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研究成果の概要（和文）：本研究は、核種ナノ粒子―微生物間相互作用を分子レベルで解明することを目的とし
た。①アクチノイド代替元素としてランタノイド(Ln)を用いて、微生物（酵母）による細胞外放出物（EPS）に
よるLnリン酸ナノ結晶化を明らかにした。また、Ln酸化物ナノ粒子に対するEPSの吸着特性、コロイド安定化の
評価に成功した。②酵母に対するLn酸化物ナノ粒子曝露実験を行い、EPS中の高分子の割合が変化するととも
に、解糖系に関わるタンパク質、ENO2が発現し、ナノ粒子が微生物の代謝にも影響を与えることが分かった。こ
れらの結果は地圏微生物がナノ粒子を媒介とした核種の移行に対して重要な影響を与えることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：This project aimed to understand interaction between actinides nanoparticles
 - microorganisms for a possible implication to actinides migration surrounding deep underground 
repository. We have elucidated the nanocrystallization processes of lanthanides (surrogate of 
actinides) phosphate in the P-free initial solution, which was released with extracellular polymeric
 substances (EPS)from microorganisms (S. Cerevisiae). Colloidal stability of Ln oxides nanoparticles
 was enhanced by EPS adsorbed to the nanoparticles. In addition, Ln oxides nanoparticles were 
experimentally exposed to S. Cerevisiae. The proportion of extra-cellular polymeric substances 
changes by the presence of nanoparticles and a protein involved in glycolysis system. The results 
indicate that migration of actinides mediated by biogenic and natural nanoparticles is constrained 
by the complex interaction between microorganisms and nanoparticles.

研究分野： 環境ナノ物質科学

キーワード： アクチノイド　微生物　ナノ粒子　ランタノイド　細胞外放出物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、放射性核種―微生物間相互作用で核種移行に対する影響が大きい核種ナノ結晶生成に注目し、その精
密な特性評価と核種ナノ結晶―微生物間相互作用の理解を分子レベルで確立した。特に、ナノ粒子が微生物に与
える影響を発現タンパク質の解析による代謝経路への影響評価まで深め、逆に微生物がナノ粒子に与える影響と
いう双方向の作用に対して系統的にEPSの影響を網羅して、放射化学―地球化学―生物化学の分野融合によって
柔軟に新しい成果を出すことに成功している。また、本研究はバックエンド分野において、核種移行に対する微
生物影響因子に重要な知見を与え、世界レベルの研究・教育拠点として若い原子力人材の育成に貢献した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

地下深部への放射性廃棄物地層処分を考慮する上で、地下環境における放射性核種の移行研究

は重要視されるべき現象である。それらの移行挙動は周囲の人工物、そして天然岩石との相互作

用によって主に支配されると考えられている。近年、これらの周辺物質に対する物理的、化学的

反応以外に個体数の多い（104-105 cells/ml）微生物とナノ粒子の影響が無視できないものである

ことが指摘されてきた（Kersting et al., 1999）。放射性核種－微生物間相互作用には微生物表面上

への核種の吸着、多価イオンの酸化還元反応を利用したエネルギー享受、酸素消費、脱窒などの

様々なプロセスがあるが、微生物によるナノ結晶化反応がマクロスケールにおける核種の挙動

を支配する普遍的な現象であることも認められてきた(Nealson and Stahl, 1997)。ナノ結晶化反応

で析出する結晶はナノサイズであるが、その普遍的な存在のために地下環境中で放射性核種の

遅延効果が大きいと考えられる。一方、地下水帯に存在するナノ粒子（コロイド）は放射性核種、

特に低溶解性アクチノイドの移行を促進することが分かってきた（Novikov et al. 2006）。コロイ

ドとして振る舞う溶液中のナノ結晶は一般に熱力学的特性の変化（Navrotsky 2004)、格子歪み

（Waychunas and Zhang 2008）、吸着反応の pH依存性変化（Madden et al. 2006）などのバルクと

は異なる特性があることが知られているが、微生物が生成するナノ粒子の生成機構、結晶学的特

性、反応特性核種含有ナノ粒子－微生物間の相互作用は分子レベルで十分に理解されていない。

そのため、本研究では放射性核種―ナノ粒子―微生物間相互作用を微視的な分析手法を用いて

詳細に解明し、地下深部における核種移行挙動の理解につなげることを目標とした。 

 

