へリックスのマクロダイポールモーメントを一方向に揃へ、かつ、アミノ酸配列が規制さ

れたペプチドナノアレーを構築する方法が強く求められている。 

本研究では、金蒸着ガラス基板上に一軸・垂直配向性を有する-へリックスペプチドナ

ノアレーの構築法として、新規二種の手法を提案した。一つは、基板上に固定化したアミ

ノ基からのペプチドの「逐次重合法」である。もう一つは、従来の自己組織化単分子膜法

の改良法として、ペプチド分子の自己組織化時に、基板に電場を印加しながら製膜する「電

場配向自己組織化単分子膜法」である。 

加えて、ナノデバイスへの実用化を目指し、同ペプチドナノアレーを利用した新規光反

応場の構築を試みた。基板表面に光誘起電子供与体、ナノアレー表面に電子受容体である 



－3－ 

 

Method Medium Schematic picture Reference 

L-B 

Oil-water 

interface 

 

43-50 

Air-water 

interface 

 

SAM Gold substrate 

 

51-57 

 

Graft 

Gold & 

indium-tin oxide 

glass 

 

58-61 

Table 1-1. Methods for the fabrication of the ordered -helical peptide monolayers. 
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レドックス蛋白質をコンジュゲートさせ、ペプチドナノアレーを介した電子伝達経路を設

計した。同光電変換能を有するペプチドナノアレーの光照射に基づく一方向への電子移動

を利用し、ナノアレー表面に導入したレドックス蛋白質の活性制御を行った。 

以下、まず、第 2 章においては、本研究に用いるペプチドの分子設計及び合成について

述べる。第 3 章及び第 4 章では、それぞれ逐次重合法、電場配向自己組織化単分子膜法に

よる一軸・垂直配向性を有するペプチドナノアレーを構築し、その構造、特に分子配向と

電気化学特性との相関に関して論じる。第 5 章では、高配向性ペプチドナノアレーを用い

た新規ナノ反応場の構築について検討する。最後に、第 6章では、本論文の総括を行う。 
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Scheme 2-1. Side view of the -helical peptide. 

第 2章 金属配位能を有するペプチドの設計及び合成 

 

2-1 緒言 

ペプチドは一つのアミノ酸の-アミノ基ともう一つアミノ酸の-カルボキシル基との脱

水縮合により繋がったひも状の分子で、それが特定の形で折りたたまれ、機能を担うよう

になる。その中、分子間水素結合により形成された、らせん状の-へリックス構造や分子間

水素結合で数本のペプチドが並んだ-シート構造がよく研究されてきた 1)。中でも、-ヘリ

ックス構造は、分子鎖中のアミノ酸残基の側鎖が 5.4 Å間隔で分子軸方向に並び、らせん構

造を取る。それぞれのアミノ酸側鎖はらせん中で 100°向きを変え、3.6残基で 1回転する

（Scheme 2-1）。アミノ酸のアミノ基は 4残基離れたアミノ酸のカルボキシル基と分子内水

素結合で結ばれ、部分的にらせん軸に沿って双極子モーメントが発生する。-へリックス全

体としては、N-末端に 1/2の正電荷、C-末端に 1/2の負電荷を持たへリックス軸に沿って配

向したダイポールに近似できる 2-5)。-ヘリックス構造では、1 残基毎に 1.5 Å だけヘリッ

クス軸に沿って鎖が成長するため、

n 残基からなるヘリックスペプチド

は、3.5 n Debyeのダイポールモー

メントを有する 3,6)。-へリックス

ペプチドの機能は主に軸に沿った

マクロダイポールに由来するもの

で、それについては、古くから研究

され、タンパク質中での働きについ

ては、最近になって明らかになりつ

つある。-へリックスペプチドのマ

クロダイポールモーメントは、生理

的な重要性のみならず、その光学異

向性と共に、ナノ材料やナノデバイ

スの構成単位としての応用に期待

されている 7-9)。 

本研究では、-へリックス構造のマクロダイポールモーメントに注目し、固体基板上に

高配向性ペプチド単分子膜を構築し、その一方向に揃った-へリックスマクロダイポールモ

ーメントを利用した効率的な電子移動を目的とする。 

具体的に本研究で用いるペプチドの分子設計指針及びその合成方法について述べる。用

いるペプチドには、以下 2点の性質を有することが求められる。 

(1) -へリックス形成能を有する。 

(2) 金属配位能を有する側鎖を持つ。 

この 2点を踏まえ、本研究では-へリックス形成能を有するロイシンの 16量体を基本と
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し、その一部のアミノ酸を金属配位子として、ヒスチジン、及び側鎖ピリジル基を有する

4-ピリジルアラニンに置換した 2種類のアミノ酸シーケンスを設計した。本章では、これら

2種のペプチドの分子設計と、第 3章、第 4章で述べる逐次重合法、電場配向による自己組

織化単分子膜法の対照実験である自己組織単分子膜法に用いた末端リポ酸を修飾したペプ

チドの固相合成法、並びに同ペプチドのキャラクタリゼーションについて述べる。 

 

2-2 金属配位能を有するペプチドの分子設計 

ペプチドの二次構造とア

ミノ酸組成の関連に関して

は、古くから研究されており、

疎水性アミノ酸であるロイ

シン（Leu：Chart 2-1a）を

多く含むペプチドは-へリ

ックス構造を形成する傾向

が強いことが報告されてい

る。従って、本研究ではロイ

シンに富むペプチドのアミノ酸シーケンスを設計した。合成の簡便性、及びペプチド収率

を考慮し、アミノ酸 16量体よりなるペプチドを用いる。 

金属配位子は上記-へリックスペプチド

分子のN-末端から 7残基目と 14残基目の二

箇所に導入する。この理由は、同ペプチドが

-へリックス構造を形成した場合、棒状ペプ

チド分子の片側側面に二つの金属配位子が

配向するからである（Scheme 2-2）。上記の

シーケンスを有するペプチドでは、-へリッ

クス分子の側鎖金属配位子と金属が錯体を

形成した場合、バンドル形成による-へリッ

クス構造の安定化が期待できる。また、ペプ

チドのマクロダイポールモーメントを一軸

に垂直配向させた金属配位ペプチドナノア

レーでは、そのマクロダイポールモーメント

と金属錯体との共役により、一方向への効率

的な電子移動が期待できる。本研究では、金属配位子として、二価コバルトイオン（Co(II)）

の指示薬であるイミダゾール基を側鎖に有するヒスチジン（His）、及び同様に Co(II)との錯

形成が期待できる側鎖に 4-ピリジル基を有する 4-ピリジルアラニンを用いた（Chart 2-1b 

and Chart 2-1c）。従って、ペプチドのアミノ酸シーケンスには、Leu6HisLeu6HisLeu2、及

 

Chart 2-1. Chemical structures of amino acids (a); Leucine, (b); 

Histidine and (c); 4-Pyridyl alanine. 

Scheme 2-2. Top view of the -helical 

peptide. 
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び Leu6Ala(4-Pyri)Leu6Ala(4-Pyri)Leu2を設計した。 

金蒸着ガラス基板上に上記ペプチドの自己組織単分子膜を形成するため、ペプチドの N-

末端に金と結合できるリポ酸を導入した。 

 

2-3 ペプチドの合成 

ペプチドの合成は、液相、固相法に代表される有機合成化学的手法、蛋白工学法及び開

環重合法などが知られている 10,11)。この中で、有機溶媒に不溶な支持体に、アミノ酸を逐

次結合し、それによりペプチド鎖を成長させる固相法は、単時間で簡便にペプチドを合成

できることから、よく用いられている 10,12)。 

本研究に用いる N-末端をリポ酸で修飾したペプチド Leu6Ala(4-Pyri)Leu6Ala(4-Pyri)Leu2

（L14A2S：Chart 2-2）、及び Leu6HisLeu6HisLeu2（L14H2S：Chart 2-3）は Fmoc法によ

る固相法で合成した 13)。 

 

 

Chart 2-2. Chemical structure of peptide, Leu6Ala(4-Pyri)Leu6Ala(4-Pyri)Leu2, 

having sulfur at N-terminal (L14A2S). 

 

 

Chart 2-3. Chemical structure of peptide, Leu6HisLeu6HisLeu2, having sulfur at 

N-terminal (L14H2S). 

 

 

2-3-1 ペプチド L14A2Sの合成 

2-3-1-1 Fmoc-Leu-Clear-Acid-Resinの膨潤 

Fmoc-Leu-Clear-Acid-Resin（ペプチド研究所（株）社製）0.5 gをジクロロメタン（DCM）

（和光製薬（株）社製）5 mL に分散させ、固相合成装置で 24 時間膨潤させた。膨潤した

Fmoc-Leu-Clear-Acid-Resinをろ別後、N,N-dimethylformamide（DMF）（和光純薬工業（株）

社製）5 mLを加え、同合成装置を用い、1 分間振蕩させ、ろ別した。この操作を 3度繰り
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返し、溶媒を置換した。 

 

2-3-1-2 Fmoc法によるペプチドの固相合成 

N-末端 Fmoc基の脱保護は以下に従い行った。 

Fmoc-Leu-Clear-Acid-Resinに 20 vol% piperidine（Biosystems社製）の DMF溶液 5 mL

を加え、3 分間振蕩後、ろ別し、この操作を 2回行った。更に、同溶液を 5 mLを加え、20 

分間振蕩を行い、Fmoc-Leu-Clear-Acid-Resinの N-末端にある Fmoc保護基の脱保護を行っ

た（Chart 2-4）。溶液をろ別し、DMF 5 mL を加え 1 分間振とう後、ろ別・洗浄操作を 5

回行った。その洗浄液が純粋な DMFと同じ pHになるまで洗浄した。 

 

Chart 2-4. The deprotection for Fmoc group. 

 

 

Scheme 2-3. Process of solid phase peptide synthesis for L14A2S. 
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アミノ酸 N-末端の活性化、及び脱保護後の Resinへの縮合は以下に従い行った（Scheme 

2-3）。 

N,N’-diisopropyl carbodiimide （ DIPCI ）（ 渡 辺 化 学 工 業 （ 株 ） 社 製 ）、

1-hydroxy-7-azobenzotriazol（HOAt）（渡辺化学工業（株）社製）を DMF に溶解させ、ア

ミノ酸の活性化エステル溶液を調製した。DIPCI は縮合剤として用いた（Chart 2-5a）。ア

ズラクトン経由で α位のラセミ化を防ぐため、求核性の高い HOAtを用いた（Chart 2-5b）。

アミノ酸濃度は Resinのアミノ基担持量の 3倍量とし、アミノ酸と DIPCI、HOAtのモル比

は 1:1:1とした。これら、アミノ酸、DIPCI、HOAtを含む DMF混合溶液 5 mLを調製し、

Resinに加え、2時間振蕩させ、Resin表面のアミノ基と Fmoc-アミノ酸のカルボキシル基

との縮合を行った。縮合後、DMFを用い Resinの洗浄操作を 3度繰り返した。 

 

 

Chart 2-5. The condensation reactions for the amino acids. 
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上記操作、即ち、N-末端 Fmoc 基の脱保護、Fmoc-アミノ酸の活性化、Resin への縮合

を繰り返し、目的のシーケンスペプチド、Fmoc-(L14A2)を得た。Fmoc-アミノ酸には、疎

水性 Fmoc-ロイシン（Fmoc-Leu）（ペプチド研究所（株）社製）、及び金属配位子となる

Fmoc-4-ピリジルアラニン（Fmoc-Ala(4-Pyri)）（渡辺化学工業（株）社製）を用いた。 

 

2-3-1-3 N-末端へのリポ酸の導入 

上記で得た Fmoc-(L14A2)の N-末端 Fmoc 基を上記脱保護溶液で脱保護し、DL-thioctic 

acid（関東化学（株）社製）との縮合反応を行い、ペプチド L14A2の N-末端に金基板表面

に固定化するためのリポ酸を導入した。Fmoc-Leu-Clear-Acid-Resin上に目的であるペプチ

ド L14A2Sを得た。 

 

2-3-1-4 Fmoc-Leu-Clear-Acid-Resinからペプチドの切り出し 

ペプチド合成後、L14A2S 担持 Resin を 24 時間真空乾燥させ、氷冷した 95 vol% 

trifluoroacetic acid（TFA）（ナカライテスク（株）社製）/ 純水 （体積比 95 / 5） 10 mL

を同 Resin に加えた。氷冷下で 30 分間攪拌し、室温に戻した後、更に 1.5 時間攪拌した。

反応後、Resinとペプチド溶液をろ別し、ろ液を 30分間減圧濃縮後、氷冷した diethyl ether

（ナカライテスク（株）社製）を約 200 mL 加え、ペプチドを析出させた。上記懸濁液を

4000 rpm にて遠心分離し、diethyl etherにて十分に洗浄した。得られた白色粉末を乾燥後、

純水中に分散させ、凍結乾燥を行い、ペプチド L14A2Sを得た。 

 

2-3-2 ペプチド L14H2Sの合成 

ペプチド L14H2S の合成は前節 2-3-1 における L14A2S の合成法に従い、

Fmoc-Leu-Clear-Acid-Resinの膨潤、ペプチドの固相合成、N-末端へのリポ酸の導入の順で

行った。金属配位子として、Fmoc-トリチル-ヒスチジン（Fmoc-His(Tri)）（ペプチド研究所

（株）社製 ）を用いた。側鎖保護トリチル基の脱保護は Resinからペプチドを切り出しと

同時に行った。L14H2S担持 Resinを 24時間真空乾燥させ、氷冷した 95 vol% TFA / 純水 

（体積比 95 / 5） 10 mLを同 Resinに加えた。氷冷下で 30分間攪拌し、室温に戻した後、

更に 1.5 時間攪拌した。反応後、Resin とペプチド溶液をろ別し、ろ液を 30 分間減圧濃縮

後、氷冷した diethyl etherを約 200 mL加え、ペプチドを析出させた。上記懸濁液を 4000 

rpmにて遠心分離し、diethyl etherにて十分に洗浄した。得られた白色粉末を乾燥後、純水

中に分散させ、凍結乾燥を行い、ペプチド L14H2S を得た。 

 

2-4 ペプチドのキャラクタリゼーション 

合成したペプチドの分子量測定を、マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型

質量分析計（MALDI-TOF-MS、日本電子（株）製 JMS-3000）を用い、行った。MALDI-TOF-MS

法では、サンプルはマトリックスと混合された状態で、紫外光である窒素レーザー光を照
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射すると、マトリックスは光を吸収し、熱エネルギーに変換される。この時、マトリック

スの一部が急速に加熱され、サンプルと共に気化される。同時に、マトリックス－サンプ

ル間でプロトンの授受が起こって、サンプルがイオン化される。生成したイオンに加速電

圧（20～25kV前後）が印加され、運動エネルギーを生じ、イオン検出器まで飛行する。イ

オンが受け取るエネルギーは電荷量のみに依存する為、電荷に対する質量（質量電荷比）

が大きい分子は低速で、逆に小さい分子は高速で飛行する。この差異により、検出器に到

達するまでの時間差からサンプルの質量を得ることが可能となる。 

MALDI-TOF-MS測定での試料調製を以下に示す。 

マトリックス溶液は、-シアノ-4-ヒドロキシケイ皮酸 （CHCA）（SIGMA（株）社製）

15 mgに、純水 400L、アセトニトリル（和光純薬工業（株）社製）500 L、trifluoroacetic 

acid（TFA）（ナカライテスク（株）社製）/ 純水 （体積比 3 / 97）100 Lを加え、調製し

た。同溶液をボルテックスミキサーにかけ、飽和溶液を調製した。ペプチド L14A2S、L14H2S

を N,N-dimethylformamide（DMF）（和光純薬工業（株）社製）に溶解させ、5.0 x 10


 M に

調製した。マトリックス溶液とペプチド溶液それぞれを 2 Lずつ、ターゲット基板上に交

互滴下した後、アスピレーターで十分乾燥させ、溶媒を完全に除去した。 

MALDI-TOF-MS測定では、L14A2Sと L14H2Sの分子量は、それぞれ 2087.0（計算値：

2086.9）と 2064.2（計算値：2064.8）と得られ、計算値と一致し、2 種ペプチドの合成を

確認した。 

 

Table 2-1. Molecular weight of the peptide synthesized by the solid-phase method. 

 

 Calculated value Observed value 

L14A2S 2086.9 2087.0 

L14H2S 2064.8 2064.2 

 

 

2-5 結言 

本章では、金属配位能を有する 2 種の-へリックスペプチド，L14A2S 及び L14H2S，

を設計し、固相合成法により合成した。得られたペプチドの分子量をMALDI-TOF-MSで測

定し、ペプチドのキャラクタリゼーションを行った。以下、第 3 章及び第 5 章で逐次重合

法による調製するペプチドナノアレーのアミノ酸シーケンスには L14A2S を用いる。第 4

章では、L14H2Sを用い、電場印加下で自己組織化単分子膜を調製する。 
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第 3章 逐次重合を用いた高配向性を有するペプチドナノアレーの構築 

 

3-1 緒言 

-へリックスはペプチド二次構造の中、最もよく研究されたモチーフの一つであり、蛋

白質の構造形成及び機能発見の上で、非常に重要な役割を果たす 1)。その生理学的機能は、

規則構造に伴う官能基の特定空間配位とへリックス軸に沿った大きなマクロダイポールモ

ーメント（3.5 D / residue
2,3)）によるものが多い 4)。例えば、生体中における光合成は、光

反応中心において、脂質二分子膜に埋め込まれた蛋白質中の-へリックスドメインが膜に対

して垂直に配向し、各-へリックスペプチド鎖中の各種官能基が特定な空間配置を取ること

により、一方向への効率的な電子移動を生じることにより発現されている 5-7)。この方向性

を持つ電子移動の結果とし、NADPHや ATPが生成され、最終的には糖の生成につながる。

近年、生体中にあるこのような情報・エネルギー変換システムを構築するため、一方向へ

の効率的な電子移動の研究が盛に行われている 8,9)。-へリックスペプチドは、その光学特

性、分子軸に沿ったマクロダイポールモーメント等の性質に注目し、一方向への電子移動

を達成できる材料として関心を持たれた 10-12)。 

これらの研究の中、-へリックスペプチドの垂直配向膜が様々の手法により構築された。

Langmuir-Blodgett（L-B）法 13-20)、自己組織化単分子膜（SAM）法 21-28)、無水アミノ酸の

開環重合によるグラフト重合法 29-32)が報告されている。しかし、L-B法は、ペプチドと基板

間との物理的な相互作用より吸着固定化されており、その力学的強度が弱い。SAM 法から

得られた膜は、へリックスのマイクロダイポール間の相互作用により、これを打ち消すよ

うな逆平行になる場合もある。また、無水アミノ酸の開環重合によるグラフト法で調製さ

れたペプチド膜はペプチドのマクロダイポールモーメントは単一方向に配向するものの、

ペプチド鎖のアミノ酸配列を決められない等の問題点があった。 

従って、本章では、基板表面に高い一軸・垂直配向性を有する金属配位ペプチドナノア

レーを構築するため、基板表面でのアミノ酸の逐次重合法を提案した。同手法を用い、-

へリックスペプチドのマクロダイポールモーメントが一方向に揃い、かつ、アミノ酸配列

が規制されたペプチドナノアレーの構築を試みた。これはペプチド鎖の特定位置に導入し

た配位子の錯形成によるナノ構造体の構造安定化、及び金属錯体とペプチドマクロダイポ

ールモーメントとの共役による、より効率的な一方向への電子移動を目的としたものであ

る。ペプチドのアミノ酸シーケンスには前章で記述した Leu6Ala(4-Pyri)Leu6Ala(4-Pyri)Leu2

を用いる。同ペプチドは、-へリックス構造を形成した際、金属配位子として機能する 4-

ピリジルアラニンの側鎖ピリジル基がへリックス分子片側側面に配置する。尚、従来の SAM

法を用い、同じアミノ酸シーケンスを有するペプチドナノアレーを構築した。得られた二

種のペプチドナノアレーの二次構造、分子配向、及びその電気化学特性に関し、比較・検

討を行った。 
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Scheme 3-1. Amino acid sequence of the peptide L14A2S. 

