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研究成果の概要（和文）：金属ナノ粒子やその構造体は金属種やサイズ，形状に応じて特徴的な光学特性を発現する。
そこで，バクテリア表面に存在する化学種と相互作用，あるいは結合する分子や抗体を金属ナノ粒子やその構造体に導
入することで，選択的な光アンテナの形成を試みた。単一バクテリアについて，表面の化学構造に基づいた光アンテナ
の形成とそれによる表面化学種の特定，および分布の可視化が可能になった。さらに，光アンテナ形成に基づいたバク
テリアの高感度検出が達成された。

研究成果の概要（英文）：We have found that a high density structure of metal nanoparticles acts like an
excellent antenna owing to its optical properties, which permit sensitive detection of bacteria and 
analysis of a single bacterial cell. By using antibodies, these antennas can be engineered to recognize 
only specific bacterial species. This system provides a new technique that will allow a more sensitive 
detection of specific bacteria.

研究分野：分析化学

キーワード： 光アンテナ　単一細菌　ナノ構造体　バイオ分析
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１．研究開始当初の背景 

集団食中毒の危害要因として代表的な腸
管出血性大腸菌は，公定法に基づいて検出さ
れている。迅速な食の安全確保を目指し，各
工程における操作性の向上や高感度化が進
んでいるが，検出において充分な選択性と感
度を得るためには分離や増菌などの培養工
程を要する（図１A）。したがって，試料採取
から判定までに最低数日を要することから，
判定までの工程における迅速化が強く求め
られている。そこで本研究では，危害要因の
迅速な検出を目指し，金属ナノ粒子の特徴的
な光散乱特性に基づいた光アンテナの形成
によりバクテリアのワンステップ検出法の
開発を行った（図１B）。 

 

 

図 1 バクテリア検出フロー：(A)従来法，(B)本法 

 

２．研究の目的 

本研究では，バクテリアのワンステップ検
出法の開発を目的とし，金属ナノ粒子が示す
特徴的な光散乱特性と高コントラストによ
り分解能以下の観察が可能な暗視野観察法
を組み合わせた手法の開発を行った。 

金属ナノ粒子は，金属種，粒子サイズや形
状に応じた特徴的な局在表面プラズモン共
鳴（LSPR）により，可視光に対して強い吸収，
散乱を示す。したがって，金属ナノ粒子が示
す特徴的な散乱光に着目することで光学顕
微鏡の理論分解能（200 nm）以下のナノ粒子
（粒径：数～数十 nm）でも容易に観察する
ことが可能となる。さらに，金属ナノ粒子の
吸着により生じる表面増強ラマン散乱は，共
鳴効果を付加的に用いることで散乱断面積
を通常のラマン散乱の 1011倍以上増大するこ
とから，高感度な光アンテナとして機能し，
極少量の極小サンプルの高感度な検出を可
能とする。そこで，特徴的な光散乱特性を持
つ金属ナノ粒子を標識として，バクテリア表
面の化学種（各種官能基，抗原など）を可視
化することにより，食中毒の危害要因の検出
を目的とした。 

 

３．研究の方法 

金属ナノ粒子が示す特徴的な光散乱特性
と高いコントラストにより分解能以下の観

察が可能な暗視野観察法とを組み合わせる
ことで，食中毒などの危害要因であるバクテ
リアをターゲットとした新しい分析法の開
発を目指し， 

(1)金属ナノ粒子標識作製と光散乱特性評価
(2)標識によるバクテリアの可視化 

(3)標識法によるバクテリアの検出 

の各項目について検討した。最終的に各種バ
クテリアの高感度で迅速な検出を目指した。 

 
４．研究成果 
(1)金属ナノ粒子標識作製と光散乱特性評価 

理論分解能以下のサイズを持つ金属ナノ
粒子の光学顕微鏡観察は不可能であるが，散
乱光に着目することで暗視野での観察が可
能になる。これは特定波長での励起によりナ
ノ粒子表面で集団的電子振動に基づき生じ
る効率的な吸収や散乱が，金属種，サイズや
形状に応じた特徴的な LSPR を発現すること
に基づく。そこで，種々の金属種，サイズや
形状のナノ粒子を作製し，光散乱特性につい
て詳細に調べた。 

金属種として Ag，Au，Cu，Pt，Pd を用い
てナノ粒子を作製した。各種金属ナノ粒子を
暗視野顕微鏡により観察したところ，Ag が
最も高い散乱強度を示した。しかしながら，
Ag は化学安定性に乏しく，水溶液中にイオ
ンとして溶出する。Ag イオンは，バクテリ
アの生存状態に影響を与えることが知られ
ており，抗菌作用を利用した用途に適してい
る。一方，化学安定性が高い Au，Pt，Pd の
内，Au が最も高い散乱強度を示した。これ
らの光散乱特性は，粒径や分散状態に強く依
存した。また，Cu については酸化物である
Cu2O が高い化学安定性を示し，分散状態に
よらず，青い単色の散乱光を示した。さらに，
これらの金属ナノ粒子が凝集することで散
乱強度が飛躍的に増大することを見出した。
そこで，散乱強度，化学安定性などの観点か
ら Au に着目し，金ナノ粒子の集合体を形成
した。 

 

 
 
