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課題名 5-1401 バイオ蛍光法によるアスベスト検出技術の実用化とナノ材料動態追跡ツールへの応用 

課題代表者名 黒田 章夫 （広島大学大学院先端物質科学研究科分子生命機能科学専攻教授） 

研究実施期間 平成26～27年度 

累計予算額   43,319千円（うち平成27年度：21,104千円） 

予算額は、間接経費を含む。 

本研究のキーワード アスベスト、迅速検出、蛍光、バイオプローブ、ナノ材料 

研究体制 

（１）バイオ蛍光法によるアスベスト検出技術の実用化とナノ材料動態追跡ツールへの応用（広島大学） 

研究概要 

１．はじめに（研究背景等） 

日本にはアスベストを含む建材が約4000万トンあるとされ、今後これらが使われた古い建物の解体のピークを

迎える。これまでも解体工事に対する規制があったが､アスベストが飛散する事例や､アスベスト使用の有無の事

前調査が不十分である事例が多く見られ、さらに平成23年に発生した東日本大震災の被災地でアスベストの飛

散事例が確認され問題となった。そこで、大気汚染防止法の一部を改正する法律案が平成25年3月に閣議決

定され、同年6月21日に公布された。この改正により、解体等工事の受注者は、建材中のアスベスト使用の有無

について事前に調査をし、調査結果と届出事項を発注者に書面で説明する事が義務付けられることとなった。し

かしながら、現場でのアスベスト飛散のモニタリングに対応する技術は未だ確立されておらず、申請者らが開発し

たバイオ蛍光法の実証と普及が求められている（平成25年第10回中央環境審議会大気・騒音振動部会石綿飛

散防止専門委員会資料）。 

 また、ナノ材料は、医療・産業など様々な分野において技術開発・製品化が進められている。しかし、生細胞に

ナノ材料を添加すると、細胞内部にナノ材料が取り込まれる事例が報告されており、人体や生体に対する影響

が心配されている。実際、カーボンナノチューブはアスベストに似た構造を持つことから、同様に肺ガンなどを誘発

する危険性が高いことが分かってきた。安全・安心社会の構築のために、ナノ材料の動態解析のツール開発が

急務となっている。 

２．研究開発目的 

バイオ蛍光法とは対象の無機物質に特異的に結合するタンパク質あるいはペプチドを蛍光で修飾し、蛍光顕

微鏡下で無機物質を可視化する技術である。これまでにアスベスト結合タンパク質によるアスベストの可視化に

おいて、約30nmのクリソタイル単繊維も簡易な蛍光顕微鏡で観察できることがわかった。すなわち、バイオ蛍光

法では、暗視野の中で繊維が光っているために、光の分解能よりもかなり小さい対象物でも（電子顕微鏡でしか

見えなかった様な微細なものも）、その存在が検出できるという蛍光顕微鏡の長所が発揮されている。また、顕微

鏡下で形態を観察するのみならず、特異的に光らせるために、物質の同定が同時に行なえるという利点がある。

一方、現在のアスベスト検査の公定法は、最終的に電子顕微鏡下で繊維の一本一本に電子ビームを照射し、

特性X線を分析することで判定することになっている。この方法は高度な技能と時間がかかることから、解体現場

でのアスベストリスクに対応できないとされている。本研究では、空気中に飛散するアスベストの検出法として開

発したバイオ蛍光法を公定法とするために、現在の公定法である電子顕微鏡法との相関データを蓄積し、普及

させるために役立てることを目的とする。さらに、現場では簡易に建材中のアスベストを判定する方法の開発が

求められていることから、バイオ蛍光法を建材用に適応できる様に改良を行う。また、バイオ蛍光法を生体影響

が懸念されているナノ材料の蛍光可視化に応用するために、酸化チタンや酸化亜鉛、カーボンナノチューブ、銀

ナノ粒子などの無機材料に結合するペプチドの取得を行なう。これらナノ材料に結合する蛍光バイオプローブを

開発し、動態解析のツールとすることを目的とする。 

３．研究開発の方法 

 バイオ蛍光法と公定法（電子顕微鏡法）による測定結果の比較については、実際の解体現場で捕集された大

気サンプルを用いて測定を行った。バイオ蛍光法では、位相差蛍光法及び蛍光法の二通りの分析方法により測
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定を行った。両手法において共通する蛍光プローブは、シリコンバイオ社から発売されている蛍光タンパク質（限