3-2 実験 

3-2-1 試料 

3-2-1-1 金属配位能を有す

るペプチド 

本章では、金属配位能を

有するペプチドとして、ア

ミ ノ 酸 シ ー ケ ン ス が

Leu6Ala(4-Pyri)Leu6Ala(4- 

Pyri)Leu2よりなるペプチドを第 2章に従い、Fmoc法で合成した 33)。また、その N-末端に

は金蒸着ガラス基板上に固定化するために、リポ酸を導入した。以下、L14A2S とする

（Scheme 3-1）。 

 

3-2-1-2 配位金属 

本章においては、配位金属として、錯形成時に、八面体構造を取ることが期待できる二

価のコバルト（酢酸コバルト（II））（和光純薬工業（株）社製）を用いた。L14A2S の N-

末端から 7残基目と 14残基目に存在する側鎖ビリジル基との平面四配位による 4-へリック

スバンドルの形成を期待した（Scheme 3-2）。 

 

 

Scheme 3-2. Schematic pictures of (a); top view and (b); side view for the cobalt(II)-L14A2S complex. 
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3-2-1-3 基板 

ペプチドナノアレーの基板として、金蒸着膜の膜厚が 50 nmである金蒸着カラス基板（日

本レーザー電子（株）製、13 mm x 20 mm）を用いた。 

金蒸着ガラス基板の前処理を以下に従い行った。 

金蒸着ガラス基板をオートドライデシケーター（イウチ社製）内、湿度 30%以下で保存

し、使用する直前に、全て UVオゾンクリーナー（日本レーザー電子（株）社製、UV-253 型）

を用いて、表面洗浄を行った。チャンバー内を酸素で十分満たした後、紫外線照射を 20分

間を行うことより金蒸着ガラス基板表面の有機物を分解させた。洗浄後、直ちに実験に用

いた。 

 

3-2-2 ペプチドナノアレーの調製 

本章では、金蒸着ガラス基板表面に高配向性を有する-へリックスペプチドナノアレー

を以下の二種類の方法、即ち、自己組織化単分子膜法及び逐次重合法によりそれぞれ構築

した。 

 

3-2-2-1 自己組織化単分子膜法 

2,2,2-trifluoroethanol（TFE）（和光純薬工業（株）社製）に濃度 0.1 mM となるように

N-末端にリポ酸を導入した金属配位能を有するペプチド L14A2S を溶解させた。同溶液に

酢酸コバルト（II）水溶液を加え、錯形成を溶液中で予め行った。Co(II)とペプチド側鎖ピ

リジル基とのモル比，[Co(II)]/[4-Pyri]，は 0.6 とした。上記で調製された溶液中に金蒸着ガ

ラス基板を 24 時間浸漬させた。その後、得られた基板を TFE で 3 回以上洗浄し、真空下

で十分乾燥させた。 

また、金属配位をしていないペプチドナノアレーも上記の手順に従い、金蒸着ガラス基

板をN-末端にリポ酸を有するペプチド L14A2Sの 0.1 mM TFE溶液中に 24時間を浸漬する

ことにより調製した。 

得られた金属配位、金属未配位ペプチドナノアレーは以下それぞれ L14A2Co SAM及び

L14A2 SAMとする。 

 

3-2-2-2 逐次重合法 

基板表面でのアミノ酸の逐次重合を行うため、金蒸着ガラス基板上に逐次重合開始点と

なるアミノ基を有する自己組織化単分子膜の形成を行った。得られた自己組織化単分子膜

のアミノ基を開始点として、ペプチド固相合成法により設計したペプチドを成長させた。 

 

3-2-2-2-1ペプチド合成のための開始点を有する自己組織化単分子膜の調製 

基板上でのペプチド合成のための開始点を基板表面に固定化するために、分子鎖片末端

にアミノ基を有し、金蒸着ガラス基板表面に固定化のために反対側の末端にチオール基を
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Scheme 3-3. Fabrication of the substrate for 

stepwise polymerization. 

 

有する 1-amino-11-undecanethiol hydrochloride（C11N）（DOJINDO Laboratories 社製）を

用い、自己組織化単分子膜を調製した。 

-へリックス鎖の断面積は、逐次重

合開始点である C11N のアルキル鎖の

断面積よりおよそ十倍大きい（Scheme 

3-3）。仮に、C11N単独の自己組織化単

分子膜を用いた場合、合成したペプチ

ド分子間の立体障害によりアミノ酸の

重合が進行しない 34)。このため、自己

組織化単分子膜中のアミノ基間に、ア

ミノ酸の重合に必要な隙間を形成する

ことを目的に、スペーサーとして C11N

よりも短鎖のアルキル鎖を導入した。

短鎖のアルキル基として、 n-butyl 

disulfide（C4）（DOJINDO Laboratories 

社製）を用いた。アミノ酸の逐次重合開始点として働く C11Nと、スペーサーとして働く短

鎖アルキル鎖のモル比は次のように設計した。アルキル鎖の最密充填を仮定すると、その

一本あたりの断面積は 0.2 nm
2である 35)。-へリックスペプチドの断面積が 1.5 nm

2である

こと 14)より、C11N と短鎖アルキル鎖とのモル比は 1:9 とした。C11N と C4 との混合自己

組織化単分子膜の場合は、C4 が二本鎖のジスルフィドであるため、C11N と C4 のモル比

は 1:4.5とした。 

C11N及び C4を含む混合自己組織化単分子膜の形成を以下に従い行った。 

C11N及び C4をモル比 1:4.5で、チオール基の終濃度が 0.1 mMになるようにエタノー

ル（ナカライテスク（株）社製）に溶解させ、C11N及び C4の混合溶液を調製した。オゾ

ンクリーナで洗浄した金蒸着ガラス基板を上記で調製した溶液中で 24時間震蕩し、基板上

に C11Nと C4との混合自己組織化単分子膜を形成した。反応後、エタノールで基板を 3回

以上洗浄した。その後、アンモニア水（ナカライテスク（株）社製）で pH 11 に調製した

水溶液中で震蕩させ、C11N の末端アミノ基の脱プロトン化を行った。純水で洗浄し、洗浄

水の pHが中性になるまで洗浄を行った。 

得られた混合自己組織化単分子膜は以下 C11N/C4 mixed SAMとする。 

 

3-2-2-2-2混合自己組織化単分子膜上におけるペプチドの逐次重合 

以下に従い、上節 3-2-2-2-1で調製した混合自己組織化単分子膜 C11N/C4 mixed SAM表

面にペプチドの逐次重合及び金属の配位を行った。 

Fmoc-Leu（ペプチド研究所（株）社製）、Fmoc-Ala(4-Pyri)（渡辺化学工業（株）社製）

の活性エステル化を行った。上記のアミノ酸、N,N’-diisopropyl carbodiimide（DIPCI）（渡
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辺化学工業（株）社製）、1-hydroxy-7-azobenzotriazol（HOAt）（渡辺化学工業（株）社製） 

を N,N-dimethylformamide（DMF）（和光純薬工業（株）社製）に溶解させ、各溶液を混合

攪拌することでアミノ酸の活性化エステル溶液を調製した。アミノ酸濃度は 10 mM とし、

アミノ酸と DIPCI、HOAtのモル比は 1:1:1とした。 

前節で調製した末端アミノ基を脱プロトン化させた C11N/C4 mixed SAM 基板を

Fmoc-Leu の活性エステルの DMF 溶液中で震蕩させながら、2 時間反応させ、C11N/C4 

mixed SAM表面のアミノ基に Fmoc-Leuを縮合させた。反応後、DMFで 3回洗浄した後、

20 vol%の piperidine（Biosystems社製）の DMF溶液に浸漬し、1時間 Fmoc保護基の脱保

護を行った。脱保護後、DMFで基板をよく洗浄し、その洗浄液が純粋な DMFと同じ pHに

なるまで洗浄した。 

上記手法を繰り返し、C11N/C4 mixed SAM表面上に-Leu2Ala(4-Pyri)を金蒸着ガラス基

板上で縮合させた後、純水で 3回洗浄し、基板を 0.1 Mの酢酸コバルト（II）水溶液に浸し、

震蕩しながら、24 時間反応させ、Co(II)とペプチド側鎖のピリジル基との錯形成を行った。

反応後、基板を純水で 3回洗浄し、その後、DMFで 3回を洗浄した（Scheme 3-4）。 

以上の反応を繰り返すことによって、-Leu2Ala(4-Pyri)(Co(II))Leu6Ala(4-Pyri)(Co(II))Leu6

のシーケンスを有する金属配位ペプチドナノアレーを金蒸着ガラス基板上に構築した。 

得られた金属配位ペプチドナノアレーは以下 L14A2Co SPとする。 

 

 

Scheme 3-4. Fabrication of the Co(II) coordinated peptide nano-array on the C11N/C4 mixed 

SAM by the stepwise polymerization. 
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また、金属未配位のペプチドナノアレーも上記手順に従い、C11N/C4 mixed SAM 上に

調製した。 

得られた金属未配位ペプチドナノアレーを以下 L14A2 SPとする。 

 

3-2-3 測定 

3-2-3-1 紫外可視吸収スペクトル測定 

溶液中において、金属とペプチドとの錯形成を検討するため、紫外可視吸収スペクトル

（UV-vis）測定を行った。 

溶媒には TFEを用い、ペプチドと配位金属はそれぞれ L14A2Sと二価のコバルトである

酢酸コバルト（II）を用いた。ペプチド L14A2S の濃度は 0.1 mMとした。酢酸コバルトの

メタノール溶液を調製し、上記ペプチド TFE溶液中に添加した。Co(II)とペプチド側鎖ピリ

ジル基とのモル比，[Co(II)]/[4-Pyri]，は 0.1 から 0.8 まで 0.1 間隔で振った。上記溶液を光

路長 1 cm の石英セルに満たし、室温で紫外可視分光光度計（日本分光製、JASCO V550）

を用い、400-700 nm範囲で UV-vis測定を行った。 

 

3-2-3-2 円偏光二色性スペクトル測定 

溶液系において、ペプチドの二次構造、及び金属とペプチドとの錯形成に基づく二次構

造変化を検討するため、円偏光二色性（CD）測定を行った。 

溶媒には TFEを用いた。ペプチドは L14A2Sを用い、配位金属は Co(II)を使用した。ペ

プチド L14A2Sの濃度は 0.1 mMとした。金属配位ペプチド溶液の調製は、上記ペプチド溶

液中に予め調製した酢酸コバルト（II）のメタノール溶液を添加することによって行った。

Co(II)とペプチド側鎖ピリジル基とのモル比，[Co(II)]/[4-Pyri]，は 0.1から 0.8まで 0.1間隔

で振った。上記溶液を光路長 0.5 cmの石英セルに満たし、室温、窒素雰囲気下で円偏光二

色性分散計（日本分光製、JASCO J800）を用い、190-260 nm範囲における CD測定を行

った。積算回数は 16回とした。溶液中ペプチドの各波長におけるモル楕円率[]は eq. 3-1

より求めた 36)。 

[𝜃]𝜆 =
𝑀∙𝜃𝜆

10∙𝑑∙𝑐
     eq. 3-1 

ここで、Mは一残基あたりの平均分子量、（mdeg）は各波長における楕円率、d（cm）

は光路長、c（mg/mL）は試料の濃度である。 

溶液中におけるペプチドの二次構造は分散型-へリックス、-シート、ランダムコイル

の各二次構造の基準スペクトルに基づき、eq. 3-2を用い、190 nmから 260 nm のカーブフ

ィッティングにより求めた。 

[𝜃]𝜆 = 𝛼 ∙ [𝜃𝛼]𝜆 + 𝛽 ∙ [𝜃𝛽]𝜆
+ 𝑅 ⋅ [𝜃𝑅]𝜆     eq. 3-2 
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ここでは、、、Rは、それぞれ、-へリックス、-シート、ランダムコイル

構造の基準スペクトルの各波長におけるモル楕円率、、、R はそれぞれペプチド分子の

-へリックス、-シート、ランダムコイル構造の含有率である。 

 

3-2-3-3 高感度赤外反射スペクトル測定 

金蒸着ガラス基板上に調製した各ペプチドナノアレーの二次構造及び分子配向を高感度

赤外反射スペクトル（FTIR-RAS）測定より評価した。 

FTIR-RAS 測定を行うまで、各サンプルをオートドライデシケーター内、湿度 30%以下

で保存した。装置は高感度反射装置を装備したフーリエ変換赤外分光光度計（FTIR, 

SPECTRUM 2000, Perkin Elmer社製）を用い、検出器には、Hg1-XCdXTe（MCT）高感度検

出器を使用した。入射光角度は 80°に設定し、分解度は 4 cm
-1とした。測定は 1900-1300 

cm
-1範囲において、積算回数は 1024回で行った。また、大気中の水蒸気及び二酸化炭素の

影響を除外するために、測定中、検出器及び試料室は窒素ガスで満たした。 

得られたスぺクトル中のアミド I及びアミド II領域をそれぞれ-へリックス、-シート、

ランダムコイル構造に帰属される吸収スぺクトルに波形分離を行った。波形分離を行う各

スぺクトルはガウス関数とローレンツ関数の和で表されるものとし、その比は 9:1 とした。 

アミド I 領域の波形分離後の各二次構造に帰属されるスぺクトルの面積比より、各二次

構造の含有率を算出した。 

また、基板表面における-へリックスの基板垂直法線からの傾斜角，，はアミド I及び

アミド II領域の-へリックス構造に帰属される分離スぺクトルの面積，AⅠとAⅡ，の比から、

eq. 3-3を用い求めた 37)。 

𝐷𝑜𝑏𝑠 = 𝐴𝐼/𝐴𝐼𝐼 = C
2[0.5(3cos2𝛾−1)]⋅[0.5(3cos2𝜃1−1)]+1

2[0.5(3cos2𝛾−1)]⋅[0.5(3cos2𝜃2−1)]+1
     eq. 3-3 

ここで、係数 C はスケーリング係数で、KBr 錠剤法を用いたランダム配向状態にある

Poly(Leu)の AⅠ/AⅡ値であり、その値は 1.49である。また、1、2はそれぞれ-へリックス

構造に帰属されるアミド I吸収帯及びアミド II吸収帯の遷移モーメントの配向角であり、そ

の値はそれぞれ 39°、75°である。 

 

3-2-3-4 サイクリックボルタンメトリー 

金蒸着ガラス基板上に調製したペプチドナノアレー中の金属配位をサイクリックボルタ

ンメトリー（CV）測定を用い、配位金属の酸化・還元電位より確認した。測定には三電極

法を用い、ペプチドナノアレーを作用極、Ag/AgCl 電極を基準電極、Pt ワイヤを補助電極

とし、電解質には 0.1 M KCl水溶液を用いた。測定は室温で行った。電圧の印加はファンク

ションジェネレーター（NIKKO KEISOKU 社製）を用い、応答電流はポテンシオスタット

（NPS-2, NIKKO KEISOKU 社製）を用い測定した。作用電極面積は 0.28 cm
2であり、走査
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Scheme 3-5. Setup of the electrochemical 

measurement. 

 

Scheme 3-6. Schematic picture of the SPoM 

measurement. 

 

速度は 100 mV/sと設定した。測定中、

系内は窒素ガスで満たした（Scheme 

3-5）。 

 

3-2-3-5 表面電位顕微鏡観察 

金蒸着ガラス基板上で調製したペ

プチドナノアレーの表面電位を表面電

位顕微鏡（SPoM）を用い観察した。

SPoM 測定では、インタリーブスキャ

ンを用い、以下のように行った。初め

のメインスキャンでは、タッピングモ

ードを用いて表面形状を測定する。次

に、同じスキャンラインを得られた

表面形状からプローブをサンプル

表面から一定距離を離し、サンプル

の凹凸形状をキャンセルした状態

でノンコンタクトモードでスキャ

ンする。この際、プローブに印加す

る電位を振動させる。プローブの電

位と表面電位が等しくなる場合、探

針－サンプル表面間に電気的相互

作用が相殺され、プローブは、自由

振幅と同じ振幅を示す。この時のプ

ローブに印加した電位より、表面電

位を得る 38,39)（Scheme 3-6）。 

本章で行った SPoM 測定には、

コントロールステーションとして

Nanoscope V（Bruker 社製）を用

いた。Pt/Irをコートしたシリコンカ

ンチレバー（SCM-PIT、Bruker社製）を使用し、表面のイメージングには 10 m×10 m

のスキャンナーを用いた。プローブの走査速度は 1 Hz/Line である。メインスキャンでは、

振幅と共振周波数がそれぞれ 500 mVと 150 Hzと設定し、インターリーブスキャンでは印

加電位の振幅と周波数をそれぞれ1.5 Vと150 Hzに設定した。リフト距離は20 nmとした。

測定は金蒸着ガラス基板を接地し、行った。 
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Scheme 3-7. Schematic picture of the STM 

measurement. 

