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Ａ．研究目的 

 本研究分担者は、ナノマテリアルの in 

vitro リスク評価を実施するための、金ナノ

粒子、銀ナノ粒子、酸化チタンナノ粒子を

作製することを目的とする。特に、金ナノ

粒子や銀ナノ粒子は凝集が生じやすいため、

一般的な作製法では in vitro 評価を実施する

ことが可能なほど高濃度(2 mg/mL)の金ナ

ノ粒子や銀ナノ粒子分散液を作製すること

が困難である。また、一般的な合成法では

界面活性剤を使用するが、この界面活性剤

が毒性を示すため、界面活性剤を使用しな

い作製法が求められる。そこで本研究では、

金ナノ粒子や銀ナノ粒子分散液の新規作製

法の開発を目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

1) 一般的な方法による金ナノ粒子の作製 

 1 M 塩化金酸水溶液 10 μL を 5 mL の水で

希 釈 し た 。 ま た 1.1 g の

hexadecyltrimethylammonium bromide 

(CTAB)を 4 mL の水に、水素化ほう素ナト

リウム 0.91 mg を 1 mL の水に溶解させ、そ

れぞれ水溶液を調製した。塩化金酸水溶液

に CTAB 水溶液を加えたのち、水素化ほう

素ナトリウム水溶液を一滴ずつ撹拌しなが

ら加えた。反応が終了後、未反応の CTAB

や析出した NaBr の結晶を遠心分離によっ

て取り除いた。 

2) 一般的な方法による銀ナノ粒子の作製 

 0.7 mM のクエン酸三ナトリウム水溶液

100 mL に 0.1 M 硝酸銀水溶液 100 μL を撹

拌しながら加えた。次に、氷浴で冷却した

NaBH4 水溶液（濃度 5.3 M）100 μL を 1 滴

ずつ加えた。 

3) 高濃度の銀ナノ粒子分散液を作製する方

法 

 25 mM グルコース水溶液、50 mM 水酸化

ナトリウム水溶液、50 mM 硝酸銀（Ⅰ）水

溶液、50 mM CTAB 水溶液をそれぞれ 5 mL

ずつ調製した。硝酸銀（I）水溶液を CTAB

水溶液に一滴ずつ撹拌をしながら加えた。

 酸化チタン、金、銀ナノ粒子の作製を行った。金ナノ粒子や銀ナノ粒子は凝集が

生じやすいため、一般的な作製法では in vitro 評価を実施することが可能なほど高

濃度の金ナノ粒子や銀ナノ粒子分散液を作製することが困難である。また、一般的

な合成法では界面活性剤を使用するが、この界面活性剤が毒性を示すため、界面活

性剤を使用しない作製法が求められる。そこで本研究では、金ナノ粒子や銀ナノ粒

子分散液の新規作製法の開発に取り組んだ。アミノ酸であるシステインを界面活性

剤の代わりとして用いることで、毒性を高めることなく、in vitro 評価を実施する

ことが可能なほど高濃度の金ナノ粒子や銀ナノ粒子分散液を作製することに成功し

た。また、酸化チタンナノ粒子については、酵素であるウレアーゼを用いること

で、針状粒子が球状にクラスター化した集合体を作製することができた。また、中

空構造の酸化チタンナノ粒子を作製する方法も確立した。 
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これにより溶液は黄色の銀錯体溶液となっ

た。次にグルコース水溶液に対して水酸化

ナトリウム水溶液を加え、さらに銀錯体溶

液を加えた。反応により溶液は黄褐色とな

った。この溶液を 50℃で 5 時間超音波処理

し、遠心分離によって未反応の CTAB を回

収し、目的とする銀ナノ粒子溶液を得た。 

4) CTAB 用いずに高濃度の金ナノ粒子およ

び銀ナノ粒子分散液を作製する方法 

 塩化金酸水溶液または硝酸銀水溶液にシ

ステインを溶解した。この溶液に氷浴で冷

却した NaBH4 水溶液を加え、超音波処理を

5 時間行った。金ナノ粒子、銀ナノ粒子ど

ちらにおいても、金属：システイン＝１：

１とした。 

5) 酸化チタンナノ粒子の作製 

 原料として、加水分解・縮合速度や構造

が異なる次の 5 つの化合物を用いた：

titanium(IV) chloride, titanium 2-

ethylhexyloxide, tetrabutyl orthotitanate, 

bis(2,4-pentanedionato)-bis(2-

propanolato)titanium, tetrabutyl orthotitanate 

tetramer, tetraisopropyl orthotitanate（図 1）。

これらの化合物を、尿素およびウレアーゼ

水溶液に加え、60℃以下で最長 3 日間反応

させた。尿素濃度は、1.2～19.2 mg/mL とし、

ウレアーゼ濃度は 5～10 mg/mL とした。 

 

