
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

挑戦的萌芽研究

2013～2011

マイクロチャネル酢酸菌培養による新規微生物ナノ紡糸

Novel microbial spinning of nanofibers using micro-channel culture of Gluconacetobac
ter xylinus

３０２０２０７１研究者番号：

近藤　哲男（Kondo, Tetsuo）

九州大学・（連合）農学研究科（研究院）・教授

研究期間：

２３６５８１４６

平成 年 月 日現在２６   ６   ２

円     2,900,000 、（間接経費） 円       870,000

研究成果の概要（和文）：本課題は、細胞壁形成におけるナノからマイクロサイズに至る繊維化システムをヒントに、
新たなナノ繊維化プロセスの構築に挑戦するものである。
研究代表者は、マイクロメートルサイズの流路（マイクロチャネル）の空間を用い、その中の流動場で酢酸菌を培養す
るという方法で分泌ナノファイバーの自己形成を誘導した。その際、流路内で菌の走行とファイバーの形状とを同時制
御させ、ナノサイズで制御可能な新規の微生物紡糸システムまでへの展開を検討した。

研究成果の概要（英文）：This project deals with an attempt for proposing a novel nano-fiber spinning proce
ss. The concept was based on formation of hierarchical structure of higher plant cell walls from cellulose
 molecules through nanofibers till micro-sized bundle to be deposited as 2-dimensional walls.
The micro-sized channels were employed as a limited and flow field for controlled culturing of an aerobic 
bacterium, Gluconacetobacter xylinus, which secrete a cellulose nanofiber into the culture media. When cul
tured in fact, an assembly of just secreted nanofibers from the individual bacteria was induced to result 
in formation of a larger nano-bundle of the initial nanofiber, by controlling movements of the bacterium i
n the channel.
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）樹木細胞壁二次壁の主成分であるセル
ロースミクロフィブリル(CMF)の配向パタ
ーンを決定するのは、直下に存在する束上の
微小管である。 ミクロフィブリル合成の際、
微小管は膜貫通 TCのレールの働きをして、
それに沿って合成が進行すると同時に TCの
走行方向も制御すると考えられている（図 1）
2)。また、合成された CMFは、すでに構築さ
れていた細胞壁に堆積する。 

 
（２）研究代表者らはこれまでに、二次壁で
のセルロース繊維堆積をイメージさせる「微
生物を用いた新たなセルロースナノファイ
バーの配向堆積法」を提案してきた 1)。この
方法では、一方向にセルロース分子が配向し
たネマティックオーダーセルロース(NOC)
と呼ばれるテンプレートが、重要な分子レー
ルの働きをする 3)。また、用いる微生物とし
て酢酸菌は、糖を炭素源にして菌体外に平均
で幅約 50nm、厚み約 10nmのセルロースフ
ァイバーを分泌する。その際、噴出エネルギ
ーを駆動力として、菌体自体が噴出方向と反
対方向に走行する（図２）。そこで、この菌
を NOC テンプレート上で培養すると、分子
レールの配向方向に沿って菌が走行するこ
とを見出した。同時に分泌セルロース繊維も
レールに沿って堆積され、配向シートが構築
された。このことから、培養中に適切な足場
を与えることにより、酢酸菌の繊維分泌走行
を制御し、同時に繊維の堆積による自動３次
元構造構築を可能とするプロセスが提案さ
れた 1)。 これは、まさに樹木二次壁でのセ
ルロース繊維堆積を微生物で具現化したも
のと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
 
（１）本課題は、上記の原理を発展させ、新
たなナノ繊維化プロセスの構築に挑戦する
ものである。すなわち、本課題では、酢酸菌

の分泌したナノファイバーのさらなる自己
凝集化を誘導して、ナノスケールでこれまで
に得られていない大きな繊維幅のナノファ
イバーを形成させる。 
 
（２）そのため、分子レールの代わりに、マ
イクロチャネル流路４）を導入し、その空間の
中の流動場で酢酸菌を培養するという方法
で、走行とファイバーの形状とを同時制御さ
せ、ナノサイズで制御可能な新規の微生物紡
糸システムまでへの展開を検討する。これに
より、マイクロチャネルのパターンに依存し
たナノファイバーの自己集合化が誘発され、
得られる構造体がチャネルから押し出され
ることになる。すなわち、「新規微生物ナノ
紡糸法へと展開」される。 
 
（参考文献） 
1. Kondo, T.,et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 99, 14008 (2002); Nature：Science 
update 2002 年 10 月
http://www.nature.com/nsu/021007/021007
-1.html 
2. Haigler, C. H. & Brown Jr. R. M., 
Protoplasma, 134, 111(1986); 佐藤靖,”木質
の形成”, 海青社, pp.210 (2002). 
3. Kondo, T., Togawa, E. and Brown Jr., R. 
M., Biomacromolecules, 2, 1324 (2001). 
4. 北森武彦、田中有希、応用物理 74, 623 
(2005). 
 