3-2-3-6 走査トンネル顕微鏡観察 

走査トンネル顕微鏡（STM）を用い、ペプチドナノアレーの表面形状を観察した。STM

測定では、先鋭な探針を導電性サンプル表面に 1 nm以下まで近づけ、サンプルにバイアス

電圧を印加すると、量子効果によって、探針とサンプル間にトンネル電流が発生する。こ

のトンネル電流は、探針とサンプルのそれぞれの仕事関数、バイアス電圧、探針－サンプ

ル間距離に依存し、トンネル電流は、eq. 3-4で表せられる 40,41)。 

IT ∝
V

d
∙ exp(−A∅1/2d)     eq. 3-4 

ここでは、V、d、A とはそれぞれバイ

アス電圧、探針－サンプル間距離、定数＝

1.025(eV)
-1/2

 Å-1 と仕事関数の平均を表す。

このようなトンネル電流は探針－サンプル

間距離に対し指数関数的に非常に敏感に変

化し、表面形状を得られる。測定法には、

探針の高さを保ちつつ水平に走査しながら

電流値を測定する定高度（変電流）モード

（Scheme 3-7a）と、電流値が一定になる

よう探針を上下させ、探針の移動量を測定

する定電流モードがある（Scheme 3-7b）。

本章で用いたSTM測定は定電流モードを採

用した。 

コントロールステーションとして

Nanoscope V（Bruker社製）を用いた。機

械研磨した Pt/Ir コーティングカンチレバー

（PT 10、Bruker社製）を使用し、表面のイ

メージングには 10 m×10 m のスキャン

ナーを用いた。走査速度は 1 Hz/Lineである。

サンプルバイアス及び電流はそれぞれ 50 

mVと 1.0 nAと設定した。 

 

3-2-3-7 電気化学特性 

空気中におけるペプチドナノアレーの電気化学特性は走査トンネル分光法（STS）を用

いて評価した 42)。STSとは、STM測定におけるトンネル電子のエネルギーが数 eV以下と

低いため、フェルミ準位近傍の電子帯や空準位との相互作用が生じ、この相互作用による

トンネル電流の変化を利用して分析する手法である。STS では、印加電圧（従ってトンネ



－24－ 

 

Figure 3-1. UV spectra of L14A2S in TFE 

solution before and after cobalt(II) acetate 

addition. The concentration of L14A2S was 

fixed at 0.1 mM. 

Figure 3-2. The change in the absorbance at 

529 nm of L14A2S induced by cobalt(II) 

acetate addition in TFE solution.  

ル電子のエネルギー）によるトンネル電流の変化を測定することより、サンプルの電気化

学的な情報を得る。本章における STS 測定は STM 測定に基づき、イメージ中心に探針を

固定し、I-V曲線を測定した。印加バイアスは-0.5 ~ +0.5 Vとした。 

 

3-3 結果と考察 

3-3-1 溶液中におけるペプチド－金属錯体の形成 

溶液中におけるペプチドと金属との錯形成を紫外可視吸収スペクトル（UV-vis）測定よ

り評価した。配位金属として、二価のコバルト Co(II)を用いた。0.1 mMのペプチド TFE溶

液を調製し、酢酸コバルト（II）のメタノール溶液を添加し、Co(II)とペプチド側鎖ピリジ

ル基とのモル比，[Co(II)]/[4-Pyri]，を 0.1から 0.8まで 0.1間隔で振った。Co(II)添加前後の

UVスペクトルを Figure 3-1に示した。Co(II)添加前、400 nm から 700 nmにかけて吸収は

確認されなかったものの、Co(II)添加後、529 nm に Co(II)-(4-(Pyri))錯体に基づく極大吸収

が観察でき、Co(II)添加に伴い、その吸光度の増加が確認できた。529 nm における吸光度

を Co(II)とペプチド側鎖ピリジル基とのモル比，[Co(II)]/[4-Pyri]，に対してプロットした

（Figure 3-2）。Co(II)の添加に従って、529 nmにおける吸光率が増大し、0.6付近から飽和

になる傾向を示した。溶液中、ペプチドと Co(II)との錯体形成を示唆した。しかしながら、

吸光率が飽和となった Co(II)とピリジル基とのモル比，[Co(II)]/[4-Pyri]=0.6，はペプチド側

鎖ピリジル基が Co(II)に対して、平面四配位の錯体構造を形成すると仮定した場合に比べ、

Co(II)の添加量が過剰である。この考察については、下節に述べる。 
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3-3-2 溶液中におけるペプチドの二次構造 

溶液中におけるペプチド L14A2S の二次構造を円偏光二色性（CD）測定より評価した。

溶媒には TFE を用い、ペプチドの濃度を 0.1 mM とした。結果を Figure 3-3a に示した。

CDスぺクトルは 208 nmと 222 nmに負の極大値を示すことからペプチド L14A2Sは TFE

中で、-へリックス構造を有することが分かる。3-2-3-2節で述べた分散型の-へリックス、

-シート、ランダムコイル構造に基づく基準スペクトルを用い、Figure 3-3a の CD スぺク

トルをカーブフィティングした結果、各二次構造の含有率は-へリックス：51%、-シート：

11%、ランダムコイル：38%と得られた。 

 

Figure 3-3. (a); CD spectrum of L14A2S in TFE. And (b); Co(II) induced CD spectral change 

of L14A2S in TFE. The molar ratio of Co(II) to 4-pyridyl group was changed from 0.1 to 0.8 

at 0.1 intervals. The concentration of L14A2S was fixed at 0.1 mM. 

 

次に、金属イオン添加に伴うペプチドの二次構造変化を同様に CD スペクトルより評価

した（Figure 3-3b）。金属を添加したペプチド溶液の CD スペクトルにおいては、208 nm

と 222 nm に負の極大値を表し、TFE 中においてペプチド L14A2S は金属添加後も主に-

へリックス構造を取ることが判明した。Co(II)の添加に伴いその負の値が増加し、Co(II)添

加により-へリックス構造の安定化が認められた。 

金属添加に伴う二次構造変化を評価するために、上記と同様に各二次構造に基づく基準

スペクトルを用いたカーブフィティングを Figure 3-3 に示す各スペクトルに適応し、ペプ

チド鎖の各二次構造含有率を求めた。得られた各二次構造の含有率と、添加した Co(II)と側

鎖ピリジル基とのモル比，[Co(II)]/[4-Pyri]，との関係をそれぞれ Figure 3-4（○; -へリック

ス、□; -シート及び△; ランダムコイル）に示した。Co(II)を添加することによって、へリ

ックスの含有率が増加し、Co(II)とピリジル基のモル比が 0.6 程度まで-へリックス構造の
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Figure 3-4. Co(II) dependence of fraction of 

second order structure for L14A2S in TFE 

solution. ○; -helical, △; random coil and □; 

-sheet structure of L14A2S estimated by CD 

curve fitting method. 

 

安定化が認められた。これは金属と側鎖

ピリジル基との錯形成により、-へリッ

クスバンドル形成が促進され、-へリッ

クス構造が安定化されたものと思われ

る。また、-シート構造の含有率には変

化がないことから、この二次構造転移は

-へリックスとランダムコイル構造の

転移によるものである。Co(II)とピリジ

ル基のモル比が 0.6 になった以降では、

-へリックスの含有率が飽和になる傾

向を示した。この値は前節 3-3-1 の UV

測定における錯体由来の吸光度の変化

が飽和になった結果と一致し（Figure 

3-2）、ペプチドと金属との錯形成が-へ

リックスバンドルを生成させることに

よって、へリックス構造を安定化させた

ことを示唆した。前節 3-2-1-2（Scheme 

3-2）に述べたように、Co(II)とペプチド

との錯体構造は、ペプチド側鎖のピリジル基が平面四配位で Co(II)イオンと錯形成し、Co(II)

イオンの上下にぞれぞれひとつのCH3COO
-基が配位する八面体構造を取る錯体と仮定した。

即ち、一つの Co(II)イオンに対し、4本のへリックスのそれぞれの側鎖ピリジル基が四配位

する。上記仮定に基づくと、Co(II)とピリジル基のモル比，[Co(II)]/[4-Pyri]，が 0.25 の時に

へリックスの含有率が一定になると想定した。しかし、飽和に達する Co(II)添加量が過剰

（[Co(II)]/[4-Pyri]=0.6）になった。その理由としては、一部ランダムコイル構造を有するペ

プチドの主鎖アミノ基も金属 Co(II)のリガンドとして働いたと思われた。しかし、

[Co(II)]/[4-Pyri]=0.6においては、-へリックスペプチドが錯形成より安定したため、以降の

実験、即ち、基板上に自己組織化単分子膜法により金属配位ペプチドナノアレーを調製す

る際、金属イオンとペプチド側鎖ピリジル基のモル比は、二次構造転移が収束する

[Co(II)]/[4-Pyri]=0.6の条件で行った。 

 

3-3-3 ペプチドナノアレーの分子配向 

金蒸着ガラス基板上に形成したペプチドナノアレーの二次構造及び分子配向を検討する

ために、FTIR-RAS測定を行った。自己組織化単分子膜（SAM）法で調製した L14A2 SAM

及び L14A2Co SAMの FTIR-RASを Figure 3-5aと Figure 3-5cに、逐次重合法で調製した

L14A2 SP及び L14A2Co SPの FTIR-RASを Figure 3-5bと Figure 3-5dに、それぞれ示し

た。 
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Figure 3-5. FTIR-RAS of (a); L14A2 SAM, (b); L14A2 SP, (c); L14A2Co SAM and (d); 

L14A2Co SP peptide nano-arrays on gold substrates. Broken lines show the peak 

deconvolution of the amide I and the amide II bands to 1; -helix (1654 and 1545 cm
-1

), 2; 

-sheet (1635 and 1522 cm
-1

) and 3; random coil (1679 and 1535 cm
-1

) conformation. 

 

高感度赤外反射吸収法（FTIR-RAS）を用いて、ペプチドナノアレーのアミド I吸収帯及

びアミド II吸収帯からペプチドの二次構造を評価した 43,44)。アミド I吸収帯は、ペプチドが

-へリックス、-シート、ランダムコイル構造を取る場合には、それぞれ 1654 cm
-1、1635 

cm
-1、1679 cm

-1付近に極大吸収を示すことが報告されている。また、アミド II吸収帯では、

-へリックス、-シート、ランダムコイル構造に基づく極大吸収は、それぞれ 1545 cm
-1、

1522 cm
-1、1535 cm

-1付近に現れることが報告されている。 

SAM 法を用いて調製した金属未配位（L14A2 SAM：Figure 3-5a）及び Co(II)配位

（L14A2Co SAM：Figure 3-5c）ペプチドアレーにおいて、何れもアミド I吸収帯が 1654 cm
-1
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付近、アミド II吸収帯が 1545 cm
-1付近に認められることより、基板上においても、ペプチ

ド L14A2Sは主に-へリックス構造を有することが分かる。また、3-2-3-3節で述べた手法

を用い、アミド I領域を各二次構造に帰属されるスぺクトルに波形分離し、各スぺクトルの

面積比より各二次構造含有率を求めた。結果を Table 3-1 にまとめた。SAM 法で形成した

金属配位 L14A2Co SAM及び金属未配位 L14A2 SAMペプチドナノアレーについては、それ

ぞれ 85%及び 82%の高い-へリックス含有率を示し、この値は TFE溶液中での同じシーケ

ンスよりなる L14A2S より高く、ペプチド鎖が基板表面へ固定化されることにより、-へ

リックス構造が安定化されていることが分かる。 

一方、逐次重合法で調製したペプチドナノアレー（L14A2 SP及び L14A2Co SP）につ

いては、金属未配位ペプチドナノアレー（L14A2 SP）はその-へリックス含有率は 47%と

なり、この値は溶液中におけるペプチドの-へリックス含有率とほぼ等しく、SAM 法より

調製した金属未配位ペプチドナノアレーL14A2 SAMより低かった。その原因は未だ明らか

ではないが、一つの理由として、逐次重合開始点である C11N分子が基板上に均一分散して

いないためだと考えられる。また、C11N/C4 mixed SAM中で、開始点であるアミノ基の表

面密度が最適となる C11Nと C4との分率に設計したが、実際には、調製時の溶液中でのモ

ル分率と基板表面でのモル分率に差が生じた可能性なども考えられる。しかしながら、

Co(II)配位ペプチドナノアレーL14A2Co SP において、Co(II)配位によって、-へリックス

含有率が 47%から 64%まで、20%近く大きく向上した。この結果はペプチド側鎖ピリジル

基と配位金属との錯体形成により、-へリックスのバンドル状集合体を形成することにより、

-へリックス構造を安定化させたことが示唆された。 

 

Table 3-1. Summary of the fraction of second order structure and tilt angle for the 

peptide nano-arrays prepared by the SAM method and the stepwise 

polymerization one, respectively. 

 

 Conformation ( % ) Tilt angle 

(deg) 
-helix -sheet Random coil 

L14A2 SAM 82 1 17 55 

L14A2Co SAM 85 7 8 42 

L14A2 SP 47 7 46 70 

L14A2Co SP 64 10 26 37 

 

 

FTIR-RASより、基板上でのペプチドナノアレーの分子配向を評価した。3-2-3-3節で述

べたように、各スペクトルから-へリックス構造に帰属されるアミド I吸収帯の吸光度とア
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Scheme 3-8. Schematic picture of the Co(II) 

coordinated peptide nano-array prepared by 

stepwise polymerization. 

 

ミド II吸収帯の吸光度の比から、eq. 3-3を

用い、-へリックスの基板垂直法線からの

傾斜角を算出した。 

傾斜角の結果を二次構造の結果と合わ

せて、Table 3-1 にまとめた。SAM法を用

い構築したペプチドナノアレー中では、そ

の-へリックス構造は金属配位に伴い、

Co(II)配位 SAM（L14A2Co SAM）の傾斜角

が未配位のもの（L14A2 SAM）に比べ、55°

から 42°へと向上した。一方、逐次重合法

により構築したペプチドナノアレーでは、

Co(II)配位ペプチドナノアレー（L14A2Co 

SP）と未配位（L14A2 SP）との配向角を

比較したところ、Co(II)を配位することによ

って、その傾斜角が 70°から 37°へと大

きく減少した。金属添加による配向変化は、

SAM法に比べて、逐次重合法の方が大きく、

即ち、錯形成に伴い、逐次重合で調製したペプチドナノアレー中の-へリックスペプチドは、

より垂直配向することが分かる。錯形成に伴う-へリックスペプチドの配向性の向上は、

-へリックスバンドル形成による立体的な効果によるものと思われるが、この効果は逐次重

合でより顕著に働くと示唆される。この結果は、逐次重合法により形成した-へリックスペ

プチドはその C-末端側が基板表面に固定されているため、各-へリックスペプチド鎖中の

C-末端から 3残基目と 10残基目に存在する金属配位子として働くピリジル基がそれぞれ基

板表面から等距離に配置されるため、Co(II)との錯形成時に-へリックスバンドルが SAM

法で構築したペプチドナノアレーに比べ、より形成され易くなったと考えられる（Scheme 

3-8）。 

更に、SAM 法、逐次重合法で調製した金属配位ペプチドナノアレーL14A2Co SAM

（Figure 3-5c）、L14A2Co SP（Figure 3-5d）においては、1590 cm
-1付近に対イオンであ

る CH3COO
-のカルボキシル伸縮振動に由来する吸収が認められた。CH3COO

-は、Scheme 

3-2 に示す様に、Co(II)と四つのピリジル基よりなる平面四配位面に対し、上下から配位す

ることで、八面体構造を形成すると考えられる。逐次重合法で調製した L14A2Co SP にお

ける同吸光度が SAM 法で調製した L14A2Co SAM より大きかった。RAS では、基板に対

して垂直方向に存在する遷移モーメントを有する振動により敏感であることが知られてい

る 45)。この結果は、先述の配向度の結果と併せて考察すると、L14A2Co SPにおいて、Co(II)

は垂直に配向したペプチド鎖中 C-末端から等距離に配置したピリジル基と錯体を形成する

ことで、対イオンである CH3COO
-が Co(II)と四つのピリジル基との平面四配位面に対し、
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上下垂直方向に配位し、結果として、CH3COO
-の遷移モーメントが基板法線に対し垂直配

向したからと考えられる。 

従って、SAM法に比べ、逐次重合法においては、Co(II)がペプチドの 3残基目と 10残基

目に存在する金属配位子として働くピリジル基と効率的に錯体を形成し、基板上で安定な

-へリックスバンドルよりなる垂直配向ナノアレーが構築できることが明らかとなった。 

ペプチドナノアレーの分子配向を更に確認するために表面電位顕微鏡（SPoM）を用い、

SAM 法及び逐次重合法で調製したナノアレーの表面電位を観察した。メインスキャンでは

ペプチドナノアレーの表面形状をタッピングモードで測定した（Figure 3-6）。SAM法、逐

次重合法、何れの方法で調製したペプチドナノアレーの表面が均一であることが確認でき

た。ペプチドが金蒸着ガラス基板上に密にパッキングされたことを示唆した。次に、プロ

ーブをサンプル表面より 20 nmリフトさせ、インターリーブスキャンを行い、ペプチドナ

ノアレーの表面電位を得た。その表面電位分布を Figure 3-7に示し、平均表面電位を Table 

3-2 にまとめた。SAM 法で調製したペプチドナノアレーはマイナスの表面電位を示したこ

とに対し、一方、逐次重合により構築したものはプラスの表面電位を示した。これは、二

つの方法で調製したペプチドナノアレーの異なった分子配向によるものだと考えられる。

SAM法で調製した L14A2 SAMと L14A2Co SAMにおいては、ペプチドが N-末端に導入し

たリポ酸を介し基板表面に結合したため、基板表面にペプチドの N-末端、ペプチドナノア

レー表面にその C-末端が配向するように基板上に固定化される。上記ペプチドナノアレー

は、このような分子配向を持つため、主にペプチド C-末端に基づくマイナスの表面電位を

示した。一方、逐次重合で構築した L14A2 SPと L14A2Co SP の場合、基板上のアミノ基

を反応開始点として-へリックス分子が成長するため、すべてのペプチド分子が基板上にそ

の C-末端、アレー表面に N-末端を配し固定化され、ペプチドの N-末端に起因するプラスの

表面電位を示した。また、逐次重合で調製した金属配位、金属未配位のペプチドナノアレ

ーは SAM法で構築した同配列のペプチドナノアレーより、その表面電位の絶対値は大きか

った。L14A2 SAMと L14A2Co SAMにおいては、-へリックスペプチドのマクロダイポー

ル間の相互作用により、それを打ち消すように、マクロダイポールモーメントが逆平行に

配向する可能性も考えられる。このように、異なった配向性を有する-へリックス分子が

SAM中に混在することによって、表面電位の絶対値が減少したと考えられる。 

 

Table 3-2. Surface potentials for the peptide nano-arrays prepared by SAM method and 

stepwise polymerization. 