定HNSタンパク質を蛍光物質［CF488A］で修飾されたストレプトアビジン上に提示させたもの）を用いた。フィルタ

ー上のアスベスの蛍光染色（前処理）については、シリコンバイオ社のマニュアルに従い、以下の様に行った。大

気を捕集したフィルターの捕集面を上に向け、切断したフィルターに洗浄液を１滴（１滴は約40μl）滴下し、完全

に吸収させた（図1）。続いて蛍光タンパク質を含む結合緩衝液（0.3Mリン酸緩衝液［pH8.0］、0.3M NaCl、0.5％ 

Triton X-100）を2滴、位置を変えながら滴下し、完全に吸収させた。再び洗浄液を1滴滴下し、続いて調整液を4

滴滴下した。蛍光法用には、この段階のフィルターをスライドグラスに乗せてグリセロールで封入し、サンプルとし

た。蛍光顕微鏡（Axio Imager、カールツァイス社、あるいはLumascope、Etaluma社）にサンプルをセットし、アスベ

スト繊維（幅3µm未満、長さ5µm以上、アスペクト

比3以上）を計測した（蛍光法）。 

位相差蛍光法用には、フィルターの捕集面を

上にしてスライドガラスに乗せて乾燥させた（80℃

のホットプレート上に15分間静置）。捕集面を上に

してアセトン蒸気をあてフィルターを透明化した。

カバーガラスに封入液を1滴滴下し、空気が入ら

ないように注意しながら、カバーガラスをフィルター

片に被せてサンプルとした（図1）。サンプルを位

相差蛍光顕微鏡（Primostar、カールツァイス社、

あるいはBX60、オリンパス社）にセットして位相差

モードで繊維（幅3µm未満、長さ5µm以上、アスペ

クト比3以上）を計測した。さらに、蛍光モードに切

り替え、各繊維の蛍光の有無によってアスベスト

かどうかを判定した（位相差蛍光法）。 

 電子顕微鏡法によるアスベスト計測については、フィールドエミッション式走査型電子顕微鏡を用いて、『アスベ

ストモニタリングマニュアル4.0版』（環境省）記載の方法に従った。 

バイオ蛍光法を利用したアスベスト建材の分析については、アスベスト結合タンパク質としてHNS60-90、及び、

改変型TmAFPタンパク質（野生型TmAFPの第37〜61番目の中で、第39、41、51、53番目のスレオニン残基をリ

シンに置換し、第56番目のリシンをグリシンに置換したもの）を用いた。Cy3またはCF488で標識されたストレプトア

ビジンをアスベスト結合タンパク質に付加し蛍光プローブを作製した。粉砕したアスベスト含有建材（1～10mg）を

マイクロチューブに量り取り、7％のギ酸200µLを加え、5分間撹拌した（ギ酸処理無しの場合は、このステップを省

いた）。小型卓上遠心機で遠心し（2,000g、3分）、上清を捨てた。次に1Nの水酸化ナトリウム水溶液を加え、同

様の操作を行った。さらに精製水、緩衝液（0.3Mリン酸緩衝液［pH8.0］、0.3M NaCl、1％デオキシコール酸ナトリ

ウム、0.5％ Triton X-100）を用いて同様に処理を行った。続いて、アスベスト結合プローブ（HNS60-90-Cy3、又

は、改変型TmAFP-Streptavidin-Cy3［10nM］、あるいは改変型TmAFP-Streptavidin-CF488A［30 nM］）を含む

