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1 .はじめに

新規有益物質の探索において、人工的に合成された化

合物の網羅的スクリーニングが効率の良さから主流と

なってきている。しかし、天然物には研究者が想定もし

ないような物質が含まれており、古くはペニシリン、最

近では 20日年ノーベル生理学 ・医学賞の対象となった

抗寄生虫薬イベルメクチンの原料物質を挙げることが

できる。天然物からの探索方法は手聞がかかり、また多

くの微生物は培養が困難なため、地道な作業を永年に渡

って継続する必要がある。

本研究の目的は、天然物からの有益物質スクリーニン

グ法の効率化に関する基礎研究である。最終的には培養

が困難で菌数が限定される微生物およびそこから分泌

される有益物質の探索を目指している。簡便で、ありなが

ら高感度の分析手法が必要となるわけであるが、本研究

においては金ナノ粒子の光学特性を用いることを提案

している。最終目的は、三浦研究室が保有している駿河

湾沖から採取された地殻コアサンプルに対してスクリ

ーニングを試みることであるが、本研究においては新規

スクリーニング方法について原理検証を行うことを目

標とする。

2.ナノフォトニクスによる検出

2. 1 微生物由来のカタラーゼの検出手法

ナノフォトニクスとは、ナノサイズの貴金属構造体内

部に存在する自由電子と外部から照射される電磁波間

の相互作用に由来する様々な光学現象に関する分野で

ある。サイズが数百 nm以下の金ナノ粒子に光を照射す

ると、自由電子の共鳴的振動により近接場として知られ

る電場が発生する。電子の固有振動数に対応する周波数

の光のみが吸収・散乱されることから、顕著な吸収スベ

クトノレを示す。近接場は金表面から数百 nm以下の領域

に局在しており、照射光のそれに対して強度が 100倍程
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度増強に増大する。近接場内に分子が侵入したり、気泡

が発生したりすると局所的に屈折率が変化し、金ナノ粒

子の吸収極大波長がシフトする。これが局在表面プラズ

モン共鳴センサー (localized surface plasmon 

resonance sensor : LSPRセンサー)の基本原理である。

図1は、上半分が厚さ 20nmの金で覆われた粒径 150nm 

の二量体の近接場に関する計算結果(fini te 

difference time domain法:FDTD法)である。

地殻コアサンプルには微量の微生物しか存在しない

ことから、まず微生物の存在の確認する必要がある。従

来の方法においては、サンプルに過酸化水素を加え、酸

素気泡の発生を目視により確認して微生物の存在を判

断している。これは、微生物が分泌するカラターゼが過

酸化水素を酸素に変換する触媒反応能を有することを

利用している。今回の提案においては、金ナノ粒子表面

にカタラーゼを捕捉し、過酸化水素の添加により発生す

るナノサイズの酸素気泡を LSPR法にて測定することに

より、微少量カタラーゼの検出を目指す。ナノフォトニ

クスを用いると、気泡の大きさが数nmであっても、空

気と水の屈折率の違いは!:::.n=O. 33と大きいことから、

十分に検出可能である。コアサンフ。ル中に存在するカタ

ラーゼを高効率で金ナノ粒子に捕捉することができれ

ば微少量の微生物であっても検出が可能と考える。

円

J
ワ
ム



ナノフォトニクスを活用した地殻コアサンプルのスクリーニング
Use of Nanophotonics for Screening of Valuable Micro-organisms from Earth Core Samples 