Ｃ．研究結果 

1) 一般的な方法で作製した金ナノ粒子の特

性 

B 1)の方法で作製した金ナノ粒子は 2 

mg/mL という高濃度で蒸留水に分散させて

も、凝集や沈降なく安定的に分散した（図

2a）。また、金ナノ粒子の粒径は 10～20 nm

であった（図 2b）。金ナノ粒子のゼータ電

位は＋8.6 mV であった。蒸留水中での粒度

分布を測定したところ、TEM から見積もっ

た一次粒径とほぼ同じであったが、10 nm

以下の微小な粒子や 100 nm 以上の凝集体も

存在していることが明らかになった（図

3a）。金ナノ粒子水溶液の吸収スペクトルを

測定したところ、金ナノ粒子の表面プラズ

モン共鳴に由来するピークが観察され、金

ナノ粒子が水溶液中で均一に分散している

ことが光学的評価からも明らかになった

（図 3b）。 

しかし、戸塚先生による評価により、

CTAB に毒性があることが判明したため、

CTAB を用いない金ナノ粒子の作製法の開

発が必要であることが明らかになった。 

2) 一般的な方法で作製した銀ナノ粒子の特

性 

 B 2)の方法で作製した方法で銀ナノ粒子

を合成すると、図 4 に示すように、銀ナノ

粒子水溶液の濃度を 0.02 mg/mL 以上にする

と凝集し、沈降してしまった。この凝集体

を超音波処理により再分散させることは不

可能であった。In vitro 評価を行うために、

2 mg/mL 以上の濃度でも水に分散する銀ナ

ノ粒子の作製法の開発が必要であることが

明らかになった。 

3) B 3)の方法で作製した銀ナノ粒子の特性 

 B 3)の方法により銀ナノ粒子を作製した

ところ、2 mg/mL 以上の濃度でも凝集・沈

降が生じない銀ナノ粒子分散液を得ること

ができた。この方法により得られた銀ナノ

粒子は粒径が 10 nm 以下であった（図 5）。

しかし、この方法は CTAB を使用するため、

得られる銀ナノ粒子は毒性を示すことが明

らかになった。このため、CTAB を用いず 2 

mg/mL 以上の濃度でも凝集・沈降しない銀

ナノ粒子を作製する方法を開発する必要が

あることが明らかになった。 

4) B 4)の方法で作製した金ナノ粒子および

銀ナノ粒子の特性 

 B 4)の方法により作製した金ナノ粒子は

粒径 20 nm 以下であった（図 6 左）。ICP-

MS により元素分析を行ったところ、金 37 

mmol/kg、硫黄 50 mmol/kg であった。この
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硫黄はシステインに由来するものである。

