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研究成果の概要（和文）：ナノ粒子の細胞毒性の発現は、コアメタルのイオン化による金属イオンの細胞への影
響が主要な要因である。コアメタルをイオン化傾向が低い金属にすることにより細胞毒性を大きく軽減できた。
さらに、コアメタルをポリマーで被覆することにより酵素と生物模倣機能が生じる。酵素との結合性を高め、活
性の阻害作用を増加させるには、ナノ粒子の粒径を10 nm以下にしたシングル金属ナノ粒子が有効であることが
分かった。シングル金属ナノ粒子は分散性が高く、酵素と反応しやすくなる。

研究成果の概要（英文）：The main factor in the expression of cytotoxicity of nanoparticles is the 
effect of metal ions on cells by ionization of core metals. By changing the core metal to a metal 
with a low ionization tendency, cytotoxicity could be greatly reduced. In addition, coating the core
 metal with a polymer produces biomimetic functions for enzyme. It was indicated that single metal 
nanoparticles (a particle size of 10 nm or less) are effective for enhancing the binding property 
with an enzyme and increasing the inhibitory effect on their activity. Single metal nanoparticles 
are highly dispersible in water and easily react with enzymes.

研究分野：生体材料学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
人体に有害な酵素の活性を阻害できるなら新薬への応用の可能性が考えられる。そこで、本研究では、各種酵素
活性を阻害する金属ナノ粒子を検索し、同時に抗菌性を有するナノ粒子をデザインする事を目的とする。金属ナ
ノ粒子はコアメタルの周囲にポリマーなどの粒子を被覆する構造を有し、そのため水などには凝集せず分散する
性質を有する。基本的には、コアメタルに毒性のないものを使用し、被覆膜に酵素との反応性が高い構造を設計
すれば、実験目的が達成されることが示唆された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
我々の過去の研究から、多くの金属ナノ粒子は比較的低濃度で、酵素であるマトリックスメタ

ロプロテアーゼ（MMPs）活性を阻害することが分かった。当時、世界的に見ても、類似の研究

は数少ないものであった。さらに金属ナノ粒子の粒径が小さくなるほど、その効果は大きくなる。

これはナノ材料の単位重量当たりの表面積が大きくなる、いわいる“表面効果”に起因している。

金属ナノ粒子がMMPの活性中心である金属イオン（Zn）と結合することにより、MMP活性を

阻害すると考えられている。その他、金属ナノ粒子とMMPの結合よりMMPのmobilityが変

化することによる酵素活性の低下や MMP とナノ粒子の凝集により機能を発現する MMP の反

応回数の減少などの原因が考えられる。また、コラーゲン基質などと結合することによりコラー

ゲン線維間の架橋剤として機能している可能性もある（コラーゲン線維網が強固になり、分解が

困難になる、この反応も酵素活性阻害作用に含まれる）。さらにナノ粒子が分解される基質に結

合することによりMMPの結合を阻害する影響（拮抗阻害）も考えられる。しかし、MMP以外

の酵素との反応については明らかではない（世界的に見ても報告が皆無であった）。これらの事

から、金属ナノ粒子は他の酵素の活性も阻害する可能性があると考えた。さらに、金属ナノ粒子

の酵素活性阻害作用に加えて、生体安全性および抗菌性などを同時に付与することにより新規

機能性材料の開発に繋がると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 金属酵素の構造は、活性中心に触媒となるコアメタルがあり、周囲をポリマーやタンパク質で

被覆されている。このナノ粒子外膜が特定物質の活性サイトに選択的に結合して活性を発現す

る。金属ナノ粒子はコアメタルの周囲をクエン酸やポリアクリル酸などで被覆されているが、そ

の構造は酵素に類似する、“Biomimetics（生物模倣）”を有している。よって、金属ナノ粒子は

生物学的環境において酵素およびその阻害剤としての機能を発現することができると考えられ

ている。さらに、金属ナノ粒子は抗菌性を有するものが多いことから、抗菌剤としての臨床応用

が期待されている。そこで本研究では Streptococcus mutans に対する酵素（グルコシルトラン

スフェラーゼ）をターゲットにして、“酵素活性阻害作用と抗菌性を有する新規金属ナノ粒子の

開発”を目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

「実験方法の概要」 

各種金属ナノ粒子（金、白金、銀および銅ナノ粒子）を作製および調整する。コアメタルの表

面被覆材（クエン酸、ポリアクリル酸など）を調整して、金属ナノ粒子の口腔内細菌（S. mutans）

および酵素（GTF）への反応性を向上させる。また S. mutans を培養し、それらを培地（寒天プ

レート）に金属ナノ粒子を所定濃度で一定期間曝露して、抗菌性の評価を生菌数測定により行う

（CFU: Colony forming unit）。さらに、バイオフィルム形成量（できれば不溶性グルカン形成

量）をクリスタルバイオレット染色により定量的に評価する（Biofilm forming assay）。96ウ

エルプレートにバクテリアと金属ナノ粒子を播種し、マイクロプレートリーダーを使用して定

量評価する。さらに、S. mutans の GTF 活性を細菌内の mRNA（GTF マーカー）量を RT-qPCR およ



び FACS で定量化して評価する。さらに、GTF 活性を定量化するアッセイキットを用いて金属ナ

ノ粒子の GTF 活性の抑制効果を評価する。抗菌性を発現し GTF 活性および不溶性グルカン形成

を有効に抑制する金属ナノ粒子構造（粒径）および組成（表面被覆材）の調整を行う。 

 