 

 L14A2 SAM L14A2Co SAM L14A2 SP L14A2Co SP 

Surface potential 

(mV) 
-39.4±12.2 -46.8±12.1 +63.2±12.9 +74.2±14.3 
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Figure 3-6. TMAFM images (500 x 500 nm) for (a); L14A2 SAM, (b); L14A2 

SP, (c); L14A2Co SAM and (d); L14A2Co SP, respectively. The scanning speed 

was at a line frequency of 1 Hz. 

 

 

 

Figure 3-7. The distributions of surface potentials for (a); L14A2 SAM, (b); L14A2 SP, (c); 

L14A2Co SAM and (d); L14A2Co SP, respectively.  
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以上の結果より、逐次重合を用いることで、ペプチド分子が固体基板表面に垂直に固定

化でき、-へリックスペプチドのマクロダイポールの配向が揃った安定なナノアレーが形成

可能であることが示された。 

 

3-3-4 ペプチドナノアレー中の金属配位 

金蒸着ガラス基板上に形成した金属配位ペプチドナノアレー中の配位金属の酸化・還元

反応をサイクリックボルタンメトリー（CV）測定を用い評価した。測定は室温において、

三電極法を用い行った。すべての測定において、電圧は 0 Vからマイナス方向で走査した。

結果をFigure 3-8に示した。SAM法で調製した金属未配位ペプチドナノアレー，L14A2 SAM，

と逐次重合で構築した L14A2 SP において、酸化還元ピーク電位を示していないことに対

し（broken line in Figure 3-8a and Figure 3-8b）、Co(II)配位ペプチドナノアレー（L14A2Co 

SAM and L14A2Co SP：solid line in Figure 3-8a and Figure 3-8b）では金属 Co(II)に対応す

る酸化還元ピーク電位を示した。二種の方法で調製したペプチドナノアレーは同じ電位に

酸化還元ピークが存在し、その酸化還元電位値を Table 3-3にまとめた。金属配位ペプチド

ナノアレーにおいて観察できたピークはペプチドナノアレー中 Co(II)-(Ala(4-Pyri))錯体の

Co(II)イオンの酸化還元によるものだと考えられ、Co(II)がペプチドのピリジル基に配位し

たことを確認された。一方、これらの金属配位ペプチドナノアレー（L14A2Co SAM、

L14A2Co SP）の CV曲線には、大きなバックグランド電流が観察でき、これは基板上に形

成されたペプチドナノアレー膜のキャパシタンス電流によるものと思われる。 

 

 

Figure 3-8. Cyclic voltammograms of (a); L14A2 SAM (---) and L14A2Co SAM (─), and 

(b); L14A2 SP (---) and L14A2Co SP (─) in 0.1 M KCl aqueous solution at room temperature. 

The area of working electrode exposed to the electrolyte solution was 0.28 cm
2
. The sweep 

rate was set at 100 mV·s
-1

. 
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また、L14A2Co SAMと L14A2Co SP の酸化還元電流を比較すると、L14A2Co SP、即

ち、逐次重合法で構築したペプチドナノアレーの方が大きな値を示した。これは、アレー

中により多くの Co(II)錯体が存在することを意味し、アレー中で配位子であるピリジル基を

基板表面より等距離で配置することで、より規則的なナノ構造の形成が可能であることを

示すものである。 

Table 3-3. Cathodic-anodic peak potentials of the Co(II) coordinated peptide nano-arrays. 

 

 L14A2Co SAM L14A2Co SP 

Cathodic peak ( V ) + 0.19 + 0.18 

Anodic peak ( V ) + 0.22 + 0.22 

 

 

3-3-5 ペプチドナノアレーの電気化学特性 

走査トンネル顕微鏡（STM）を用いペプチドナノアレーの表面トポグラフィーを観察し

た。STM 測定では、SAM 法及び逐次重合法で調製したペプチドナノアレーの STM イメー

ジがフラットであり（Figure 3-9）、Figure 3-6に示した TMAFMと同様の結果を示し、ペプ

チド分子が金蒸着ガラス基板上に均一にパッキングしていることが分かる。 

 

Figure 3-9. STM images (500 x 500 nm) for (a); L14A2 SAM, (b); L14A2 SP, 

(c); L14A2Co SAM and (d); L14A2Co SP, respectively.  
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上記 STM測定に基づき、探針をイメージ中心に固定し、走査トンネル分光法（STS）を

用い、空気中におけるペプチドナノアレーの電気化学特性を評価した。印加バイアス電圧

は-0.5 ~ +0.5 Vでスキャンした。 

SAM 法で調製したペプチドナノアレー、逐次重合法で調製したペプチドナノアレーの

STSはそれぞれ Figure 3-10a及び Figure 3-10bに示した。上記二種の異なった方法で調製

したペプチドナノアレーにおいては、印加電位に対する電流の応答特性は明らかに異なっ

た。SAM法で調製した金属未配位 L14A2 SAM、金属配位 L14A2Co SAM何れにおいて、

基板上に正、負何れの電位を印加した場合にも、電流応答が観察され、その応答は金属配

位ペプチドナノアレーL14A2Co SAMにおいて大きかった。一方、逐次重合法で構築したペ

プチドナノアレー（L14A2 SPと L14A2Co SP）では、基板に負の電位を印加した時のみ電

流の応答が観察され、その値は負電位印加時の L14A2Co SAM の電流応答がより大きいも

のであった。 

 

 
 

Figure 3-10. Current (I)-voltage (V) curves for (a); L14A2 SAM (---) and L14A2Co SAM 

(─), and (b); L14A2 SP (---) and L14A2Co SP (─). The I-V curves were obtained by the 

STS measurements.  

 

 

上記応答性の違いは、異なる方法で調製したペプチドナノアレーにおいて、その-へリ

ックスのマクロダイポールモーメントの配向方向の相違によるものと考えられる。Scheme 

3-9aに示すように、L14A2Co SAMの場合、ペプチド分子は N-末端に導入されたリポ酸を

介し基板表面に結合しているため、基板表面に-へリックス分子の N-末端、ペプチドナノ

アレー表面にその C-末端が配向するよう、基板上に固定化され、平行に配向したペプチド

分子のマクロダイポールに沿って、電子がペプチドナノアレー表面から基板表面へ移動で

きる。同時に、-へリックスのマクロダイポールモーメント間の相互作用により、マクロダ
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イポールモーメントが逆平行になる可能性もある（Scheme 3-9a）。従って、平行及び逆平

行の配向性を有する-へリックス分子の混在、即ち、異なった配向を有するマクロダイポー

ルモーメントを持ったペプチド分子の混在が正、負何れの電位を印加した場合にも、電流

応答を示した要因と考えられる。 

一方、逐次重合法で調製した L14A2 SP及び L14A2Co SPの場合、基板上のアミノ基を

反応開始点とし、-へリックス分子が成長したために、すべてのペプチド分子が基板上にそ

の C-末端、アレー表面に N-末端を配し、固定化されるために、-へリックス分子のマクロ

ダイポールモーメントが一方向に揃うと考えられる（Scheme 3-9b）。そのため、基板に正

の電位を印加した時、電流応答が見られないことに対し、負の電位を印加した時電流応答

が観察された。 

 

 

 

Scheme 3-9. Schematic pictures of the molecular alignment and the direction of electron 

flow through the Co(II) coordinated nano-arrays prepared by (a); the self-assembly method 

and (b); the stepwise polymerization one, respectively. 

 

加えて、SAM法及び逐次重合法、それぞれで構築した金属配位ペプチドナノアレーは同

じ手法で調製した金属未配位のものより、高い電流の応答性を示した。この結果は-へリッ
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クスのマクロダイポールモーメントと金属錯体との共役より、電子移動が加速されたこと

が示唆される。更に、逐次重合で調製した金属配位ペプチドナノアレー，L14A2Co SP，で

は最も大きな電流応答と非線形効果が観察できた。SAM法で調製した L14A2Co SAMと比

べると、L14A2Co SP のへリックス含有率が低いものの、そのマクロダイポールが一方向

に揃っていると共に、その垂直法線からの配向角が小さいことを前節 3-3-3で示した。この

ことより、負の電位を印加時に、L14A2Co SP では一方向に垂直配向したペプチドナノア

レー中に規則正しく配列した二箇所の金属錯体と一軸配向したペプチドマクロダイポール

との共役より、大きな非線形電流応答が発現されたものと考えられる。 

従って、基板上に逐次重合法による構築した金属配位ペプチドナノアレーは分子配向性

が高く、本章の目的である非線形的な電子移動を実現できる。 

 

3-4 結言 

本章では、ペプチドのアミノ酸シーケンスにはロイシン、及び金属配位子として機能す

るピリジル基を有する 4-ピリジルアラニンの周期配列を有する Leu6Ala(4-Pyri)Leu6Ala(4- 

Pyri)Leu2を用い、金蒸着ガラス基板上に、自己組織化単分子膜（SAM）法と逐次重合法の

二種の手法による、金属配位ペプチドナノアレーを構築した。同ペプチドは-へリックスを

形成した際、二つのピリジル基は棒状-へリックス分子の片側側面に配向し、金属と錯体を

形成することで、-へリックスのバンドル構造を形成することが期待される。更に、ペプチ

ドのマクロダイポールモーメントを一方向に揃えることで、そのマクロダイポールモーメ

ントと金属錯体との共役により効率的な一方向への電子の移動を期待できると考えた。 

上記二種の手法で得られた金属配位ペプチドナノアレー中のペプチド分子の二次構造、

及びへリックス軸の基板垂直法線からの傾斜角を高感度赤外分光（FTIR-RAS）測定より評

価したところ、SAM 法、逐次重合法、何れの手法で構築したペプチドナノアレーにおいて

も、ペプチドは金属配位により、主に-へリックス構造を取り、基板垂直法線からのへリッ

クス軸の傾斜角が減少した。この結果は金属との錯形成より、-へリックスがバンドル集合

体を形成することによって、ペプチドが基板上により垂直配向することを示唆された。 

また、金属配位ペプチドナノアレー中-へリックスペプチドの分子配向を表面電位顕微

鏡（SPoM）を用いて評価した。SAM 法による調製したペプチドナノアレーにおけるへリ

ックス分子が基板上に平行及び逆平行が混在に配向することに対し、逐次重合法による構

築したペプチドナノアレーは-へリックスのマクロダイポールが一方向に配向したと分か

った。 

空気中におけるペプチドナノアレーの電気化学特性を走査トンネル分光法（STS）より

評価した。SAM 法で構築した金属配位ペプチドナノアレーが正、負何れの電位を印加した

場合においても、電流の応答が観察できたことに対し、逐次重合法で調製した金属配位ペ

プチドナノアレーが負の電位を印加する場合のみ電流応答が見られ、電子移動の整流作用

の発見が確認できた。以上の結果は、逐次重合法で構築したペプチドナノアレーの一軸・
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垂直配向した-へリックス分子に基づく一方向に配向したマクロダイポールモーメントと、

配位金属との共役によるものであると示唆された。逐次重合法は高配向性金属配位ペプチ

ドナノアレーの構築において有用な手法であり、このような単分子膜が電子移動の際の整

流効果を有する伝達経路として機能することを示し、ナノデバイスとしての応用が期待で

きると考えられる。 
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第 4章 電場配向による自己組織化を用いたペプチドナノアレーの調製 

 

4-1 緒言 

ナノ構造体（0.1 nm～200 nm）の構築には、古くから、大きなものを「切っ」たり、「削

っ」たりして、小さくしていく微細加工技術である「トップダウン（top-down）」がよく用

いられてきた 1)。従来法は、技術の極限化、高精度化、高機能化を追求する技術であるが、

この加工法では、加工線幅 50 nm以下の構造を大量生産するのは困難とされ、今後のナノ

テクノロジーでは、分子レベルで「もの」を組み立てる技術が必要とされる。この中、「ボ

トムアップ（bottom up）」と言う、個々の原子や分子から、ミクロな新規材料やデバイスを

組み立てる微細組立技術、つまり、原子・分子を数十から数百の単位で集合させ、ナノ構

造体を構築する技術が提案された 2-9)。この方法は、50 nm 以下のスケールでナノ構造体の

加工や構築には有効である 10)。より小さい構造体を構築するのは、現代科学や工業におい

て、非常に重要な意味があり、それは、一定空間に如何により多くの素子を組み込むか、

高速・簡便に、かつ低いエネルギーで動作できるかにある 11)。1959年、R. Feynmanが原

子、分子の自己集合であるボトムアップによるナノサイズの機能構造体の構築を提唱して

以来 12)、ナノスケールの構造がある条件下で自発的に形成する「自己組織・集合」が注目

されている 13-16)。 

分子の自己集合は、蛋白質化学、生化学、高分子化学、材料化学など様々な分野で応用

されている 17-23)。自己集合による生成した単分子膜はその安定性より機能性材料としてよ

く研究された。1983年に、Nuzzoと Allaraは始めて金表面における金とチオールの共有結

合による dialkyl disulfideの自発的な吸着で形成した自己集合単分子膜（SAM）を報告した
24-26)。様々な SAM についての報告の中 27,28)、-へリックスペプチド SAM が脚光を浴びて

きた 29-34)。  

ペプチドの-へリックス構造では、ペプチド主鎖アミノ基は 4 残基離れたアミノ酸のカ

ルボキシル基と水素結合で結ばれ、部分的にらせん軸に沿って双極子モーメントを持つた

め、へリックス全体としては、N-末端に 1/2の正電荷、C-末端に 1/2の負電荷を有するへリ

ックス軸に沿って配向したダイポールに近似できる（3.5 D / residue
35,36)）37)。-へリック

ス構造の生理的な機能は、主にその規則的分子構造と、分子軸に沿ったマクロダイポール

によるものと考えられ、生物システムにおける蛋白質の構造や機能に大きく影響を与える。

例えば、光合成中心における電子移動は、膜蛋白質中-へリックスドメインのマクロダイポ

ールモーメントに関係する 38-40)。その機能を模倣し、-へリックスペプチドは一方向への

電子移動媒体を構築するための有効な素材と考えられた 41-43)。木村らは、金基板表面に構

築した N-末端に disulfide 基でラベルしたペプチド SAM において、膜を介する一方向への

電子移動を示した 44)。一方、東らは、ヘリックスマクロダイポール間の相互作用により、

これを打ち消すような逆平行になる場合もあることを報告した 31)。本章では、SAMにおけ

るペプチドのマクロダイポールに着目し、静電的相互作用により、そのマクロダイポール
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Scheme 4-2. Schematic picture of cobalt(II) 

-His complex. 

 

Scheme 4-1. Amino acid sequence of the peptide L14H2S. 

モーメントの配向性を向上させることを検討した。 

近年、静電的相互作用は様々なダイポールモーメントを持つ分子の配向を規則化させる

ことに、大きく貢献した 45-48)。Samulski らは、マクロダイポールモーメントを有する

disulfide基修飾ポリ-へリックスペプチドの電場配向による自己集合膜を報告している 48)。

彼らの研究では、二つ基板の間に適切な電圧を印加することによって、-へリックス分子の

マクロダイポールモーメントが一方向に配向したペプチド自己集合膜が構築できることを

示している。 

本章では、電場配向自己組織化単分子膜法を用い、固体基板表面に高い一軸・垂直配向

性を有する金属配位ペプチドナノアレーを構築する。基板間に適切な電圧を印加し、ペプ

チドのマクロダイポールモーメントと電場との静電的相互作用によって、そのマクロダイ

ポールモーメントが一方向に揃った金属配位ペプチドナノアレーの構築を試みた。ペプチ

ドのアミノ酸シーケンスには、第 2 章で記述した-へリックス構造を形成した際、金属配

位子である His 側鎖イミダゾール基がへリックス分子片側側面に配位する

Leu6HisLeu6HisLeu2を用いた。尚、従来の SAM法を用い、同アミノ酸シーケンスを有する

金属配位ペプチドナノアレーを構築した。得られた二種のペプチドナノアレーの二次構造、

分子配向及びその電気化学特性に関し、比較・検討を行った。 

 

4-2 実験 

4-2-1 試料 

4-2-1-1 金属配位能を有するペプチド 

本章では、アミノ酸シー

ケンスが Leu6HisLeu6His- 

Leu2 よりなるペプチドを第

2章に従い、Fmoc法で合成

した 50)。ここでは、金属配

位子として Hisを用いた。こ

れは、Hisの側鎖イミダゾー

ル基が Co(II)の指示薬として使われている

ことを考え、前節で用いた Ala(4-Pyri)の側

鎖ピリジル基よりも強い錯形成を期待し

たものである。また、基板上に同ペプチド

を固定化するためにその N-末端にリポ酸

を導入した（L14H2S：Scheme 4-1）。 

 

4-2-1-2 配位金属 

本章においては、配位金属として、錯
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形成時に、配位子である L14H2S の His 側鎖イミダゾール基が平面四配位構造を取る二価

のコバルト（酢酸コバルト（II）：Scheme 4-2）を用いた。 

 

4-2-1-3基板 

本章では、前章 3-2-1-3 節で用いた金蒸着ガラス基板を同様に洗浄し、ペプチドナノア

レーの吸着基板として用いた。電気ポーリングセルも同じ基板を用い作成した。 

 

4-2-2 ペプチドナノアレーの調製 

本章では、基板表面に高配向性を有する金属配位ペプチドナノアレーを以下の二種類の

方法、即ち、従来の自己組織化単分子膜法（SAM 法）及び電場配向による自己組織化単分

子膜法（EF-SAM法）よりそれぞれ構築した。 

 

4-2-2-1 自己組織化単分子膜法 

2,2,2-trifluoroethanol（TFE）（和光純薬工業（株）社製）に濃度 0.25 mMとなるように

N-末端にリポ酸を導入した金属配位能有するペプチド L14H2S を溶解させた。同溶液に酢

酸コバルト（II）メタノール溶液を加え、錯形成を溶液中で予め行った。Co(II)とペプチド

側鎖イミダゾール基とのモル比，[Co(II)]/[His]，は 0.25とした。上記で調製した溶液中に金

蒸着ガラス基板を 24 時間浸漬させた。その後、得られた基板を TFE で 3 回以上洗浄し、

真空中で十分乾燥させた。 

得られたペプチドナノアレーを以下 L14H2Co SAMとする。 

 