結合緩衝液（0.3Mリン酸緩衝液［pH8.0］、0.3M NaCl、0.5％ Triton X-100）を加え、5分間撹拌した。小型卓上

遠心機で遠心し（2,000g、3分）、上清を捨てた。さらに洗浄緩衝液（0.3Mリン酸緩衝液［pH8.0］、0.3M NaCl、1％

デオキシコール酸ナトリウム、0.5％ Triton X-100）を用いて同様の処理を行い、余分な蛍光試薬が残らないよう

洗浄した。再度50µlの緩衝液を加え分散させた後、スライドガラス上に1滴滴下し、蛍光顕微鏡で観察を行った。 

ナノ材料結合ペプチドの探索については、以下の様に行った。大腸菌(Escherichia coli MG1655)破砕液をタン

パク質ライブラリーとし、チューブ中で銀粒子と混合し、洗浄後、なおも銀粒子に結合するタンパク質を

Tricine-SDSゲル電気泳動により解析し、得られたタンパク質をゲルから切り出して、MALDI-TOF質量分析によ

って銀ナノ粒子結合タンパク質の同定を行った。取得した銀結合タンパク質をCy3-maleimide monoreactive dye 

(GE Healthcare社)により蛍光修飾し、銀ナノ粒子結合蛍光プローブを作製した。また、報告されている無機材料

（酸化チタン、酸化亜鉛、銀）結合ペプチドのアミノ酸配列をもとに、ビオチン標識したペプチドの合成を行なった

（Eurofins Genomics社）。カーボンナノチューブ結合ペプチドについては、Mastoparan-X（アミノ酸配列：

INWKGIAAMAKKLL、アミノ酸は一文字表記で記述）を用い、このペプチドをビオチンで修飾したもの

（Biotin-Mastoparan-X）を合成した。さらにこれらのビオチンで標識された無機材料結合ペプチドを、Cy3蛍光体

あるいは、Brilliant Blue 515で修飾されたストレプトアビジンと混合することによって蛍光標識を行ない、無機材

料結合蛍光プローブを作製した。 

蛍光バイオプローブによるナノ粒子の観察については、チューブ中でナノ粒子（カーボンナノ粒子、酸化チタン

ナノ粒子、酸化亜鉛ナノ粒子、銀ナノ粒子）と蛍光プローブを反応させ、この混合液をスライドグラスの上にのせ、

さらにその上にカバーガラスをのせてプレパラートを作成し、蛍光顕微鏡にて観察を行った。蛍光顕微鏡による蛍

光観察には、U-MNGキューブ（ダイクロイックミラー：DM570、励起フィルター：BP-530-550、吸収フィルター：

 図1、位相差蛍光法の前処理 
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図3、位相差蛍光法と公定法（電子顕微鏡法）によるアスベスト分析の比較（左）。位相差顕微

鏡法で得られた数値で補正したものと比較した（右）。 

BA590）を用い、画像の取り込みに顕微鏡デジタルカメラDP-70（オリンパス社）を使用した。また、蛍光検出され

たナノ粒子の粒径を知るため、蛍光顕微鏡と電子顕微鏡間でステージ上の位置情報を同期させ同一視野を再

現できる光電子相関顕微鏡（カールツァイス社）を用いた。観察用試料は、チューブ中でナノ粒子に蛍光プローブ

を結合させた後、フィルターに固定化し作製した。作製した試料を蛍光顕微鏡で観察し、検出された同一のナノ

粒子を電子顕微鏡で特定して、そのサイズを測定した。 

 

