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第1章 序論 

1-1 金属ナノ粒子 

1-1-1 金属ナノ粒子とは 

ナノテクノロジーが注目されるようになり、ナノ材料の研究が広く展開されるようにな

って久しい。ナノ材料の定義は「1 nm から 100 nm の大きさの範囲にあり、かつ、その大き

さに関係した特異な性質を示す材料」というものである。ナノテクノロジーは人工的な技術

だが、ナノレベルでの化学反応そのものは自然界においても起こっており、生物は原子レベ

ルで物質を利用することで情報の蓄積や自身の再生などの機能を有する器官を進化させて

きた。折りたたまれた DNA 分子は最新のデータ蓄積系で達成されているものよりもはるか

に大きい情報記録密度を有することが知られている。また、光合成も生物学的なナノテクノ

ロジーの例として挙げられ、ナノ構造を利用し光を吸収することで、電荷を分離しプロトン

を周回運動させ、太陽エネルギーを化学エネルギーに変換している。 

無機材料の物性は、粒子径が直径 10 nm 以下になってくると、大きな塊（バルク）では見

られない性質を示す。物質が小さくなると、表面の影響が大きくなるだけではなく、全体を

構成する原子核と電子の数が有限となり、金属ナノ粒子の物性に変化が生じるからである

（久保・川畑、1968）。バルク金属では充満帯と伝導体が重なっており、フェルミエネルギ

ー近傍におけるエネルギー準位の分布が連続的である。一方、金属ナノ粒子になるとエネル

ギー準位が離散的になり、半導体に似た電子状態となる。さらに小さくなって、金属クラス

ターになると、充満帯と伝導体のギャップが一段と大きくなるだけでなく、エネルギー準位

の間隔も大きくなり、分子の電子状態に近くなる（図 1-1）。このように粒子径の変化によ

り、電子のエネルギー状態が変化することを量子サイズ効果と呼ぶ。量子サイズ効果による

物性の変化の例として、熱的物性（融点低下）、電磁気的物性（誘電率増大、常磁性体化）、

工学的物性（プラズモン共鳴、蛍光発光）が挙げられ、医療や環境、エネルギーなど様々な

分野で応用されている(Kaur and Gupta, 2009; Li et al., 2011; Lohse and Murphy, 2012)。 
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例えば、金属ナノ粒子の粒子径が十分に小さく、ドブロイ波長やボーア半径と比較できる

ほど小さい場合、融点や焼結温度、結晶化温度はバルク粒子よりはるかに高い (Wen et al., 

2009)。インクジェット法において、融点の低い銀ナノ粒子を低温分解する保護剤と共に使

用することで、微細配線描画が可能となる (Ide et al., 2005)。また、白金ナノ粒子の低温排熱

を利用することで、芳香族系導電性高分子の熱電変換材料効率を向上させることが可能で

ある (O’Mullane et al., 2004)。 

このように独特の物性を持つナノ粒子は金属によって様々な用途が期待されており、以

下に金属ナノ粒子の応用例を述べる。なお、金ナノ粒子については 1-1-2 にて詳しく紹介す

る。 

金や銀のナノ粒子では、粒子の表面に存在する自由電子が特定の波長の光によって集団

的に振動し、その振動に付随して粒子に電磁場が発生する表面プラズモン共鳴（SPR）が起

こる。この発生した振動電場によってある波長の入射光が粒子内部の電子と共鳴して特に

大きく吸収、散乱を受けることで特有の吸光を示すことからセンサーや色素の材料として

用いられている。例えば銀ナノ粒子は表面プラズモン共鳴により、粒子表面の電子の影響を

受け、粒子径に応じてコロイド溶液の色が黄色から橙色に変化する。粒子は皮膚疾患の治療

など、殺菌剤、電気製品、医療製品などに使用されている (Chao et al., 2011)。また、金、銀

のほかにパラジウム、白金のナノ粒子は触媒活性を持つことが報告されている。例えばパラ

ジウムナノ粒子は Heck 反応や鈴木反応の触媒であり (Deplanche et al., 2014)、酸素 (Jukk et 

al., 2014)やホルムアルデヒド (Safavi et al., 2012)の検出に利用されている。また、コアシェ

ル型の金-パラジウム合金ナノ粒子は、相乗効果により、CO、アルコール、フェノール類の

酸化反応など様々な反応に対して触媒活性を発揮する (García-Domínguez and Nevado, 2016)。

白金ナノ粒子は抗酸化活性を有し、スーパーオキシドアニオンラジカルやヒドロキシルラ

ジカルのスカベンジャーとして働くことができる[14]。白金ナノ粒子は固体高分子形燃料電

池では膜／電極接合体に組み込まれ触媒として用いられている。正極での酸素還元反応お



6 

 

よび負極での水素酸化反応の双方において触媒活性を持つ (Gasteiger et al., 2005)。白金ナノ

粒子は粒子径が小さくなると表面積が大きくなり活性が向上するが原子数が 19 のナノ粒子

において活性は極大となり、それより小さいナノ粒子では電子状態が変化して活性が失わ

れることが知られている (Imaoka et al., 2015)。また、Cu NP は気相触媒、光触媒、電極触媒

としても活性がある (Jin et al., 2012)。二酸化チタン（チタニア）ナノ粒子は、紫外光を遮断

するため、日焼け止めに使用されている (Kessler, 2011)。二酸化チタン中の Ti(IV) はヒト血

清中のトランスフェリンと結合するため、がん化学療法や遺伝子導入にも応用されている 

(Prasad et al., 2007)。Gd2O3ナノ粒子は超常磁性体であり、高い誘電率を有している。この特

性を利用して、磁気共鳴イメージングのイメージング剤や、原子炉の吸収体用蛍光体として

使用されている (Prasad and Jha, 2010)。ほかの磁性ナノ粒子も多くの応用例があり、例えば

Fe3O4（マグネタイト）ナノ粒子は、抗がん剤、抗腫瘍剤としての利用や細胞の標識として

の利用など、医療の分野で利用されている (Compeán-Jasso et al., 2008)。ZrO2（ジルコニア）

ナノ粒子は、高い誘電率、光学特性、優れた熱安定性、化学的不活性を有している。これら

の特性から、電極、太陽電池、透明薄膜など、さまざまな電子デバイスに利用されている 

(Kim et al., 2011)。アルミニウムナノ粒子は燃焼効率を上昇させる燃焼促進剤として利用す

ることも可能である (E et al., 2018)。鉄ナノ粒子は塩素化有機汚染物質を分解する特性を持

つ。有機塩素分子中から塩素原子を除去することで、有害物質の生物学的毒性を提言するこ

とが可能である (Saif et al., 2016)。また、鉄ナノ粒子の高い比表面積と強い還元力を利用す

ることにより、鉄ナノ粒子還元法による土壌の修復という技術開発も進んでいる (Zhao et 

al., 2016)。 

半導体としての性質を持つナノ粒子は量子ドットと呼ばれている。量子ドットは粒径に

応じて蛍光増強を示す(Kumar et al., 2008)。CdSe 量子ドットは、カドミウムとセレンが 1:1 

の元素比で結合した六方晶系ウルツ鉱構造をとる II-VI 族半導体であり、光学デバイスや発

光、電気電子工学、触媒化学など幅広い分野で応用が考えられる。例えば近年では生体内の
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細胞や分子の挙動を視覚的に解析するバイオイメージングなどの生命科学分野や光吸収材

として太陽電池のエネルギー吸収効率をあげるためになどに利用されている。同じく II-VI

半導体である CdS NP は、多くの興味深い特性を持っている (Trindade et al., 2001)。発光ダ

イオードの発光は CdS や ZnO の量子ドットにより増強されることが知られている (Mundt 

et al., 2016)。PbS、ZnS、PbSe の量子ドットは、オプトエレクトロニクス (Faraon et al., 2007)、

太陽電池 (Muthalif et al., 2019)、イメージング (Wang et al., 2018)などに利用されている。 

また、金属ナノ粒子や金属イオンは抗菌剤として寄与することが知られている。微生物に

対して直接損傷を与えることや活性酸素種（ROS｜Reactive OxygenSpecies）を生成すること

によりリボ核酸、タンパク質、細胞内オルガネラ、細胞壁、細胞膜を破壊することで抗菌作

用を発揮する(Amini, 2019)。ナノ粒子による細胞毒性として ROS の生成による酸化ストレ

スがある (Horie et al., 2012)。バルクサイズでは溶解度が小さい金属であっても、ナノサイ

ズになることで溶解性が上昇するものが存在する。金属イオンの溶出と細胞生存率や細胞

内 ROS レベルとの間には相関性を持つことが知られており、ナノサイズで細胞内に取り込

まれることで細胞毒性が誘導される可能性が考えられる。また、ナノ粒子はサブマイクロメ

ーター粒子に比べ吸着性や表面積が増大することが生体へ影響を及ぼしている要因と考え

られている。 

 

1-1-2 金ナノ粒子 

金は化学的に非常に安定な物質であり、酸や塩基に強いことが知られている。金ナノ粒子

も安定性が高く、非常に古くから利用され、多くの研究がなされている。古くからステンド

グラスや切子のようガラスの着色に用いられてきたが、その発色原理は 19 世紀になって

Faraday によって解明された。 

 金ナノ粒子は様々な場面で応用されている。1971 年に透過型電子顕微鏡 (TEM) 用の免

疫細胞マーカーとして利用されるようになり (Page Faulk and Malcolm Taylor, 1971)、電子顕
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微鏡分野では金ナノ粒子で標識された抗体は必要不可欠なものの一つとなっている。医療

の分野において金ナノ粒子は標識や熱、センシング、薬剤の輸送の媒体として用いられてい

る。1996 年には、金ナノ粒子を遺伝子検出に利用することが提案された。オリゴ DNA を粒

子表面に担持させ、完全相補鎖によるハイブリダイゼーションを粒子の色調変化によって

検出する。この方法で遺伝子の一塩基多型（SNPs）の検出にも適応できることが示された 

(Storhoff et al., 2000)。また、 がん治療における電離放射線の増強剤としての研究が進めら

れている。金は原子番号が大きく、キロボルトサイズの X 線吸収が大きい。そのため、キ

ロボルトからメガボルトのエネルギーの光をさらすことで金ナノ粒子を共鳴させて熱を発

生させることで温熱療法に活用させることができる (Jain et al., 2012)。また、DNA 断片に付

着するという金ナノ粒子の特性を利用し、ウイルス感染症の診断にも利用されている 

(Storhoff et al., 2000)。ほかにもヌクレオチドやタンパク質、毒素などを検出するセンサーと

して利用されている (Lin et al., 2016; Ye et al., 2013; Zhang et al., 2014)。 

また、先述の通り、触媒活性を持つことも知られており、グルクロースのグルコン酸への

酸化反応など、様々な酸化・還元反応の触媒として用いられている (Thompson, 2007)。さら

に、TiO2を担体として金ナノ粒子を担持させることにより、触媒の効率を上げることができ

る。例えば水素を水に変換することやぎさんおノニルフェノールの酸化分解の触媒反応に

利用することができる (Naya et al., 2013; Torimoto et al., 2011)。ほかにも、工学的な利用もあ

る。例えば、体積が小さく、比表面積が大きいことから電極材料として用いることができる。

そこで、金ナノ粒子を用いることで急速充電が可能となる燃料電池が開発されている 

(Jimenez-Villacorta et al., 2016)。ほかにも電子トランジスタへの応用などに応用されている

(Thelander et al., 2001)。 

金ナノ粒子や白金ナノ粒子は特に応用先が多岐にわたることから多くの研究成果が報告

されている。ナノ粒子特有の性質を示さないサブマイクロメーターの粒子も遺伝子組み換

えの手法であるパーティクルガン法において用いられるなど、用途は多岐にわたる (Klein 
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et al., 1987; Okuzaki et al., 2013; Okuzaki and Tabei, 2012)。パーティクルガン法とは、DNA を