4-2-2-2 電場配向による自己組織化単分子膜法 

電場配向による金属配位ペプチドナノアレーの調製は電気ポーリングセル中で行った。

本章で用いた電気ポーリングセルは以下の手順に従い作成した。 

厚さ 1 mm のシリコーンシート（サカセ化学工業株式会社、SRT-33-S）を 1 cm×1cm

の正方形を切り抜き、その正方形の四辺を 1.5 mm残し、内部に開口部を形成した。また、

その一辺の中心を 1.5 mm切り取り、サンプル注入用の孔を形成した（Scheme 4-3a）。上

記シリコーンシートを、金表面を上にした金蒸着ガラス基板上に置いた。もう一枚の金蒸

着ガラス基板をガラス表面がシリコーンシートと接するようにおいた。セル内部では基板

の金表面ともう一枚の基板のガラス表面とが向き合うように設置した。基板・シリコーン

シート・基板の上下部をクリップで固定した（Scheme 4-3b）。 

N-末端にリポ酸を導入した金属配位能を有するペプチド L14H2S 溶液を調製した。TFE

に濃度 0.25 mM となるように L14H2S を溶解させた。同溶液に酢酸コバルト（II）メタノ

ール溶液を加え、錯形成を溶液中で予め行った。Co(II)とペプチド側鎖イミダゾール基との

モル比，[Co(II)]/[His]，は 0.25とした。 

上記ペプチド TFE 溶液をテルモマイクロシリンジで開孔部からセル内に注入し
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（Scheme 4-3c）、シリコーンダックシートで作成した T字蓋を開口部に差し込んだ。開口

部をグリップで固定した（Scheme 4-3d）。Electrophoresis Power Supply EPS 1001 

（Amersham Pharmacia Biotech社製）を用い、電圧を印加した。ペプチド TFE溶液と接

する金表面に印加する電圧の極性を変え、2通りのペプチド SAMを構築した。電場配向後、

セルを分解し、ペプチド溶液と接する金蒸着ガラス基板を TFE で 3 回以上洗浄し、真空中

で十分乾燥させた。得られたペプチドナノアレーは以下それぞれ EFneg-L14H2Co SAM（ペ

プチド溶液と接する金表面が負極となる場合：Scheme 4-3e）及び EFpos-L14H2Co SAM

（ペプチド溶液と接する金表面が正極となる場合）とする。 

 

 

Scheme 4-3.  (a)~(d); Set up of an electric poling cell. And (e); Fabrication of the 

self-assembled peptide monolayer under the electric field. 
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4-2-3 測定法 

4-2-3-1 紫外可視吸収スペクトル測定 

溶液中において、金属とペプチド L14H2S との錯形成を考察するため、紫外可視吸収ス

ペクトル（UV-vis）測定を行った。 

溶媒には TFE を用いた。ペプチド L14H2S の濃度は 0.1 mg/mL とした。酢酸コバルト

のメタノール溶液（6.78 mM）を調製し、上記ペプチド TFE溶液中に添加した。Co(II)とペ

プチドのヒスチジン残基とのモル比，[Co(II)]/[His]，は 0.05 から 0.5 まで 0.05 間隔で振っ

た。上記溶液を光路長 5 mm の石英セルに満たし、室温で紫外可視分光光度計（日本分光

製、JASCO V550）を用い 300-700 nm範囲で UV測定を行った。 

 

4-2-3-2 円偏光二色性スペクトル測定 

溶液系において、ペプチド L14H2S の二次構造及び金属コバルト，Co(II)，添加に伴う

L14H2Sの二次構造変化を考察するため、円偏光二色性（CD）測定を行った。 

溶媒には同じく TFEを用いた。ペプチド L14H2Sの濃度は 0.25 mMとした。金属配位

ペプチド溶液の調製は、上記ペプチド TFE溶液中に、予め調製した酢酸コバルト（II）のメ

タノール溶液を添加することによって得られた。Co(II)とペプチドのヒスチジン残基とのモ

ル比，[Co(II)]/[His]，は 0.25とした。上記溶液を光路長 5 mmの石英セルに満たし、室温、

窒素雰囲気下で円偏光二色性分散計（日本分光製、JASCO J800）を用い、190-260 nm範

囲における CD 測定を行った。積算回数は 16 回である。前章 3-2-3-2 節に従い、溶液中ペ

プチドの各波長におけるモル楕円率を計算した。溶液中におけるペプチドの二次構造は分

散型-へリックス、-シート、ランダムコイルの各二次構造の基準スペクトルに基づき、190 

nm から 260 nm のカーブフィッティングより求めた 51)。 

 

4-2-3-3高感度赤外反射スぺクトル測定 

金蒸着ガラス基板上に調製した各金属配位ペプチドナノアレーの二次構造及び分子配向

を高感度赤外反射スぺクトル（FTIR-RAS）測定より評価した。測定は前章 3-2-3-3 節に従

って行った。得られたスぺクトル中のアミド I 及びアミド II 領域をそれぞれ-へリックス、

-シート、ランダムコイル構造に帰属される吸収スぺクトルに波形分離を行い、アミド I領

域の波形分離後の各二次構造に帰属されるスぺクトルの面積比より、各二次構造の含有率

を算出した。また、基板表面における-へリックスの基板垂直法線からの傾斜角はアミド I

及びアミド II 領域の-へリックス構造に帰属される分離スぺクトルの面積比から求めた
52,53)。 

 

4-2-3-4表面電位顕微鏡観察 

金蒸着ガラス基板上で調製した金属配位ペプチドナノアレーの表面形状を TMAFM より

観察し、表面電位を表面電位顕微鏡（SPoM）を用い得た 54,55)。測定法は、前章 3-2-3-5節
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Figure 4-1. UV spectra of peptide, 

L14H2S, in TFE solution after cobalt(II) 

acetate addition. The concentration of 

peptide was fixed at 0.1 mg/mL. 

Figure 4-2. The changes in the 

absorbance at 550 nm of peptide, 

L14H2S, induced by cobalt(II) acetate 

addition in TFE solution. 

に従い行った。 

 

4-2-3-5 走査トンネル顕微鏡観察 

電場未印加及び印加時で調製した金属配位ペプチドナノアレーの表面トポグラフィーを

表面走査トンネル顕微鏡（STM）を用い観察した。測定法は、前章 3-2-3-6節に従い行った。 

 

4-2-3-6 電気化学特性 

空気中における金属配位ペプチドナノアレーの電気化学特性は走査トンネル分光法

（STS）を用いて評価した 56)。本章における STS 測定は前章 3-2-3-7 節に従い、イメージ

中心に探針を固定し、I-V曲線を測定した。印加バイアスは-0.5 ~ +0.5 V でスキャンした。 

 

4-3 結果と考察 

4-3-1 溶液中におけるペプチド－金属錯形成 

TFE 溶液中において、ペプチド L14H2S と金属 Co(II)との錯形成を UV 測定により評価

した。本節では配位金属として、前章と同様に、錯形成により-へリックスバンドルを形成

可能な Co(II)を用いた。ただし、配位子には、ピリジル基と比較し、Co(II)との錯形成能の

高いイミダゾール基を有する Hisを用いた。0.1 mg/mLのペプチド TFE溶液を調製し、酢

酸コバルト（II）のメタノール溶液を添加し、Co(II)とペプチドのヒスチジン残基とのモル

比，[Co(II)]/[His]，を 0.05 から 0.5 まで 0.05 間隔で振った。Co(II)添加後の UV-vis スペク

トルを Figure 4-1に示した。Co(II)添加後、550 nmに Co(II)-His錯体に基づく極大吸収ピー

クが観察でき、Co(II)添加により、その吸光度の増加が確認できた。550 nmにおける吸光 
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度を Co(II)とペプチド側鎖のイミダゾール基とのモル比，[Co(II)]/[His]，に対してプロット

した（Figure 4-2）。Co(II)添加量の増大に従って、550 nmにおける吸光率が増大し、Co(II)

とヒスチジン残基とのモル比，[Co(II)]/[His]，が 0.25となる以後、吸光度の増加が飽和にな

る傾向を示した。この値は、Scheme 4-2 に示したように、Co(II)が四つのペプチドの His

側鎖イミダゾール基と平面四配位する際のモル比と一致し、前節のピリジル基と比較して、

化学量論的に錯体を形成することが分かった。これは、イミダゾール基の Co(II)への配位能

が高いためと考えられる。 

 

4-3-2 溶液中におけるペプチドの二次構造 

TFE 溶液中におけるペプチド L14H2S の二次構造を円偏光二色性（CD）測定より評価

した。ペプチドの濃度は 0.25 mMとした。また、金属イオン（Co(II)）添加に伴うペプチド

の二次構造変化を同様に CD スペクトルより評価した。Co(II)とペプチド側鎖イミダゾール

基とのモル比，[Co(II)]/[His]，は前節で錯形成が化学量論的に行われる 0.25とした。CDス

ぺクトルを Figure 4-3 に示した。金属添加後及び金属未添加の CD スぺクトルでは、何れ

も 208 nmと 222 nmに負の極大値を示すことから、ペプチド L14H2S、Co(II)配位 L14H2S

と共に、TFE溶液中で-へリックス構造を有することが分かる。 

 

Fiugre 4-3. CD spectra of cobalt(II) free peptide, L14H2S (solid line), and 

cobalt(II) coordinated peptide (broken line) in TFE solution. The concentration 

of peptide was fixed at 0.25 mM, and the molar ratio of Co(II) to imidazole 

group of the peptide was 0.25. 
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3-2-3-2節で述べた分散型の-へリックス、-シート、ランダムコイル構造に基づく基準

スぺクトルを用い、Figure 4-3における CDスぺクトルをカーブフィティングした。その結

果、金属添加前、ペプチド L14H2Sの各二次構造含有率は、-へリックス：54%、-シート：

0%、ランダムコイル：46%と得られた。Co(II)添加後では、CDスペクトルの負の極大値が

増加し、Co(II)添加により-へリックス構造の安定化が認められた。二次構造含有率を算出

して見ると、Co(II)添加後、ペプチドのへリックス含有率が 60%となり、Co(II)未添加時よ

り 10%程向上した。これは金属とヒスチジン残基が有する側鎖イミダゾール基との錯形成

により、-へリックスバンドルの形成が促進され、-へリックス構造が安定化されたものと

思われる。 

 

4-3-3 自己組織化ペプチドナノアレーの二次構造及び分子配向 

本章では、より配向性が高い自己組織化単分子膜を得ることを目的として、基板上で自己組織

化単分子膜を形成する際、同時に基板垂直方向に電場を印加し（Scheme 4-3）、金蒸着ガラ

ス基板上に金属配位ペプチドナノアレーを構築した（EF-SAM法）。ペプチド溶液と接する

金表面が負極となる様に電場を印加したペプチドナノアレーを EFneg-L14H2Co SAMとし、

ペプチド溶液と接する金表面が正極となる様に電場を印加したペプチドナノアレーを

EFpos-L14H2Co SAMとした。比較のため、電場未印加時に、従来の SAM法により Co(II)

配位 L14H2Sナノアレー（L14H2Co SAM）を調製した。 

金蒸着ガラス基板上に上記二種の方法で調製したペプチドナノアレーの二次構造及び分

子配向を検討するために、FTIR-RAS測定を行った。EF-SAM法で調製したEFneg-L14H2Co 

SAM及び EFpos-L14H2Co SAMの FTIR-RASはそれぞれ Figure 4-4aと Figure 4-4bに示

し、電場未印加時に SAM法で調製した L14H2Co SAMの FTIR-RASは Figure 4-4cに示し

た。 

高感度赤外反射吸収（FTIR-RAS）法より、前章 3-2-3-3節で述べた手法を用い、アミド

I領域を各二次構造に帰属されるスぺクトルに波形分離し、各スぺクトルの面積比より各二

次構造含有率を求めた。各スぺクトルから-へリックス構造に帰属されるアミド Iの強度と

アミド II の強度の比から、-へリックスの基板垂直法線からの傾斜角を算出し、基板上で

のペプチドナノアレーの分子配向を FTIR-RAS を用い評価した 51,52)。分子配向の結果を二

次構造の結果と合わせて、Table 4-1 にまとめた。 

Table 4-1. Summary of conformation and molecular orientation for the peptide monolayers. 

 

 Conformation (%) Tilt angle 

(deg) -helix -sheet Random coil 

EFneg-L14H2Co SAM 79 20 1 36 

EFpos-L14H2Co SAM 49 38 13 ─ 

L14H2Co SAM 64 17 19 47 
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電場配向時に、負極上で形成した金属配位ペプチドナノアレー，EFneg-L14H2Co SAM，

（79%）は従来の SAM法で形成した L14H2Co SAM（64%）より高い-へリックスの含有

率を示した。また、EFneg-L14H2Co SAM における-へリックスの基板垂直法線からの傾

斜角，36 deg，は従来の SAM法で形成した L14H2Co SAMの 47 degに比べ減少した。こ

の結果は、電場印加により負極上で調製した Co(II)配位ペプチドナノアレーは電位未配位

SAM に比べ、-へリックス構造が安定化され、-へリックスペプチド分子が基板上により

垂直に配向したことが分かる。一方、金蒸着ガラス基板が正極となる様に電場を印加し、

調製した EFpos-L14H2Co SAMにおいては、ペプチド分子の-へリックス含有率は 49%ま

で減少し、-シート（38%）やランダムコイル（13%）構造が混在した。 

電場配向による金蒸着ガラス基板上におけるペプチドナノアレーの形成機構は以下のよ

うに説明できる。 

ペプチドの-へリックス構造は分子内水素結合により形成されており、分子軸に沿って

大きなマクロダイポールモーメント（3.5 D / residue）を有している。電場下では、その電

場に沿って-へリックス分子が配向することが知られている 48)。まず、電場下で、金蒸着

ガラス基板表面にペプチド SAMを構築する場合を考えて見る。基板が負極となる様に電場

を印加し、構築した EFneg-L14H2Co SAMでは、ペプチド L14H2Sは N-末端に導入したリ

ポ酸を介し、チオールと金との結合より金基板表面に固定化される。基板が負極であるた 

Figure 4-4. FTIR-RAS of (a); EFneg- 

L14H2Co SAM, (b); EFpos-L14H2Co 

SAM and (c); L14H2Co SAM on 

gold-deposited glass plates, respectively. 

And peak deconvolution of amide I and 

amide II bands to 1; -helical (1654 and 

1545 cm
-1

), 2; -sheet (1635 and 1522 

cm
-1

) and 3; random coil (1679 and 

1535 cm
-1

) conformation. 
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Figure 4-5. TMAFM images (500 x 

500 nm) for (a); EFneg-L14H2Co 

SAM, (b); EFpos-L14H2Co SAM 

and (c); L14H2Co SAM, 

respectively. The scanning speed 

was at a line frequency of 1 Hz. 

Figure 4-6. The distributions of surface 

potentials for (a); EFneg-L14H2Co SAM, 

(b); EFpos-L14H2Co SAM and (c); 

L14H2Co SAM, respectively. 

 

 

Table 4-2. Surface potentials for the peptide nano-arrays prepared by SAM method 

with or without the electric field applied. 

 EFneg-L14H2Co 

SAM 

EFpos-L14H2Co 

SAM 
L14H2Co SAM 

Surface potential 

(mV) 
-94.2±14.6 +3.4±14.8 -53.6±12.0 
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め、従来の SAM法（電場が存在しない）に比べ、負極である基板と正電位を持つペプチド

N-末端との静電相互作用によって、ペプチド分子がより効率的に基板に固定し、ペプチド

がより垂直、かつ一方向に配向したと考えた。一方、正電位を印加した金蒸着ガラス基板

上形成される EFpos-L14H2Co SAMでは、リポ酸を有するペプチドのN-末端が基板に S-Au

結合により固定すると同時に、負電位を持つペプチド C-末端も正極である金基板との静電

相互作用によって基板に接近する。このため、EFpos-L14H2Co SAM 中のペプチド分子は

ひずみが生じ、-へリックス含有率が減少したと考えられる。 

また、基板に負電位を印加し、電場下での自己組織法で調製した Co(II)配位ペプチドナ

ノアレー，EFneg-L14H2Co SAM（Figure 4-4a），及び従来の SAM法（電場が存在しない）

で調製した L14H2Co SAM（Figure 4-4c）においては、1590 cm
-1付近に Co(II)錯体の対イ

オンである CH3COO
-カルボキシル基の伸縮振動に由来する大きな吸収が観察された。この

結果は、ペプチド側鎖のイミダゾール基と Co(II)との錯体における対イオンの CH3COO
-が

基板法線に対し垂直に配向していることを示唆した。即ち、Co(II)と四つのイミダゾール基

で形成される平面四配位面が基板に対し平行していることを示した。更に、この 1590 cm
-1

における吸光度は従来の SAM法で調製した L14H2Co SAMより、EF-SAM法で負極に形成

した EFneg-L14H2Co SAMが大きな値を示した。EFneg-L14H2Co SAMにおいて、垂直に

配向したペプチド鎖中 N-末端（基板表面）から等距離に存在したイミダゾール基（7 残基

目と14残基目）とCo(II)が効果的に錯体を形成し、対イオンのCH3COO
-が基板法線に対し、

より垂直に配向したと考えられる。即ち、EFneg-L14H2Co SAM における錯形成は、より

安定な垂直配向した分子配列を形成することが示唆される。一方、電場下正極基板上に調

製した EFpos-L14H2Co SAMでは、1590 cm
-1付近に吸収が観察されなかった。この結果は、

ペプチド分子の配向がランダムであると共に、Co(II)との錯形成が阻害されたためと考えら

れる。 

従来の SAM 法及び EF-SAM 法による調製したペプチドナノアレーの分子配向を確認す

るために、表面電位顕微鏡（SPoM）観察を行った。メインスキャンではペプチドナノアレ

ーの表面形状をタッピングモードで観察した（Figure 4-5）。EF-SAM 法により負極、正極

基板上に調製した EFneg-L14H2Co SAM（Figure 4-5a）、EFpos-L14H2Co SAM（Figure 

4-5b）、及び従来の SAM法で調製した L14H2Co SAM（Figure 4-5c）の表面が均一である

ことが確認できた。ペプチドの自己組織化単分子膜が金蒸着ガラス基板上によくパッキン

グされていることを示唆した。 

次に、プローブをサンプル表面より 20 nmリフトさせ、インターリーブスキャンを行い、

ペプチドナノアレーの表面電位を得た。その表面電位分布を Figure 4-6に示し、Table 4-2

にまとめた。電場配向による負極上で調製した EFneg-L14H2Co SAMは最も大きな負の平

均表面電位を示した。一方、正極上で調製した EFpos-L14H2Co SAMの表面電位はほぼゼ

ロであった。EFneg-L14H2Co SAM における大きな負の表面電位はペプチドナノアレー中

ペプチド分子の分子配向によるものだと考えられる。EFneg-L14H2Co SAM では、ペプチ
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ド L14H2S が N-末端に導入したリポ酸を介し負の電圧を印加した金基板表面に固定化され