４．結果及び考察  

１）バイオ蛍光法と公定法（電子顕微鏡法）の比較 

現在、アスベスト検査の公定法は、まず位相差

顕微鏡によって非アスベストを含む総繊維での繊

維数濃度を測定し、大気1リットルあたり繊維1本

以上（1本/L）の場合、電子顕微鏡とX線分析によ

るアスベストの同定を行いながらアスベスト繊維数

濃度を測定することとなっている（『アスベストモニタ

リングマニュアル第4.0版』、環境省）。位相差蛍光

法は同様にまず位相差モードで総繊維を計測し、

次に蛍光モードに切り替えてアスベストかどうかを

判定する方法である（1サンプル約1時間で分析）。

バイオ蛍光法を普及させるために、位相差蛍光法

と、現在の公定法である電子顕微鏡法との相関デ

ータを蓄積し、有効性を検証した（図2）。実際の大

気捕集フィルター64種類（リアルタイムモニターの

バックアップフィルター14種類を含む）について位

相差蛍光法による測定（図2上）と、公定法（電子

顕微鏡法）による測定（図2下）を実施した。合計

64サンプルについて比較した結果、両方法による測定は非常に高い相関性を示すことが分かった（相関係数

r=0.87）（図3左）。これまでアスベスト濃度と疫学的データとの相関は、位相差顕微鏡による計測によって行われ

てきたため、アメリカでは、位相差顕微鏡で計測した総繊維数に、電子顕微鏡で判定したアスベストの割合（総

繊維中のアスベストの割合）をかけて補正したものが用いられる。位相差蛍光法と補正された電子顕微鏡法の

アスベスト濃度は、よりよく相関することがわかった（相関係数r=0.97）（図3右）。 

アスベスト濃度を確定させる手順として、『アスベストモニタリングマニュアル第4.0版』（環境省）では、電子顕微

鏡法による検査の際、位相差顕微鏡を意識して、幅0.2µm以上の繊維のみを計数対象とすることになっている。

一方、バイオ蛍光法では、電子顕微鏡でしか見えないような幅30nmのクリソタイルの単繊維でも、蛍光顕微鏡下

で観察可能になることが分かっている。そこでサンプル中に微細なクリソタイル繊維が多く存在する場合、位相差

顕微鏡法をベースとした計測法による結果と比較すると、バイオ蛍光法では感度がより高いために結果が高く出

ることが考えられた。そこで、実際の解体現場から採取した試料36種（リアルタイムモニターのバックアップフィル

図2、バイオ蛍光法（位相差蛍光法）による観察画像（上）と

電子顕微鏡法（SEM）による観察像及びEDXスペクトル（下）。
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図5、蛍光法によるアスベスト検査の普及を目指し、

アスベスト計測講習会を4回行った（平成26年6月4

日、平成26年10月8日、平成27年5月27日、平成27

年11月18日、計４回、約40名の参加、環境省環境調

査研修所にて）。 

 

図4、蛍光法と公定法（電子顕微鏡法）によるア

スベスト分析の比較 

ター20種を含む）を用いて、蛍光法と電子顕微鏡法による

計測結果の比較を行い、測定法の違いによる影響を調べ

た。36種のサンプルについて事前の資料調査から判明した

使用アスベストの種類は、クリソタイル（19）、アモサイト（6）、

クロシドライト（11）であった。また、蛍光法による測定の実施

については現場での検査を想定して、可搬性に優れた小型

蛍光顕微鏡（Lumascope、Etaluma社）を用いて行った。結

果を検証したところ両方法による計測結果は、非常に相関

性が高いことが分かった（r=0.995）（図4）。図3と図4のサン

プルは同一ではないので正確には比較できないが、蛍光法

と電子顕微鏡法の相関は、位相差蛍光法との比較を上回

る結果であった。元来、位相差顕微鏡と電子顕微鏡では検

出感度が異なるために、位相差顕微鏡により検出繊維を制

限する位相差蛍光法よりも、電子顕微鏡法との測定結果に

近くなるのかもしれないと考えられた。 

電子顕微鏡は、X線分析装置を付けると1000万円以上

の価格となる（アスベスト検査会社に電子顕微鏡による検

査を依頼すると一回数十万円必要となる）。一方、蛍光

法は消耗品として一回数千円の経費が必要となるが、蛍

光顕微鏡は100万円以下でも購入できるため、初期投資

が少なく広く普及が期待できる（図5）。特に、アスベストの

使用の有無が不明な解体現場、不十分な事前調査で

「アスベスト無し」とみなされている疑いのある現場、また

災害などで資料調査が困難な事態において、迅速にアス

ベスト濃度を測る必要がある場合、蛍光法による検査が

有力な選択肢となると考えられた。 

 

２）解体現場でのアスベスト検査のためのバイオ蛍光法の

改良 

建材中に存在するアスベストの分析方法は、偏光顕微

鏡法や位相差分散顕微鏡法などが知られている。偏光

顕微鏡法では、ステージを回転させ偏光板を抜き差しす

るなどの複雑な操作が必要になる。また、位相差分散顕

微鏡法では、複数の浸液を用いた試料の調製が必要で、

さらに感度があまり良くないため細い繊維の判定がで

きないなどの問題があった。バイオ蛍光法は、簡便で

高感度な検出方法である。そこで、バイオ蛍光法を建

材中に存在するアスベストの検出に応用するために検

討を行なった。 

建材中に存在する浮遊する巨大な粒子を減らすため

に、ギ酸処理の工程を加えることが有効と考えられた。

しかし、ギ酸処理を行うと、従来型のアスベスト結合タ

ンパク質の結合量が大幅に下がってしまう問題があっ

た。ギ酸処理後、NaOH処理と水洗浄の工程を加える

事で、結合量の低下はある程度抑えられることが分か

ったが、処理工程が増え複雑になる問題が残った。そ

こで、別途アスベスト結合タンパク質として開発されて

いた改変型TmAFPタンパク質（改変型TmAFP）を利用

することとした。TmAFPタンパク質は、不凍タンパク質と

して知られ、氷の表面に結合して、氷の結晶の成長を

抑制するタンパク質である。平行なβシートからなる平

面性の高い領域をもつ分子で、βシートの両端にある

スレオニン残基が、氷の表面の酸素原子と相互作用

 