コーティングさせた金属微粒子をヘリウムなどの高圧ガスを用いて高速で植物へ射出する

ことで形質転換を行う手法であるが、微粒子が植物細胞の細胞壁を貫通する必要がある。粒

径が小さいと貫通できないため、サブマイクメーターサイズで勝つ比重が大きな金属の粒

子が利用される。また、植物細胞に対して安全であることが求められることから、 金や白

金、タングステンの粒子が利用されている。 
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1-2 金属ナノ粒子の合成手法 

前項にて紹介した通り多様な応用先のあるナノ粒子であるが、現在大規模合成するため

に化学的・物理的手法が用いられている。 

ナノ粒子の合成方法にはトップダウンアプローチとボトムアップアプローチとの二つに

分けることができる (Ahmed et al., 2016)。トップダウンアプローチはミルなどを用いた破砕、

ガスによるスパッタリング、研磨などにより大きなバルク粒子を小さくする手法である。こ

の手法は一般的に粒径が 100 nm 以下の小さななの粒子を合成するには向いていない。一方、

ボトムアップアプローチは原子やイオンを結晶化させる手法である。科学的・生物的手法に

より、結晶核を形成させ、結晶成長をナノサイズで抑えることでナノ粒子を合成することが

できる。ボトムアップアプローチにおける金属ナノ粒子の生成機構は LaMer モデルで説明

することが可能である (LaMer and Dinegar, 1950)。溶液の揺らぎによりによりモノマー濃度

が臨界核生成濃度を超えると微小な結晶核が生成される。結晶核は微小な範囲では粒径の

増大とともに粒子表面による界面自由エネルギーは増加するが、ある粒径（臨界核）を超え

ると減少に転じる。そのため、臨界核を超える粒子が合成されると、結晶は大きく成長して

いく。こうして新たな核形成とその成長が繰り返され、臨界核生成濃度を下回ると結晶成長

のみが進行していく。こうして形成された結晶核の凝集を抑える物質が存在することでナ

ノ粒子として溶液中に存在することができる。 

このボトムアップアプローチにて生成されたナノ粒子は、金属粒子の周りを有機物が覆

った構造となっている。金属表面は溶媒との親和力が小さいため、有機物に覆われることで

凝集することを防いでいる。金属粒子を覆う様式として２つの形式が挙げられる。 

１つ目は高分子による安定化である。粒子の表面に結合した高分子の存在により、粒子同

士が衝突した際の金属の凝集を抑えることができる (Xia et al., 2009)。２つ目は表面修飾法

と呼ばれる手法であり、金属と配位する構造を持つ低分子を安定化剤として用いることで

粒子の凝集を抑えることができる (Murray et al., 1993)。一方、ナノ粒子同士の静電的な反発
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により凝集を抑えることも可能である。例えば、酸性溶液中でチタンアルコキシドの加水分

解により合成された酸化チタンナノ粒子は表面に H+が正に帯電しており吸着しており、静

電的な反発により粒子の凝集を抑えることができる (Yoneyama et al., 1989)。しかし、この

手法で合成されたナノ粒子の安定性は溶液中の電解質濃度に依存し、安定的な合成手法と

は言えず、現在は主流の合成手法ではない。 

ナノ粒子の中でも金ナノ粒子の合成は Faraday による合成手法の開発にさかのぼる。

Faraday は二硫化炭素を還元剤として塩化金酸を還元することで、初めて金ナノ粒子の合成

に成功した（Faraday, 1857）。その後、Frens がクエン酸を用いた合成方法を開発し、現在も

クエン酸による合成方法は工業的にも利用されている。Frens は沸騰した塩化金酸溶液にク

エン酸ナトリウムを添加することで金ナノ粒子コロイド溶液を調製した。溶液の色は核形

成を示す青色から赤色に変化し、ナノ粒子の合成が明らかになった (Frens, 1973)。1979 年

にはエタノールによる合成法が開発された。炭酸カリウムにより中性に調整した金酸水溶

液を 75°C に加熱し、エタノールを添加することで 25 nm の金ナノ粒子コロイド溶液が合成

された一方で、同様に調製した金酸溶液とエタノールの混合溶液に超音波を照射すること

で 10 nm の金ナノ粒子コロイド溶液が合成された (Baigent and Müller, 1980)。1994 年には無

機・有機の二層間での合成手法が確立された。この手法は 1857 年の Faraday による二層合

成系に由来している。臭化テトラオクチルアンモニウムを触媒に、塩化金酸イオンを有機相

へ移動させ、分散剤として加えたドデカンチオール（C12H25SH）存在下で水素化ホウ素ナト

リウムにより還元することで金ナノ粒子を合成した。これまで方法で合成されたものと異

なり、疎水性ナノ粒子が合成されたことは大きな成果であった (Brust et al., 1994)。ただし、

水素化ホウ素ナトリウムによる Au (III) の還元は速いため氷冷下で行う必要があり、また、

水素化ホウ素ナトリウムそれ自体は分散剤として働くことは出来ないので、アルカンチオ

ールなどの Au (III) と親和性の高い分散剤の存在下で反応を行う必要がある。また、菌前駆

体から形成した Au(0)ナノシードを核として結晶を成長せるシード法と呼ばれる手法が存
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在する。この手法は溶液中に添加したイオンの種類により結晶成長方向を制御することが

可能であり、特に棒状の結晶である金ナノロッドの合成に応用されている (Uson et al., 2016)。 

 CdS 量子ドットは、トリオクチルホスフィンなどの有機溶媒中でジメチルカドミウムと

硫黄を 300°C で加熱することで調製される (Murray et al., 1993)。これらの方法は、高圧、

高温条件であることや、有毒な試薬や有機溶媒を必要とすることから、環境に優しくないこ

とが課題と考えられている。そのため、経済的、エネルギー的コストが低く、不要な副産物

が発生しない新しい方法を開発することが求められている。また、化学的手法で合成された

金属ナノ粒子は環境や人体に対して広範囲に毒性を持つことが懸念されている (Parveen et 

al., 2016)。一方、物理的な合成手法では非常に多くのエネルギーを必要とすることが課題と

されている。また、物理的手法では形や大きさなどを制御することが難しいことも課題であ

る (Amini, 2019)。 
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1-3 生物を用いた金属ナノ粒子合成 

 現在主流の合成手法の課題解決のために注目を集めている手法が生物を用いた合成手法

である。 

生物による合成手法のひとつが微生物による合成手法である。微生物と金属との関係に

ついては、古くから研究が重ねられており、磁性ナノ粒子であるマグネトソームを持つ磁性

細菌（Spirochaeta plicatilis）が 1975 年に発見されたことに端を発する (Blakemore, 1975)。マ

グネトソームは、Fe3O4 または Fe3S4 のナノ粒子からなるが、磁性細菌はこれらの粒子をコ

ンパスとして使用して地磁気を検出している。マグネトソームの結晶多形は細菌の種類に

よって異なる。生存戦略としてナノ粒子を合成する微生物が存在することから、外部から金

属イオンを添加することにより金属ナノ粒子を合成することができるのではないかと考え

られ、これまで細胞内外での金属ナノ粒子合成の報告が相次いでいる。微生物を用いた金属

ナノ粒子合成は有機溶媒を必要とせず、常温常圧下で最低限の副産物にて合成することが

できることから、環境にやさしい手法と考えられている。 

微生物が金属ナノ粒子を合成する理由は２つ考えられている。１つは、金属イオンの毒性

から身を守るためである。重金属は微生物において金属酵素の働きを阻害し、活性酸素の生

成を引きおこすことから毒性を持つと考えられている。重金属を無害化するメカニズムは

様々ある。トランスポーターによる細胞外への排出や液胞内での貯蓄、酸化還元酵素による

無害化などが挙げられるが (Bruins et al., 2000)、これらのメカニズムによって無害化された

金属は金属イオンとして細胞内に保存されるだけでなく、ミネラルとして沈殿することと

なる (Park et al., 2011)[32]。２つ目の理由はエネルギーの獲得である。一部の細菌は金属イ

オンを電子受容体として還元することでエネルギーを獲得すると考えられている (Konishi 

et al., 2006)。 

微生物を用いた金属ナノ粒子合成は大きく３つの方法がある。１つは、微生物を金属塩水

溶液中でインキュベートする手法である。金属イオンを還元する必要がある場合、培養液中
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に電子供与体を添加する場合もある図 1-1A。２つ目は洗浄した菌体を用いる手法である。

培地の影響を最小限に抑えるために菌体を滅菌水で洗浄し、金属塩水溶液中でインキュベ

ートすることによりナノ粒子を合成する図 1-1B。３つ目は微生物からの分泌物（無細胞抽

出物｜Cell Free Extracts（CFE））を用いた手法である。CFE は培養した菌体を滅菌水中でイ

ンキュベートし、ろ過することで得られた溶液であり、この CFE と金属塩水溶液を混合す

ることで金属なん粒子を合成する図 1-1C。 

 

図 1-1 微生物による金属ナノ粒子合成スキーム 

(A) 菌体培養液による合成 

(B) 菌体懸濁液による合成 

(C) 無細胞抽出液（CFE）による合成 

 

 微生物により金属ナノ粒子を合成する利点として、毒性が低いことが挙げられる。黄色ブ

ドウ球菌によって合成された銀ナノ粒子は、化学的に合成された粒子に比べて毒性が低い
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ことが報告されている (Wang et al., 2001)。このように毒性の低い金属ナノ粒子は生体適合

性に優れていることが考えられ、医療分野での利用が期待されている。 

微生物と並び並び環境にやさしい金属ナノ粒子合成手法として着目されている合成手法

が植物抽出液である。なかでも植物由来の抗菌活性物質を用いて金属ナノ粒子を合成する

ことで、相乗効果が期待できるとして注目を集めている。例えば、クルクミンはウコンの根

茎に多く含まれるポリフェノール化合物であり、抗酸化作用、抗炎症作用、抗菌作用を持つ

ことが知られており古くから病気の治療に用いられてきた。クルクミンの DMSO 溶液に塩

化金酸水溶液を添加することで還元剤および分散剤として働き、金ナノ粒子が合成される。

PBMC（末梢血単核細胞）を用いた細胞毒性試験の結果、クエン酸により合成された金ナノ

粒子より毒性が弱いことが示された。このように生体由来の成分で合成された金属ナノ粒

子の生体適合性が高い可能性があると考えられる（Sindhu et al., 2014）。また、菌体とナノ粒

子の集合体が相乗効果を発揮する報告もある。例えば、菌体に担持された金ナノ粒子がヘモ

グロビンを固定化することにより、タンパク質と電極間での電子移動を促進したという報

告がある (Du et al., 2007)。一方で、微生物の細胞成分がナノ粒子の特性を阻害する場合も

あり、粒子を生成する必要もある。生合成された粒子を単離する手法は遠心や透析、風乾に

よる細胞膜破壊などが挙げられる  (Deljou and Goudarzi, 2016; Kalishwaralal et al., 2009; 

