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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 
 本研究は、ナノマテリアルの適切な物性

解析、新規 in vitro 評価系の確立、細胞内応
答機構等の解析で従来の評価系との比較検

討、新たなマーカーの確立、適切な動物実

験等による妥当性の検証を目的とした。分

担研究として、ナノマテリアルの作製及び

キャラクタリゼーションを担当した。具体

的には、金ナノ粒子および銀ナノ粒子の毒性

を評価するために、水中分散安定性の高い金

ナノ粒子および銀ナノ粒子を合成、すなわち

金ナノ粒子水溶液および銀ナノ粒子水溶液の

各粒子濃度は毒性試験が可能な 2 mg/mL を目

指した。また、酸化チタンナノ粒子に関し

ては、ナノマテリアルの形状が毒性に与え

る影響を調べるために、球状以外の形状の

ナノ粒子の作製およびキャラクタリゼーシ

ョンを目的とした。 
 
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

研究要旨：分担研究として、ナノマテリアルの作製およびキャラクタリゼーション

を目的とした。金ナノ粒子および銀ナノ粒子の毒性を評価するために、水中分散安

定性の高い金ナノ粒子および銀ナノ粒子を合成した。金ナノ粒子水溶液および銀ナ

ノ粒子水溶液の各粒子濃度は毒性試験が可能な 2 mg/mL を目指した。
exadecyltrimethylammonium bromide（CTAB）を界面活性剤として用いて金および銀
ナノ粒子を作製したが、CTABが毒性を示す可能性があるということから、CTABの
代わりとなる物質を探索したところ、アミノ酸であるシステインが有用であった。

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
することができた。酸化チタンナノ粒子に関しては、酸化チタンナノ粒子の粒径や

形状が毒性に与える影響を調べるために、酸化チタンナノ粒子の形状および粒径制

御に取り組んだ。酸化チタンナノ粒子を作製する際に酵素であるウレアーゼを使用

し、さらに尿素を触媒として使用することで、針状、ウニ状、中空状のナノ粒子が

得られた。また、ウレアーゼや尿素の添加量を調節することで、ナノ粒子のサイズ

制御が可能であった。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た。 



 36 

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。

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 非使用で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) 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。 
6) 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 
一般的な方法で作製した金ナノ粒子の特性 
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、分担研究者より 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。 
一般的な方法で作製した銀ナノ粒子の特性 
	 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。 
高濃度の銀ナノ粒子分散液を作製する方法

で作製した銀ナノ粒子の特性 
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	 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。 
CTAB 非使用で作製した金ナノ粒子および
銀ナノ粒子の特性 
	 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。一方、

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。 
	 これら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。 
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 7 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。 

TiCl4 以外の原料からの TiO2 NPs の作製 
 図 8 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。 
 
D. まとめ 
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

できた。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

な違いは見られなかった。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た。

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。 

	 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
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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, (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 

 

 

 

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 
 

 

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 
 

 

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 

Au NPs
(2 mg/mL) 20 nm

a b
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図 5 高濃度の銀ナノ粒子分散液を作製する
方法による銀ナノ粒子の TEM像 

 

図 6. CTAB非使用の方法により作製した金
ナノ粒子（左）と銀ナノ粒子（右）TEM像
（スケールバー：20 nm） 

 

図 7.酸化チタンナノ粒子の TEM 像 

 

 

図 8.酸化チタンナノ粒子 No.11-14 の TEM 像 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. TiO2 NPsの TEM像 

 

 

 

 

TiO2 NPs-2 TiO2 NPs-3 TiO2 NPs-4 
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図 3. TiO2 NPs-11～14の TEM像 

TiO2 NPs-13 TiO2 NPs-14 TiO2 NPs-12 TiO2 NPs-11 


