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珪 藻殻 自己組織化機能 を用 い た

人 工 バ イ オ ミネ ラ リゼ ー
シ ョ ン

田 中　祐二 12 ・金子 　忠昭 3・4 ・藤原 　伸介 1・2 ・松 田 　祐介 1・2＊

　ア メ リ カ の 物 理 系 雑 誌
“
Journal　ofNanoscience 　and

Nanotechnology
”

の 2005年 1月号は 珪藻を用 い たナ ノ

テ ク ノ ロ ジ
ー

の 特集 で あ っ た．1）近年，半導体微細 加 工

技術 を は じめ とす る ナ ノ テ ク ノ ロ ジー
分野 で は珪藻の 被

殻形成 に お け る 高度な 自己 組織化機能 に 注 目 が集 ま っ て

い る．背景 に は，従来の
‘［
top −down 型

”
半導体微 細 技術

が加 工 限 界 に 近 づ い て い る こ と と，珪 藻殻形成因子 が 分

子 の レ ベ ル で 特定 され は じ め 人 工 的な反応系 で そ の 機能

解析が可 能 に な っ た こ とが挙げ られる．すな わ ち次世代

の
“bottom−up 型

”
微細技術 へ の 展開 の 可 能性 で あ る ．

酸化珪素を 自 己組織化す る 珪藻 由来ペ プ チ ドが ぎη 祕 ro

系で バ イ オ シ リカ粒 を形成す るとい う報告が 相次 い で い

るが ，そ の
一

方 で は 自然界 の 珪藻殻 が もつ よ う な 幾何 学

的な微細構造 の 人 工 的な 自己 組織化 は実現 で きて い な

い ．よ り高次 元 な構造形成 と制御 に必 要 と され る 因子 は

何 な の で あ ろ うか ？　 本稿 で は ，珪藻殻形 成因
’
r’　Silaf壬in

を用 い た こ れまで の 報告 と我 々 の 試み を 紹介 しな が ら ，

こ の 問題 に つ い て 検討 を加 え た い と思 う．

　珪藻研究 の 歴史 は 古く，光学顕微鏡の 発明 に 伴 い 1700

年代 に は 珪藻 らし きもの が す で に観察 され て い る．1960

年代 に は 電子顕微鏡の 発明 に伴い 珪藻 の 被殻構造を詳細

に 調 べ る こ とが 可能 に な っ た．2）珪 藻は幾何 学的 に 整 列

し た珪酸質 の 被殻 を有す る．被殻表 面 に は さ ら に 胞紋

（殻を貫通す る 小孔 ：多くの 種 で 小 室構造 をとる ）（図 Ds ｝

と呼ばれ る数 ナ ノ メ
ー トル オーダーの 微細な素構造 が 規

則正 し く整列 し て い る．珪藻の 被殻は 全体が 同 時 に 形成

され る の で は な く，種 ご と に 異な る 被殻形成開始点 か ら
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図 1．珪 藻 被 殻 お よ び 胞 紋構 造．中心 目珪藻の 形 状 と断 面の 模式

