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Abstract: The T7 phage display system uses the T7 capsid protein to display peptide on the surface of the phage. This system is easy 
to use and has the capacity to display peptide up to about 50 amino acid in size in high copy number（415 per phage）. The present 
study is aimed at construction of metal nanoparticles using phage display system in which metals coat phages to become 
homogeneous spheres. It is expected that the metal nanoparticles have catalytic activity with high specificity and efficiency or 
exhibits surface plasmon resonance. 
 
1. 目的	
 

T7ファージディスプレイ法はファージの頭部（正 20
面体構造）の表面に 415個のペプチドを提示する技術で
ある。触媒化学や光化学の分野で金属ナノ粒子は注目さ

れているが，構造と性質が均一なナノ粒子を作製するこ

とは難しい。	
 

本研究は，ファージ粒子を骨格にした金属ナノ粒子の

構築手法を確立し，精密設計によって構造と性質の相関

を解析することにより，新奇で高機能な光機能性材料と

集積型金属触媒を調製することを目的とする。ここでは，

ニッケル・コバルト・鉄（触媒活性），あるいは，金クラ

スター（表面プラズモン共鳴）を結合するファージ粒子

の作製を試みた。	
 

 
 
 
 
 
 
 
2. 方法	
 
2-1. 組換えファージの設計と作製 
	
 触媒活性と表面プラズモン共鳴を示すファージ作成の

ために以下の提示ペプチドを設計した。	
 

Gly4His6: Gly-Gly-Gly-Gly-His-His-His-His-His-His	
 
Gly4Glu6: Gly-Gly-Gly-Gly-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu 
GA3KA3K: Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ala-Lys-Ala-Lys-Ala- 

Lys-Ala-Lys 
 
	
 Gly4His6とGly4Glu6のアミノ酸配列をもつモデルペプ
チドを合成した。	
 

	
 上記のペプチドを発現するファージを構築するために

各アミノ酸に対応するコドンを持つ遺伝子を合成した。

合成した遺伝子断片をファージ遺伝子に挿入し，ファー

ジ構成タンパク質と混合し，自己組織化によって組換え

ファージを作製した。感染後のファージの組換え部分の

遺伝子配列を解析した。	
 

	
 

2-2. ファージの増幅 
液体培養した大腸菌 BL21 にファージ溶液 25µl を加
え（大腸菌への感染）37℃で 2 時間振盪培養することに
より,ファーを増幅した。遠心分離（8000 g × 5 min, 4℃）
後，上清をファージ溶液とした。	
 

 
 
 
 
 
 
   Fig. 1. Concept of this study. 
 
2-3. プラーク分析	
 
培養した大腸菌 BL21 250 µl	
 と 106-109 倍に希釈した
ファージ溶液 100 µlとを混合した。混合液をトップアガ
ロース溶液	
 5 ml	
 に加え，LB寒天プレートに注ぎ，ファ
ージを大腸菌	
 BL21 に感染させた。ファージの感染によ
る大腸菌の溶菌によって生じたプラーク数を測定し，力

価を算出した。 
 
2-4. ファージの濃縮方法の検討	
 
超遠心分離法と PEG（ポリエチレングリコール）沈殿
法を用いて，ファージ粒子が濃縮可能であるかどうかを
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検討した。超遠心分離の条件は，153,000 g × 30 min，4℃
とした。PEG 沈殿法は以下の手順で行った。ファージ溶
液 10 mlに 20%（w/v）PEG 6000を 10 ml 加え，4℃で 10
時間静置した。遠心分離（10,000 g × 10 min，4℃）後，
上清及び沈殿を試料とした。	
 

 
2-5.	
 ファージと金属との反応	
 
ファージ溶液 5 mlに 60 mMの金属サンプルを 5 ml加
え，1時間室温で撹拌した。UV-VISスペクトルを測定し
た。 
 
3. 結果と考察	
 
3-1. 組換えファージの設計と作製 
組換え遺伝子の配列を解析した結果，インサートDNA
が設計通りにベクターと結合したこととインサート部分

に変異がないことが確認された。 
 

3-2. プラーク分析による力価の算出	
 
力価（pfu/ml）を Table 1にまとめた。プラーク形成の
結果より，作製した組換えファージが大腸菌に対する感

染力を保持していることが確かめられた。また，組換え

ファージを大腸菌に感染させ増幅を行うと，ファージの

感染力は増加することが分かった。	
 

	
 

Table 1. Plaque assay.  
 Phage 1st 2nd 3rd 
   （pfu/ml） （pfu/ml） （pfu/ml） 
Gly4Glu6 4.9 × 109 1.7 × 1010 
Gly4His6 1.7 × 1010 2.2 × 1010 
GA3KA3K 8.2 × 1010 2.1 × 1010 4.2×1010 
Wild 2.7 × 1010 
 
3-3. ファージ粒子の濃縮と金属との結合	
 

UV-VIS スペクトル測定によって，ファージ粒子及び
金属イオンの定性・定量ができることが分かった。超遠

心分離後の上清と沈殿のスペクトルより，超遠心分離に

よってはファージ粒子の濃縮が困難であることが分かっ

た。ニッケルとGly4Glu6ファージの結合状態は，UV-VIS
スペクトルのみでは解析が難しいことが分かったため，

他の分析方法の検討が必要である。	
 

PEG沈殿後のスペクトル（Fig.2）より，PEG沈殿法に
よってファージ粒子を沈殿させ濃縮することが可能であ

ることが分かった。また,ニッケルと Gly4Glu6 ファージ
の結合状態を確認することは困難であった。	
 

	
 

Fig. 2. UV-VIS spectra of Gly4Glu6 upon addition Ni2+ after 
PEG precipitation. 
 

Gly4Glu6ファージのUV-VIS 吸収スペクトルを測定
した結果，30 mM塩化コバルトとの反応では, 極大波長
が 510 nmから 474 nm にシフトし，30 mM塩化ニッケル
との反応では，極大波長が 395 nmから 489 nmにシフト
した。 

Gly4His6ファージのUV-VIS 吸収スペクトルを測定
した結果, 30 mM 塩化ニッケルとの反応では, 極大波長
が 394 nm から 476 nm にシフトした。一方, 30 mM 塩
化コバルトのスペクトルはほとんど変化しなかった。こ

の結果より, 組換えファージが塩化ニッケルに対して高
い親和性を示すことが分かった。 
 
3-4. 展望	
 
現在，組換えファージの透過型電子顕微鏡撮影により

作製した金属ナノ粒子の形態観察を試みている。また，

メチルオレンジの分解速度によって触媒活性を評価する。

光機能素子の構築においては，金・銀・銅それぞれのイ

オンから Tetrakis-(hydroxymethyl)-phosphonium chlorideを
用いた化学還元法により金属クラスターを合成し、アミ

ノ基を提示した組換えファージと結合させることを試み

ている。アスコルビン酸を用いた還元反応により，この

クラスターを核としてファージ表面全体が金属で占めら

れた金属ナノ粒子を合成できれば，表面プラズモン共鳴

を示す金属ナノ粒子の作製が実現する。	
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