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研究成果の概要（和文）：本研究では、金ナノクラスター(AuNCs)（約1nmの金粒子）を光増感剤とする一重項酸
素（1O2,活性酸素の一つで強い酸化力がある）発生メカニズムを明らかにし、1O2を大量発生するAuNCsを創出す
ることを目的とした。AuNCsを含む種々の新規光増感剤（金銀合金ナノクラスター、AuNCsとタンパク質複合体、
AuNCsと天然高分子との複合ナノゲル）を開発し、その光増感作用により発生する1O2が歯周病の殺菌に有効であ
ることを見出した。20歳以上の約80％の人が歯周病といわれている状況下で、AuNCsを用いたa-PDT治療は、新し
い歯周病治療法として、歯周病患者の治療に貢献できると期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have devoted to the exploration of potential diagnostic 
applications of water-soluble gold nanoclusters (Au NCs) with ultra-small sizes (< 2 nm). One of the
 therapeutic applications is the photosensitized generation of reactive oxygen species using Au NCs 
as a photosensitizer for photodynamic therapy (PDT). We have reported Au NC photosensitizers and the
 effects of their size and type of surface ligands on singlet oxygen (1O2) generation. The 
photo-excited Au NC undergoes intersystem crossing (ISC) from its lowest singlet excited state (S1) 
to the lowest triplet excited state (T1). Subsequently, the transfer of energy from the T1 state of 
the Au NC to the ground-state oxygen (3O2) generates 1O2, which causes oxidative damage of targets. 
the photosensitizers based on the Au based photosensitizers were successfully used for 
antimicrobial-PDT (a-PDT) against bacteria.

研究分野：コロイド界面化学　材料化学

キーワード： 金ナノクラスター　光増感剤　PDT
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１．研究開始当初の背景 

数十個の金原子集合体がチオールなどの
有機配位子で表面保護された直径約 1nm の
金ナノ粒子は、“有機配位子保護金クラスタ
ー”と呼ばれている（以下、金ナノクラスター
と明記）。金ナノクラスターは、金属核によ
る顕著な量子サイズ効果に加えて、金属核と、
構造・性質を全く異にする有機配位子とが分
子レベルで複合化している。そのユニークな
構造から、金属錯体や直径約 3nm 以上の金属
ナノ粒子とは異なる新規な構造・物性・機能
発現が期待されている。このような背景のも
と、申請者は金ナノクラスターの液相合成と
光機能に関する研究に取り組んできた。原子
数レベルでサイズの揃った金ナノクラスタ
ーの液相合成に成功し、金原子数 8（Au8）、
13 個（Au13）、25 個（Au25）からなる金ナノ
クラスターがそれぞれ、青、緑、赤色に発光
することを見出した（Kawasaki et al. Adv. 

Funct. Mater. 2011）。最近では、カプトプリル
(Capt)配位子で保護された金ナノクラスター
[Au25(Capt)18]が光増感剤として働き、可視・
近赤外光(400-900nm)照射により、一重項酸素
（1O2）を発生することを発見した(Kawasaki 

et al. Chem.Mater. 2014) （図１）。抗菌光線力
学療法（a-PDT ）時に発生する 1O2 が歯周病
治療に効果的であることから、本研究では、
金ナノクラスターを増感剤とする 1O2 発生
に基づく a-PDT歯周病治療法の開発を計画し
た。しかし、金ナノクラスターを光増感剤と
する 1O2 発生機構は明らかにされておらず、
1O2 発生効率向上も含めて、金ナノクラスタ
ーを用いた光増感剤の a-PDTへの応用に関し
て検討することが多い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 光励起した金ナノクラスターから酸素
へのエネルギー移動によって酸素が活性化
さて 1O2 が生成する 

 

２．研究の目的 

本研究では、申請者らが見出した金ナノク
ラスターを増感剤とする 1O2 発生について、
未だ解明されていないメカニズムを明らか
にし、1O2 を大量発生する金ナノクラスター
を創出する。歯周病治療・予防に向けた金ナ
ノクラスターを増感剤とする a-PDTに関する
研究は、これまで全く報告例がない。20 歳以
上の約 80％の人が歯周病といわれている状
況下で、金ナノクラスターを用いた a-PDT の
臨床応用が本研究により実証できれば、新し
い歯周病治療法として全世界的に応用され、

歯周病患者の治療に貢献できるとともに、そ
の市場規模は計り知れない。 

 