図 （左 ）．被殻 断 面 の 小 室 と胞紋 構造の 模 式図 （右）劃

一
定 の 順 番 に 従 っ て 点あ る い は 線対称 に 形成 され て い

く．こ の 被殻 形成の 開始 は ち ょ う ど植物細胞 の 分裂時 に

隔膜形成体が 細胞 の 申心部 に 形成 され る ように，分裂中

の 珪藻細胞内部 で は，まず微小管重合中心 の 形成が起 こ

り，こ れ に 続 い て珪藻殻 の 最 も 大きな単位 区 画 を 形成す

る壁 が作られ る．胞紋構造は こ の 単位 区画壁 が 形成 され

た 後 に そ の 内部 に形成 され る．4｝単位区画壁 は もと よ り，

胞 紋構造の 形状は 珪藻 の 種 に よ っ て 大きく異な り，特 異

的 で あ る．しか し胞紋形成の プ ロ セ ス に微小管重合 な ど

の 細胞的制御 囚 子 が 関与 し て い るの か 否 か に つ い て は 不

明 で あ っ た ．

　1999 年 Kr6ger らは 海洋性珪藻 C地祕 ro ‘加 oα 戸碑 ∂γ嬲 鴬

の 被殻 か ら単離 された分子 質量 4 〜 8kDa の 3 種類 の

ポ リペ プ チ ドが それ ぞれ 珪 酸沈積能 を もつ こ と を 示 し

た．鋤 興 味深 い こ とに こ れ ら 3 種類 の ポ リペ プ チ ドは，

合わせ て 1っ の 遺伝子 に コ
ード され て お り，3蜘〃海 1 と

名 づ けられ た ．Silaffin−1が コ
ードす る 3種 類 の ポ リペ プ

チ ドは 分 子 量 の 大き い 順 に そ れ ぞ れ SiLatfin−1B （8　kDa ），

Silaffm−1A2 （4　kDa ），　 Silaffin−IA1 （4　kDa）で あ る が ，こ

れ らの ボ リベ プ チ ドの うち，Silaffm−1B と Silaffin−IA2 は

そ れ ぞれ 1回ず つ ，SilaHin−IA ，は 5 回，　 Sik｛ffin−1 遺伝 子

上 に 繰 り返 し コ
ー ドされ て い た （図 2）．さらに，Silaffin−

lA1，　 sila飾 1−IA2，お よ び silafHn−lB そ れ ぞ れ は 15，18，

お よび 29残基 の ア ミ ノ 酸 か ら構成され て い る．こ れ らは
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図 2．Sitaffin−1 遺伝 チに コ
ードされ る ア ミノ 酸配列，ハ イ ライ ト

箇所 は機 能 ベ プ チ ド （Silaffin−IB ，　 S　ilaffin−IA2，　 Sila缶 n −IAi）そ

れ ぞ れ の 領域 を 示す ．／，．6）
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互 い に高い 相同性 を示 す が，デ
ータ ベ ース 上 に はオ ル ソ