２．研究の目的 

本研究は、放射性核種含有ナノ粒子―微生物間相互作用を双方向から理解することを目指した。

つまり核種ナノ粒子に対する微生物の応答性と、逆に微生物が応答して放出した物質が核種ナ

ノ粒子の物理・化学的挙動（つまり核種コロイドとしての特性）に与える影響の二方向から、系

統的な室内実験と分子レベル解析によって解明することを目的としている。さらにこの相互作

用を含めた核種―微生物間相互作用が核種移行に与える効果を定量的に評価し、地層処分後の

核種移行挙動予測研究に資する知識基盤を提供することを目標とした。 

 

３．研究の方法 

本研究は以下の方法で行った。 

タスク１：微生物上で形成される核種含有ナノ結晶の構造・形態・組成、生成メカニズムの解明。

安定同位体 Csやアクチノイド代替元素（ランタノイド元素 Ln）と微生物との相互作用で形成さ

れる核種含有ナノ結晶の生成機構を室内実験で調べた。特に初期溶液中に含まれない成分が細

胞内部から放出されてランタノイドと結合して形成する Lnリン酸塩ナノ粒子の結晶構造を決定

した。その後、微生物細胞外放出物（EPS）の同定と定量を行った後に、その結晶形態、構造制

御機構を時間分解で原子分解能電子顕微鏡分析によって明らかにした。また、収着・粒子形成の

速度論、溶液組成の影響を定量的に評価するとともに、微生物表面の特性を解析し、核種吸着と

ナノ結晶化機構を明らかにした。 

 

タスク２ 核種ナノ粒子―微生物間相互作用の双方向プロセスの解明  



① 核種ナノ粒子が微生物に与える影響：微生物に対して Ln酸化物ナノ粒子の暴露実験を行い、

生存率、代謝生成物・EPSの解析から微生物代謝活動への影響を調べた。また、変化した溶

存有機物化学種と結合する元素を特定し、EPSを媒介した核種の移行挙動に対する効果を評

価した。核種ナノ粒子の生成が微生物の活動に与える影響を総合的に評価した。 

② EPS が核種ナノ粒子の移行挙動に与える影響：微生物由来核種ナノ粒子のコロイドとしての

移行挙動は凝集、沈殿、基盤岩石との親和力に依存する。核種ナノ粒子表面への EPS の吸

着・脱着反応を室内実験で模擬し、優先吸着分子を調べた。EPSのモデル有機分子を核種ナ

ノ粒子に吸着させて凝集実験を行い、表面電荷特性や動的光散乱法による凝集半径の変化を

把握し、EPSがコロイド挙動に与える影響を明らかにした。 

 

４．研究成果 

・含水希土類リン酸塩ナノ粒子の結晶化学 

均質核形成実験は 0.1 mol dm-3 RE3+ (La-Lu単独または全 RE)溶液と 0.1 mol dm-3 リン酸溶液を

混合し、室温、pH 3で 3日間振盪、反応させて生成物を濾取した。また、LaPO4, TbPO4, DyPO4, 

Ho PO4, YbPO4と、全 REPO4は 30日間反応させて反応時間の影響を調べた。一方、ヒドロキシ

アパタイト(HAP, Ca5(PO4)3OH)をリン酸源とする不均質核形成実験も行った。2 mmol dm-3 

RE3+(La, Tb, Yb, 全 RE)溶液に表面積／溶液比が 1.3×102 cm-1に

なるよう HAP を加え、室温、pH 5で 1 時間 h-10 日間撹拌して

反応させた。 

均質核形成実験において、単一 REPO4はランタニド収縮によ

るイオン半径の連続的減少に伴って構造が変化し、La-Gd: 