Martins et al., 2017)。 

微生物による金属ナノ粒子の合成報告の例を 

表 1-1、表 1-2、表 1-3 にまとめた。種々の微生物により金属ナノ粒子が合成されている

ことが分かる。いくつかの微生物においては合成の活性物質まで明らかとなっているが、物

質の部分構造しか明らかになっていないものが大半である。表 1-3 には大腸菌に外部の遺

伝子を導入してナノ粒子合成を行った例を示した。遺伝子組み換え微生物は取り扱いに注

意が必要であり、容易な合成手法であるとはいいがたいが、金属へのキレート能や還元能を

持つことが既知のタンパク質を発現させることにより、効率よくナノ粒子合成を行うこと
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が可能となる。 

表 1-1 金属ナノ粒子を合成する微生物の報告例（Au、Ag） 

金属 微生物名 活性物質 粒径 /nm 文献 

Ag Pseudomonas stutzeri AG259  20-100 (Joerger et al., 2000) 

Ag Fusarium oxysporum  5-15 (Ahmad et al., 2003a) 

Ag Lactobacillus casei DSM 20011  25-50 (Korbekandi et al., 2012) 

Ag Escherichia coli K12 
hemiacetal groups  

of sugars 
10-30 (Kang et al., 2014) 

Ag Lactobacillus acidophilus 58p  30.65±5.81 (Garmasheva et al., 2016) 

Ag Lactobacillus plantarum 92T  19.92±3.4 (Garmasheva et al., 2016) 

Ag Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus   1.4-8.9 (Sani et al., 2018) 

金属 微生物名 活性物質 粒径 /nm 文献 

Au Verticillium sp. AAT-TS-4  20±8 (Deplanche et al., 2014) 

Au Rhodococcus sp.  5-15 (Ahmad et al., 2003b) 

Au Escherichia coli DH5α  25±8 (Du et al., 2007) 

Au Rhodopseudomonas capsulata NADH 10-20 (He et al., 2007) 

Au Shewanella algae  10-20 (Konishi et al., 2007, 2006) 

Au Rhodopseudomonas capsulata (CFE) protein 10-21 (He et al., 2007) 

Au Aspergillus niger NCIM 616  12.79±5.61 (Bhambure et al., 2009) 

Au Cupriavidus metallidurans CH34  100 (Reith et al., 2009) 

Au Rhizopus oryzae MTCC 262  10 (Garmasheva et al., 2016) 

Au Bacillus licheniformis  10-100 (Kalishwaralal et al., 2009) 

Au Stenotrophomonas maltophilia AuRed02 NADPH 40 (Nangia et al., 2009) 

Au Hormoconis resinae MTCC 368   3-20 (Mishra et al., 2010) 

Au Marinobacter sp. RS11  <10 (Sharma et al., 2012) 

Au Lactobacillus kimchicus DCY51 
amino acid residues  

surface-bound proteins 
5-30 (Markus et al., 2016) 

Au Delftia acidovorans Delftibactin N.D. (Johnston et al., 2013) 

Au Streptomyces sp. NK52  10-100 (Prakash et al., 2013) 

Au Azospirillum brasilense Sp245   5-50 (Kupryashina et al., 2013) 

Au Thermus scotoductus SA-01 ABC transporter <50 (Erasmus et al., 2014) 

Au Bacillus niabensis 45 cyclic peptide N.D. (Li et al., 2016) 

Au Serratia marcescens prodigiosin 20-120 (Dozie-Nwachukwu, 2017) 

Au Lactobcills casei JCM1134 
DGDG/ lactic acid 

lacto‐N‐triose 

29.6 
(Kato et al., 2019; Kikuchi 

et al., 2016) 
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Au Bacillus marisflavi YCIS MN 5   13.5±0.2 (Nadaf and Kanase, 2019)  

 

表 1-2 金属ナノ粒子を合成する微生物の報告例（その他の重金属） 

金属 微生物名 活性物質 粒径 /nm 文献 

CdS Escherichia coli ABLE C  2-5 (Sweeney et al., 2004) 

CdS Rhodopseudomonas palustris cysteine desulfhydrase 8.01±0.25 (Bai et al., 2009) 

CdS Lactobacillus sp  4.93±0.23  (Prasad and Jha, 2010) 

CdS Sachharomyces cerevisae   3.57±0.21 (Prasad and Jha, 2010) 

金属 微生物名 活性物質 粒径 /nm 文献 

CdSe Saccharomyces cerevisiae BY4742 NADPH 2.69-6.34 (Cui et al., 2009) 

CdSe Helminthosporum solani  5.5±2 (Suresh, 2014) 

CdSe Saccharomyces cerevisiae ATCC9763 protein 15-20 (Wu et al., 2015) 

CdSe Pseudomonas aeruginosa strain RB  10/ 70-100 (Ayano et al., 2015) 

CdSe Fusarium oxysporum JCM11502 superoxide dismutase 8-28 (Yamaguchi et al., 2016) 

金属 微生物名 活性物質 粒径 /nm 文献 

Cu/CuO Serratia sp.  10-30 (Saif Hasan et al., 2008) 

Cu Shewanella oneidensis cytochrome  20-40 (Kimber et al., 2018) 

Gd2O3 Lactobacillus sp.  10-20 (Jha et al., 2010) 

Fe3O4 Thermoanaerobacter ethanolicus TOR-39  41.3 (Yeary et al., 2005)[69] 

Pb 

-jarosite 
Shewanella putrefaciens CN32  N.D. (Smeaton et al., 2009) 

Pb + P Shewanella sp. KR-12  3-8 (Liu and Yen, 2016) 

PbS Aspergillus flavus  35-100 (U et al., 2017) 

Pd Shewanella sp. CNZ-1 
hydrogenase 

some amides 
N.D. (Zhang and Hu, 2017) 

Pd Enterococcus faecalis CCTCC M2012445  
carboxyl, hydroxyl  

and amine groups 
N.D. (Cui et al., 2017) 

Pd Desulfovibrio vulgaris DSM 644  N.D. (Martins et al., 2017) 

Pt Desulfovibrio vulgaris DSM 645  N.D. (Martins et al., 2017) 

Pt Shewanella algae ATCC 51181  5 (Konishi et al., 2007) 

Sb2O3 Lactobacillus sp.  3-12 (Anal K. Jha et al., 2009) 

Ti Lactobacillus sp.  40 (Prasad and Jha, 2010) 

TiO2 Lactobacillus sp.  24.63±0.32 (Anal K Jha et al., 2009) 

TiO2 Sachharomyces cerevisae  12.57±0.22 (Anal K Jha et al., 2009) 

ZrO2 Fusarium oxysporum   7.3±2.0 (Bansal et al., 2004) 

 



18 

 

 

 

表 1-3 金属ナノ粒子を合成する微生物の報告例（遺伝子組み換え微生物） 

金属 微生物名 活性物質 粒径 /nm 文献 

Au-Pd Escherichia coli AtPCS1 32.3±20.6 (Zhang et al., 2019a) 

CdS Escherichia coli cysteine desulfhydrase <50 (Wang et al., 2001) 

CdS Escherichia coli AtPCS1 35.8 (Zhang et al., 2019b) 
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1-4 乳酸菌と乳酸菌による金ナノ粒子合成 

乳酸菌は糖を発酵して多量の乳酸を生産する細菌の総称であり、乳酸発酵による飲料や

乳製品の加工に利用され、人間の生活に深く結びついた微生物である。乳酸菌は、グラム陽

性の細胞で、桿状または球状の形態を持ち、カタラーゼ陰性であり、内性胞子を形成しない。

また、運動性は持たず、消費したグルコースに対し 50%以上の乳酸を産生し、ナイアシンを

必須要求とする微生物として定義されている（北原、1942）。乳酸菌は通性嫌気性で、発酵

でのエネルギー獲得により酸素がなくても生育ができる。一方で酸素毒性を排除できる機

構を有するため、酸素と接触しても死滅することはない（山本ら、2002）。また、Lactobacillus

属は一般に耐酸性を有することが知られている。さらに、乳酸菌は培養が容易で、人体への

害も少なく、処分も容易であることから、金ナノ粒子合成微生物として応用性が高いと考え

られる。 

滅菌水により洗浄した乳酸菌の懸濁液に対し金酸水溶液を加えた 24 時間後懸濁液は紫色

に変化した（図 1-2）。透過型電子顕微鏡 TEM により観察を行ったところ、細胞上に金ナ

ノ粒子の黒点が観察され、その粒子径は 90%以上が 10 nm から 40 nm の大きさであった

（図 1-3）。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/TOF-MS）による脂質構成成分の質量分析および、液体クロマトグラフィーエレクト

ロスプレーイオン化飛行時間型 質量分析計（LC ESI-TOF-MS）によるミリマス測定、1H 

NMR スペクトルの測定により、金ナノ粒子合成において乳酸菌の膜資質に多く含まれる

糖脂質であるジグリコシルジアシルグリセロール（DGDG）が還元剤として寄与している

ことが示唆された。1H, 13C による一次元、二次元 NMR スペクトルの測定により、還元剤

として考えられた DGDG は 1,2-di-O-acyl-3-O-[O-α-D-galactopyranosyl-(1→2)-α-D-

glucopyranosyl]glycerol（  

図 1-4）であることが分かった。DGDG を金酸水溶液と混合したところ、金ナノ粒子の合
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成に成功したことから、DGDG が金ナノ粒子の合成におおいて、金イオンの還元を行う還

元剤、および粒子の凝集を抑える分散剤として寄与することが示された (Kikuchi et al., 2016)。 

 

 

図 1-2 乳酸菌による金ナノ粒子合成 

 

 

図 1-3 金ナノ粒子を合成した乳酸菌の TEM像 

 

 

図 1-4 DGDGの構造 

（R1, R2は不飽和度１の脂肪鎖） 
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1-5 重金属による環境汚染 

人類は金属とともに進化してきた。特に近代以降において重金属は多く使用され環境中

に排出されてきた。現在に至るまで塗料、電池、肥料やその他多様な工業製品に使用され、

その多くは環境中に排出されてきた。環境中に蓄積された重金属は微生物、植物、人体に多

大なる影響を与える。重金属により微生物の代謝や呼吸が阻害され、植物においては種子に

蓄積することで生理的機能不全や栄養失調につながる (Blagodatskaya et al., 2006)。さらに、

植物や動物に蓄積された重金属が濃縮されることで、人体に不可逆的な害を及ぼす。これは、

重金属が電子配置などの性質の似ている必須元素と置換されることによる酵素活性の阻害

や、活性酸素の生成促進によるものであると考えられている (Flora et al., 2008; Stohs and 

Bagchi, 1995)。例えば、カドミウムイオンは骨をもろくし、骨の痛みを引きおこす。また、

鉛イオンは胎児への重篤な影響があることが示されている (Bahadir et al., 2007)。メチル化

された水銀（メチル水銀）は中枢神経に障害を与え、感覚障害を引き起こす (Ninomiya et al., 

2005)。ヒ素は特に活性酸素の生成促進能が高く、急性・慢性中毒の症状として皮膚障害を

引き起こす (Uede and Furukawa, 2003)。 

環境中に放出された重金属は雨水により溶解、環境水へと溶出する。水中に溶出した重金

属は水相から固相に転移し、沈澱として堆積することが知られている (Fu and Wang, 2011)。 

pH などの環境条件の変化により、堆積した重金属が水中へ再溶解し、二次汚染を引き起こ

すことから、重金属による水質汚染は世界的な課題となっている。 

日本においては戦後高度経済成長期に工業や鉱山からの重金属排水のよる環境汚染が問

題となった。1960 年代後半には水俣病やイタイイタイ病といった日本四大公害と呼ばれ、

人の健康に深刻な影響をもたらした (Tsuda et al., 2009; Tohyama et al., 1982) 。1970 年代に

入ると工場等からの排水を規制する法律の制定等、有害物質汚染を防止するための規制が

強化され、さらに下水道整備や生活排水対策が進展したおかげで、環境中に排出される重金

属の量は減少した (Matsuo, 2003)。 
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 重金属の中でも鉛は 融点が低く加工が容易であることや、はんだ（鉛―錫合金）や硬鉛