竹井弘之三浦建

2. 2 原理検匝プロトコール

本研究におけるスクリーニング工程を図2に示す。市

販のカタラーゼを地殻コアサンプルに添加し、液状化し

たサンプルを遠心分離することで得られた沈殿物およ

び上清の分画中のカタラーゼの存在を確認する。次に、

カタラーゼを金ナノ粒子基板表面に固相化し、過酸化水

素を添加することにより酸素気泡を発生させる。最後に、

気泡の発生を目視と LSPR法で観察した結果を比較する。

力ヲラーゼの触媛反応!こ
よってIiliiiに
ナノサイズの気泡が発生

凶2 スクリーニングの全工程

Fig. 2 Protocol for screening 

今回は次の工程の検証に専念した。

( 1 )コアサンプルからのカタラーゼの抽出

微生物から分泌されるカタラーゼを効率良く抽出す

る必要があるが、地殻コアサンプノレの主たる構成物質で

ある粘土質に対する非特異吸着が懸念された。基本的な

プロトコールと して、コアサンプノレに対して特定量のカ

タラーゼを含む食塩水を加えてから遠心分離し、上清液

をべ トリディ 、ンュに移し、過酸化水素の添加により酸素

気泡の発生を確認することにした。

( 2)センサー表面に対するカタラーゼの固相化

タンパク質は、一般的に金表面に容易に物理吸着する

ことから、カタラーゼも金ナノ粒子センサー表面に容易

に吸着すると思われる。また、比較のため、 Nーヒ ドロキ

シスクシンイミド (NHS) を有するチオール分子を用い

た固相化方法も試みることにした。NHSはカタラーゼの

アミノ基、S-H基は金表面と結合することから、カタラ

ーゼは金表面に化学的に結合されると想定される。

3.実験方法

3. 1 ナノ粒子の聞製方法

金ナノ粒子は次の方法によ り作製される。厚さ20nm 

の金薄膜で被覆されたガラス基板表面に、単分散のシリ

カナノ粒子 (Polysciences，Inc.， Cat. No. 24041，粒径 150

nm)を単層として吸着させ、次に厚さ 20nmの金を真空

蒸着した。作製された金ナノ粒子の吸光度は2.0以上と、

従来のものに対して 10倍以上であり、簡便かっ再現性

良く作製できることから、センサ一応用に適している。

図3には、さまざまの粒径のシリカナノ粒子を用いて作

製した金ナノ粒子プレートの写真を示す。

l苅3 金ナノ粒子プレート

Fig. 3 Gold-nanoparticle plates 

3. 2 気泡検出用の光学系

実体顕微鏡 (ケニス(株)Model S2)を用いて目視観

察を行った。 また、LSPR法の光学系は次のとおりであ

る。分岐型光ファイパーを近赤外分光光度計 (Ocean

Optics社、 NIRQuest)に接続し、タングステンハロゲン

ランプ (OceanOptics社、LS-I-LL)から発せられた白

色光を金ナノ粒子基板に照射し、反射光を分光光度計に

導いて吸収スベクトルを取得した(積算時間1O~50ms)。

図4は基板上に配置された光ファイパーの先端部およ

び分光光度計の写真である。

4.実験結果および考察

4. 1 カタラーゼ抽出プロトコール

様々な条件を検討した結果、次のプロトコーノレにより

抽出できた。

-24-



ナノフォトニクスを活用した地殻コアサンプルのスクリーニング
Use of Nanophotonics for Screening of Yaluable Micro-organisms from Earth Core Samples 

竹井弘之三浦建

時措|

関4 光学系(フ，opーブ+分光光度計)

Fig. 4 Optics set-up (probe+spectrometer) 

①地殻コアサンプル (3.0 g)をチューブ (50ml)に

とり、滅菌した食塩 (3九NaCl)を 30mlを加えたも

のを用意し、カタラーゼ、水溶液 (Wako，Cata1ase， Cat. 