ている。これは、正電位を持つペプチドの N-末端と負電位を印加した基板との静電相互作

用によってペプチドの N-末端が選択的に基板上に固定化されることで、負の電位を持つペ

プチド C-末端がペプチドナノアレー表面に存在するためと推定できる。結果として、負電

位を印加した基板上でペプチド分子のマクロダイポールが一軸に配向した配向膜が形成さ

れた。一方、従来の SAM法で調製した L14H2Co SAMでは、-へリックスペプチドのマク

ロダイポール間の相互作用によって、部分的にマクロダイポールモーメントが逆平行に配

向する場合が混存する。ペプチド C-末端のカルボキシル基の表面密度が逆平行の配向構造

の形成により減少し、負の平均表面電位の絶対値が減少した。また、電場存在下、正極上

に調製した EFpos-L14H2Co SAMは、種々の二次構造を含む。二次構造が不均一である（-

へリックス：49%、-シート：38%、ランダムコイル：13%）ことに加え、その分子配向が

ランダムであることから（恐らく基板上に横たわって存在している）、ほぼ中性の平均表面

電位を示したと考えられる。 

以上の結果より、電場配向自己組織化単分子法を用いることで、負電位を印加した基板

上で調製したナノアレー中のペプチド分子が固体基板表面に垂直に固定化でき、ペプチド

のマクロダイポールが一方向に配向した高配向性ペプチドナノアレーを形成したことが分

かる。 

 

4-3-4 電場配向で調製したペプチドナノアレーの電気化学特性 

走査トンネル顕微鏡（STM）を用いペプチドナノアレーの表面形状観察した。STM測定

では、従来及び電場配向自己組織単分子膜法で調製したペプチドナノアレーはフラットな 

 

 

Figure 4-7. STM images (500 x 500 nm) 

for (a); EFneg-L14H2Co SAM, (b); 

EFpos-L14H2Co SAM and (c); 

L14H2Co SAM, respectively.  
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表面を示し（Figure 4-7）、ペプチド分子は金蒸着ガラス基板上に均一にパッキングしたこ

とが分かった。この結果は TMAFM観察の結果（Figure 4-5）を裏付けた。 

その後、STM測定に基づき、探針をイメージ中心に固定し、走査トンネル分光法（STS）

を用い空気中におけるペプチドナノアレーの電気化学特性を評価した。印加バイアスは-0.5 

~ +0.5 Vでスキャンした。 

本章で用いた二種の手法（SAM 法及び EF-SAM 法）で調製した金属配位ペプチドナノ

アレーの STS曲線を Figure 4-8に示した（EFneg-L14H2Co SAM：solid line in Figure 4-8a、

L14H2Co SAM：broken line in Figure 4-8aと EFpos-L14H2Co SAM：Figure 4-8b）。電場

未印加時に SAM法で調製した金属配位ペプチドナノアレーL14H2Co SAMでは、基板上に

正、負何れの電位を印加した場合にも、電流応答が観察され、その応答は基板に負電位を

印加した時より、正電位を印加した際の応答電流が若干大きかった。一方、電場配向法で

調製した負極基板に形成したペプチドナノアレー，EFneg-L14H2Co SAM，においては、非

対称的な I-V挙動が観察できた。即ち、EFneg-L14H2Co SAMに正電位を印加した時のみ顕

著な電流応答が観察され、その値は正電位印加時の L14H2Co SAM の電流応答に比べ、大

きなものであった。加え、EF-SAM法より正極上に調製した EFpos-L14H2Co SAMにおけ

る電流応答はほぼ左右対称で、L14H2Co SAM及び EFneg-L14H2Co SAMに比べ、非常に

小さかった。 

 

Figure 4-8. Current (I)-voltage (V) curves for (a); EFneg-L14H2Co SAM (solid line) and 

L14H2Co SAM (broken line), and (b); EFpos-L14H2Co SAM. The I-V curves were obtained 

by the STS measurements.  

 

上記応答性の違いは、以下のように説明できる。その電子移動メカニズムを Scheme 4-4

に模式的に示した。 
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Scheme 4-4. The schematic pictures of electron flow through the -helical 

self-assembled peptide monolayers (a); EFneg-L14H2Co SAM, (b); 

EFpos-L14H2Co SAM and (c); L14H2Co SAM, respectively. The arrow lines 

showed the direction of macro-dipole moment. 
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ペプチド L14H2Co は N-末端に導入したリポ酸を介し、金蒸着ガラス基板上に固定化さ

れる。EFneg-L14H2Co SAMでは、負の電位が印加された基板表面とペプチド N-末端との

静電吸着及びペプチド C-末端との静電反発より、へリックス分子がその N-末端を基板に向

け、基板上に垂直に固定化された。即ち、ペプチドのマクロダイポールモーメントが一方

向に垂直配向し、その C-末端がペプチドナノアレー表面に位置した配向膜を形成した

（Scheme 4-4a）。この一軸に垂直配向したへリックスのマクロダイポールモーメントによ

りペプチドナノアレーは正電位を印加した時のみ、電流応答が観察でき、非線形的な I-V挙

動を示した。言い換えると、EFneg-L14H2Co SAM での電子移動は平行に配向した-へリ

ックスペプチドを介し、ナノアレー表面から金基板表面へに起こった。一方、従来の SAM

法で調製した L14H2Co SAMでは、EFneg-L14H2Co SAMと同様にペプチドが平行に配向

したものの、-へリックスペプチドのマクロダイポールモーメント間相互作用によって逆平

行に配向することも考えられる。このことは、表面電位の負の値が EFneg-L14H2Co SAM

に比べ低い値であることからも分かる。ペプチドナノアレー中では、平行及び逆平行に配

向する-へリックス分子が混在するため、負電位を印加する際にも、逆方向の金基板表面か

ら膜表面への電子移動が起こったと考えられる（Scheme 4-4c）。また、この逆向きのへリ

ックスペプチドの配向により、EFneg-L14H2Co SAMで見られた正電位印加時の電流応答、

即ち、膜表面から金基板表面への電子移動が、従来の SAM法で調製した L14H2Co SAMに

おいて、減少したものと思われる。一方、電場配向時に正極基板上に調製した

EFpos-L14H2Co SAM では、ペプチド分子が特定の二次構造及び配向を有していないこと

から、基板上では単に電子移動の抵抗として働き、小さな電流応答しか示さなかったもの

と思われる。 

以上の結果より、電場配向時に負極上で調製した、一方向に垂直配向した-へリックス

バンドル集合体は効率的な電子移動媒体であることが分かった。本研究の目的である非線

形的な電子移動は、ペプチドが基板上に自己集合時、適切な電圧を印加することによって

調製した金属配位ペプチドナノアレーを用いることで実現できる可能性が示唆された。 

 

4-4 結言 

本章では、高配向金属配位ペプチドナノアレーを構築することを目的に、電場配向によ

るペプチドの自己組織化を用い、金蒸着ガラス基板上に金属配位ペプチドナノアレーを調

製した。ペプチドのアミノ酸シーケンスには、ロイシンと金属配位子として機能するイミ

ダゾール基を有するヒスチジンの周期配列を有する Leu6HisLeu6HisLeu2を用いた。イミダ

ゾール基は Co(II)の指示薬として用いられており、強い錯形成能が期待できる。金蒸着ガラ

ス基板表面への固定化のため、同ペプチドの N-末端にリポ酸を導入した。電場印加方向を

変え、それぞれ正極及び負極となる金表面上に金属配位ペプチドナノアレーを調製した。

また、電場未印加時も同ペプチドナノアレーを従来の自己組織単分子膜法より調製した。

得られた自己組織化単分子膜の構造と電気化学特性を比較・検討をした。 
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上記手法で得られた金属配位ペプチドナノアレー中のペプチド分子の二次構造及びへリ

ックス軸の垂直法線からの傾斜角を高感度赤外分光（FTIR-RAS）測定より評価した。従来

の自己組織化単分子膜法、電場印加時に負極上で形成した金属配位ペプチドナノアレーに

おいては、ペプチドが主に-へリックス構造を取った。へリックス含有率が基板に負電位を

印加することによって増加し、へリックスが基板により垂直に配向したことが判った。一

方、電場印加時に正極上で形成したナノアレーは特定の二次構造を形成せず、その配向も

ランダムなものであった。 

また、金属配位ペプチドナノアレー中、-へリックスペプチドの分子配向を表面電位顕

微鏡（SPoM）を用いて評価したところ、負極金表面に構築した金属配位ペプチドナノアレ

ーは最も大きな負の平均表面電位を示し、-へリックスのマクロダイポールが一方向に配向

したことが明らかとなった。 

空気中における金属配位ペプチドナノアレーの電気化学特性を走査トンネル分光法

（STS）より評価した。従来の自己組織化単分子膜法で構築した金属配位ペプチドナノアレ

ーが正、負何れの電位を印加した場合においても、電流の応答が観察できたことに対し、

電場印加時に負極基板表面に構築した金属配位ペプチドナノアレーが正電位を印加する場

合のみ顕著な電流応答が認められ、電子移動が一方向に配向したペプチドのマクロダイポ

ールモーメントに沿って非線形的に起こり、上記手法で調製した金属配位ペプチドナノア

レーにおいて、電子移動の整流作用の発現が確認できた。 

以上の結果より、ペプチドの自己組織化による金属配位ペプチドナノアレーを調製する

際、適切な電圧を印加することによって、ペプチドのマクロダイポールモーメントが一方

向に配向し、非線形的な膜を介する電子移動が生ずることがわかった。本章で論じた電場

配向によるペプチドの自己組織化が、前章の逐次重合法と共に、一方向への電子移動を達

成するために有用な手法であると考えられる。 
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Scheme 5-1. The model of a novel nano-reactor. 

第 5章 高配向性金属配位ペプチドナノアレーを用いた新規光反応場への応用 

 

5-1 緒言 

生体における物質の生成やエネルギー変換は極めて複雑で、しかも巧妙なプロセスによ

って、温和の条件（地球上）下で、効率的かつ選択的に行われている。これは、生物が生

きるために進化しつつ、辿った高度に最適化されたものである。生体及びそこで行われる

反応は非常に効率的なものであるため、生体中における優れた機能を模倣し、工学的に応

用することを考え、「バイオミメティック・ケミストリ（生体模倣化学）」が提案された 1-4)。

広義的な「バイオミメティック」とは、生体物質・系が有する各種機能（特異的な分子認

識、物質やエネルギーの輸送・伝達、選択的な物質変換など）の模倣を示すものであるが
5-16)、本章では、効率的な物質変換を注目した。 

生体中における物質変換は、様々な生命活動を維持する上で、非常に重要なプロセスで

ある。例えば、植物の光合成では、光反応中心において、光のエネルギーを利用して NADP
+

を還元し、NADPHとATPが合成され、NADPHがCO2を還元し、糖を生成される
17)。NADPH

の生成は分子膜を通した一方向への効率的な電子移動に大きく関与し、それは膜に垂直配

向した-へリックスセグメントにおけるペプチド鎖中の官能基が特定の空間配置を取るこ

とによるものである 18,19)。-ヘリックスペプチドは、その分子軸に沿った大きなマクロダ

イポールモーメント 20-22)より、非線形電子伝達材料として関心が集まっている 23-27)。-へ

リックスペプチドのマクロダイポールに沿った電子移動は、溶液系 28)及び基板表面上 29)に

おいて報告されている。特に、-へリックスの垂直配向膜は、ナノデバイスとして様々な手

法より構築されたものの、いくつかの問題点が指摘された 30-41)。本研究では、生体中にお

ける一方向への効率的な電子移動の模倣を目的に、基板上に高い一軸・垂直配向性を有す

る金属配位ペプチドナノアレーを、第 3 章においては逐次重合法で、また、第 4 章におい

ては電場配向自己組織化単

分子膜法を用い調製した。上

記金属配位ペプチドナノア

レーでは、一軸・垂直配向し

たペプチドマクロダイポー

ルモーメントとアレー中の

金属錯体との共役により、膜

を介する効果的な電子の整

流作用が確認できた。本章で

は、同金属配位ペプチドナノ

アレーを用いた光反応場を

構築し、ナノデバイスへの応

用について述べる。 
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我々は、光反応場として、Scheme 5-1に示したモデルを提案した。光誘起電子供与体を

有する金蒸着ガラス基板上に金属配位ペプチドナノアレーを調製し、更に酸化還元能を有

するレドックス蛋白質をアレー表面に固定化する。得られた複合体においては、光照射に

基づく光誘起電子が高配向性金属配位ペプチドナノアレーの整流作用を利用し、ナノアレ

ーを介する一方向、即ち、基板表面からレドックス蛋白質へと効率的に移動し、アレー表

面のレドックス蛋白質の活性制御が実現できると考えた。光電変換能を有する金属配位ペ

プチドナノアレーは、第 3 章で述べた逐次重合法により構築し、二次構造及びその電気化

学特性を評価した上で、表面にレドックス蛋白質である還元酵素を固定化し、基質存在下、

上記系における光照射に伴う物質変換能を評価した。 

 

5-2 実験 

5-2-1 試料 

5-2-1-1 金属配位能を有するペプチド 

本章では、電子伝達器として機能するペプチドナノアレーは逐次重合法により調製を行

う。ペプチドのアミノ酸シーケンスには、第 3 章で述べた金属配位子としてピリジル基を

側鎖に有する Leu6Ala(4-Pyri)Leu6Ala(4-Pyri)Leu2を用いた。 

 

5-2-1-2 配位金属 

本章においては、一方向への効率的な電子移動を達成するために、アレー中のペプチド

分子に安定な-へリックス構造と高い分子配向性を持たせるため、-へリックス間での金属

配位によるバンドル形成を行う。配位金属として、第 3 章で論じた錯形成時、ペプチド

Leu6Ala(4-Pyri)Leu6Ala(4-Pyri)Leu2と錯形成し、安定な平面四配位構造を取る二価のコバル

ト（酢酸コバルト（II））を用いた。 

 

5-2-1-3 電子受容体 

本章で設計する光反応場では、ペプチドアレーを介して、一方向に移動する光誘起電子

を利用した物質変換を目的とする。具体的に、硝酸還元酵素である Nitrate Reductase 

（cytochrome kind, E.C. 1.9.6.1, from Escherichia coli）（Sigma（株）社製）を電子の受容

体として用い、ペプチドナノアレー表面に固定化した。同蛋白質はレドックス蛋白質であ

り、中性の環境で電子を受け取り、硝酸イオン（NO3
-）を亜硝酸イオン（NO2

-）に還元す

る 42-44)。 

 

5-2-1-4電子供与体 

上記光反応場における光反応のトリガーとして働く光誘起電子供与体として、フェロセ

ニル基を有する 1-ferrocenyl-6-hexanthiol（DOJINDO Laboratories 社製）を用いた（Scheme 

5-2）。酸化還元能を有するフェロセンの挙動は、電気化学手法による選択的物質検出におい
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Scheme 5-2. The chemical structure of 

1-ferrocenyl-6-hexanthiol. 

て、特に興味が持たれ、検出素子の実現に向

け、自己組織化方法による素子構築に関する

研究が多くなされている。アミド修飾したフ

ェロセンユニットを有する自己組織化単分子

膜のレドックス特性を利用したアニオンセン

サーが開発され 45)、フェロセンウデカンチオ

ール自己組織化単分子膜を被覆したマイクロ

カンチレバーが報告されている 46)。近年、

「Ferrocenyl hexanethiolate」の単分子層で被覆された安定な金ナノ粒子が作製され 47)、フ

ェロセン被覆粒子が白金電極上で強固に吸着し、安定に存在することが確認されている 48)。

更に、銀基板上の自己組織化フェロセニルアルキルチオールを用い、交流電流を直流電流

に変換できる分子整流器が報告された 49,50)。本研究では、フェロセニル基の酸化還元に基

づく機能性、及び将来的に多種の基板への実用化に期待し、光誘起電子供与体として用い

た。 

 

5-2-2 ペプチドレアーの調製 

 本章では、逐次重合法を用い、光電変換能を有する金属配位ペプチドナノアレーを電極

基板上に調製した。また、上記ペプチドナノアレー表面にレドックス蛋白質である硝酸還

元酵素の固定化を行った。 

 

5-2-2-1 逐次重合法による光電変換能を有する金属配位ペプチドナノアレーの調製 

光電変換能を有するペプチドナノアレーを逐次重合法を用い調製した。 

まず、金蒸着ガラス基板上に逐次重合開始点となるアミノ基及び光誘起電子供与体であ

る ferrocenyl基を有する混合自己組織化単分子膜の形成を行った。具体的には、重合開始点

には、第 3 章と同様にアミノ基を有する 1-amino-11-undecanethiol hydrochloride（C11N）

（DOJINDO Laboratories 社製）を用い、光励起電子供与体には 1-ferrocenyl-6-hexanthiol

（C6Fc）（DOJINDO Laboratories 社製）を用いた。-へリックス鎖の断面積は、逐次重合

開始点である C11Nのアルキル鎖の断面積よりおよそ十倍大きいため、ペプチド鎖成長時の

立体障害を考え、C11N とスペーサーである短鎖アルキル鎖とのモル比は 1:9 とした（第 3

章、3-2-2-2 節参照）。また、スペーサとして、2 本のアルキル鎖を有する n-butyl disulfide

（C4）（DOJINDO Laboratories 社製）を用い、得られる混合単分子膜中の単鎖アルキル鎖

の内、10%に光誘起電子供与体である ferrocenyl 基を導入することとした。即ち、C11N、

C4、C6Fcのモル比は 1:4:1とした。 

C11N、C4及び C6Fcを含む混合自己組織化単分子膜の形成を以下に従い行った。 

C11N、C4及び C6Fcをモル比 1:4:1で、チオール基の終濃度が 0.1 mMになるようにエ

タノール（ナカライテスク（株）社製）に溶解させ、C11N、C4と C6Fcの混合溶液を調製
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した。UV オゾンクリーナで洗浄した金蒸着ガラス基板を上記で調製した溶液中で 24 時間

震蕩し、基板上に C11N/C4/C6Fc の混合自己組織化単分子膜を形成した。反応後、エタノ

ールで基板を 3 回以上洗浄した。その後、基板をアンモニア水（ナカライテスク（株）社

製）で pH 11に調整した水溶液中で震蕩させ、C11N の末端アミノ基の脱プロトン化を行っ

た。純水で洗浄し、洗浄水の pHが中性になるまで洗浄を行った。 

得られた光誘起電子供与体を有する混合自己組織化単分子膜を C11N/C4/C6Fc mixed 

SAMとする。 

次に、第 3章 3-2-2-2節で述べた「逐次重合法」に従い、C11N/C4/C6Fc mixed SAM膜

表面にアミノ酸の縮合反応及び金属の配位を行った（Scheme 5-3）。 

得られた金属配位ペプチドナノアレーは以下 Fc-L14A2Co SPとする。 

 

 

 

Scheme 5-3.  Fabrication of the metal coordinated peptide nano-array on C11N/C4/C6Fc 

mixed SAM by stepwise polymerization. 