ロ グが 見 い だせ な か っ た．こ の こ とか ら SilafHn は 珪 藻

特 異 的 因 子 で あ り，Sila出 n −1タ ン パ ク 質は 翻 訳 後切断さ

れ ，そ の 断 片 （Si］affn −1B，　 Siluffin−IA2，　 Silaffin−lAi ）が

機能 ペ プ チ ドと し て 珪藻 の 胞紋形成 に 関与 して い る と考

え られ て い る．

SilaffTinの 物理 化学的特徴 と機能

　Silaflin−IA ，，　 Silaffin−IA2，お よび SilaHin−IB の 3種 の

ポ リペ プ チ ドは リジ ン 残 基 を多く含みポ リカ チ オ ニ ッ ク

で ある．生体内で リジ ン 残基 は さ ら に ポ リア ミン に よ る

修飾を受 けて い る．S，6）ポ リア ミン はそれ 自身 が 珪 酸沈積

作用を促進す る 効果 が あ る こ とが 知られ て い る．b しか

し 修飾 を 受けて い な い 合 成 ペ プ チ ドは 酸 性 領域 で 珪 酸 沈

積能 が なくなるもの の ，中性領域 に お い て は珪藻殻 か ら

単離 し た 天 然 9．　ilaffin−1A1 を 凌 ぐ珪酸沈積能 を示 した．こ

の 結果 か ら ポ リア ミ ン の 修 飾 は 珪 酸 沈 積 能 の pH 依存性

に影響を 与え る もの の ，Silaffin−IA ，の 珪酸沈積作用そ の

もの は Silaffin−IA ，
の ア ミ ノ 酸骨格 自身 に よ る もの で ある

こ と が 示 唆 され た ．

　Silaffinは ポ リア ミ ン 修飾 だ け で な く ，
セ リン 残基 に リ

ン 酸化 の 修飾 を 受 け る こ と も報告 され て い る ＝

r，・6｝ リン 酸

基 の 修飾 を 失 っ た Silaffinは 珪酸沈積能 を失 うが ，反応

系 に リン 酸緩衝液の リ ン 酸が存在すればそ の 活性を回復

する こ とが Kr6ger らに よっ て 示され て い る．8）こ の 結果

か ら，Silaffinが 珪 酸沈積能 を示 す に は リン 酸の 存在が必

須 で あ る こ とが 示 され た が ，そ の 理 由 に つ い て は 不 明 で

あ る．

　 Silaffinに よ っ て in　vitro 系 で 形成 され る バ イ オ シ リカ

の 形状は，Sillafinの 種類 ， お よび反応場における物理化

学的要因の 影響を受ける こ とが 報告 され て い る．　Silaffin−

IAi に Silaffm −lB を 加 え る と，形 成 され る バ イ オ シ リカ

粒 は Silaflin−IA ，単独 の とき （500〜700　nm ）よ りも小 さ

くな り （く 50nm ），Silat壬in−2 （Silaf5n−1同様に珪藻 C．

加 吻γ幡 の 被殻 か ら単離 され た 糖 タ ン パ ク質） を加 え る

と，バ イ オ シ リカ 粒 は 凝集 し ブ ロ ッ ク 状 に な る．5・　9）　pH

と塩濃度 は酸化珪素 の 重合反応平衡 に 影響 を 与え る化学

的要 因 で あ り，た と え ば低塩 か っ 中性 か ら弱 ア ル カ リ領

域 （7＜ pH く 10） で は シ リカ 粒 が 大 き く な る 方向 に，ま

た，高塩濃度 ま た は酸性領域で は シ リカ 粒 の 数が増大す

る方向 に 酸化珪素 の 重合反応は進行する．io）反応場に 流

体力学的要因 （合成 Silaffinペ プ チ ドを 含 む 反 応 液 が 常

に
一

定方向 に 流れ続 け る よ うに 反応系を回転 し続 ける ）

を加 え る と，形成 さ れ る バ イ オ シ リ カ は 太 さ 1．5 〜 10

圍懸
　

　

◇轗
機
難

撫
蠶

図 S．珪 藻 C．ω 認 θ∫｛‘の 胞 紋形成 過程．胞紋形 成過 程珪 藻 の 被殻

（左 →右） の 模式 図．12 ）

μm ，長 さ 100〜 1400 μm の 繊維状になる，H ）い ずれ の 場

合も単純 な水溶液 中の 反応 に おい て Silaffinは，バ イ オ シ

リカ 塊 の 肥 大や粒 の 連続 とい っ た 熱力学的 に 無理 の 少 な

い 等方的な固 体成長 反 応 を促進 し て お り，こ れ は 珪藻被

殻 に 見 られ る よ うな幾何学構造 の 自己 組織化 とは 区別 し

て 考えるべ きで ある．

Phase　separation モ デ ル

　2002年 Sumper は Coscinodisczas　TSに 属す る 3種 の 珪藻

の 胞紋 が 図 3 で 示 す よ う に 形 成 され て い く こ と に 注 目

し，珪藻 の 胞 紋形成 は 主 と して 物 理 化学的な相互 作用

に よ っ て 駆動 さ れ る もの で あ る と提 唱 し た．i2）　Sumper

の 説 で は，有機物 を含む 珪酸溶液が壁 に 囲まれ た珪素

沈着 胞 膜 上 で 有機 物相 と 珪 酸相 と に 相分離 （phase
separation ） を繰 り返 す こ と に よ り 自己 相似形 が 壁 で 囲