（鉛―アンチモン合金）など合金を作るため、古代より利用され、近代以降も鉛蓄電池や塗

料、鉛水道管など様々な分野で用いられてきた。一方で、毒性を持つことも知られている。

酢酸鉛は甘味料としてワインの生産に多く使われており、音楽家ベートーヴェンは鉛中毒

により難聴に陥ったともいわれている。日本では 1970 年代に自動車への有鉛ガソリンの使

用を禁止するなど、早くから鉛の使用を制限してきた。また、電子部品の取り付けにも広く

用いられているはんだであるが、環境保全を目的に鉛フリーはんだの普及が進んでいる。日

本では 2006 年に施行された資源有効利用促進法改正政省令により鉛使用の規制が進められ

ている。 
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1-6 環境浄化技術について 

重金属に汚染された環境を浄化するために、工業的手法および物理的・化学的手法が用い

られてきた。一方で、生物を用いた環境汚染修復技術のことをバイオレメディエーション

（bioremediation）と呼ぶ。日本においては平成 17 年に環境省と経済産業省が共同で「微生

物によるバイオレメディエーション利用指針（以下、利用指針）」を策定し、安全的な実施

のための安全性評価手法及び管理手法の指針が示され、バイオレメディエーション技術の

利用拡大が図られている。利用指針ではバイオレメディエーションはバイオスティミュレ

ーションとバイオオーグメンテーションの２つに大別されており、主にバイオオーグメン

テーションによる環境浄化について指針では扱われている。以下、それぞれの技術について

紹介する。 

 ・バイオスティミュレーション（biostimulation） 

 この手法は、汚染環境に生育する生物を活性化させて修復する手法である。汚染物質を分

解等することのできる生物が存在している可能性があり、栄養物質等を添加することで生

物の増殖を促して、環境修復を進めることができる。汚染環境に栄養素である窒素やリン、

増殖を促進させるための空気を供給することにより石油系炭化水素の汚染修復を行う技術

が開発されている (Zaborowska et al., 2018)。 

 ・バイオオーグメンテーション（bioaugmentation） 

 この手法は汚染地域に外部で培養した生物を投入することで修復を行う手法である。汚

染地域の生物量が少量である場合やほとんど存在しない場合に用いられる手法であり、バ

イオスティミュレーションと同様に空気や栄養源等を添加することで活性を高めることも

ある。添加する生物は野生種だけでなく、汚染修復能力を高めるために遺伝子組み換え微生

物を用いて浄化を行う研究もおこなわれている (Ang et al., 2005)。長年研究され、実用化例

も多いバイオオーグメンテーションであるが、環境微生物学の分野から問題となっている。

通常の自然環境に存在しない特殊な微生物を用いることは生物多様性の面から問題点があ
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るとされている (Thompson et al., 2005)。利用指針においても安全性への懸念が示されてお

り、バイオオーグメンテーションを行う際は常にモニタリングを行うことや、生態系へ影響

を及ぼす可能性が観察されたときは必要な措置を取るよう示されている。 

 バイオレメディエーションでも広く研究がされているものの一つが石油系炭化水素であ

る。2010 年に発生したメキシコ湾原油流出事故では海洋中に大量の原油が放出されたが、

メキシコ湾にでは原油を分解する細菌がいることが分かっている (Hazen et al., 2010)。原油

流出事故は世界各地で発生しており、様々な規模でバイオレメディエーションの実証実験

が行われている。日本では平成９年に生じたナホトカ号流出事故にて小規模な実証実験が

行われ、石油の減少を確認する報告がなされた。 

  

 生物の中でも植物を用いたバイオレメディエーションはファイトレメディエーションと

呼ばれる。金属や石油系炭化水素、農薬などに汚染された土壌の修復に使用される。 

ファイトレメディエーションに利用できる植物の特性として 

・低濃度の土壌からも多くの金属を蓄積すること 

・重金属に対する体制及び蓄積能力を持つこと 

・様々な重金属に対して蓄積能力を持つこと 

・成長が早いこと 

・病虫害に対する体制を有すること 

が挙げられる (Watanabe, 1997)。植物を用いた環境浄化手法は従来の物理化学的手法や大規

模な機械的な手法に比べて、コストが低いことや低濃度の汚染地域に対して広範囲で処理

が可能であるという利点がある。また、直接的に汚染物質を回収するだけでなく、植物の蒸

散能力を土壌中の水分を除去するポンプとして利用することで汚染物質の拡散を防止する

ことも可能である。例えば、廃棄物を埋め立てた盛り土に植物を植栽することで、雨水が土
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壌にしみこむことを防ぎ、雨水を大気中へ放出することが可能となる。また土壌だけでなく、

大気汚染物質を浄化する植物を遺伝子組み換えにより開発した例もある (Dobson, 1997)。 

ファイトレメディエーションによる土壌の金属汚染修復の研究は日本においても実証実

験が多く行われており、福島原発事故による放射能汚染対策としても検討がなされたが、現

在は実用性の高い手法とは言えない。植物の菌根中の菌類が植物への放射性物質吸収を促

進することが知られており、菌根菌を活性化することにより放射性元素の修復効率を上げ

ることができると考えられている (Entry et al., 1996)。ファイトレメディエーションに利用

した植物の処分方法については大きな課題として残されている。 
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1-7 本研究の目的と概要 

微生物による金属ナノ粒子合成の報告は多くある。ゼロ価金属を含むナノ粒子は、一般的

に合成に還元剤を必要とする。また、粒子の凝集を抑制するために分散剤を使用する必要が

ある（図 1-5）。しかし、微生物によるナノ粒子合成の報告において、還元剤や分散剤とし

て機能する微生物中の有機分子について詳細に解明されている研究は多くない。金属ナノ

粒子合成の効率を向上させるためには、還元剤や分散剤の同定が不可欠である。例えば、微

生物の代謝物は同じ種であっても多種多様であり、培養条件などによって金属の結晶化の

結果が大きく異なる可能性が考えられる。結晶化に寄与している物質を特定することはこ

の結晶化の改善に大きく寄与すると考えられる。 

本研究では菌体内に金属をナノ粒子として生成する微生物に着目し、その沈着機構の解

明を目的に研究を行った。沈着機構を解明することにより、溶液中の金属回収や金属ナノ粒

子合成を高効率に行うことを目指した。 

本論文は二部構成となっている。第一部として、第二章では乳酸菌による金ナノ粒子合成

に焦点を当てた研究を行った。乳酸菌において金ナノ粒子の凝集を抑える凝集剤として寄

与する物質を探索し、乳酸菌における金ナノ粒子合成を in vitro で再現することを目指した。 

第二部として、第三章から第五章では環境中より得られた KKY 株についての研究を行っ

た。第三章では北陸地方の廃鉱山流域から鉛耐性を持ち、鉛をナノ化する微生物をスクリー

ニングにより得た。第四章では、KKY 株における鉛沈着物質の探索を行った。培養条件や

沈着条件による変化を探ったほか、HPLC/ICP-MS 法とポリアクリルアミド電気泳動により

鉛結合物質を探索し、発現解析を行うことで鉛沈着への寄与を確認した。第五章では KKY

株のさらなる可能性を探索するため、鉛以外の金属のナノ粒子合成を試みた。 
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図 1-5 金属ナノ粒子合成の模式図 

(A) 細胞外でのナノ粒子合成 

(B) 細胞外でのナノ粒子合成 

ナノ粒子の合成には粒子の凝集を抑える分散剤が存在することが必要である。 

合成された粒子がゼロ価の金属の場合、菌体由来の還元剤や外部から添加された電子供与

体が存在する。 
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第2章  

2-1 序 

 第一章で述べたように、金ナノ粒子は化学的手法によって合成されているが、合成には大

きなエネルギーが必要であり、環境にやさしい合成手法として微生物を利用した生産手法

に着目が集まっている。我々は乳酸菌 L. casei により金ナノ粒子を合成し、合成における原

意物質として細胞膜に存在する糖脂質 DGDG を突き止めた (Kikuchi et al., 2016)。DGDG

は常温常圧化で塩化金酸イオンを還元し、金ナノ粒子を合成することができたが、合成され

たナノ粒子は乳酸菌菌体により合成された粒子より大きく、乳酸菌において金ナノ粒子の

結晶成長を抑える分散剤として寄与する物質の存在が示唆された。本章では分散剤として

寄与する物質の探索を行った。 
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2-2 方法 

2-2-1 乳酸菌の培養 

2-2-1-1 乳酸菌の購入 

乳酸菌は L. casei JCM 1134 株を理化学研究所より購入した。 

 

2-2-1-2 L. casei JCM 1134 株の培養 

培地として MRS 培地を用いた（表 2-1）。培地の調製は、まず SolutionI ~ V をオートクレー

ブにより滅菌した。蒸留水に表 2-1 の成分を溶解し、さらに Solution I ~ V を加えて撹拌し

pH を 6.3 に調節した後に、オートクレーブで 120°C、20 分間滅菌した。グルコース水溶液

は別にオートクレーブで滅菌し、培地が十分冷めた後に添加した。 

-80°C で保存しているグリセロールストックから白金耳で微量の菌体を掻き取り、MRS 寒

天培地に植菌し 37°C のインキュベーターで数日間培養した。なお、グリセロールストッ

クを作るために、まずは L. casei JCM 1134 株を MRS 寒天培地にて培養した。培地に生じた

シングルコロニーを MRS 液体培地に植菌し、24 時間培養した。培地に対してあらかじめオ

ートクレーブにて滅菌した 80%グリセロール水溶液を終濃度 15%になるように加え懸濁し

た。懸濁液を 1.5 mL エッペンチューブに分注し、液体窒素にて凍結することでグリセロー

ルストックとした。MRS 寒天培地に生じたシングルコロニーを MRS 液体培地に植菌し前

培養液とした。前培養は 14 mL ポリプロピレン・ラウンド・チューブ（BD Falcon）を用い

て 37°C で振盪しながら約 8 時間行った。本培養は本培養液に対して前培養液の濃度が 0.5%

となるように前培養液を添加し、37°C で振盪しながら約 14 時間培養を行った。 

 

 

  



30 

 

表 2-1 MRS 培地の組成表 

  Stock 濃度（g/L) 終濃度（g/L) 

Casein peptone, tryptic digest  10 

Meat extract  10 

Yeast extract  5.0 

Glucose  20 

Tween 80  1.0 

Solution I（100×Pi)   

K2HPO4 200 2.0 

Solution II（50×Na)   

Sodium acetate 250 5.0 

Solution III（100×N)   

Diammonium citrate 200 2.0 

Solution IV（100×Mg)   

MgSO4･7H2O 20 0.20 

Solution V（100×Mn)   