3. 研究の方法 

3-1. 金ナノクラスターによる一重項酸素生
成に及ぼす金原子数と有機配位子の効果、及
び a-PDT 効果の検証 

金ナノクラスターによる一重項酸素生成効
率（Q 効率)を決める因子を調べるために、金
ナノクラスターのサイズ（金 18 量体、金 25

量体、金 38 量体）と保護剤（グルタチオン:SG、
ホスファチジルコリン類似分子:MPC、アルブ
ミン：BSA）の異なる金ナノクラスターを合
成した。金ナノクラスターによる光殺菌治療
の歯科への応用を目指して、歯科用 LED 光照
射器により金クラスターを光照射した際の
一重項酸素の発生と、口腔内細菌および生体
細胞に与える影響について評価した。 

 

3-2. 金ナノクラスター含有アルブミン-有機
色素複合体による高効率一重項酸素生 

本研究では歯周病治療に向けた PDT 用の
新規光増感剤として，生体親和性の高いウシ
血清アルブミンで保護された 25 量体金クラ
スター (BSA-Au25NCs) と 1O2 を発生する
光増感剤であるメチレンブルー (MB) との
複合体 (BSA-Au25NCs / MB 複合体) を合成
し、金クラスターからメチレンブルーへのエ
ネルギー移動を利用した 1O2 生成量の向上
を検討した。 

BSA-Au25NCs の合成 

10 mM HAuCl4 水溶液 5 mL と 50 mg/mL 

BSA 水溶液 5 mL を混合し、37 ℃ 800 rpm で
3 分間撹拌した。続いて、1 M NaOH 水溶液 1 

mL 加え、8 時間撹拌を続けた。得られた
BSA-Au25NCs 水溶液を透析膜  (MWCO : 

3500) に移し、1 日透析を行った。外液はサ
ンプル量の 100 倍とし、1 日 3 回外液の交換
を行った。透析後、BSA-Au25NCs 水溶液を
0.22 μm のシリンジフィルターで濾過した。
減圧乾燥することで固体状の BSA-Au25NCs

を得た。 

BSA-Au25NCs と MB との複合体形成 

BSA-Au25NCs と MB が任意の割合で含む混
合水溶液を調製し、これを 2 時間撹拌した。
この溶液を遠心式限外ろ過フィルター 

(Ultracel：3K) を用いて限外濾過を行い (回転
速度：14000 rpm，回転時間：10 min) 、未反
応の MB を除去し，BSA-Au25NCs / MB 複合
体を得た。 

白色 LED 照射時の 1O2 生成能の評価 

BSA-Au25NCs / MB 複合体の 1O2 生成能は、
1O2 と選択的に反応するメトトレキサート 

(MTX) を用いて評価した。MTX は 1O2 によ
る酸化分解により、466 nm に蛍光を示す物質
を生成する。金クラスターと MTX を含む重
水溶液に、白色 LED (波長領域：430～800nm) 

を 10 分間照射し、466 nm の蛍光強度増加量
ΔPL により、1O2 生成能を調べた。なお、1O2

生成能評価では、MB の最大吸収ピークであ
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光励起

3O2

1O2

酸素の
活性化
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る 665 nm の吸光度が等しくなるように
BSA-Au25NCs / MB 複合体を調製した。これ
により ΔPL は、BSA-Au25NCs / MB 複合体に
おける MB 当たりの 1O2 生成能となる。 

 

3-3. 合金クラスターによる高効率光増感剤 4) 

異種金属原子を金クラスターにドープし
た合金クラスターでは、発光色や発光強度の
変化など合金化による特性変化が報告され
ているが、1O2 生成については報告されてい
なかった。そこで本研究では、PDT 応用を指
向して、生体毒性の低い生体ペプチドである
グルタチオン (GSH) で保護された合金クラ
スター (GSH-AuMNCs) の合成法を検討し、
合金クラスターの光学特性及び 1O2 生成能
を調べた。 

GSH-AuMNCs (M = Ag，Cu，Pt) の合成 

 HAuCl4 水溶液 (0.2 M，50 mL) と純水 3.75 

mL を混合し，更に合金化剤として AgNO3 水

溶液 (10 mM，200 mL) を添加し 500 rpm で撹

拌した．続いて，GSH 水溶液 (15 mM，1 mL) 