ま れ た枠内 に 形成され ，さらに そ の 内部に自己 相似形 が

形成 され る こ とで フ ラ ク タ ル な微細構造 が 形成 さ れて い

く もの と して い る．こ の 場合 ， 酸化珪素 か ら成る壁間距

離や そ の 隙 間に 含 ま れ る 珪 酸
・有機 物 混合液滴 の 粘性，

そ し て 溶質 の 電荷 が 胞 紋 構 造 の 決 定 に 大 き な 影 響 を 与

え る と考え られ る．Sumper の phase　separation モ デル は

シ リカ メ ソ多孔体 （大き さや表面構造 が よ く制 御 され た

微空間を もっ シ リカ ・ベ ース 体） の 研 究か ら も支 持 され

る説 で ある．シ リカメ ソ多孔体は有機物 を含む珪酸溶液

に 対 し て 反応場 を 制御す る こ と で 形 成 す る こ とが で き

る．シ リカ メ ソ 多 孔 体 の 形成機構 は 有機 物 と珪 酸 の 間 で

相分離が生 じ， 相分離後 の 珪酸相で酸化珪素の 重合反応

が 促進 され る こ とで ，有機物 相 が存在 して い た空間 が 孔

と な る もの と考 え られ て い る．j3）

組換 え Silaffinに よ るバ イ オシ リ力 自己組織化

　我 々 の 研究 グ ル
ープ で は，Silamn が もつ 機 能 は 基本的

に は バ イ オ シ リカ成長 の 核 形成で あ り，精密な胞紋構造

は phase　separation モ デル の ような反応場に お ける 固相

と液相 の 物理 化 学的相互 作用 に 拠 る も の で あ る と考 え て

い る．しか しなが ら，上述 したよ うに SilaffinAaプ チ ドの

性 質そ の もの も，反応場 の 要因 に 積極的に働き か け る
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図 4．組 換え Silatlinに よ り形成 されたバ イオ シ リカ粒 の 組成 分析．