MnSO4･5H2O 5.0 0.050 

(Agar)  6.0 
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2-2-2 金酸溶液の調整 

テトラクロリド金（Ⅲ）酸カリウム（K[AuCl4]）を、MilliQ 水に溶解し、50 mM のストック

ソリューションを調製した。その後、ポアサイズ 0.22 µm のフィルターでろ過滅菌し、遮光

して 4°C で保存した。以下、K[AuCl4]溶液を金酸溶液と表記する。2-2-1 乳酸菌の培養 

 

2-2-3 金ナノ粒子の合成 

2-2-1-2 の方法に準じて 14 時間培養した乳酸菌を遠心分離（3,000 × g、4°C、10 min）

して上清を捨てたのち、捨てた上清とほぼ同量の滅菌水を加えて沈殿した菌体を懸濁し，再

度遠心分離して菌体を回収する操作を 2 回行い，代謝産物および培地成分を取り除いた。以

上の操作により洗浄した乳酸菌を乾燥重量換算で 0.50 g/L になるように滅菌水に懸濁し、金

酸水溶液を終濃度にて 0.50 mM になるように加え、37°C、180 rpm で振盪しながら 24 時間

インキュベートを行った。 

 

2-2-4 Cryo-SEM による観察 

 乳酸菌において金ナノ粒子が菌体のどの部分に合成されているか詳細に分析するため、

菌体の断面を Cryo-SEM により観察した。観察にあたり、菌体内部を剖出させるため、凍結

割断を行った。まず高圧凍結装置（EM ICE、LEICA）により菌体を凍結し、凍結割断装置

（BAF60、BALTEC）により菌体の凍結割断を行った。割断したサンプルはCryo-SEM（ULTRA 

55 FE-SEM、Carl Zeiss AG）にて観察を行った。なお、観察は加速電圧 3.0 kV にて行った。 

 

2-2-5 菌体外成分の抽出 

 乳酸菌 L. casei JCM 1134 株が菌体外に排出している成分の抽出を試みた。使用した菌体

および培地は第２章に準ずる。 

本培養液に対して前培養液の濃度が 0.5%となるように前培養液を添加し、37°C で振盪し

ながら培養を行った。培養液は遠心分離（3,000 × g、4°C、10 min）して上清を捨てたのち、

滅菌水を加えて沈殿した菌体を懸濁し、再度遠心分離して菌体を回収する操作を無菌的に

２回行い、培地成分を取り除いた。沈殿した菌体に培養液とほぼ同量の滅菌水を加え十分に

懸濁させた後、37°C にて振盪を行った。 

なお、この作業にて用いた滅菌水は Milli-Q 水を 120°C, 20 分にてオートクレーブを行

い、その後室温に戻したものを指す。インキュベートした菌体懸濁液は遠心分離（3,000 × g、

4°C、10 min）し上清を得た。この上清を孔径 47 mm のメンブレンフィルタ（セルロースア

セテートタイプメンブレンフィルターC045A047、東洋濾紙株式会社）により吸引ろ過し、

菌体を完全に取り除いた溶液を菌体外成分とした。 

 

2-2-6 菌体外成分を用いた金ナノ粒子合成 

2-2-5 により得られた菌体外成分に金酸水溶液を添加し、乳酸菌の培養温度と等しい 37°
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C で 24 時間静置することで金ナノ粒子の合成を試みた。 

 

2-2-6-1 UV-vis スペクトルの測定 

400 nm ~ 700 nm における吸光度を分光光度計（V-550 spectro photometer, JASCO）で紫外

可視（UV-vis）スペクトルを測定した。 

 

2-2-6-2 電子顕微鏡による観察 

金酸を添加した DGDG 溶液を透過型電子顕微鏡（TEM）および走査型電子顕微鏡（SEM）

を用いて観察した。TEM の観察にはカーボンコーティングしたグリッドに 2 µL の溶液を添

加し風乾したサンプルを用いた。グリッドは加速電圧 200 kV を印加した TEM（JEM-2000EX, 

JEOL）で観察を行った。また SEM の観察にはアルミ試料台（12 mm）にカーボンテープを

張り、2 µL の溶液を添加し風乾したサンプルを用いた。真空蒸着機（CC-40F カーボンコー

ター、メイワフォーシス）でカーボンコーティング処理を施した後、SEM（S-4800、HITACHI）

で観察した。 

 

2-2-7 最終洗浄液の取得と金ナノ粒子合成能試験 

2-2-5 において、菌体外成分を得るために培養した菌体を滅菌水にて３回洗浄した。最終

洗浄液により金ナノ粒子が合成されないことを示すために、３回目の遠心で得られた上清

をろ過し、上清に金酸を添加することで色の変化を観察した。金酸は終濃度が 0.125 mM、 

0.25 mM、0.50 mM、1.0 mM、2.0 mM となるように添加し、37°C で 24 時間インキュベー

トし、2-2-6 の方法に従って UV-vis スペクトルの測定および TEM による観察を行った。 

 

2-2-8 HPLC 分離画分の分析 

2-2-8-1 HILIC カラムを用いた菌体外成分の分離 

担体の表面にカルバモイル基が修飾されたアミドカラムを用いて分離を行った。菌体外

成分はロータリーエバポレーター（REN-1、IWAKI／FTP-20A、IWAKI／ CCA-1112A、EYELA）

を用いて 30°C の湯浴（THB-3、IWAKI）にて濃縮した。濃縮液はポアサイズ 0.22 µm のフ

ィルターに通したのち、1.5 mL チューブにうつして凍結乾燥器にて乾固させた。乾固した

サンプルは 70%アセトニトリル/30%水溶液に溶解させて HPLC に供した。A 液と B 液のグ

ラジエント溶出により溶出を行い、UV-Vis 検出器で検出された 210 nm のピークを分取し

た。各画分は凍結乾燥を行い､Milli-Q に溶解したのちに金酸を加えた。なお、HPLC で用い

た機械について表 2-3 に示した。 

 

表 2-2 HILIC カラムを用いた HPLC 泳動条件 

カラム TSKgel Amide-80 2µm（TOSOH） 
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移動相 A 液 アセトニトリル 70% 

 B 液 水 

流速 0.5 mL/min 

カラム温度 30°C 

グラジエント条件 0 分 ⇒ 30 分 A:B=100:0 ⇒ A:B=70:30 

検出 UV 210 nm 

 

表 2-3 HPLC に用いた機械 

A/D インターフェース LC-Net II / ADC（JASCO） 

デガッサー DG-980-50（JASCO） 

ポンプ PU-980（JASCO） 

ミキサー MX-2080-32（JASCO） 

カラムオーブン 860-CO（JASCO） 

UV 検出器 UV-975（JASCO） 

 

2-2-8-2 核磁気共鳴分光法（NMR）による分析 

凍結乾燥装置を用いて、2-2-8-1 の HPLC により得られたピーク 1 を乾固させた後、NaCl

で飽和させた重水 200 µL に溶解し、NMR チューブにいれ測定を行った。NMR チューブは

水溶液用対称形ミクロサンプルチューブ（BMS-005J, 株式会社シゲミ）、NMR 装置は JNM-

A600（JEOL）を使用した。なお、重水を添加した後溶け残りが生じたため、遠心（15,000 

rpm, 4°C, 10 min）を行い、上清を NMR 分析に用いた。 

 

2-2-8-3 1H-NMR による分析 

1H NMR を測定すること大まかな構造の分析を試みた。溶媒中の軽水由来のスペクトルを

消去するため、Watergate のパルス系列を使用し、軽水由来のスペクトルを消去した。測定

条件は表 2-4 に示した。 

 

表 2-4 1H NMR 測定条件 

核種 1H 

Solvent D2O 

Field Strength 600 MHz 
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Pulse Sequence wgh_dqfgse 

X_points 16384 

X_offset 5 ppm 

Relaxation Delay 5  

Scans 512 

Receiver_Gain 50 

 

2-2-8-4 MALDI-TOF/TOF-MS による分析 

凍結乾燥装置を用いて、サンプルを乾固させた後、メタノールに溶解し質量分析用試料とし

た。試料 1 µL とマトリックス溶液 1 µL をアンカーチップに載せ、乾燥後マトリックス支援

レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析計（MALDI-TOF/TOF-MS）を用いて測定した。

使用した装置及び装置の測定条件は表 2-5 に示した。 

 

表 2-5 MALDI-TOF/TOF-MS 測定条件 

使用した装置  

 MALDI-TOF/TOF-MS ultraflex TOF/TOF（BRUKER） 

 アンカーチップ MTP AnchorChip 600/384 TF（BRUKER） 

標準物質 Peptide Calib Standard mono 

マトリックス剤 2,5-ジヒドロキシ安息香酸（DHB） 

 

2-2-9 in vitro での合成 

 これまでの成果から、L. casei による金ナノ粒子合成において原因物質として働くと考え

られる物質を特定した。これらの物質が単体で金ナノ粒子を合成できるか確かめるために

in vitro での合成実験を行った。 

 

2-2-9-1 菌体外成分より特定した物質による合成 

Lacto-N-triose II（carbosynth）と乳酸を用いて in vitro での金ナノ粒子合成実験を行った。

合成試験のために 1.0 M lacto-N-triose と 12.5 M 乳酸に金酸を終濃度 0.5 mM となるように添

加し、37°C で 24 時間静置した。コントロールとして、1.0 M lacto-N-triose および 12.5 M

乳酸それぞれに金酸を添加して色の変化を観察した。 
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2-2-10 3 物質による合成 

 菌体外成分から特定した 2 物質に加えて、膜脂質から特定した DGDG を用いて金ナノ粒

子の合成を試みた。DGDG は乳酸菌から Bligh-Dyer 法により抽出した脂質を TLC により分

離精製することで得た。 

 

2-2-10-1 DGDG の抽出 

2-2-10-1-1 総脂質の抽出 

Bligh and Dyer 法（Bligh and Dyer、1959）を用いて、L. casei JCM 1134 株から総脂質の抽

出を行った。本抽出操作では、有機溶媒を用いているため、各操作においてメタノールで共

洗いしたガラス器具のみを用いた。 

培養した菌体を遠心分離（3,000 × g、4°C、10 分）し、上清の培地成分を取り除いた。沈

澱に対して捨てた上清とほぼ同量の滅菌水を加えて緩やかに懸濁し、遠心分離（3,000 × g、

4°C、10 min）をするという洗浄操作を３回繰り返した。洗浄した菌体の沈澱に滅菌水を加

え菌体懸濁液とした。菌体懸濁液 1 mL を容量 15 mL のスクリューキャップ付きガラスチュ

ーブに移した。これに 2.5 mL のメタノールを添加し、30 秒間激しく混合した。続いて 1.25 

mL のクロロホルムを添加し 30 秒間激しく混合し、遠心分離（1,500 × g、4°C、5 分）を行

った。沈殿を取らないようにパスツールピペットを用いて、溶液を回収し、別のガラスチュ

ーブに移し替えた。Mili-Q 水 1.25 mL とクロロホルム 1.25 mL を加えて十分混合した後、

遠心分離（1,500 × g、4°C、5 min）を行った。パスツールピペットを用いて下層をナスフラ

スコに分取し、残った上層にクロロホルム 2.5 mL を加えて混合し、再度抽出し、遠心分離

（1,500 × g、4°C、5 分）を行った。下層を分取し、先の下層液と合わせた。回収した下層

をロータリーエバポレーターで濃縮した後、1 mL のクロロホルム/メタノール（2:1）混液で

溶解し、測定用のサンプルとした。サンプルは褐色のコレクションバイアルに入れ、窒素置

換後、蓋をパラフィルムで巻き、-20°C で保存した（図 2-1）。 
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図 2-1 脂質の抽出方法 