を添加し，70 ℃で 24 時間撹拌することによ

り，GSH-AuAgNCs を得た．他の合金化剤と

して Cu(NO3)2，Pt(NH3)4Cl を添加することに

よ り ， 同 様 の 合 成 法 で ， そ れ ぞ れ

GSH-AuCuNCs と GSH-AuPtNCs を得た．

GSH-AuMNCs は遠心濾過法により精製した． 

一重項酸素 (1O2) 生成能の評価 

 GSH-AuMNCs の 1O2 生成能は，
9,10-Antracenediyl-bis(methylene)dimalonic acid 

(ABDA) の 1O2 酸化による吸光度減少 

(DAbs.) により評価した。GSH-AuMNCs / D2O

溶液 (Abs. = 0.1 at 378 nm，1.8 mL) に、 

ABDA / DMF 溶液 (0.5 mM，200 mL) を加え、

白色LED光を10分×3回照射した。ここでは、

歯周病治療に向けた PDT を指向して、治療現

場でも安全かつ簡便に使用できる白色LEDを

用いた。 

 

3-4. 合金クラスター含有キトサンナノゲルに

よる高効率光増感剤 

ナノゲルとは、架橋した高分子鎖からなるナ

ノ粒子である。高い含水量や良好な生体適合

性などの特徴を持ち、DDS や人工シャペロン

システムへの応用展開が期待されている。本

研究では，合金クラスターとキトサンとの静

電的な架橋により生成する「金銀合金クラス

タ ー 含 有 キ ト サ ン ナ ノ ゲ ル ：

AuAgNCs@nanogel」を創成し、ナノゲル化に

よる 1O2 生成能の向上やキトサン自身の生体

適合性・抗菌能を併せ持つナノゲル型新規光

増感剤の創成を検討した。 

AuAgNCs@nanogel の合成 

AuAgNCs 溶液 2.0 mL と純水 2.0 mL，キト

サン溶液 (5 mg/mL，1.0 mL) を混合し 30 分

攪拌した．NaOH 水溶液 (1 M) を用いて pH

を 6.5 に調整し，その後 2 時間攪拌すること

で AuAgNCs@nanogel を得た． 

一重項酸素 (1O2) 生成能の評価 

AuAgNCs@nanogel の 1O2 生成能は，
9,10-Antracenediyl-bis(methylene)dimalonic acid 

(ABDA) の 1O2 酸化による吸光度減少 

(Abs.) により評価した．AuAgNCs@nanogel / 

H2O 溶液 (Abs. = 0.1 at 335 nm，1.8 mL) に，

ABDA / DMF 溶液 (0.5 mM，200 mL) を加え，

白色 LED 光を 10 分×3 回照射した。本研究で

は歯周病治療に向けた PDT を想定し、治療現

場でも安全かつ簡便に使用できる白色LEDを

用いた。 

 

4．研究成果 

4-1. 金ナノクラスターによる一重項酸素生
成に及ぼす金原子数と有機配位子の効果、及
び a-PDT 効果の検証 1) ,2) 

金ナノクラスターによる一重項酸素生成
効率（Q 効率)は、クラスターサイズに依存し、
金 38量体＜金 18量体 ＜ 金 25量体の順に Q

効率が高くなることがわかった。上記いずれ
の系も、マイクロ秒オーダーの蛍光寿命を示
すことが観測されたことから、三重項励起状
態の存在が示唆された。他方、同じ金 25 量
体で保護剤の異なる金ナノクラスターでは、
BSA-Au25 > Au25(SG)18 という結果となった。
Au25(SG)18 では一重項酸素による金ナノク
ラスターの酸化分解が起こるのに対し、
BSA-Au25 では、一重項酸素による金ナノク
ラスターの酸化分解が起こっていないこと
が確認された。この BSA-Au25 の高い安定性
が 、 一 重 項 酸 素 の 持 続 的 な 生 成 と 、
Au25(MPC)18 や Au25(SG)18 に比べて高い Q

効率に寄与していると考えられた。 

歯科用 LED 光照射器により金クラスター
を光照射した際の一重項酸素の発生と、口腔
内細菌および生体細胞に与える影響につい
て評価した。金ナノクラスター[Au25(Capt)18]