図 2 金ナノ粒子の集合体（a）および単一粒子（b）
の光散乱スペクトルと暗視野顕微鏡像 

 

金ナノ粒子集合体は単一粒子の 10 倍以上
の散乱強度を示した（図 2）。これは，集合化
により広い波長域の光を吸収することが可
能になるためで，それに伴って散乱強度が増
大するものである。 

 

(2)標識によるバクテリアの可視化 

各種分子を化学修飾した金ナノ粒子を標



識として電子顕微鏡観察を行った。金ナノ粒
子の結合によりバクテリアの形状とともに，
バクテリア表面の官能基や化学種の種類，お
よびそれらの分布の可視化を試みた。 

グラム陽性菌は厚いペプチドグリカン層
により覆われた構造を持ち，グラム陰性菌は
リポ多糖類に覆われている。いずれの場合も，
バクテリアは負のゼータ電位（－20 mV）を
示す。そこで，アミノ基を持つ分子 a により
化学修飾した金ナノ粒子 A を作製し，バクテ
リア懸濁液と混合した。金ナノ粒子 A（ゼー
タ電位：+20 mV）はバクテリア表面に吸着し
た（図 3）。一方，カルボキシ基を持つ分子 b

を修飾した金ナノ粒子 B（ゼータ電位：－40 

mV）はバクテリア表面への吸着はみられず，
基板に分散した状態で観察された。 
 

 

図 3 分子修飾金ナノ粒子によるバクテリアの標識. 

(A)アミノ基，(B)カルボキシ基導入した粒子 

 

 このようにして，金属ナノ粒子を用いるこ
とでバクテリア表面の化学種の分布を明ら
かにすることができた。 

 

(3)標識法によるバクテリアの検出 

金ナノ粒子集合体に，特定バクテリアの表
面に存在する化学種と特異的に結合するレ
セプター分子を導入することで，選択的な標
識が可能になる。そこで，金ナノ粒子集合体
に O157 抗体を導入した。 

 

図 4 O157 抗体導入金ナノ粒子集合体により標識
した大腸菌の光散乱スペクトルと暗視野顕微鏡像 

O157 抗体は大腸菌の表面に存在する O157

抗原に特異結合する。エチル（ジメチルアミ
ノプロピル）カルボジイミド（EDC）と N-

ヒドロキシコハク酸イミド（NHS）は，抗体
が分子内に有するカルボキシル基を活性化
する。この活性化カルボキシル基と，金ナノ
粒子集合体表面のアミノ基とのアミド結合
の形成により，抗体導入を行った。この集合
体を，大腸菌 O157，および O26，O111 とそ
れぞれ混合し，暗視野観察した（図 4）。 

大腸菌 O157 は金ナノ粒子集合体に特徴的
な強い白色散乱光として観察され，高い散乱
強度を示した。一方，大腸菌 O26，および 

O111 からは集合体の結合に基づく光散乱，お
よびスペクトル変化は見られなかった。これ
らの結果は，金ナノ粒子集合体が抗原抗体反
応（結合定数＞1010）に基づき，大腸菌表面
の特定化学種である O157 抗原に結合したこ
とを意味する。本法により，抗原に着目する
ことで，同種のバクテリア（大腸菌）の識別
が可能である。  

本研究では，金属種，サイズや形状により
特徴的な光学特性を示すナノ粒子を作製し，
それらの光散乱特性について詳細に調べた。
Ag が最も高い散乱強度を示した。Au，Pt，
Pd などは化学安定性が高く，その中でも Au

が最も高い散乱強度を示した。Cu 酸化物であ
る Cu2O は高い化学安定性を示し，ナノ粒子
の分散状態によらず，青い単色の光散乱を示
した。金属ナノ粒子の光学特性は，サイズや
形状だけでなく，その分散状態にも強く依存
する。そこで，金ナノ粒子集合体の形成を行
ったところ，単一粒子の 10 倍以上の散乱強
度を示した。これは，金ナノ粒子が三次元的
に高密度に集合して形成された構造を有す
る集合体が，広い波長域の光を効率的に吸収
し，散乱するためである。 

O157 抗体を導入した金ナノ粒子集合体は
大腸菌 O157 に特異結合した。このとき，大
腸菌は強い白色散乱光として観察され，高い
散乱強度を示した。一方，O26，および O111

への結合は見られなかったことから，抗原に
着目することで，同種のバクテリア（大腸菌）
の識別が可能になった。 

以上のことから，金属ナノ粒子が示す特徴
的な光散乱特性と高コントラストにより分
解能以下の観察が可能な暗視野観察法を組
み合わせることで，バクテリアのワンステッ
プ検出が可能になった。また，分子修飾した
金ナノ粒子を標識することで，バクテリアの
形状とともに表面の官能基や化学種の種類
や分布の可視化に成功し，金属ナノ粒子のサ
イズを分解能とした，表面解析の可能性が示
唆された。本手法は検出対象に応じたレセプ
ター分子を用いることで，大腸菌以外の病原
性バクテリアやウイルスなどにも適応可能
である。したがって，新型インフルエンザや
口蹄疫ウイルス感染症など，検出に緊急を要
すだけでなく高い選択性と感度を要する場
合に有効な手段となり得る。 
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