“
微調整因 了

一”
で あ る 可能性 は 非常 に 興味深 い ．そ こで 生

物 学的 要 因 で あ る Silatfinの 機 能 を 分 子 レ ベ ル で よ り詳

細 に 調べ られ る よう， C，．fus（fbrrn．isか らRT −PCR の 手法 を

用 い て 日的遺伝子断片 を ク ロ
ー

ニ ン グ し，組換え Silaffin

の 大 量 発 現 系 を 構築 し た．こ の 系 か ら得 られ た 組 換 え

Silafflnに 対 して リン 酸存在 下 で 珪酸沈積能 を調 べ た と

こ ろ 数 マ イ ク ロ メ
ー

トル の 微小な粒 の 形成 が 広範囲な

pH （3．5〜 12．5） で確 認 され た，形成 され た 粒 の 評価法

と して Siを含まない GaAs基板 上 で EDX （energy −dispcr−

sive ）（−ray 　analysis ） に よ る 組成分析法 を 用 い た （図 4），

そ の 結果，生成 し た 粒 に は 高濃度の Siと o が 存在す る こ

とが 示 され た．また ，組換 え Silatlinの メ チ オ ニ ン 由 来 と

考え られ る S が 検出 され た ．こ れ ら の こ と か ら組 換 え

Silafflnを用 い て も合成ペ プ チ ド と 同様 の 珪酸沈積能が

あ る と考えられた．合成ペ プ チ ドよ り も組換え Silaffin

の 活性 pH 領域 が 拡大 した 理 由 は 現在 不 明 で あ る が，短

い ア ミ ノ 酸断片 の 付加 に よ り等電点 も比 較的大きく変化

して お り，Silaffnの 遺伝子 工 学的改変 に よ る機 能化 に 可

能性 を示す結果 で あ る．天 然，合成 t お よび 今回 我 々 が

作製 し た 組換 え Silaffinの 諸性 質 の 比 較を図 5 に まとめ る．

　Silaffinの 反応場 に 物理 化学的制 限 を 加 え る こ とは 自

己組織化 へ の 第 歩 で あ る こ とは 上 に も述べ た．我 々 は

最 も単純 な制 限 の 付加 と して ，組換 えSilaffinをス ライ ド

ガ ラ ス 面上 に 固定 し，岡 定 面 上 に fi酸 ・リ ン 酸緩衝液 か

ら成る反応溶液を滴下 した．こ の 反応系をさらにカ バ ー

ガ ラ ス で 挟 み 込 み ，自然対流 が 抑制 され た 薄膜溶液環境

を つ くっ た後，バ イ オ シ リカ 形成過程を観察 した．ま た

反 応過程 で の シ リカ ゲル に 対 し て 蛍光 ブ ロ
ーブ 機能 を

も つ PDMPO ［2−（4−pyridyl）−5−｛［4−（2−dimethyl−aminoethyl −

aminocarbamo γ1＞methoxy 亅phcnyl｝−oxazo ］e ］を 溶 液 中 に

Sita捌1ns pH 依 存性 1丿ン馘要 求性 文 献
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図5．天 然，合 成 組換 え Silamn −IA の 構造 と珪 酸 沈 積能．＋ ，シ

リカ 粒形成 あ り ；
一，シ リ カ形 成な し．

図6．Siia冊 n 固定 面 に お け るバ イ オ シ リカ 形 成 ．珪 酸
・

リン 酸緩

衝 液 と 15時 間以上 反応 させ た ，Silaffin非固定 面 （上），　 Silallin固
定面 （ド）の 結 果を示す，左 は 微分 卜渉 顕 微鏡f象 右 は 蛍 光顕 微

鏡 像．

図7．Silaffn固定面 で形成 され たバ イ オ シ リカ ドーム ．珪 酸 ・リ

ン 酸 緩 衝 液 と 15時間以 E反 応 させ た．左 は 光学顕微 鏡像，右は

セ クシ ョ ニ ン グ蛍 光顕微鏡像

添加 し た．14） こ の 固 体界面 に挟 まれた薄膜状液 内で の 反

応 の 結果，は じ め に Silaffin固 定 面 の 全体 が 弱 い 蛍光を

発 す る よ うに な り，そ の 後 固 定面内 の と こ ろ ど こ ろ で マ

イ ク ロ メートル オ
ー

ダ
ー

の 粒が数珠状 に連な っ た もの が

形 成 され た （図 6）．さら に 時間が 経過す る と，形状 の 異
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な る さらに 大きな構造物が形成された．こ の 構造物 に 対

して セ ク シ ョ ニ ン グ蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て 内部 構 造 を 調

べ る と，数珠状 の 形成物 を包み 込むよ うに ド
ー

ム 状 の 外

壁構造が発 達 して い る こ とが明 らか に な っ た （図 7）．こ

の
“
バ イ オ シ リカ ド

ー
ム
”