３．研究の方法 
本課題では、酢酸菌の運動に注目するものの、
足場を使うかわりにマイクロチャネル空間
を用い、その流動場で酢酸菌を培養するとい
う方法で、セルロースナノファイバーの菌体
外への分泌に伴う走行方向を制御させる。こ
の際、同時に、菌体一つ一つの分泌する 50nm
程度のナノファイバーが、通過するチャネル
の幅（空間）ならびにパターンに応じて自己
集合することになる。結果として、ナノから
マイクロサイズでの任意に制御されたユニ
ークな断面形状を持つセルロースファイバ
ーの紡糸を可能とさせるシステム構築まで
展開される。そのため、以下の三段階の研究
成果の積み重ねを必要とする。実施 3年間で
最終的に、各成果をまとめたのち、「新規微
生物ナノ紡糸法」を提案した。 
 
（１）平成 23 年度は、第一段階として、液
体培地中の溶存酸素により酢酸菌のファイ
バー分泌が可能かどうかの検討を行った。表
面 を シ リ コ ン オ イ ル で 被 覆 し た
Schramm-Hestrin（SH）液体培地中で、酢酸
菌を 14 日間、30 ºCで静置培養した。透過型
電子顕微鏡（TEM）観察、広角 X線回折（WAXD）
測定、固体核磁気共鳴（NMR）測定により、
得られたゲル状物質（ペリクル）を構成する
ファイバーのサイズならびに結晶構造を評
価した。 



Fig. Self-assembled microfiber 
consisting of nanofibers secreted by 
G. xylinus in microchannel. 

図 3. マイクロチャネル中で酢酸菌の分
泌したナノファイバー同士が自己凝集し
たことにより形成されたマイクロファイ
バー  

（２）平成 24 年度では、実際に 2 種類のパ
ターンを有するマイクロチャネルを構築し
た。Y 字凸型マイクロチャネル（幅 200 m、
深さ 100m、総長 5 cm）ガラス製基板を鋳型
として、polydimethylsiloxane (PDMS) を熱
硬化させて、Y 字凹型マイクロチャネル基板
を作製した。これを平滑な PDMS 製基板に貼
り合わせ、マイクロチャネルチップとした。
チャネル末端に開けた注入口と排出口にマ
イクロチューブを接続し、マイクロ流体デバ
イスを作製した。 
 
（３）平成 25 年度では、層流が形成された
閉鎖マイクロチャネル内で、ナノファイバー
製造マシンとしての酢酸菌を生産走行させ、
得られるファイバーの性状を検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）溶存酸素下での酢酸菌のセルロースナ
ノファイバー産生挙動 
液体培地中の酢酸菌が直接に酸素と接触す
るのを妨げるため、シリコンオイルで被覆し
た培地にて菌を培養した結果、セルロースナ
ノファイバーからなるゲル状膜（ペリクル）
が産生された。ファイバーの産生量は通常の
場合と比較して 10 分の 1 であった。また、
繊維幅は通常の約3分の2の45 nmであった。
さらに、得られたファイバーは従来の高い結
晶化度（86 %）を示したものの、通常培養と
異なりセルロース Iと Iとの結晶量比が
9:1（通常は 6:4）であった。このように、酢
酸菌は閉鎖空間中でも培地中の溶存酸素を
用いて生育可能なだけでなく、ユニークな複
合結晶性を示すナノファイバーを産生する
ことを見出した。 
 
（２）マイクロチャネル内での層流形成とマ
イクロファイバーの構築 
死活させた酢酸菌をマイクロチャネル内で
フローさせたところ、シリンジポンプの吸引
速度がl/h の範囲において、菌体が管
軸に対して平行にフローしている様子が観
察された。また、吸引速度l/h で算出し
た、層流と乱流を区別する指標であるレイノ
ルズ数（Re）は 8であった。この値は層流の
理論的形成条件である Re < 2300 を満たして
おり、可視化した実際の菌の運動との相関が
認められた。 
そこで、実際にマイクロチャネル内に酢酸菌
培養液を送液し続けながら培養したところ、
図に示すような幅 200 m 程度（図中の繊維
は幅 179m）のマイクロファイバーが形成さ
れた。鋭敏色検板を挿入した状態での偏光顕
微鏡観察により、層流で構築されたこのナノ
ファイバー集合繊維は単一波長の干渉色を
示し、一軸配向性を有することが示唆された。 
 
（３）「新規微生物ナノ紡糸法」の提案 
本研究では、層流が形成された閉鎖マイクロ 

 
チャネル内での酢酸菌培養の結果、菌体外繊
維分泌に伴う菌の走行が層流方向に制御さ
れた。同時に、分泌ナノファイバーの配向が
維持されたまま、自己凝集が促進され、最終
的にマイクロファイバーが構築された。この
結果は、ナノサイズのファイバーの自己凝集
方向を制限して、ボトムアップ的にマイクロ
ファイバーを構築するという新たな微生物
ナノ紡糸法を提案したことになる。 
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