LREPO4, Tb-Ho: MREPO4, Er-Lu: HREPO4の三グループに分類す

ることができた。LREPO4は rhabdophane構造をとるが、MREPO4

はブロードな 6-line 相、HREPO4 は 4-line 相に非晶質部分が 30-

60 %混在したものであった。全 REPO4 の構造は rhabdophane 構

造 35 %と TbPO4構造 65 %の線形結合に一致し、30日後には 100 % rhabdophane 構造へと変化し

た。HAP 上の不均質核形成実験では、Ca溶脱速度（3.8×10-8 mol m-2 min-

1）が HAP の溶解速度とほぼ等しくなり、REPO4形成による RE 収着速度

は HAP の溶解によって律速されることが示された。また全 RE を含む系

の溶存イオン濃度の経時変化から LRE元素が優先的に収着することが分

かり(図 1)、全 RE 元素の収着は HAP 表面における繊維状ナノ結晶の析

出によって進行した(図 2)。 

本研究の結果より、表層環境条件下でのアパタイト近傍における RE 元

素の収着は、LRE 元素を優先的に取り込んた rhabdophane+TbPO4構造

のナノ結晶化から始まり、rhabdophane 構造へと変化するプロセスであ

ることが示唆された。 

 

・微生物細胞外放出物（EPS）がコロイドの安定性に与える影響 

YPD 培地にて培養した S.cerevisiae を分離回収し、pH 3 に調整した 1 mM NaCl 水溶液中に添加

した。72 時間後 S. cerevisiae を除去して ES溶液を得た。これを 1 kDa 透析膜で 72 h、4℃の超

純水で透析し、膜内の PS溶液を得た。また透析 24時間後の膜外の溶液を SS 溶液とした。これ
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図 2  10日反応後の HAP-

全 REPO
4
の TEM像 

図 1  不均質核形成時の溶液組

成の時間変化 



らの溶液を pH 6、イオン強度 1 mM NaCl に調整し、CeNPs と

反応させ CeNPs の凝集過程について動的光散乱(DLS)装置及

び紫外可視分光光度計を用いて測定し、ζ電位も測定した。比

較として 1 mM NaCl (control)、0.16 mM H3PO4(phosphate)にお

いても同様の測定を行った。EPSを 24 時間吸着させた CeNPs

に対して、全反射測定法によるフーリエ変換赤外分光分析

(ATR-FTIR)を用いることで吸着化学種を特定した。 

S. cerevisiae 由来 ES にはタンパク質や多糖類、リン酸、有機

リン酸等様々な物質を含有しており、CeNPs にはアミ

ド結合やリン酸基を持つ物質が優先的に吸着している

ことが確認された。分子サイズで分離した PSと SS は

分子量に関わらず含有している官能基は ES とほぼ同

じで、CeNPs へ吸着した物質も同様であった。ES、PS、

SS 水溶液中における CeNPs の ζ 電位 pH 依存性は PS

のみの場合と一致し、高分子物質の表面電荷が系全体のゼータ電位を決定していた。また実験系

の CeNPs 凝集体の粒子径は ζ 電位の絶対値が大きいほど小さく、ゼロに近いほど大きいという

結果から、CeNPs の凝集挙動は凝集体の ζ電位が制御していることが分かった。以上のことから

ES、PS、SS に含まれる高分子物質の吸着は CeNPsの表面特性を変えて多様な pH 条件下での凝

集体の分散性を高めることが分

かった。しかし、SSは PSと比べ

分子サイズが小さいため立体障

壁の効果が小さく凝集体の ζ電位

がほぼゼロの条件下では PS ほど

の凝集抑制効果は見られなかっ

た。PS と SSを含む ES溶液では、

等電点の異なる小さい分子が存

在することから、PS + SS を含む

ESの吸着は PSのみの場合よりも

広い pH領域にわたってCeNPの

凝集を抑制することができると

考えられる。 

 