 

2-2-10-1-2 DGDG の分離 

薄層クロマトグラフィ（TLC）を用いて総脂質から DGDG を分離した。なお、TLC プレ

ートは Si60 F254 10 cm × 10 cm（Merck）を使用した。 

シリカゲルに吸着した水分を除去するために、使用前に 120°C の乾熱機で 1 時間以上乾

燥した。TLC プレートの下端から約 1 cm の位置に HB の鉛筆で軽く線を引き、ガラスキャ

ピラリーを用いて、鉛筆の線上に 8 mm 程度の棒状にスポットした。その後、ドライヤーで

冷風を吹き付け、溶媒を揮発させた。 

深さ 0.3 cm 程度になるように展開溶媒クロロホルム/メタノール/水（65:25:4）混液を入れ

た展開槽を用意した。蓋をして 2 ~ 3 時間静置することにより、展開槽内に溶媒蒸気を充満

させた。 

試料をスポットしたプレートを静かに展開槽に入れて展開した。展開溶媒の先端がプレ

ートの上端から 1 cm 程度に達したら、展開槽からプレートを取り出し、溶媒先端の位置を

鉛筆で記した。プレートはドライヤーで冷風をあてながら風乾することで溶媒を揮発させ

た。 

脂質の検出は紫外線により発色させることで行った。紫外線ランプとしてマナスル化学

工業株式会社のハンディ紫外線ライト（短波長 2536Å）を用いた。 

 

2-2-10-1-3 DGDG の精製 

TLC により分離したスポットをスパーテルでかきとり、書き取ったシリカゲルを 1.5 mL

チューブにいれ、メタノールを添加することで抽出した。メタノール 1.0 mL を添加後十分

に攪拌し、遠心分離（10,000 × g、4°C、5 min）を行うことでシリカゲルを取り除いた。遠心

分離後の上清を別の 1.5 mL チューブに移し、遠心濃縮装置（Spin Dryer Lite VC-36R, タイ

テック株式会社）により遠心濃縮（120 rpm, 30°C）することで DGDG を得た。遠心濃縮に

より得られた DGDG はエタノールに溶解した。なお、1.5 mL チューブは風袋重量および遠

心濃縮後の重量を計測しており、二つの重量の差から DGDG の重量を得た。 

 

2-2-10-2 in vitro での合成 

1.0 M lacto-N-triose II、12.5 M 乳酸、● DGDG の混合液に金酸を終濃度 0.5 mM となるよ

うに添加し、37°C で 24 時間静置し、色の変化を観察した。 

 

2-2-10-3 電子顕微鏡による観察 

 色の変化が生じたサンプルについて、電子顕微鏡による観察を行った。方法は 2-2-6-2 の

通りである。 
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2-2-11 ImageJ による粒子径の測定 

各 TEM により観察したナノ粒子の粒子径を ImageJ (Schneider et al., 2012) により計測し、

ヒストグラムを作成した。ヒストグラム作成の際には 100 nm を超える粒子は除外した。 

 

2-2-12 反応後産物の分析 

金ナノ粒子合成への機構を確かめるために、DGDG により合成した金ナノ粒子の成分分

析を行った。 

 

2-2-12-1 HPLC/ICP-MS による分析 

HPLC/ICP-MS 法は高速液体クロマトグラフィと誘導稀有号プラズマ質量分析装置を直接

接続した分析手法である。本項目ではゲルろ過カラムを用いた HPLC により金ナノ粒子コ

ロイド溶液を分離し、ICP-MS により金を高感度に分析することで、金ナノ粒子を含む画分

を分取し、金ナノ粒子に分散剤として結合した成分を抽出することを目的とした。HPLC と

して●●（Agilent Technologies）、ICP-MS として●●（Agilent Technologies）を用いた。表 

2-6 に HPLC の条件を示した。 

サンプルとして●●で合成した金ナノ粒子コロイド溶液を用いた。サンプルは 1 mL用い、

遠心分離（10,000×g、4°C、10 分間）することで金ナノ粒子を沈澱させた。上清を取り除

くことで未反応の DGDG や塩化金酸、還元剤として寄与した DGDG を除去した。得られた

沈殿は Milli-Q 100 µL に懸濁させて HPLC に注入した。 

 

表 2-6 HPLC の条件 

カラム AdvanceBio SEC 130Å 

移動相 100 mM CH3COONH4 (pH8) 

流速 0.5 mL/min 

検出波長 280/550 nm 

注入量 20 µL 

カラム温度 25°C 

 

2-2-12-2 MALDI-TOF/TOF-MS による分析 

分取したサンプルを遠心濃縮器で乾固し、メタノールに溶解させた。MALDI-TOF/TOF-MS

に供した。測定は 2-2-8-4 に準じて行った。 

 

2-2-12-3 1H-NMR による分析 

 分取したサンプルを遠心濃縮器で乾固し、重メタノールに溶解させ、1H-NMR に供した。

測定は 2-2-8-3 に準じて行った。 
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2-2-13 合成した金ナノ粒子の触媒活性解析 

 金ナノ粒子の触媒活性は粒子の表面積の影響が大きいため、以下の計算式を用いて表面

積を計算した（Haiss et al., 2007）。ここで、N は数密度（個数/単位体積）、A450は 450 nm で

の吸光度、d は平均粒子径とし、粒子は球状であると仮定して計算した。 

 

𝑁 =
𝐴450 × 1014

𝑑2 [−0.295 + 1.39𝑒𝑥𝑝 (−(
𝑑 − 94.8
78.2 )

2

)]

 

(単位体積当たり総表面積)＝N× 4π𝑑2 

 金ナノ粒子（Sigma aldrich）および、乳酸菌菌体、DGDG、菌体外成分により合成したた

金ナノ粒子をそれぞれ用いて触媒活性を調べた。用いた金ナノ粒子一覧を表 2-7に示した。 

 

表 2-7 触媒活性測定に用いた金ナノ粒子 

 

 

2-2-13-1 過酸化水素によるルミノールの還元反応 

 ルミノール（C8H7N3O2）は塩基性下において、過酸化水素と反応して 460 nm の化学発光

を示す。金ナノ粒子はこの反応の触媒として寄与する。CCD カメラ（機械名）を用いて撮

影することにより、化学発光強度を計算した。反応は 96 穴ウェルプレートにて、金ナノ粒

子コロイド溶液 50 µL、H 2O 2 50µL、0.1 m M ルミノール 50 µL を混合することで行った。 

 

2-2-13-2 2,4-ジニトロフェニルヒドラジンの還元反応 

2,4-ジニトロフェニルヒドラジンのニトロ基の還元反応の触媒として金ナノ粒子を用い

ることで乳酸菌由来成分で合成した金ナノ粒子の触媒活性評価を行った。2,4-ジニトロフェ

ニルヒドラジンの吸収極大波長は 358 nm、ニトロ基がアミノ基に変換された 2,4-ジアミノ

フェニルヒドラジンの吸収極大波長は 300 nm であり、吸収スペクトルを測定することによ
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り、反応の進行を確認することができる。 

還元反応は遮光したチューブで行った。15 µM の 2,4-ジニトロフェニルヒドラジン 2.0 mL

と 125 µM の NaBH4 100 µL と金ナノ粒子コロイド溶液 125 µL を混合し、25°C で 30 分間

静置し反応させた。反応後、UV-Vis スペクトルを測定した。 

 

2-2-14 サイクリックボルタンメトリー（CV）による分析 

CV とは溶液に電位を印加することで得られるサイクリックボルタモグラム（電流-電位

曲線）より溶液の酸化還元特性を測定する手法である。測定には電気化学アナライザー（ALS 

832-A、ビーエーエス株式会社）を用いた。三電極法による測定を行った。電極の材質を表 

2-8 に示した。作用電極は事前に以下の手順で研磨を行った。まずエメリーペーパーに少量

の蒸留水を滴下して研磨し、電極を Milli-Q ですすいだ。同様に研磨用アルミナペーパー、

研磨用ダイヤモンドペーパーの順に研磨し、Milli-Q ですすいだ。最後に超音波洗浄し、乾

燥させてから測定に用いた。測定条件は表 2-9 に示した。測定は電極をサンプルに浸漬し

た直後に行った。  

測定は塩化金酸（終濃度● mM）と表 2-10 に示した各多糖の混合液を対象に行った。 

 

表 2-8 電極一覧 

電極 素材 

作用電極 カーボン 

参照電極 Ag/AgCl（3M KCl） 

対極 Pt 

 

表 2-9 CV 測定条件 

初期電位 0.8 V 

最高電位 0.8V 

最低電位 -1.2 V 

スキャンレート 0.05 V/s 

感度 1×10-5 

 

表 2-10 CV測定に用いたサンプル 

サンプル 略称 濃度（mM） 

N-アセチルグルコサミン GlcNAc  

lacto-N-biose LNB  

lacto-N-triose II LNtriII  

lacto-N-neotetraose LNnT  
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2-3 結果 

2-3-1 乳酸菌による金ナノ粒子の合成 

 乳酸菌懸濁液により金ナノ粒子の合成を行った。滅菌水にて洗浄した乳酸菌の懸濁液に

金酸水溶液を添加し、インキュベートを行うことで金ナノ粒子を合成した。インキュベート

後の乳酸菌懸濁液の色を図 2-2 に示した。金ナノ粒子由来の紫色の呈色が観察された。ま

た、膜脂質から特定した DGDG を用いて金ナノ粒子の合成を試みた。DGDG は乳酸菌から

Bligh-Dyer 法により抽出した脂質を TLC により分離精製することで得た。DGDG により合

成した金ナノ粒子の合成結果を図 2-3 に示した。 

 それぞれ合成された金ナノ粒子の粒子径を imageJ により測定したところ、乳酸菌懸濁液

により合成された金ナノ粒子の平均粒子径は 29.6 nm であり、DGDG により合成された金

ナノ粒子の平均粒子径は 59.6 nm であった。このことから、乳酸菌には DGDG 以外にも金

ナノ粒子合成に寄与する物質があり、分散剤として粒子の凝集を抑えていると考えられた。

そこで、分散剤の探索を行うために以下の研究を行った。 

 

 

図 2-2 乳酸菌懸濁液により合成した金ナノ粒子コロイド懸濁液 

金ナノ粒子の表面プラズモン共鳴由来の紫色の呈色が観察された。 

 

 

図 2-3 乳酸菌由来の DGDGによる金ナノ粒子合成結果（TEM像） 

挿入図は目視による色の変化結果 
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2-3-2 乳酸菌菌体の Cryo-SEM による観察 

 2-3-1 にて得られた乳酸菌において、金ナノ粒子が合成されているかどうか確認するため、

菌体断面を Cryo-SEM による観察した。菌体内部を剖出させるため、凍結割断を行ってから

観察を行った。観察結果を図 2-4 に示した。金酸添加前は直径 600 nm ほどの円形の菌体断

面が観察された（図 2-4A）。一方、金酸添加後では円形の菌体断面のほかに電子密度の高い

粒子が観察された。粒子は菌体外部並びに細胞膜上に観察された。粒子は図中で矢印にて示

した。 

 

