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平成 29年度	 分担研究年度終了報告書 

 
新規 in vitro評価系とマーカーの開発によるナノマテリアルのリスク評価及びリスク低減化に関する研究 

ナノマテリアルの作製およびキャラクタリゼーション 
研究分担者	 林	 幸壱朗	 九州大学大学院歯学研究院	 助教 

 
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。これまでに、

細胞毒性試験に使用可能な高濃度金ナノ粒

子および銀ナノ粒子分散液の調製には成功

しており、すでに共同研究者に提供してい

る。 
	 平成 29 年度は酸化チタンナノ粒子（TiO2 
NPs）の合成に取り組んだ。特に、TiO2 NPs
の形状が細胞毒性に与える影響を調査する

ために、様々な形状の TiO2 NPsを合成する
ことを目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
1) 酵素（ウレアーゼ）と尿素を用いた酸化
チタンナノ粒子の合成（Ti源：TiCl4） 
	 表 1 の条件で尿素とウレアーゼを蒸留水
10 mL に溶解した。この水溶液に TiCl4 230 
µL をドラフト内で加え、発煙が収まったら
溶液をよく攪拌し、60 ℃の条件で 3 日間反
応を行った。 
	 各条件により得られた生成物を TiO2 NPs-

1～10とする。 

 
 
2) TiCl4以外の原料からの TiO2 NPsの作製	  
	 尿素 96 mgおよびウレアーゼ 50 mgを水
10 mL に溶解させた。この水溶液に

tetrabutyl orthotitanate 717 µLまたは bis(2,4-
pentanedionato)-bis(2-propanolato)titanium 
1019 µLまたは tetrabutyl orthotitanate tetramer 
1851 µLまたは tetraisopropyl orthotitanate 636 
µLを加え溶液をよく撹拌し、60 ℃の条件で
3 日間反応を行った。反応終了後、生成物
を水で 3 回洗浄し最終的に 10 mL の水に分

 

サンプル
尿素
（mg）

ウレアーゼ
（mg）

TiO2 NPs-1 12 50
TiO2 NPs-2 24 50
TiO2 NPs-3 48 50
TiO2 NPs-4 96 50
TiO2 NPs-5 192 50
TiO2 NPs-6 12 100
TiO2 NPs-7 24 100
TiO2 NPs-8 48 100
TiO2 NPs-9 96 100

TiO2 NPs-10 192 100

表 1. TiO2 NPsの合成条件 

	 酸化チタンの形状が毒性に与える影響を調査するために、多様な形状の酸化チタン

ナノ粒子の合成に取り組んだ。酸化チタンナノ粒子は様々なチタン源から、酵素（ウレ

アーゼ）と尿素存在下での反応により得られた。ウレアーゼはテンプレートとして働

き、また、ウレアーゼと尿素との反応により生じたアンモニアは触媒として働くと考え

られる。チタン源の種類や濃度、ウレアーゼおよび尿素の濃度を調整することにより、

針状、ウニ状、中空状に形状を制御することができた。今後、合成条件を最適化するこ

とにより、より精密な形状制御およびサイズ制御が可能になると考えられる。 
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散させた。Ti 原料の構造式を図 1 に示す。
また、生成物は用いた原料によってそれぞ

れ TiO2 NPs-11, 12, 13, 14と記す。 

 
 
Ｃ．研究結果 
1) 酵素（ウレアーゼ）と尿素を用いた酸化
チタンナノ粒子の合成（Ti源：TiCl4） 
得られた粒子の TEM像を図 2に示す。TiO2 
NPs-1～3 は針状粒子の集合体を形成してい
た。TiO2 NPs-4 と 5 は中空構造の中空ナノ
粒子であり、それぞれ粒径が約 600 nm, 10 
nm であった。TiO2 NPs-6～8 は針状粒子か
らなる不規則な凝集体であった。TiO2 NPs-9
と 10は球状粒子であった。 

 
 
2) TiCl4以外の原料からの TiO2 NPsの作製 
	 図 3に生成物の TEM像を示す。一次粒子
の粒径は異なるが全て球状粒子の凝集体で

あった。TiO2 NPs-13において、一部中空粒
子が確認された。 
 
 
 
 

 
	 以上の 1 および 2 の結果から、原料や合
成条件、またはこれらに依存する反応速度

の違いが生成物の形状に影響を与えること

が明らかになった。現在、新たな合成方法

を検討している最中であり、安定的に中空

構造のナノ粒子が得られつつある。今後、

さらなる条件検討により、この方法を確立

することを計画している。 
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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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. TiO2 NPsの TEM像 
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図 3. TiO2 NPs-11～14の TEM像 
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