  

5-2-2-2 ペプチドナノアレー表面へのレドックス蛋白質の固定 

C11N/C4/C6Fc mixed SAM表面上に、逐次重合法により調製した金属配位ペプチドナノ
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アレー（Fc-L14A2Co SP）のアレー表面にレドックス蛋白質である硝酸還元酵素（NR）の

固定化を以下に従い行った。 

0.15 M、pH 7.38の塩化カリウム（KCl）（ナカライテスク（株）社製）水溶液中におい

て、1-ethyl-3-(3-himethylamino propyl)-carbodiimide hydrochloricde（WSC）（和光純薬工業

（株）社製）と 1-ヒドロキシベンゾドリアゾール（HOBt）（ナカライテスク（株）社製）

の存在下、硝酸還元酵素のカルボキシル基を活性化した。硝酸還元酵素の濃度を 0.005 

unit/mLとした。WSCと HOBtのモル比は 1:1で、最終濃度を 10 mMとした。Fc-L14A2Co 

SPを上記溶液中に浸漬し、活性化された NR中のカルボキシル基とペプチドナノアレー表

面のアミノ基との縮合反応により、ペプチドナノアレー表面に同酵素を固定した。反応は

室温で 36時間を行い、反応後、0.15 M、pH 7.38の KCl水溶液でよく洗浄した。 

得られた金属配位ペプチド－レドックス蛋白質複合体を Fc-L14A2Co SP-NRとする。 

対照サンプルとして、5-2-2-1節で調製した C11N/C4/C6Fc mixed SAM表面にレドック

ス蛋白質を直接に固定した。以下 C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NRとする。 

上記レアーを脱イオン水でよく洗浄し、水中 4℃にて暗所保存した。 

 

5-2-3 測定 

5-2-3-1 高感度赤外反射スぺクトル測定 

金蒸着ガラス基板上に調製した光電変換能を有する金属配位ペプチドナノアレー

（Fc-L14A2Co SP）の二次構造及び分子配向を高感度赤外反射スぺクトル（FTIR-RAS）測

定より評価した。測定は第 3章 3-2-3-3節に従って行った。得られたスぺクトル中のアミド

I 及びアミド II 領域をそれぞれ-へリックス、-シート、ランダムコイル構造に帰属される

吸収スぺクトルに波形分離を行い、アミド I領域の波形分離後の各二次構造に帰属されるス

ペクトルの面積比より、各二次構造の含有率を算出した。また、基板表面における-へリッ

クスの基板垂直法線からの傾斜角は、アミド I及びアミド II領域の-へリックス構造に帰属

される分離スぺクトルの面積比から求めた 51)。 

 

5-2-3-2走査トンネル顕微鏡観察 

逐次重合法による調製した光電変換能を有する金属配位ペプチドナノアレーの表面形状

を表面走査トンネル顕微鏡（STM）を用い観察した 52,53)。 

 

5-2-3-3空気中におけるペプチドナノアレーの電気化学特性 

空気中における光電変換能を有するペプチドナノアレーの電気化学特性は走査トンネル

分光法（STS）を用いて評価した。本章における STS 測定は STM 測定に基づき、イメー

ジ中心に探針を固定し、I-V曲線を測定した 54)。印加バイアスは-0.5 ~ +0.5 Vでスキャンし

た。 
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5-2-3-4溶液中におけるペプチドナノアレーの電気化学測定 

逐次重合により調製した金属配位ペプチドナノアレーの溶液中における電気化学特性を

電流－電圧（I-V）測定より評価した。測定には三電極法を用い、ペプチドナノアレーを作

用電極、Ag/AgCl電極を基準電極、Ptワイヤを補助電極とし、電解質には 0.1 M KCl 水溶

液を用いた。作用電極面積は 0.28 cm
2であり、測定は室温で行った。作用電極に負電位を

印加する時の I-V測定は、電解質中に電子受容体であるmethyl viologen hydrate（MV
2+：50 

mM）（ナカライテスク（株）社製）を添加した状況で行い、正電位を印加場合の I-V曲線は

電子供与体である 2-[bis(2-hydroxyethyl)amino] ethanol （TEOA：50 mM）（ナカライテス

ク（株）社製）を含む電解質中で行った。電圧の印加はファンクションジェネレーター

（NIKKO KEISOKU 社製）を用い、応答電流はポテンシオスタット（NPS-2, NIKKO 

KEISOKU社製）を用い、一定電位印加後の電流値を読み取った。 

 

5-2-3-5光照射による光電変換 

光照射による、光電変換能を有する金属配位ペプチドナノアレーを介する電子移動を評

価した。光照射の光源として、500 W の Xe Lamp（SANEI Denki Co. Ltd.社製、XEF-501s）

を用い、照射は光ファイバーバンドルアレーを用いた。測定には、前節 5-2-3-4と同様に三

電極法を用いた。作用電極面積は 0.28 cm
2であり、測定は室温にて行った。ポテンシオス

タットを用い、印加電圧 0 mVの状態で、光照射の ON、OFFに伴う応答電流値を読み取っ

た。電解質には塩化カリウム（KCl）（ナカライテスク（株）社製）水溶液（0.1 M）を用い

た。電解質中、電子受容体であるMV
2+（5 mM）を添加した。 

また、光電変換能を有する金属配位ペプチド－レドックス蛋白質複合体の光照射による

光電変換能を上記測定によって評価した。電解質には、硝酸還元酵素の基質である硝酸カ

リウム（KNO3）（ナカライテスク（株）社製）水溶液（0.1 M）を用いた。 

 

5-2-3-6 原子間力顕微鏡観察 

原子間力顕微鏡（AFM）を用い、金属配位ペプチド－レドックス蛋白質複合体

（Fc-L14A2Co SP-NR）及び混合 SAM－レドックス蛋白質複合体（C11N/C4/C6Fc mixed 

SAM-NR）に存在する表面蛋白質の形状を観察し、蛋白質の表面密度を算出した。測定は

MultiMode microscope（Burker製、Nanoscope V）を用い、大気中ダッピングモードにて

行った。スキャナーには 10 m×10 m のものを用い、カンチレバーにはシリコン単結晶

（NCHV-10V，平均曲率半径：6.6 nm，Veeco Instruments）を用いた。上記複合体を真空

中にて乾燥し、観察に用いた。 

 

5-2-3-7 表面レドックス蛋白質の活性評価 

本章では、光電変換能を有する金属配位ペプチドナノアレーを逐次重合より調製し、ア

レー表面にレドックス蛋白質である硝酸還元酵素を固定した。光照射に伴うアレー表面の
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硝酸還元酵素の活性制御を行い、以下の方法で生成物である亜硝酸イオンの定量を行った。 

 

5-2-3-7-1レドックス蛋白質生成物の定量 

レドックス蛋白質（硝酸還元酵素）の生成物である亜硝酸イオンの定量はナフチルエチ

レンジアミン法を用いて行った 44)（Scheme 5-4）。この手法は、試料に sulfanilamide（ナ

カライテスク（株）社製）を加え、試料中の亜硝酸イオンによって、ジアゾ化し、引き続

いて N-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride（ナカライテスク（株）社製）を加えて、

赤い吸収を持つアゾ化合物を生成させ、その吸光度より、試料中に存在する亜硝酸イオン

を定量するものである。具体的に、以下の手順に従って、試料を調製した。100 mg の

sulfanilamideを濃 HCl（ナカライテスク（株）社製）3 mLに溶解させ、水を加え、全体積

10 mLにした（試薬 A）。また、N-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride の水溶液（1 

mg/mL）を調製した（試薬 B）。光照射後の電解質溶液を 1分間おきに 10 Lを移し取った。

上記試薬 Aと Bをそれぞれ 200 Lを加え、反応させ、水で 2 mLまで希釈した。上記溶液

を紫外可視吸収スペクトル測定により、次節 5-2-3-7-2に述べる手法により定量した。 

 

 

 

Scheme 5-4. The schematic picture of the quantitative analysis for the nitrite 

generated by NR. 

 

 

5-2-3-7-2紫外可視吸収スペクトル測定 

光照射後の電解質中に存在するレドックス蛋白質生成物の定量を行うため、紫外可視吸

収スペクトル（UV-vis）測定を行った。5-2-3-7-1節で希釈した電解質溶液を 1 cm の石英セ
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ルに満たし、室温で紫外可視分光光度計（日本分光製、JASCO V550）を用い 400-700 nm

範囲で UV-vis測定を行った。 

得られる 540 nm の吸光度より、予め測定した亜硝酸イオン（亜硝酸カリウム：ナカラ

イテスク（株）社製）により作成したアゾ化合物の濃度－吸光度の検量線より光照射で発

生した亜硝酸イオン、即ち、アレー表面 NRにより還元された硝酸イオンの定量を行った。 

 

5-3 結果及び考察 

5-3-1 逐次重合で調製した光応答性ペプチドナノアレーの二次構造及び分子配向 

第 3章より、逐次重合法で調製した Co(II)配位ペプチドナノアレー（L14A2Co SP）中に

おいては、各-へリックスペプチドがそのマクロダイポールモーメントを一方向に垂直配向

させ（3-3-3 節）、そのマクロダイポールモーメントに沿って電子が基板からナノアレー表

面まで、一方向に移動することが明らかとなった（3-3-5 節）。本節では、同ペプチドナノ

アレーにおける電子移動を光より制御させることを目的に、光誘起電子供与体である

ferrocenyl基を有する C6Fcを導入した基板表面に、金属配位ペプチドナノアレーを逐次重

合法により構築した（Fc-L14A2Co SP）。光による上記ナノアレーにおける一方向への電子

移動特性の発現を検討した。加えて、光による物質変換能の発現を目的に、上記逐次重合

法で調製した光電変換能を有する金属配位ペプチドナノアレー表面に、レドックス蛋白質

（NR）を固定化した複合体（Fc-L14A2Co SP-NR）を構築した。レドックス蛋白質として、

硝酸還元酵素を用いた。 

初めに、C6Fcの導入が逐次重合法で調製した金属配位ペプチドナノアレーの二次構造及

び分子配向へ及ぼす影響について、FTIR-RAS より評価した 51,55,56)。Fc-L14A2Co SP の

FTIR-RASを Figure 5-1に示した。5-2-3-1節で述べた手法より二次構造及び基板垂直法線

からの傾斜角を算出し、同じ手法で調製した C6Fcを導入していない金属配位ペプチドナノ

アレー（L14A2Co SP）の結果と合わせて、Table 5-1にまとめた。Fc-L14A2Co SP におい

て、ペプチド分子は 66%の-へリックス含有率を示し、その傾斜角が 37°である。この結果

は C6Fc を導入していない L14A2Co SP 中の二次構造及び傾斜角と一致し、逐次重合を行

う上で、基板表面への C6Fcの導入は、基板上の金属配位ペプチドナノアレーの二次構造及

び分子配向に影響を与えないことが分かる。 

一方、硝酸還元酵素を修飾したペプチド－レドックス蛋白質複合体（Fc-L14A2Co SP-NR）

中のペプチド分子の二次構造及び分子配向については、ペプチドのアミド I、アミド II領域

のスぺクトル中に硝酸還元酵素に存在するアミド基に由来する吸収が混在し、FTIR スぺク

トルの波形分離によってペプチド分子の二次構造や傾斜角を評価することが困難であるた

め、硝酸還元酵素を修飾した Fc-L14A2Co SP-NR中の金属配位ペプチドナノアレーの二次

構造と分子配向は Fc-L14A2Co SP の分子配向を保持すると仮定し、以下の考察はこの仮定

の下で行った。 
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Figure 5-1. FTIR-RAS of Fc-L14A2Co SP prepared by the stepwise 

polymerization on gold-deposited glass plates. And peak deconvolution of 

amide I and amide II bands to 1; -helical (1654 and 1545 cm
-1

), 2; -sheet 

(1635 and 1522 cm
-1

) and 3; random coil (1679 and 1535 cm
-1

) conformation. 

 

 

Table 5-1. Summary of conformation and molecular orientation for the metal coordinated 

peptide nano-arrays prepared by stepwise polymerization. 

 

 Conformation ( % ) Tilt angle 

(deg) 
-helix -sheet Random coil 

L14A2Co SP 64 10 26 37 

Fc-L14A2Co SP 66 6 28 37 

 

 

5-3-2光電変換能を有するペプチドナノアレーの電気化学特性 

逐次重合法による調製した光電変換能を有するペプチドナノアレーFc-L14A2Co SP の

電気化学特性は大気中及び溶液中において、それぞれ評価した。 

大気中における Fc-L14A2Co SP の電気化学特性は前節と同じく、走査トンネル顕微鏡

（STM）（Figure 5-2a：STM イメージ）観察に基づき、走査トンネル分光法（STS）を行

った。Fc-L14A2Co SPの STSを Figure 5-2bに示した。Fc-L14A2Co SPでは、基板に負
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の電位を印加した時のみ顕著な電流応答が観察された。逐次重合法で調製した光電変換能

を有するペプチドナノアレーでは、基板上にある反応開始点のアミノ基から-へリックス分

子が成長したために、すべてのペプチド分子が基板上にその C-末端、アレー表面に N-末端

に配し、固定化されている。そのために、-へリックス分子のマクロダイポールモーメント

が一方向に揃うと考えられ、電子がペプチド分子のマクロダイポールに沿って基板表面か

らペプチドナノアレー表面へ一方向に移動したと考えられる。即ち、光電子供与体を導入

した Fc-L14A2Co SPにおいでも、L14A2Co SPと同様に、大気中で非線形的な電子移動特

性が発現された。 

 

 

Figure 5-2. (a); STM image (500 x 500 nm) for the Fc-L14A2Co SP. And (b); Current 

(I)-voltage (V) curve for Fc-L14A2Co SP. The I-V curve was obtained by the STS 

measurements in air. 

 

一方、溶液中における金属配位ペプチドナノアレーの電気化学特性を電流－電圧（I-V）

測定より評価した。測定には三電極法を用い、電解質には 0.1 M KCl水溶液を用いた。基板

上に光電子供与体を導入した Fc-L14A2Co SPでは、基板に電圧印加時、フェロセンの酸化

還元に伴う電子の受け取りが複雑であり、また、フェロセン未導入 L14A2Co SP と

Fc-L14A2Co SPが大気中に類似した I-V挙動を示したため、溶液中における逐次重合法で

調製した金属配位ペプチドナノアレーの電気化学特性は、L14A2Co SP を用い評価した。

測定時、作用電極に正電位を印加する際には、電解質中に電子供与体である

2-[bis(2-hydroxyethyl)amino] ethanol （TEOA：50 mM）を添加し（Figure 5-3a）、負電位

を印加する際は電子受容体であるmethyl viologen hydrate（MV
2+：50 mM）を含む電解質

中で行った（Figure 5-3b）。溶液中における L14A2Co SPの I-V曲線においては、正電位を
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印加した時、電流応答が見られないことに対し、負電位を印加した時のみ大きな電流応答

が観察された。大気中にて得られた STS 曲線（第 3 章、Figure 3-10b）と類似した挙動を

示した。溶液系中においても、電子移動がペプチドナノアレーを介し、電極基板よりアレ

ー表面に一方向に起こることが分かった。溶液系での非線形的な電子移動も一方向に配向

した-へリックスのマクロダイポールモーメントと金属錯体との共役によるものと考えら

れ、溶液中、光誘起電子供与体を有する Fc-L14A2Co SP においても、電子移動が基板から

アレー表面に一方向に起こると考えられる。 

 

 

Figure 5-3. Current (I)-voltage (V) plots for L14A2Co SP in 0.1 M KCl aqueous solution 

containing (a); TEOA (50 mM) as an electron donor and (b); MV
2+

 (50 mM) as an electron 

acceptor. 

 

次に、溶液系における光照射に伴う Fc-L14A2Co SP を介する電子移動を考察した。測

定は室温で三電極法を用い、電解質として KCl水溶液（0.1 M）を用い、電子受容体である

MV
2+（5 mM）を電解質中に添加した。印加電圧 0 mVを保ち、光照射の ON、OFFに伴う

応答電流値を読み取った。応答電流値の変化を Figure 5-4aに示した。光誘起電子供与体で

ある ferrocenyl基を有する混合自己組織化単分子膜 C11N/C4/C6Fc mixed SAMにおける光

電流を Figure 5-4bに示した。Fc-L14A2Co SP、C11N/C4/C6Fc mixed SAM、何れのアレー

でも光照射より、マイナス方向に光誘起電流を観察できた。Fc-L14A2Co SP における光誘

起電流値（ca. 5.4 nA/cm
2）は C11N/C4/C6Fc mixed SAMにおけるもの（ca. 1.6 nA/cm

2）

の約 3倍である。 
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Scheme 5-5. Schematic pictures of electron flow 

through (a); Fc-L14A2Co SP fabricated by the 

stepwise polymerization, and (b); 

C11N/C4/C6Fc mixed SAM, respectively. The 

arrow lines from the Fc groups on the substrates 

showed the direction of electron flow. 

 

Figure 5-4. Time courses of the photocurrents of (a); Fc-L14A2Co SP and (b); 

C11N/C4/C6Fc mixed SAM in 0.1 M KCl aqueous solution consisting of 5 mM MV
2+

 at 

0 mV upon photo-irradiation by 500-W Xe lamp. 