の添加と光照射はS.mutansに対してバイオフ
ィルム形成を抑制、死菌を増加させた。増殖
能、乳酸産生能は金ナノクラスター濃度依存
的に有意に抑制された。生体細胞の SEM 観
察，LIVE/DEAD 染色の結果から細胞の付着
伸展には影響はなく、死細胞は認められなか
った。CCK-8 Assay において高濃度の金ナノ
クラスター添加と光照射を繰り返し行うと
増殖が抑制された。これらの結果から、生体
細胞よりも細菌の一重項酸素感受性が高い
ことが明らかになり、光殺菌治療の歯科応用
の可能性が示唆された。 

 以上の結果から、金ナノクラスターサイズ
や保護剤の効果を明らかにすることで一重
項酸素発生効率の高い金ナノクラスターを
見いだせたこと、金ナノクラスターの光増感
作用が、口内細菌の抗菌・殺菌に有効である
ことを実証できた。 

 

4-2. 金ナノクラスター含有アルブミン-有機
色素複合体による高効率一重項酸素生 3) 



紫外可視吸収スペクトルより，BSA-Au25NCs 

/ MB複合体は，BSA-Au25NCsとMBそれぞれ特

有の吸収を示すことから，複合体の形成を確

認した(Fig.1(a))。BSA-Au25NCsの蛍光ピーク

とMBの吸収ピークが重なっていることから

(Fig.1(b))、BSA-Au25NCsをドナー、MBをアク

セプターとするエネルギー移動の可能性が示

唆される。このエネルギー移動(フェルスター

共鳴エネルギー移動 )は，複合体における

BSA-Au25NCsの蛍光強度の減少(Fig.1(c))なら

びに蛍光寿命(Fig.1(d))が短くなることから示

唆された。複合体内BSA-Au25NCsからMBへの

エネルギー移動が起こるための距離(フェル

スター距離)を(1)式を用いて算出した． 

R0=0.2108[20n-4J]1/6・・・・・(1) 

はドナーとアクセプターとの相対配向(=)，

0はBSA-Au25NCsの発光量子収率(=0.0423)，n

は溶媒の屈折率(=1.4)，JはBSA-Au25NCsの蛍

光スペクトルとMBの吸収スペクトルの重な

り積分(=7.01×1015M-1cm-1nm4)である。その結

果、BSA-Au25NCs / MB複合体におけるドナー

アクセプター間のフェルスター距離は4.07nm

であり、BSA分子の直径(3~8nm)に近い値であ

った。さらに、(2)式を用い，BSA-Au25NCsか

らMBへのエネルギー移動効率を算出した。 

E=(1-τDA / τD)×100・・・・・・・・(2) 

τ Dは、BSA-Au25NCsの蛍光寿命、τ DAは

BSA-Au25NCs / MB複合体の蛍光寿命である。

BSA-Au25NCs / MB複合体(3:1，1:1，0.3:1)のエ

ネルギー移動効率は、それぞれ11.8%、19.0%、

57.2%であった。特に、BSA-Au25NCs / MB複

合体(0.3:1)で高いエネルギー移動効率を示す

ことが明らかとなった。 

BSA-Au25NCs / MB複合体の1O2生成能評価 

BSAu25NCs 、 MB 、 4 種 の 混 合 比 

(BSA-Au25NCs : MB = 3：1，1：1，0.3：1，0.1：

1)のBSA-Au25NCs / MB複合体について、白色

LED照射下における1O2生成能を調べた。いず

れのBSA-Au25NCs / MB複合体もMTX酸化物

の蛍光強度(466nm)が増大(ΔPL)し、白色LED

照射によるO2生成を確認した (Fig.2(a))。

BSA-Au25NCs / MB複合体のMB当たりの1O2

生成効率となるΔPLは、BSA-Au25NCs単体に

比べ、劇的に増大し、0.1:1(BSA-Au25NCs:MB)

の組成において、最も高い1O2生成効率を示し

た(Fig.2(b))。これは，BSA-Au25NCsからMBへ

のエネルギー移動により，MBの1O2生成効率

が増大したためと考えられる．1O2の発生量収

率Qは，BSA-Au25NCs(Q=0.4%)，MB(Q=55%)，

BSA-Au25NCs / MB複合体(0.1:1)(Q=73%)とな

った． 

 

 

 

 

 

(a)                     (b) 

 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2(a) 白色 LED 照射時の蛍光強度増加 

(BSA-Au25NCs:MB=0.3:1)，(b) 各組成比の MB

当たりにおける 1O2生成効率 

 
4-3. 合金クラスターによる高効率光増感剤 4)  