図6、吹付け材（A）と建材(B)に含まれる角閃石系アス

ベストの蛍光検出。 
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することにより氷と強く結合する。このTmAFPの持つ特徴的な平面性の高い構造は、氷の表面だけでなく、様々

な無機固体表面に結合する分子骨格として利用できると考えられる。改変型TmAFPは、野生型TmAFPの第37

〜61番目の中で、第39、41、51、53番目のスレオニン残基をリシンに置換し、第56番目のリシンをグリシンに置換

したもので、アスベストに強く結合する。この改変型TmAFPを用いて、実際の建材サンプル中（12.3％のクロシドラ

イトを含む吹付け材、及び3.3％のアモサイトを含む建材）のアスベストの検出を行なった。具体的にはギ酸処理

後に蛍光標識した改変型TmAFPを結合させ、洗浄後、処理したサンプルを蛍光顕微鏡で観察した。その結果、

吹付け材及び建材サンプルの両方とも、角閃石系アスベストだと思われる繊維に、強い蛍光が観察された（図6）。

以上の結果から、改変型TmAFPを用いることで、バイオ蛍光法を建材中の角閃石系アスベストにも応用できるこ

とがわかった。また、すでに開発しているDksAを用いれば、クリソタイル（蛇紋石系アスベスト）が検出できる。以

上、建材のギ酸処理からプローブ結合まで10分で終了するアスベスト迅速検査法が開発できた。 

さらに、現場で蛍光法をより迅速に実施するためには、携帯型の蛍光顕微鏡が必要である。3Dプリンターによ

る試作器の製作や、WiFi機能付きカメラ（DSC-QX100、ソニー社）、タブレットPC(iPad-mini2、アップル社)などの

家庭用機器を利用した試作器の製作を通して、検討した。その中で、iPad-miniを利用すると非常に使いやすく、

安価で高性能な蛍光顕微鏡が開発可能であることが分かった。そこで、iPad-miniを利用した試作器をさらに改

良し、現場への携行性と使用感を高めたモデルの試作を行った。その結果、箱型ボディー内部に光学系（レンズ

20倍、開口数0.4、LED励起光470nm、蛍光フィルター510nm）を収納し、片手で持てるキャリングハンドルを装備

し、モバイルバッテリーで動作可能なiPad蛍光顕微鏡

が完成した（図7）。天板にiPadを載せることで、iPadの

背面内蔵カメラを光路に接続すると、ディスプレイ上

の表示倍率において約300倍、iPadの表示拡大機能

を使えば約1,000倍で観察を行うことができた。理論上

の分解能は0.7μmであった。完成した顕微鏡でアス

ベストの蛍光観察を行ったところ、iPadの画面上で明

瞭に観察することが可能であった。また、iPadの通信

機能を使って、離れた検査室に画像をリアルタイムで

送ることができた。これによって、現場に熟練者がいな

くとも、検査室に送る事で、判定のサポートができると

考えられた。あるいは、ホストコンピュータで解析して、

自動で結果をレポートすることも可能と考えられた。バ

イオ蛍光法によるアスベスト測定実施のために有力な

顕微鏡として利用できると考えられた。 

 