図 2-4 Cryo-SEM 像 

(A) 金酸添加前、(B) 金酸添加後 矢印は金ナノ粒子の存在を示す。 

 

 

2-3-3 菌体外成分による金ナノ粒子の合成 

 培地成分は金ナノ粒子合成に影響を及ぼす可能性があることから、MRS 培地にて培養し

た乳酸菌を滅菌水にて洗浄した。洗浄した乳酸菌を滅菌水に入れて振盪して得られたろ液

を菌体外成分とした。この菌体外成分による金ナノ粒子の合成の検討を行った。 

 

2-3-3-1 金酸濃度の検討 

金ナノ粒子を合成するために、菌体外成分に対して金酸水溶液を添加した。金ナノ粒子合

成に至適な金酸濃度を検討するために、終濃度 0.125, 0.25, 0.50, 1.0, 2.0 mM の濃度にて合成

条件を検討した。金酸水溶液添加後 24 時間経過したときの各サンプルの結果が図 2-5A の

通りとなった。金酸濃度 0.125 から 0.5 mM では紫色に呈色し、1.0 mM ではオレンジ色に呈

色し、2.0 mM では金酸の黄色の色から変化がなかった。目視にて色の変化が観察されたた

め、各サンプルの UV-vis スペクトルの測定を行った（図 2-5B）。一方で、●●して得られ

た最終洗浄液に金酸を添加した場合、色の変化は観察されず、添加した金酸の濃度依存的に

黄色が濃くなった。UV-vis スペクトルからも金ナノ粒子特有のピークを観察することがで

きず、金ナノ粒子が合成されていないと考えられた（図 2-6）。 
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図 2-5 菌体外成分への金酸添加後の色の観察結果 

(A) 目視による観察結果 

(B) (A) の UV-vis スペクトル 

（1: 0 mM, 2: 0.125 mM, 3: 0.25 mM, 4:0.50 mM, 5: 1.0 mM, 6: 2.0 mM K[AuCl4]） 
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図 2-6 最終洗浄液への金酸添加後の色の観察結果 

(A) 目視による観察結果 

(B) (A) の UV-vis スペクトル 

（1: 0.125 mM, 2: 0.25 mM, 3:0.50 mM, 4: 1.0 mM, 5: 2.0 mM K[AuCl4]） 
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2-3-3-2 TEM による観察 

 色の変化の原因は金ナノ粒子の合成であると考えられたため、金酸濃度 0.125 mM のサン

プルについて金ナノ粒子合成の確認を目的に TEM による観察を行った（図 2-7）。多数の黒

い粒子が観察された。観察された粒子は粒子径がそろっていた。TEM により観察された粒

子の粒子径を求めるために ImageJ を用いて粒子径のヒストグラムを作成した。粒子はおよ

そ 6 ~ 30 nm の間の大きさであり、平均約 15.49±0.45 nm の大きさであることがわかった

（図 2-9）。一方、最終洗浄液に金酸を添加したサンプルではマイクロメートルサイズのバ

ルク粒子が観察された（図 2-8）。 

 

 

図 2-7 金酸を添加した菌体外成分溶液の TEM 像（金酸 0.125 mM） 

 

 

図 2-8 金酸を添加した最終洗浄液 の TEM 像（金酸濃度 2.0 mM） 
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図 2-9 図 2-7 における粒子径のヒストグラム 

 

2-3-3-3 SEM による観察 

図 2-7の TEMで観察された黒点どのような組成であるかを調べるために、金酸濃度 0.125 

mM のサンプルを用いて SEM による観察を行った。SEM の観察において、高加速電圧では

重い元素による物質を、低加速電圧では軽い元素による物質を観察することができる加速

電圧を 20.0 kV および 1.0 kV と変化させて観察したところ、加速電圧 20.0 kV において金ナ

ノ粒子である白色の粒子が観察された（図 2-10A）。一方で、加速電圧 1.0 kV では観察を行

ったところ、繊維状の有機物質を観察することができた（図 2-10B）。 

 

 

図 2-10 SEM 像（加速電圧（a）20.0 kV（b）1.0 kV） 
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2-3-4 HPLC による活性画分の分離および成分の分析 

2-3-4-1 HPLC による分離 

親水性の物質が活性成分として考えられたことから、順相カラムを用いて分離して活性

画分の探索を行った。カラムとしてアミドカラムを用いて分離を行った。HPLC により菌体

外成分を分離した結果、図 2-11 で示したようなクロマトグラムが得られた。図 2-11 中に

矢印で示したピークを分取し、それぞれの凍結乾燥したあと 99 µL の Milli-Q 水に溶解し、

50 mM 金酸を 1.0 µL 添加した。添加後 37°C で 24 時間経過した後の色の変化を図 2-12 に

示した。ピーク 1, 2, 9, 10 において色の変化が見られ、特に 1, 2, 10 において顕著な色の変

化が見られた。ピーク 1 のサンプルについて、金ナノ粒子の合成を確かめるために電子顕微

鏡による観察を行った。TEM のより観察したところ、ナノメートルサイズの黒い粒子と三

角形の影が観察された（図 2-13A）。imageJ による粒子径分析を行った結果を図 2-13B に示

した。合成された粒子の平均粒子径は 44.9 nm であった。また付属の EDS 装置により元素

組成分析を行ったところ、粒子が金の粒子であることがわかった（図 2-13C）。 

 

 

図 2-11 菌体外成分の HPLC クロマトグラム 

実線は 210 nm における吸光度のクロマトグラム、破線は溶離液中のアセトニトリルの濃

度勾配を示した。矢印で示したピークを分取した。 
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図 2-12 図 2-11 で得られた画分へ金酸添加後の色の変化 
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図 2-13 図 2-12 の 1 番の観察結果 

(A) TEM による観察像 

(B) 粒子径ヒストグラム 

(C) EDS スペクトル 
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1H-NMRによる分析 

HPLC により得られたピーク 1 の成分を凍結乾燥装置により乾固させた後、NaCl 重水溶

液に溶解して NMR 測定を行った。サンプルの 0 ~ 6ppm における 1H-NMR スペクトルを図 

2-14 に示した。4.6 ~4.8 ppm に軽水由来のピークが検出された。また、3.5 ~ 4.1ppm に複数

のピークが観察され、1.9ppm および 1.2ppm に単一のピークが観察された。 

 

 

図 2-14 図 2-11 のピーク１の 1H-NMR スペクトル 

 

2-3-4-2 MALDI-TOF/TOF-MS 

HPLC により得られたピーク 1 の成分を MALDI-TOF/TOF-MS による質量分析を行っ

た。m/z = 500 ~ 1000 のスペクトルを図 2-15 に示した。m/z = 569.1 に鋭いピークが見られ

た。 
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図 2-15 図 2-11 のピーク１の MALDI-TOF/TOF-MS スペクトル 

 

2-3-5 in vitro での合成 

 これまでの成果から、L. casei による金ナノ粒子合成において原因物質として働くと考え

られる物質として、lacto-N-triose および乳酸を特定した。これらの物質が単体で金ナノ粒子

を合成できるか確かめるために in vitro での合成実験を行った。 

 

2-3-5-1 菌体外成分より特定した物質による合成 

まず菌体外成分から特定した二成分による合成試験を行った。二成分として lacto-N-triose 

II と乳酸を用いて in vitro での金ナノ粒子合成実験を行った。合成試験のために lacto-N-triose

と乳酸に金酸を終濃度 0.5 mM となるように添加し、37°C で 24 時間静置した。コントロ

ールとして、lacto-N-triose および乳酸それぞれに金酸を添加して色の変化を観察した。色の

変化の表 2-11 に示した。Lacto-N-triose 1.0 mM、乳酸 12.5 mM の混合液でのみ溶液の色が変

化し、金ナノ粒子が合成された可能性が示唆された。 

Lacto-N-triose 1.0 mM、乳酸 12.5 mM の条件について、詳細な分析を行った。二物質と金

酸の混合液およびそれぞれの水溶液と金酸の混合液の色の変化を図 2-16 に示した。二物質

の混合液のみ紫色に着色したが、一物質のみの場合は色が変化していなかった。二物質の混

合液を TEM で観察したところ、粒子が観察された。粒子は球状のものだけでなく、角のあ

るものも観察された（図 2-16B）。Image J を用いて粒子径を計算した結果を図 2-16C に示

した。粒子を球と近似し、断面積から粒子径を算出した。50 から 60 nm が最頻値となり、
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平均粒子径は●nm であった。100 nm を超える大きな粒子もあり、粒子径にばらつきが見ら

れた。粒子の元素分析のため、EDS スペクトルを測定した、金の特性 X 線由来のピークの

ほか、アルミニウムや●のピークが見られた。金以外のピークは観察のための資料代由来で

あると考えられ、この粒子が金の粒子であることが示唆された。 

 

表 2-11 in vitro での金ナノ粒子合成結果 

  Lacto-N-triose (mM) 

  2.0 1.0 0 

 25 － － － 

乳酸（mM） 12.5 － ＋ － 

 0 － － － 

 

 

図 2-16 in vitro で合成した金ナノ粒子の観察結果 

(A) 混合液の目視による色の変化 
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（1: 1.0 mM LNtri、2: 12.5 mM 乳酸、3: 1.0 mM LNtri と 12.5 mM 乳酸混合液） 

(B) (A) の 1 の TEM 像 

(C) (A) の粒子径ヒストグラム 

(D) (A)で合成された粒子の EDS スペクトル 

 

2-3-5-2 乳酸菌由来の 3 物質による金ナノ粒子合成 

菌体外成分から特定した３物質により金ナノ粒子合成を試みた。前項までで検討したよ

うに、lacto-N-triose II と乳酸をそれぞれ終濃度 1.0 mM、12.5 mM とし、DGDG は終濃度●

とした。さらに金酸を終濃度 0.5 mM となるように添加し、37°C で 24 時間静置した。そ

の結果、溶液は薄い赤色を呈し、TEM で観察したところ、粒子が多数観察された（図 2-17）。

観察された粒子は形、粒子径ともにそろっていた。Image J を用いて粒子径を計算した結果

を図 2-17 に示した。産出に用いた粒子はすべて 10 nm から 30 nm の間に収まっており、平

均粒子径は● nm であった。EDS 装置による元素組成分析の結果を図 2-17 に示した。金の

ピークの他に●のピークが観察された。金以外のピークは観察のためにグリッド由来であ

ると考えられ、3 物質の混合物により金ナノ粒子が合成されたことが示された。 
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図 2-17 特定された３分子により合成した金ナノ粒子の観察結果 

(A) ３物質混合液の TEM 像および目視による色の変化（挿入図） 

(B) (A) の粒子径ヒストグラム 

(C) (A)で合成された粒子の EDS スペクトル 
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2-3-6 HPLC/ICP-MS による成分の分析 

 で合成した金ナノ粒子を遠心分離により回収し、Mill-Q に懸濁したサンプルを HPLC/ICP-

MS に供することで成分の分離し、金ナノ粒子を含む画分を探索することを目指した。HPLC

の UV-vis クロマトグラム、ならびに ICP-MS の m/z 197 のクロマトグラムを図 2-18 に示し

た。図中で灰色の線が 280 nm のクロマトグラム、橙色の線が 550 nm のクロマトグラム、

青色の線が m/z 197 のクロマトグラムである。m/z 197 のクロマトグラムでは 21.5、25.5、

29.0 分においてピークが見られ、それぞれ対応する時間に 280 nm の吸収ピークが観察され

た。金ナノ粒子の表面プラズモン共鳴に特徴的な吸収波長である 550 nm のクロマトグラム

を測定したが、強度が弱く、また MS のクロマトグラムとの相関を観察することはできなか

った。 

 