・ナノ粒子が微生物代謝活動に与える影響 

YPD 培地または YPD培地に CeNPs を 250 ppm 添加した培地を用いて培養した S.cerevisiae

を分離回収し、pH=2, 3, 5, 7 に調整した 1 mM NaCl 水溶液中に入れた。放出された細胞外放出

物は誘導結合プラズマ質量分析装置(ICP-MS)、イオンクロマトグラフィー(IC)、 高速液体クロ

マトグラフィー(HPLC)、全有機炭素計(TOC)を用いて分析した。CeNPsによる S.cerevisiae に対

する毒性（viability）はメチレンブルー染色法によって定量し、CeNPsによる細胞表面の変化に

ついては透過型電子顕微鏡(TEM)を用いて分析した。CeNPs による S.cerevisiaeのタンパク質変

異については二次元電気泳動を行った後に Peptide Mass Fingerprinting (PMF)分析によって同定

した。また、細胞外放出物とリンの濃度を同じにしたリン酸水溶液のそれぞれに対して CeNPs

を 10 ppm、100 ppmを添加してリンの吸着量を測定した。 

図 3 EPS、リン酸の吸着による

CeO2 ナノ粒子のコロイド特性変

化 (a)ゼータ電位の pH 依存性、

(b) Ｚ平均粒径の pH依存性 

図 4  P 濃度、PS、ES、SS 各因子による CeO2コロイド

分散性と表面特性の pH依存性変化 



 CeNPsを添加していない系（pH=3～7）での溶液分析から S.cerevisiae は細胞外にリン酸、有

機リン化合物、種々の有機物、K+、Mg2+を放出することが確

認され、その放出量と死細胞量に相関があった。CeNPs を添

加した系と比較するとナノ粒子による毒性はすべての pH にお

いて見られなかったが、放出される有機物の種類と放出量に

変化が見られた（図５）。PMF 分析の結果から代謝過程に関わ

る Eno2p の発現量の増加が見られた（図６）ことから、CeO2

ナノ粒子は微生物の解糖系を含む代謝に影響を与える可能性

が示唆された。また、細胞外放出物中のリンの CeNPsに対す

る吸着はリン酸のみの系に比べて促進される結果となった。 

 

 

 

 

 

 

 

本研究では核種含有ナノ粒子―微生物間相互作用を双方向から調べ、核種―微生物の界面で起

こる反応機構を総合的かつ定量的に明らかにすることに成功した。「第二次取りまとめ」で挙げ

られている核種移行モデルで不確実性の高い因子、「微生物」「ナノ粒子」に対して、微生物由来

核種ナノ粒子形成の精密特性評価、微生物―ナノ粒子間相互作用による細胞内発現タンパク質

解析、コロイド表面による代謝経路への影響評価も行い、放射化学―地球化学―生物化学間の分

野融合をさせながら柔軟に新しい成果をだすこができた。本研究はバックエンド分野で知識基

盤の確立が必要とされる微生物影響因子に対して、重要な貢献になったと考えられる。 

 

図 5 各 pH に調整した模擬地

下水溶液中における微生物放

出物の化学種分画。〇・×を記

した部分がナノ粒子によって

変化した化学種。 

図 5 各 pH に調整した模擬地

下水溶液中における微生物放

出物の化学種分画。〇・×を記

した部分がナノ粒子によって

変化した化学種。 
図 6 酵母に CeO2 ナノ粒子を

暴露させた実験で得られる

EPSの二次元電気泳動の結果。

ナノ粒子添加でのみENO2pの

発現がみられた。 
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