GSH-AuMNCs (M = Ag，Cu，Pt)の蛍光スペ

クトルを測定し、合金化による光学特性の変

化を調べた(Fig.3a)。発光強度は、ドープ金属

種に依存することが見出された (AuAg > Au 

> AuPt > AuCu)。特に、Ag をドープした

AuAgNCs は、単体の AuNCs の 6 倍以上の発

光強度増大を示した。その相対発光量子収率 

(QY) は、7.2%と高い値を示した (標準: 

Rhodamine B，QY = 31%)。更に，蛍光寿命も、

金クラスターへの Ag ドープにより 1.18 ms か

ら 1.40 ms へと増大した。金クラスターの Ag

合金化により、高い発光効率とマイクロ秒オ

ーダーの蛍光寿命を実現した。 

 白色 LED 光照射を行い、GSH-AuNCs 及び

GSH-AuMNCs の 1O2 生成能を検討した。その

結果、合金クラスターを介して生成した 1O2

により、ABDA の酸化が進行することが観測

された。１O2 生成量の指標となる ABDA の吸

光度減少量 (DAbs.) は，AuAg > Au > AuCu > 

AuPt であった (Fig.3b)．以上より，グルタチ

オン保護合金クラスターの 1O2 生成能は、ド

ープ金属により変化し、Ag 合金化によって金

クラスターの 1O2生成能が向上することが明

らかとなった。マイクロ秒オーダーの蛍光寿

命と，金クラスターによる 1O2 生成には、金

クラスターの三重項励起状態が関与している。

Ag 合金化によって金クラスターの三重項励

起状態が安定化され、その結果、発光強度の

増大と 1O2生成能の増大が観測されたと推察

される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3 GSH-AuNCs 及び GSH-AuMNCs(M=Ag, 

Cu, Pt)の(a)蛍光スペクトル (lex = 335 nm) と

(b)1O2生成能比較 
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4-4. 合金クラスター含有キトサンナノゲルに

よる高効率光増感剤 4) 

 AuAgNCs@nanogel の紫外可視吸収スペク

トルは、AuAgNCs 特有の吸収を示した。加え

て DLS 測定において、ナノゲル化により平均

粒径が 2.2 nmから 28.2 nmへの増大を示した。

AuAgNCs がその構造、特性を維持しつつ、ナ

ノゲルにより包含され自己集合していること

が示された。蛍光スペクトル測定では、ナノ

ゲル化による蛍光強度の増大を観測した。更

に蛍光寿命測定を行ったところ、AuAgNCs の

平均寿命は 1.67 s であったのに対し、

AuAgNCs@nanogel では 3.42 s と 2 倍以上に

増大した（Fig4a）。白色 LED 光照射を行い、

AuAgNCs 及び AuAgNCs@nanogel の 1O2生成

能を検討した。両者ともに 1O2 を生成し、

ABDA の吸光度減少を示した。

AuAgNCs@nanogel の 1O2 生成能は AuAgNCs

の 4 倍以上であった（Fig4b）。マイクロ秒オ

ーダーの蛍光寿命と、金クラスターの 1O2 生

成には金クラスターの三重項励起状態が関与

している。蛍光強度と蛍光寿命の増大は、ナ

ノゲル化による分子内運動 (熱的失活過程) 

の抑制に起因すると考えられる。これにより、

AuAgNCs の三重項励起状態へのパスも増大

し、三重項酸素 (3O2) へのエネルギー移動確

率が向上した。つまり、1O2 生成能が増大し

たと推察される。 

AuAgNCs@nanogel の 添 加 と 光 照 射 は
S.mutans に対してバイオフィルム形成を抑制、
死菌を増加させた。増殖能、乳酸産生能は
AuAgNCs@nanogel添加で有意に抑制された。
これらの結果から、生体細胞よりも細菌の一
重項酸素感受性が高いことが明らかになり、
光殺菌治療の歯科応用の可能性が示唆され
た。金ナノクラスター [Au25(Capt)18]では
500g/mL の添加で可視光による口内細菌の
光殺菌を可能にしたが、AuAgNCs@nanogel

では、その 10 分の 1 量の合金クラスター添
加で可視光殺菌効果を示し、その高い
AuAgNCs@nanogel による a-PDT 効果が実証
された。 

 

 
Fig.4 (a) AuAgNCs 及び AuAgNCs@nanogel の
蛍光寿命と(b)1O2生成能比較 
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