No. 035-12903， 0.1 mg/ml)を加えて懸濁液を作製した。

②操作①で作製した懸濁液を[30oC/12000 rpm/5 minJ 

の条件で遠心分離した。

③上清分画のみ別のチューブに移し替えた。

④べトリデイツ、ンュに 200μlずっとり、そこへ過酸

化水素水溶液 (3.0引を 200μl加えた。

4. 2 カタラーゼの固相化プトロコール

カタラーゼの圃相化においては、化学結合および物理

吸着の二つ手法を試みた。

化学結合

①金ナノ粒子基板を NHS溶液 (Prochimia社，

HS-C10-COONHS， Cat. No. FT01A. 10-20， 1 mg/ml)に

15分間浸した。

②エタノールでよく洗い流し、自然乾燥させた。

③処理した金ナノ粒子基板に濃度の異なるカタラーゼ

溶液を、 2スポット毎に 50]11滴下させ30分開放置し

た。

④その後、精製水で、洗い流し、自然乾燥させた。

物理吸着においては、無処理の基板にカタラーゼを直

接滴下した。

4. 3 カタラーゼ吸着の検匝

図5(a)は、カタラーゼが金ナノ粒子表面に吸着す

る際に生じる、近赤外吸収スベクトルの変化を示す。5

秒間隔で連続的に取得されているスベクトルは、吸収極

大ピークが長波長側にシフトしていることを示す。特定
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Fig. 5 Binding ofthe enzyme observed by LSPR 

波長における吸光度の変化をモニターした結果を図 5

(b) に示す。将来的には、特定波長の光に対する吸光度

変化のみをモニタリングすることにより、高価な分光光

度計を使う必要をなくすことを目指す。

4. 4 気泡の検出

図6は、気泡の発生を目視で観察した結果を示す。上

段の写真は化学結合、下段は物理吸着の結果である。各

スポットに過酸化水素水溶液 (3見)を 50μ1ずつ滴下

し、 5分開放置している。特筆する結果として、無処理

(物理吸着)の基板における気泡の発生がより顕著であ

り、添加したカタラーゼ濃度が 0.25mg/m1以上である

と、気泡の密度は飽和している。原因については、下

で考察する。図7は、 LSPR法により気泡の検出を試み

た結果を示す。濃度 0.03弘の過酸化水素を添加した際

に生じる吸光度の変化である。全ての波長において吸光

ド]6 1荷村11ヒ隣家の反応による般家気泡 ←一一-t
3mm 

Fig. 6 Oxygcn bubblcs fbrmcd by adsorbcd cnzymc 
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度が上昇している。この結果は金ナノ粒子自体が過酸化

水素に対して触媒反応能を有する可能性を示唆してい

る。実際、高濃度の過酸化水素を用いた場合には、カタ

ラーゼが存在しなくとも気泡が発生することが判明し

た。対処の方法として、金ナノ粒子表面の保護、および

過酸化水素の濃度の最適化を検討する ことに した。

ll-amino-l-undecanethiol (D句indo Laboratories; Code 

A423 0.1 mM)で、処理された金基板に対して、0.03%の過

酸化水素を添加した際の吸光度変化を図8に示す。変化

量が低下しており、触媒反応が抑制されている。図6の

上段の写真で、気泡発生が抑制されている理由も同様で

ある可能性がある。
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今後の課題

1400 

( 1) LSPR法を最大限に活用するためには、 金ナノ粒

子の表面にナノサイズの気泡が均一に発生することが

重要である。しかし目視観察によると、限られた領域で

比較的大きな気泡が発生している。気泡が目視で確認で

きる様なサイズまでに成長すると、界面における散乱が

顕著になると思われ、吸収極大波長よ り短波長側でも吸

光度が上昇している。表面の化学特性およびミクロ的に
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表面の形態を変えることにより、気泡発生過程の制御が

可能と思われる。また酵素反応により発生した酸素は、

最初水溶液に溶け込むことから、溶存酸素濃度の抑制も

重要と思われる。

( 2 )金ナノ粒子自体が触媒反応を有することが判明し

た。過酸化水素の濃度が 0.03%以上であるとスベクトル

に影響を与える。チオールによる被覆で触媒反応能を抑

制できるが、他のチオーノレ分子も評価する必要がある。

5.まとめ

地殻コアサンプルに添加されたカタラーゼを再抽出

することができ、金ナノ粒子表面にカタラーゼを固相化

することで、酸素気泡の発生を目視で確認した。カタラ

ーゼ濃度を下げると、気泡発生量が減少することから 目

視による確認は不可能になるが、LSPR法においては金

ナノ粒子の光学特性が変化することを確認できた。今後

の研究において、金ナノ粒子自体の触媒特性の低減およ

びナノ粒子表面の表面改質による気泡発生機構の制御

が、重要な課題であることが判明した。この知見を活か

すことによ り、最終目標である有益微生物に対する網羅

的スクリ ーニング法が実現されると考える。
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