の 外壁 は 非常 に 薄 い もの と見

積 も られ ，数 十 ナ ノ か ら数 白ナ ノ メートル と推定 され る

もの で あ っ た．内部が 密 で な い ドーム の 形成 は ，単純 な

粒子形成 とは 異なる バ イオ シ リカ成長 が 起 こ っ た こ とを

示す もの で あ り，お そ ら く数珠 状 の 構造物 と ドーム 壁 と

の 間 で 何 らか の 相 互 作用 が 生 じた こ とを示 唆 し て い る．

物理的な制限の ない 反応 で は 単な る 球状 シ リカ しか 得 ら

れ ない こ と か ら，ドーム の 形成 は Silaffinの 平面 上で の 固

定 お よ び 反 応 場 の 薄膜 化 とい っ た 物 理 的な制 限 要 因 に

よ っ て 反 応液中の 基質 の 拡散抑制，不 均質化，お よ び 固

相 面 と基質 の 静電的相 互 作用 に よ り，バ イ オ シ リ カ 形成

に何らか の 強 い 方 向性 が 与 え られ た もの と推察され る．

Silaffinの バ イオナ ノ テ クノ ロ ジーへ の 応 用

　 こ れま で 述 べ て きた Silaffinによるバ イ オ シ リカ の 形

成形態 は 大きく分 けて 二 つ に 分類 され る．　
・
っ は 単純 な

水 溶 液 中 で の マ イ ク ロ メー トル オ
ー

ダ
ー

の 粒塊形成 と 成

長 ．も う つ は 物 理 的制 限 が 強 く施 され た 環境 に お け る

二 〜三 次 元構造 の 自己 組織化的展開で あ り，こ れ は 今後，

基礎的知 見 の 深 化 お よび 技術的洗練 を待たなければな ら

ない もの の ，phasc　separation モ デ ル に 予 言 され る よ う

な ナ ノ メ
ー トル オ ーダー

で の 幾何学構造制御 へ 向か うも

の で あ る．い ず れ の 場 合 も，い わ ゆ る 生 化 学的な反 応 環

境 （常温 ，常圧 ，中性） ドで 反 応 を進 め る こ とが で きる

点 が応 用 Eの 重要 な価値 で あ ろ う．た とえば前者 の 粒塊

形 成 の 場 合，有用 な 酵素 タ ン パ ク質な どの 生 体高分 子 を

粒塊形成時 に 混ぜ る こ とに よ り ，
バ イオ シ リカ粒内に活

性 を 保 持 した ま ま固 定 した例が こ れ まで に 報告 されて い

る．15） こ の 場 合，酵素活 性 が 飛 躍的 に 安定化され て お り，

今後 の 展 開 に 大 き な期待が持たれ る．

　　
・
方，固 体表 面 に 酸化珪素 固 体 の 高次微細構造を自己

組 織化 的 に 形成す る 方法 は 半導体表面加 工 技術 へ の 応 川

が期待 され る．現在 の 高度情報化社会 は ，半導体 プ ロ セ

ス 技術 の 微細化 とともに発展 して きた ．汎用 リ ソ グラ

フ ィ 法 は 現在 の 半導体微細加 工 技術 を代表す る
“
toP−

down 型
”

の 核 技 術 で あ る が ，パ タ
ー

ン 形 成 に 用 い る 光

源 の 波長以下 の 微細領域 の 加 工 は 困難 で あ り，近 い 将来

技術限界 に 達す る こ とが 予想 され る．そ こ で 原 子 を
一
つ

ずつ 積 み 上 げ る
“
bottom −up 型

”
の 技術 が 注 目され て い

る．16〕こ の 方法 は 単原 子 精度 で の 加 工 を可 能 に す る もの

と考 え られ る が ，生 産 性 の 観 点 か ら 自己 組織化機能 を 駆

動力に もつ 構造制御法 が 検討 され て い る．Silatfinを用 い

た バ イ オ ミ ネラ リゼー
シ ョ ン は，生命現象が もつ 自己 組

織化機能 を無機化合物 の 構造制御 に 対 し て 分子 レ ベ ル で

制御す る もの で あ り，完全
“
bot〔om −up 型

”
表面加 工 技

術 と して 位置づ けられ る だ ろ う．今後の 展開 に 関 して は，

現在主流 の 生命現象 か らの ア ブ ロ
ー

チとともに，反 応場

で あ る結晶成長環境 そ の もの を構造形成能 に 対 し て 最適

化 させ 得 る物理的なア プ ロ
ー

チ も必要と考 えられ る，ま

た ， 上 に も述 べ た よ うに Silatlinに よっ て 形成 され るバ イ

オ シ リカ に は さ ま ざ まな 機能高分子 を 取 り込 ま せ る こ と

が 卩∫能 と考え られ る た め，従来に な い 素子機能を有す る

微細構 造 の 作製にも大 きな期待 が 寄 せ られる．
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