 

この結果は、以下に従って説明できる。 

C6Fc を有するアレーにおいて、基板

上に固定化した光誘起電子供与体，C6Fc，

は光照射による誘起電子を発生する。電

解質中に存在する電子受容体，MV
2+，が

その誘起電子を受け取り、系全体には基

板上の C6Fc から電解質相に存在する

MV
2+への電子移動が起こり、シグナルと

してはマイナス方向に光誘起電流を観察

できた。興味深い点は、このような電子

移動は C11N/C4/C6Fc mixed SAM と

Fc-L14A2Co SP 何れにおいても生じる

が、C11N/C4/C6Fc mixed SAMに比べ、

ペプチドナノアレー，Fc-L14A2Co SP，

ではペプチド層が存在し、電子移動距離

が長いにもかかわらず、光電流の値が高

い点である。第 3 章で述べたように、逐

次重合法で調製した Fc-L14A2Co SP に

おいて、各ペプチド分子は基板上にある

反応開始点である-NH2から成長するため、

-へリックス分子のマクロダイポールモ

ーメントが一方向に揃って（-へリック
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スペプチドの C-末端が基板表面に位置し、その N-末端が電解質相に配向）固定化された。

光照射時、C6Fc から励起された電子がマクロダイポールモーメントの配向方向に沿って、

基板から電解質相へ効果的に移動する（Scheme 5-5a）。即ち、C6Fcから MV
2+への電子移

動が加速され、高い光電流応答が得た。一方、C11N/C4/C6Fc mixed SAMでは、ペプチド

ナノアレーが存在していないため、電子の伝達経路が短いものの、上記一方向に配向した

マクロダイポールモーメントによる電子移動の整流作用がなく、C6Fcから近くにある金基

板への電子の逆移動が生じたと考えられる。言い換えると、分子配向が揃ったペプチドナ

ノアレーが整流器として機能し、C6Fcから基板への電子移動（Scheme 5-5b：点線）が抑

えられたと考えられる。逐次重合法で調製した光電変換能を有する金属配位ペプチドナノ

アレーは、そのマクロダイポールモーメントが一方向に配向することで、マクロダイポー

ルと金属錯体との共役により、電子移動の整流器として機能した。 

 

5-3-3 レドックス蛋白質－ペプチドナノアレー複合体上の固定化蛋白質 

レドックス蛋白質－ペプチドナノアレー複合体，Fc-L14A2Co SP-NR，の表面観察を原

子間力顕微鏡（AFM）を用い行った。Fc-L14A2Co SP-NRの AFMイメージを Figure 5-5d

に示した。併せて、NR 未修飾ペプチドナノアレーFc-L14A2Co SP と C11N/C4/C6Fc mixed 

SAMのイメージをそれぞれ Figure 5-5cと Figure 5-5aに示し、混合 SAM上に直接にレド

ックス蛋白質を修飾した複合体，C11N/C4/C6F mixed SAM-NR，のイメージを Figure 5-5b

に表した。 

 

Figure 5-5. Tapping-mode AFM images (image size: 1 m x 1 m; Z scale: 50 nm) of 

the NR free (a); C11N/C4/C6Fc mixed SAM, (c); Fc-L14A2Co SP, respectively. And 

the AFM images of immobilized NR on (b); C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NR and (d); 

Fc-L14A2Co SP-NR, respectively. 
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蛋白質未固定の C11N/C4/C6Fc mixed SAM、Fc-L14A2Co SP において、何れも高さが

均一な表面が観察できたものの、レドックス蛋白質を固定化した C11N/C4/C6Fc mixed 

SAM-NRと Fc-L14A2Co SP-NRでは、何れも球状粒子が見られた。球状部分の平均高さは

16 nmであり、レドックス蛋白質 NRの直径と一致し 57)、NRが C11N/C4/C6Fc mixed SAM

と Fc-L14A2Co SP表面に修飾できていることを示した。 

レドックス蛋白質複合体における NR被覆率を 1 m
2中、NRの占有面積から算出した。

C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NRと Fc-L14A2Co SP-NRにて任意 5箇所を AFM測定し、NR

被覆率を得た（Table 5-2）。平均 NR 被覆率は C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NR：10%、

Fc-L14A2Co SP-NR：5%を得た。 

 

Table 5-2. NR immobilized area observed by AFM as bright regions in 1 m
2
 region. 

 

 C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NR 

(m
2
) 

Fc-L14A2Co SP-NR 

(m
2
) 

No.1 0.113 0.041 

No.2 0.093 0.056 

No.3 0.102 0.042 

No.4 0.106 0.051 

No.5 0.092 0.044 

Average 0.101 0.047 

 

 

5-3-4光照射による表面レドックス蛋白質の活性制御と光反応場への応用 

前節では、光誘起電子供与体 C6Fc を導入した基板表面に逐次重合により構築した金属

配位ペプチドナノアレー（Fc-L14A2Co SP）は、-へリックス構造を有し、基板上で一方

向に垂直配向することが確認できた（5-3-1 節）。また、上記ペプチドナノアレー表面にレ

ドックス蛋白質が固定化されていることが確認できた。本節では、まず、ペプチドナノア

レー－レドックス蛋白質複合体（Fc-L14A2Co SP-NR）における、基板表面の ferrocenyl

基の光誘起による金属配位ペプチドナノアレーを介する光誘起電子移動特性を評価した。

測定は室温で三電極法を用い、電解質として硝酸還元酵素，NR，の基質である KNO3を用

いた。印加電圧 0 mV を保ち、光照射の ON、OFF に伴う応答電流値を読み取った。

Fc-L14A2Co SP-NRにおける応答電流値の変化は C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NRの結果と

併せ、Figure 5-6に示した。 

Fc-L14A2Co SP-NR、C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NR、何れのレドックス蛋白質複合体

でおいても、光照射 ONの状態で、マイナス方向に電流の応答が観察できた。その光電流 
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Figure 5-6. Time courses of the photocurrents of (a); Fc-L14A2Co SP-NR and (b); 

C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NR in 0.1 M KNO3 aqueous solution at 0 mV upon 

photo-irradiation by 500-W Xe lamp. 

 

応答が可逆的であり、光照射をOFFにすると、基の電流値0に戻る。光電流値はFc-L14A2Co 

SP-NR は、およそ 15.9 nA/cm
2 であり、混合 SAM 上に直接に硝酸還元酵素を修飾した

C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NRでは、その半分以下の 6.9 nA/cm
2であった。 

 

 

Scheme 5-6. Schematic pictures of electron flow through (a); Fc-L14A2Co SP-NR and (b); 

C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NR, respectively. The arrow lines from the Fc groups on the 

substrates showed the direction of electron flow. 

 

上記結果より、Fc-L14A2Co SP-NR、C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NRでは、光照射より

基板表面 ferrocenyl 基からアレー表面への電子移動が生じ、アレー表面に修飾した NR が

C6Fc からの光誘起電子を受け取ることが明らかとなった。Fc-L14A2Co SP-NR 及び

C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NRは、何れもアレー表面に固定化した硝酸還元酵素が電子の
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受容体として働き、C6Fcからの光誘起電子を受容したと考えられる（Scheme 5-6）。特に、

Fc-L14A2Co SP-NRの硝酸還元酵素被覆率は C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NR に比べ、低い

にもかかわらず、光電流応答が大きかった。逐次重合法で調製したペプチドナノアレーは

方向性を持つ電子移動のよい媒体、即ち、効率的な整流器として機能することを更に裏付

けた。 

次に、上記複合体における光照射に伴う物質変換能を評価した。本章で表面レドックス

蛋白質として用いたのは硝酸還元酵素，NR，であり、同酵素は中性の環境で電子を受け取

り、硝酸イオン（NO3
-）を亜硝酸イオン（NO2

-）に還元する。光照射による電解質中に存

在する NO3
-の還元反応による NO2

-の生成はナフチルエチレンジアミン法に基づき、紫外可

視分光法を用いて、NO2
-の定量より行った。具体的には、光照射後の KNO3 電解質溶液を

少量計り取り、同溶液に sulfanilamide の HCl/H2O 溶液、N-1-naphthylethylenediamine 

dihydrochloride 水溶液を順次加え、色素であるアゾ化合物を生成させた。得られるアゾ色

素の吸光度より NRにより生成された溶液中の亜硝酸イオンの定量を行った。得られた UV

スぺクトルを光照射前の電解質のスペクトルと合わせ、Figure 5-7に示した。光照射前の電

解質溶液では、アゾ化合物に由来する 540 nm における吸収が観察できないことに対し、光

照射後の電解質では 540 nm 付近に吸収を示した。その吸収が時間の経過と共に増加し、特

に、Fc-L14A2Co SP-NR（Figure 5-7b）では NRが生成した NO2
-由来する吸光度の増加が

顕著であり、レドックス蛋白質複合体を直接固定化した C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NR

（Figure 5-7a）より大きかった。 

 

Figure 5-7. UV spectra of azo compound, which was produced from bioelectrocatalytic 

product NO2
-
 by NR on the (a); C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NR, and (b); Fc-L14A2Co 

SP-NR in the supporting electrolyte solution before and after photo-irradiation, 

respectively. 
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光照射で、表面に固定化した NRによる NO3
-の還元から生じた NO2

-の定量を行った。ナ

フチルエチレンジアミン法を用い、検量線を作成し（Figure 5-8a）、一定時間ごとに表面固

定化 NRにより溶液中に生成された NO2
-の生成量を得た（Figure 5-8b）。 

 

 

Figure 5-8. (a); The calibration curve for the amount of NO2
-
 based on the 

naphthylethylendiamine method obtained by UV measurement. And (b); The changes of 

the amount of bioelectrocatalytic product, NO2
-
, by the photo-irradiation to the 

C11N/C4/C6Fc mixed SAM-NR (○) and Fc-L14A2Co SP-NR (●), respectively. 

 

何れのレドックス蛋白質複合体も時間の経過と共に光照射による生成した NO2
-の量が

増加したが、ペプチドナノアレー－レドックス蛋白質複合体では C11N/C4/C6Fc mixed 

SAM-NR に比べ、光照射直後に顕著な増加が観察できた。AFM 観察では、Fc-L14A2Co 

SP-NRにおける NR被覆率（5%）は C11N/C4/C6 mixed SAM-NRの蛋白質被覆率（10%）

より低いことが分かったものの、Fc-L14A2Co SP-NRはより多量の NO2
-を生成した。逐次

重合法で調製した金属配位ペプチドナノアレーFc-L14A2Co SP 表面に修飾した NRが、混

合 SAMである C11N/C4/C6Fc mixed SAM表面に直接固定化した NRに比べ、より効率的

に NO3
-を還元したことは明らかである。アレー表面に固定化した蛋白質 NR における酵素

効率の向上は一方向に配向する-へリックスペプチドのマイクロダイポールモーメントに

沿った効率的な、かつ一方向への電子移動によるものだと考えられる。上記システムにお

いて、逐次重合法で調製した金属配位ペプチドナノアレーが、基板表面に固定化した電子

供与体（C6Fc）とアレー表面に修飾した電子受容体（NR）との間の効果的な電子整流器と

して機能したと考えられる。光照射による基板上の C6Fcからの光誘起電子は、マクロダイ

ポールが一方向に配向したペプチドナノアレーを介し、アレー中の金属錯体との共役によ
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り、アレー表面まで一方向へ効率的に移動する。同移動電子は、アレー表面に修飾したレ

ドックス蛋白質である NRに受容され、電解質中に存在する基質 NO3
-を効率的に NO2

-に還

元した。即ち、光照射より、表面レドックス蛋白質の還元反応が効率的に制御され、その

高い活性発現制御に成功した。 

本章で得られた光電変換能を有するペプチド－レドックス蛋白質複合体システムは、こ

れまでにない集積度の高いナノリアクターとしての応用が今後期待される。 

 

5-4 結言 

逐次重合法により、光誘起電子供与体を固定化した金蒸着ガラス基板上に、光電変換能

を有する金属配位ペプチドナノアレーを構築した。同ペプチドナノアレー表面にレドック

ス蛋白質を固定化し、光照射による、得られた光電変換能を有する金属配位ペプチド－レ

ドックス蛋白質複合体の活性制御を行った。 

上記、金属配位ペプチドナノアレー中のペプチド分子の二次構造及び配向角を高感度赤

外分光（FTIR-RAS）測定より評価したところ、ペプチドは主に-へリックス構造を取り、

金蒸着ガラス基板上に、ほぼ垂直に配向することが判った。その電気化学特性は、溶液中、

大気中、何れにおいても非線形的な電流応答が観察でき、光電変換能を有する金属配位ペ

プチドナノアレーの高い整流作用の発現が確認できた。上記膜構造及び電気化学特性は、

光誘起電子供与体が固定化していない基板上において、逐次重合法で調製した金属配位ペ

プチドナノアレーと同等であることから、その整流器としての機能を損なうことなく、ペ

プチドナノアレーに種々の刺激応答性を付与できる可能性を有し、今後の発展性が期待で

きる。 

光による金属配位ペプチド－レドックス蛋白質複合体の活性制御を検討した。印加電圧

を 0 mVに保って、レドックス蛋白質複合体への光照射を行った。光照射の ON、OFFに伴

い、可逆的な電流応答が観察できた。この結果は基板表面からナノアレー表面へ、ナノア

レーを介した一方向への効率的な電子移動に伴い、表面レドックス蛋白質が効果的に電子

を受容し、基質である水溶液中の硝酸イオンが亜硝酸イオンに還元された結果である。 

本章にて設計した光誘起電子供与体－高配向性ペプチドナノアレー－レドックス蛋白質

からなるシステムでは、光照射による基板からアレー表面への一方向への効率的な電子移

動が実現でき、光電変換及び物質変換が達成された。本システムは微小領域における効果

的な物質変換を可能にするものであり、微小反応場としての新規ナノデバイスとしての応

用が期待される。 
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第 6章 結論 

 

本研究では、新規手法により、金蒸着ガラス基板上において高配向性金属配位ペプチド

ナノアレーを調製し、その構造、特に分子配向とそれに伴う電気化学特性を評価した。ま

た、同ペプチドナノアレーに光誘起電子供与体及び電子受容体であるレドックス蛋白質を

それぞれ基板表面とナノアレー表面に固定化し、光電変換能を有する金属配位ペプチド－

レドックス蛋白質複合体を構築し、同システムの新規光反応場への応用について検討した。

結果を以下にまとめる。 

第 2章では、本研究で用いるペプチドの分子設計指針及びその合成方法について述べた。

二 種 の ア ミ ノ 酸 シ ー ケ ン ス を 有 す る ペ プ チ ド ， Leu6HisLeu6HisLeu2 及 び

Leu6Ala(4-Pyri)Leu6Ala(4-Pyri)Leu2，を設計した。同二種のペプチドは、ロイシン（Leu）

に富むアミノ酸シーケンスであり、-へリックス構造を形成し易い。また、ペプチド分子の

N-末端から 7残基目及び 14残基目の二箇所に、金属配位子であるヒスチジン（His）、或い

は、4-ピリジルアラニン（Ala(4-Pyri)）を導入することによって、-へリックスペプチドに

金属配位能を与えた。固相合成法により上記ペプチドを合成し、得られたペプチドの分子

量をマトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析計（MALDI-TOF-MS）で

測定し、ペプチドのキャラクタリゼーションを行った。 

第 3 章では、金属配位ペプチドナノアレーの構築を基板上でのアミノ酸の逐次重合法に

よって行った。ペプチドのアミノ酸シーケンスには、第 2 章にて設計した Leu と金属配位

子として機能する Ala(4-Pyri)の周期配列を有する Leu6Ala(4-Pyri)Leu6Ala(4-Pyri)Leu2 を用

い、配位金属としてペプチド側鎖ピリジル基と平面四配位構造を取る二価のコバルト

（Co(II)）を用いた。対照実験では、同金属配位ペプチドナノアレーを従来の自己組織化単

分子膜（SAM）法で調製し、上記二種の方法で得られたペプチドナノアレーの二次構造を

高感度分光法（FTIR-RAS）を用い、また、その分子配向は FTIR-RASと表面電位測定より

評価した。逐次重合法で構築したペプチドナノアレーは自己組織化単分子膜に比べ、高い

一軸・垂直配向性を示した。また、電気化学測定より、逐次重合法で構築したペプチドナ

ノアレーにおいては電子移動の整流作用が確認できた。膜を介するこの非線形的な電子移

動は、逐次重合法で構築したペプチドナノアレーの一軸・垂直配向した-へリックス分子に

基づく一方向に配向したマクロダイポールモーメントと、配位金属との共役によるものと

示唆された。 

第 4 章では、金属配位ペプチドナノアレーを、電場配向によるペプチドの自己組織化を

用い、金蒸着ガラス基板上に調製した。ペプチドのアミノ酸シーケンスには、第 2 章にて

設計した Leu と金属配位子として機能する二価コバルトイオンの指示薬 His の周期配列を

有する Leu6HisLeu6HisLeu2を用いた。また、得られた自己組織化単分子膜の構造と電気化

学特性を電場未印加時に自己組織化単分子膜法により調製したナノアレーと比較・検討を

したところ、適切な電圧を印加した基板上においては、安定な-へリックスペプチドナノア
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レーが得られ、従来の自己組織化単分子膜法に比べ、ペプチドのマクロダイポールモーメ

ントが一方向に配向し、膜を介する非線形的な電子移動が生ずることが分かった。 

本論文で提案した二種の高配向性金属配位ペプチドナノアレーの構築法，「逐次重合法」

（第 3章）と「電場配向自己組織化単分子膜法」（第 4章）は、何れも一方向への電子移動

を達成する上での電子伝達経路（効率的な整流器）を形成する有用な手法である。 

この知見を基に、第 5章では、第 3章の結果に基づき、新規ナノ反応場の構築を試みた。

逐次重合法により、光誘起電子供与体を固定化した金蒸着ガラス基板上に、光電変換能を

有する金属配位ペプチドナノアレーを構築した。同ペプチドナノアレー表面にレドックス

蛋白質を固定化し、光照射による、得られた光電変換能を有する金属配位ペプチド－レド

ックス蛋白質複合体の光による活性制御を行った。光照射の ON、OFF に伴い、可逆的な

電流応答が観察でき、基板表面からペプチドナノアレー表面へ、マクロダイポールモーメ

ントが一軸・垂直配向したペプチドナノアレーを介した効率的な一方向への電子移動を確

認できた。この光誘起電子は、表面レドックス蛋白質に効率的に受容され、微小領域にお

ける物質変換場の構築が可能となり、新規ナノデバイスとしての有用性が確認された。 

以上、本論文では、-へリックスペプチドのマクロダイポールが一軸・垂直配向した「高

配向性金属配位ペプチドナノアレー」の新規二種の構築法を確立し、得られるナノアレー

が非線形効果を有する有効な電子伝達経路を形成することを明らかとした。更に、ナノデ

バイスへの応用として、微小反応場の構築を目的に、同ナノアレー表面に酸化還元酵素を

固定化し、アレーを介する一方向の電子移動により、その活性制御に成功した。本研究の

成果は、情報・エネルギー・物質変換能を有する新規ナノデバイス構築のための基礎的知

見を与えると共に、今後のナノデバイス構築のために寄与するものと考える。 
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