金と硫黄は１：１で仕込んでいるため、精

製の過程で若干金ナノ粒子の損失があった

と思われる。 

 B 4)の方法により作製した銀ナノ粒子は

一般的な方法で作製した銀ナノ粒子よりも

長細い形状をしており、サイズは約 40 nm

×約 12 nm であった（図 6 右）。ICP-MS に

より元素分析を行ったところ、金 51 

mmol/kg、硫黄 50 mmol/kg であり、仕込み

比とほぼ同じであった。 

 B 4)の方法で得られた金ナノ粒子および

銀ナノ粒子は 2 mg/mL 以上で蒸留水に分散

させると時間が経過するにつれて凝集・沈

降が生じたが、超音波で再分散させること

ができ、in vitro 評価での使用が可能であっ

た。 

以上の結果から以下のことがいえる。

CTAB の代わりに低毒性アミノ酸であるシ

ステインを用いることで 2 mg/mL の金ナノ

粒子および銀ナノ粒子水分散液を作製する

ことができる。金ナノ粒子においては、2 

mg/mL という高濃度条件下では、CTAB を

用いた場合とシステインを用いた場合で分

散性には大きな違いは見られない。このた

め、システインを使用することで分散性を

低下させることなく、安全性を高めること

ができる。銀ナノ粒子に関しては、CTAB

を用いた場合は、粒子濃度を 2 mg/mL にす

ると再分散させることができなかったが、

システインを用いることで 2 mg/mL でも分

散させることが可能になり、毒性だけでな

く分散性の面においてもシステインを用い

ることの有意性がみられる。システインは

CTAB に比べて小さい分子であるため、ナ

ノ粒子表面に結合する分子の数はシステイ

ンの方が多いと考えられる。また、システ

インと金ナノ粒子および銀ナノ粒子は共有

結合で結合するため、CTAB よりも強固に

結合すると考えられる。これらのシステイ

ンの特性により、金ナノ粒子および銀ナノ

粒子の分散性が向上したと考えられる。 

5) 酸化チタンナノ粒子の特性 

 原料として titanium(IV) chloride を用いた

場合は、尿素濃度 9.6～19.2 mg/mL、ウレア

ーゼ濃度 5.0 mg/mL の場合に中空ナノ粒子

が得られた。この尿素濃度範囲では、尿素

濃度が低いほど粒径が小さい粒子が得られ、

尿素濃度 9.6 mg/mL では粒径約 500 nm の中

空粒子が得られ、尿素濃度 19.2 mg/mL では

粒径約 20 nm の中空ナノ粒子が得られた。

ウレアーゼ濃度 5.0 mg/mL の場合で、尿素

濃度を 9.6 mg/mL 未満にすると針状粒子が

得られた。ウレアーゼ濃度 10 mg/mL の場

合は、尿素濃度に関わらず針状粒子が得ら

れ、尿素濃度が高くなるにつれて粒子の長

さは短くなった。 

 以上の結果に基づき、ウレアーゼ濃度 5.0 

mg/mL、尿素濃度 9.6 mg/mL とし、構造と

加水分解・縮合速度が異なるチタンアルコ

キシドを原料として用いて、原料の構造と

加水分解・縮合速度が生成物の形状に与え

る影響を調査した。Tetrabutyl orthotitanate 

tetramer のようにすでに Ti-O-Ti の結合がで

きている化合物を原料として用いると、中

空ナノ粒子が得られることが明らかになっ

た 。 そ の 他 の 化 合 物 （ titanium 2-

ethylhexyloxide, tetrabutyl orthotitanate, 

bis(2,4-pentanedionato)-bis(2-propanolato) 

titanium, tetraisopropyl orthotitanate）を用い

た場合は、粒径 100 nm 以下の球状粒子が生

成した。 

 上記の方法では、適切な原料の選択と合

成条件の最適化により、one-pot で中空ナノ

粒子が得られたが、その生成量は僅かであ

った。そこで、より多くの中空粒子を得る

ために、予めエマルションを調製しておき、

このエマルション中で上記と同様の反応を

行うことで、中空ナノ粒子の作製を試みた。

エマルションはアンモニア水、ドデカン、
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エタノール、 hexadecyltrimethylammonium 

bromide 水溶液を混合し、超音波処理を行う

ことで作製した。このエマルション中での

反応の場合は、水溶液中での反応と異なり、

bis(2,4-pentanedionato)-bis(2-propanolato) 

titanium を原料として用いた場合のみ、中空

ナノ粒子が得られ（図 7）、その他の原料で

は球状粒子が得られた。この結果は、エマ

ルション中での反応の場合は、原料として

反応速度がそれほど速くない化合物を用い

て、ミセル表面でのみ反応させることが重

要であることを示している。また、

hexadecyltrimethylammonium bromide を用い

なかった場合は、エマルションが生成しな

いため、中空ナノ粒子は得られなかった。

以上より、ウレアーゼの酵素活性を活用し

た、エマルション中でのチタンアルコキシ

ドの加水分解・縮合により、中空 TiO2 ナノ

粒子を 60℃以下の低温で作製できることが

明らかになった。 
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図 1. 原 料 の 構 造 ： (1) tetrabutyl orthotitanate, (2) bis(2,4-pentanedionato)-bis(2-

propanolato)titanium, (3) tetrabutyl orthotitanate tetramer, (4) tetraisopropyl orthotitanate, (5) 

titanium 2-ethylhexyloxide 

 

 

 

 

図 2 (a). 金ナノ粒子水溶液（2 mg/mL）の写真, (b) 金ナノ粒子の TEM 像 
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図 3 (a). 金ナノ粒子の水中での粒度分布, (b) 金ナノ粒子水溶液の 

吸収スペクトル 
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図 4. 一般的な方法で作製した銀ナノ粒子水溶液の写真： 

（左）0.02 mg/mL, （右）0.2 mg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. B３の方法で作製した銀ナノ粒子の TEM 像 
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図 6.  4.4 の方法により作製した金ナノ粒子（左）と銀ナノ粒子（右）の 

TEM 像（スケールバー：20 nm） 

 

 

 

 

 

図 7. 中空酸化チタンナノ粒子の TEM 像 

 