【金属ナノ粒子の作製、調整およびキャラクタリゼーション】 

・金属ナノ粒子（金、白金、銀）： コアメタルの粒径制御および表面被覆ポリマーの調整 

以下の実験機器を使用して、作製された金属ナノ粒子のキャラクタリゼーションを行う。 

 

・透過型電子顕微鏡（TEM）/ 粒径および粒度分布 

・動的光散乱法（DLS）/ 粒径および粒度分布 

・紫外可視分光光度計（UV-Vis）/ 分散性、凝集性 

・ゼータ電位測定装置（zeta-potential）/ 粒子表面電荷 

 

【GTF阻害性評価、抗菌性評価および形態観察】 

（酵素活性阻害性評価） 

・GTF活性測定キット/ 金属ナノ粒子の GTF（POGLUT1）活性抑制効果の評価 

・定量 PCR装置（RT-qPCR） / GTF関連遺伝子（gtf-B,C,D）発現の解析 

・フローサイトメーター（FACS）/ GTF関連遺伝子（gtf-B,C,D）発現の解析 

 

（S. mutansへの抗菌性評価） 

 ・スパイラルプレーター / 寒天培地への細菌の播種 

 ・プレートリーダー / 生菌数測定（CFU）および Biofilm forming assayの定量化 

・共焦点レーザー走査型顕微鏡（CLSM）/ Live & Dead染色による形態観察 

・走査型電子顕微鏡（SEM）/ 形態観察（細菌周囲の粒子局在の観察） 

・透過型電子顕微鏡（TEM）/ 形態観察（細菌内の粒子局在の観察） 

 

４．研究成果 

  最初に、金属ナノ粒子の抗菌性について寒天プレートを使用した CFU で評価した。図１にその

結果を示す。生体安全性が高い金ナノ粒子を使用して実験を行ったが、抗菌性は低いことが明ら

かとなった。銀や、特に銅粒子などのコアメタル構成金属のイオン化傾向が比較的大きい金属を

使用すると抗菌効果は増加するが、細胞毒性も高くなる。図２にバイオフィルム形成量の定量評

価の結果を示す。銀ナノ粒子ではかなり効果的にバイオフィルムの形成を阻害した。しかし、コ

アメタルを金にした場合は、バイオフィルムの形成阻害作用は認められなかった（p < 0.05）。 

 



 
図１：抗菌性評価（CFU）（Hashimoto et al., Nano-biomedicine より） 

 

 

図２：バイオフィルム形成量の評価（Biofilm forming assay）（Hashimoto et al., Nano-

biomedicine より） 

 

 

 

図３：バイオフィルムの SEM 像（Hashimoto et al., Nano-biomedicine より） 

プレート上に均一なバイオフィルムが形成されているが、阻害作用を受けた試料においては 

細菌がまばらに観察されるだけである。この多くは死菌であると考えられる。 



 

 
図４：細菌と金属ナノ粒子の相互作用（TEM 像）（Hashimoto et al., Nano-biomedicine より） 

細菌周囲に観察される金属ナノ粒子は凝集している像が多い。全粒子に対して細菌に付着して

いる粒子は少ない。 

 

酵素活性阻害性評価については、GTF活性測定キット/ 金属ナノ粒子の GTF（POGLUT1）

活性抑制効果の評価は、実験を行ったが、うまくデータ採集が出来なかった。原因を検討中で

ある。定量 PCR装置（RT-qPCR）を使用して GTF関連遺伝子（gtf-B,C,D）発現の解析につ

いては、進行中ではあるが、総合的な結果は得られていない。 

 

まとめ 

 ここで示した実験結果では、生体安全性の高い金ナノ粒子は抗菌性およびバイオフィルム形

成阻害作用が弱いが、追加研究から、粒子径を小さくすることにより種々の効果を発現すること

が明らかとなった。粒子径を 10 nm 以下のシングルスケール（シングル「一桁」金属ナノ粒子）

にした場合、上記と類似実験により抗菌性の発現とバイオフィルムの形成阻害作用が確認され

た。サイズ径が小さいシングルナノ粒子では粒子の水や培養液中での分散性が高まり凝集体の

形成が極めて少なくなる。それら粒子は細菌の菌体外の被膜と容易に付着する。その反応につい

ては TEM 観察により明らかとしている。この反応は、コアメタルや被覆材の種類を変えた場合で

も同様に観察される。今後、付着した後の細菌の反応や変化について実験を行い、研究を継続し

ていく予定である。 
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