図 2-18 金ナノ粒子コロイド溶液の HPLC/ICP-MS クロマトグラム 

灰色と橙色はそれぞれ UV 280 nm、550 nm による吸光度、青色は m/z 197 の強度のクロマ

トグラムを表す。 

 

2-3-7 金ナノ粒子結合成分の分析 

前項の HPLC/ICP-MS により、ICP-MS にてピークのあらわれた画分に金ナノ粒子が存在

していると考えられた。この画分を分取することで、分散剤として粒子に結合している物質

を金ナノ粒子とともに得られると考え、以下の分析を行った。 
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2-3-7-1 MALDI-TOF-MS による分析 

 2-3-6 で得られた画分を分取し乾固させ MALDI-TOF-MS に供した。各画分から得られた

MS スペクトルを図 2-19 に示した。21.5、25.5、29.0 分の各分取液から得られたスペクトル

はピーク位置が共通していた。m/z 1037 に鋭いピークが見られた。また、m/z 1168、1452、

1735、2019 という 283 マス差のピークと m/z 1338、1621、1906、2189 という 283 マス差の

ピークがそれぞれ観察された。詳細な構造を分析するため、MSMS スペクトルを測定した。

m/z 1037 の MSMS スペクトルを図 2-20 に示した。●●、842、384 にピークが観察された。 

 

図 2-19 MALDI-TOF/TOF-MS スペクトル 

 

図 2-20 MSMS スペクトル 

 

2-3-8 NMR による分析 

 

 

2-3-9 金ナノ粒子の触媒活性解析 

 標品の金ナノ粒子および、乳酸菌菌体、DGDG、菌体外成分により合成した金ナノ粒子を

それぞれ用いて触媒活性を調べた。金ナノ粒子の触媒活性は粒子の表面積の影響が大きい

ため、表面積の合計が同じになるようにそろえて分析を行った。 

 

2-3-9-1 過酸化水素によるルミノール還元反応 

 ルミノールが過酸化水素と反応して 460 nm の化学発光を示す反応の触媒として金ナノ粒

子が寄与する。この反応の進行は CCD カメラを用いて検出した。結果を図 2-21 に示した。

図 2-21A は CCD カメラによる撮影図であり、図 2-21B は化学発光強度を数値化したもの

である。菌体外成分が最も発光強度が高く、標品と乳酸菌菌体による金ナノ粒子の発光強度

が続いた。DGDG により合成した金ナノ粒子は Milli-Q と変わらず、触媒活性がないと考え

られた。 
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図 2-21 ルミノール還元反応の結果 

(A) CCD カメラ撮影図、(B) 化学発光強度相対値 

 

2-3-9-2 2,4-ジニトロフェニルヒドラジンの還元反応 

2,4-ジニトロフェニルヒドラジンのニトロ基の還元反応の触媒として金ナノ粒子が寄与

する。この反応は 2,4-ジニトロフェニルヒドラジンの吸収極大波長（358 nm）と 2,4-ジアミ

ノフェニルヒドラジンの吸収極大波長（300 nm）の差から反応の進行を確認することができ

る。UV-vis スペクトルの結果を図 2-22 に示した。菌体外成分でのみ反応後の 2,4-ジアミノ

フェニルヒドラジンの吸収極大波長が観察された。 
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図 2-22 2,4-ジニトロフェニルヒドラジン還元反応の吸収スペクトル 

 

2-3-10 サイクリックボルタンメトリーによる分析 

アセチル化された多糖および GlcNAc と金酸の混合液のサイクリックボルタモグラムを

測定した。得られたボルタモグラムを図 2-23 に示した。また、負方向に印加した際の極大

値（還元ピーク電位）の一覧を表 2-12 に示した。コントロールとして測定した金酸水溶液

では還元ピーク電位が-0.879 V であった。単糖・二糖の 
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図 2-23 多糖に金酸を添加した混合液のサイクリックボルタモグラム 

(A) コントロール（金酸）、(B) GlcNAc、(C) LNB、(D) LNtriII、(E) LNnT 
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表 2-12  電圧を負方向へ印加した際の電流の極大値を取った電位（還元ピーク電位） 

サンプル 還元ピーク電位（V） 

コントロール -0.879 

GlcNAc -0.895 

LNB -0.911 

LNtriII -0.861 

LNnT --0.814 
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2-4 考察 

 本章では、まず金ナノ粒子を合成した乳酸菌菌体を cryo-SEM にて観察することで、金ナ

ノ粒子が菌体の細胞膜内および細胞膜上に合成されていることが明らかとなった（図 2-4）。

我々は既報にて乳酸菌の細胞膜に存在する糖脂質 DGDG（diglucosyl diacylglycerol）が金ナ

ノ粒子の合成に寄与していることを示しているが (Kikuchi et al., 2016) 、この観察結果は細

胞膜成分の寄与の裏付けとなる結果となった。一方、細胞膜上の細胞外にも金ナノ粒子が合

成されていることから、菌体が細胞外に放出した成分（菌体外成分）も同様に金ナノ粒子合

成に寄与していると考え、合成に寄与している菌体外成分を特定すべく分析を行った。

DGDG により in vitro で合成した金ナノ粒子の粒子径が菌体により合成された粒子径より大

きかったことから、菌体外成分中に粒子の凝集を抑える分散剤成分が存在していると考え

た。 

 菌体外成分を得るために、洗浄して培地成分を取り除いた乳酸菌菌体を滅菌水中で振盪

し、ろ過により菌体成分を取り除いた。こうして得られた菌体外成分に金酸を添加したとこ

ろ、金ナノ粒子の表面プラズモン共鳴由来の紫色の呈色が確認された（図 2-5）。TEM にて

観察したところ、平均粒子径 15.5 nm と非常に小さな粒子が合成されており、菌体外成分中

に粒子の凝集を抑える能力を持った物質が存在することが示唆された（図 2-7）。一方、菌

体洗浄の際に得られた最終洗浄液に金酸を添加した場合金ナノ粒子に特徴的な色の変化が

観察されなかった（図 2-6）。TEM では 1 µm を超える大きな粒子が観察されたが、これは

観察のためにサンプルを乾燥させた際に析出した結晶であると考えられる（図 2-8）。培地

成分が金ナノ粒子合成を促進することが知られており (Molnár et al., 2018) 、菌体外成分に

おける活性物質を探索するためには培地成分を取り除くことが必要である。最終洗浄液の

分析から、３回の洗浄作業により、金ナノ粒子合成活性を持つ物質は洗い流されており、乳

酸菌を滅菌水中で振盪した際に放出された成分に合成活性があるということが示された。 

 アミドカラムを用いた HPLC により菌体外成分を分離し（図 2-11）、金ナノ粒子の合成活

性を持つ画分を 1H-NMR で分析したところ、いくつか特徴的なピークが見られた（図 2-14）。

3.5 ppm 付近に見られた多くのピークは環構造の糖に結合したプロトンに由来し、1.2 ppm に

見られたピークは、N-アセチル-D-グルコサミンのアセチル基に由来するピークであると考

えられた。また、MALDI-TOH/TOF-MS で分析したところ、m/z 569.1 [M+Na]+の鋭いピーク

が観察された。この質量数から C20H35NO16という分子式が予測された。NMR スペクトルの

測定結果と合わせてHPLC にて分取した画分１には金ナノ粒子合成活性分子として lacto-N-

triose（LNtri）のようなアセチル化された三糖が存在することが明らかになった（図 2-24）。

また、1H-NMR で 1.94 ppm に見られたピークはメチル基由来のピークであり、これは乳酸

菌が放出した乳酸由来のピークであると考えられた。以上のことから、菌体外成分における

金ナノ粒子合成活性因子として、LNtri と乳酸が存在することが示唆された。 

 LNtri と乳酸を用いた、in vitro での合成実験の結果、各成分単一では金ナノ粒子が合成さ

れず、二成分の混合液に金酸を添加したときのみ金ナノ粒子の合成が確認された（図 2-16）。
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このことから、LNtri と乳酸は協調して金ナノ粒子合成を行っている可能性が示唆された。

また、膜資質の DGDG と合わせた三成分の混合液に金酸を添加することでも金ナノ粒子の

合成に成功した（図 2-17）。合成された粒子の平均粒子径は 21 nm であり、大きさもそろっ

ていた。この粒子径は DGDG により合成した金ナノ粒子の平均粒子径（59.6 nm）や二成分

の混合液により合成した平均粒子径（●● nm）よりも小さく、乳酸菌菌体により合成され

た粒子と同様であった。以上のことから三物質により乳酸菌における金ナノ粒子合成の再

現に成功し、乳酸菌では三物質が協調して金ナノ粒子合成を行っていると結論付けた。 

 以上のことから、推定される金ナノ粒子合成メカニズムの模式図を図 2-25 に示した。懸

濁液に添加された金イオンは、細胞膜に存在する DGDG や Lacto-N-triose から電子を受け、

還元される。還元された金は細胞膜中や細胞外で結晶化するが、乳酸が結合することにより

結晶化し、ナノサイズで結晶成長が進行しないことでナノ粒子として沈着すると考えられ

る。 

  

 特定した物質がそれぞれどのように金ナノ粒子合成に寄与しているかを確かめた。 

まず、DGDG は単独で金ナノ粒子を合成することが可能であった（エラー! 参照元が見つか

りません。）。このことから、還元剤・分散剤の両方の機能を持っていると考えられた。合成

された金ナノ粒子には DGDG が変化した物質が分散剤として結合し、粒子の凝集を抑えて

いると考えられ、ゲルろ過ラムにより金ナノ粒子コロイド溶液を分離し、ICP-MS により金

ナノ粒子を含む画分を特定するというシステムを HPLC/ICP-MS により実現させた。220 nm

の吸光度のクロマトグラムでは複数のピークが見られた一方で、m/z 197 のクロマトグラム

では３つのピークが見られた。各ピークの位置は UV のピーク位置とそれぞれ一致してお

り、このピーク位置を分取することで金ナノ粒子と粒子に結合している分散剤を取得する

ことができると考えられた。分取液の 

 

 本章において、Lacto-N-triose と乳酸の混合液からなる画分を HILIC クロマトグラフィに

よる分離で同定した。しかし、二成分で合成した金ナノ粒子は分離前の菌体外成分で合成さ

れた粒子の粒子径よりも大きく、クロマトグラフィによって分離されたほかの有機分子が

金ナノ粒子の粒子径制御に寄与ひている可能性が考えられる。in vitro で合成した金ナノ粒

子は小さく、ばらつきが少ない粒子であった。また、熱や圧力などのエネルギーをかけるこ

となく常温、37°C で行った。以上のことから、本手法による金ナノ粒子合成は生体模倣に

よる新たな工業的な金ナノ粒子合成手法として活用できる可能性が示唆された。 
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図 2-24 得られた活性分子 

(A) Lacto-N-triose II、(B) 乳酸 

 

 

図 2-25 乳酸菌による金ナノ粒子合成の模式図 
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第3章  

 

 本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内に出

版予定。 

  



65 

 

第4章  

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内に

出版予定。 
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第5章  

 

 本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内に

出版予定。 
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第6章  

 

 本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内に

出版予定。 
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第7章 総括 

 

 本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内に

出版予定。 
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