３）ナノ材料に結合する蛍光バイオプローブの開発と蛍光検出への応用 

カーボンナノチューブ（CNT）は、グラフェンシートが単層または多層で繊維状になった物質で、他ではみられな

い特殊な物性をもつことから、エレクトロニクス分野をはじめさまざまな分野で応用されている。しかし、CNTは、繊

維状の形状を持ちアスベストと同じように、悪性中皮腫を引き起こす事が報告された。現在、CNTの観察には電

子顕微鏡が用いられており、日常的にCNTの飛散をモニタリングする方法は確立されていない。一方、バイオ蛍

光法で観察できる微細クリソタイルの直径は、30-35nmであることがわかっている。ナノマテリアルは、通常の光

学顕微鏡では見ることができないくらい小さいが、蛍光でラベルすれば、その存在は可視化できる。そこで、CNT

の検出にバイオ蛍光法を応用すれば、手間のかかる電子顕微鏡と比べ、はるかに簡便にCNTを検出できると考

えられた。 

CNTは非常に疎水性が高いことが知られている。細胞膜も同様に疎水性が高いので、細胞膜に結合するペプ

チドなら、CNTにも結合するのではないかと考え検討を行なった。細胞膜結合ペプチドとして、哺乳類の細胞膜に

結合する事がわかっているMastoparan-X（14アミノ酸から成るペプチド）を用いた。このペプチドをビオチン化し、

Cy3で標識されたストレプトアビジン(Streptavidin-Cy3)と混合して蛍光標識し、蛍光検出プローブ

(Mastoparan-X-Streptavidin-Cy3)を作製した。この蛍光検出プローブが、CNTに結合するか確認を行なうため

に、まず多層カーボンナノチューブ(MWCNT)への結合を観察した。このMWCNTの直径は約140nmという大きさの

ため、位相差顕微鏡でも観察することができた。蛍光検出プローブとMWCNTをチューブ中で混合し蛍光顕微鏡

で観察を行なったところ、MWCNTが蛍光で光っている様子が観察された。この事から、細胞膜結合ペプチドは

CNTに結合できることが分かった。次に、単層カーボンナノチューブ(SWCNT)を蛍光検出プローブによって検出で

きるか検討を行なった。その結果、金属型と半導体型の両方のSWCNTを蛍光顕微鏡で検出することができた

(図8)。SWCNTの場合、直径が約1.5nmと非常に細いため、位相差顕微鏡では見えないのに対し、蛍光顕微鏡で

は蛍光で可視化できていた(図8)。 

 
 

図7、開発した携帯型蛍光顕微鏡。 
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図8、単層カーボンナノチューブ(SWCNT)の蛍光顕微鏡観察結果。金属型（A）と半導体型(B)の両方のSWCNT

を蛍光で可視化することができた。 

カーボンナノチューブと同様に、ナノ材料は、100nm以下の非常に小さいサイズを持つことから、バルク材料に

はない特性を有しており医薬品や化粧品などの製品に使用されている。しかし、一方で吸引による生体影響へ

の懸念がされている。酸化チタンでは、発がん性があることが報告されており、また銀のナノ粒子は神経毒性が

報告されている。酸化亜鉛ナノ粒子は、毒性は低いが一時的な肺の炎症作用を持つことが報告されている。ナノ

粒子を管理するためには、測定法が必要となるが、ナノ粒子は通常の光学顕微鏡では見えないことから観察や

測定を電子顕微鏡に依存しており、簡便な測定法は未だ確立されていない。そこで、これらのナノ粒子を、蛍光

で簡便に検出する技術の開発を行った。すでに、ビオチン

で標識したペプチドを蛍光標識されたストレプトアビジンの

1分子上に4つ提示させたプローブは、単一のペプチドに比

べ飛躍的に結合力を向上することを見出している。この技

術を無機材料結合ペプチドに応用することを試みた。ナノ

粒子に結合するペプチドには、すでに報告されている無機

材料結合ペプチドを利用した。例えば、酸化チタン結合ペ

プチドでは、結合ペプチドの配列（RKLPDAPGMHTW）の後

にGGGSGGGSのリンカー配列を付加し、C末端にビオチン

を修飾したペプチドを作製した。このペプチドとCy3で標識

されたストレプトアビジンを混合することで、酸化チタン検

出用蛍光プローブを作製した。また、酸化亜鉛と銀のナノ

粒子の可視化にも同様にビオチン標識ペプチドを合成し、

検出用蛍光プローブを作製した。作製した蛍光プローブを

用いて、まず、酸化チタンのナノ粒子の蛍光検出を行なっ

た。酸化チタン検出用蛍光プローブと酸化チタンナノ粒子

とをチューブ中で反応させた後、位相差と蛍光顕微鏡で観

察を行なった。位相差顕微鏡では、粒子の形態はほとん

ど観察できないのに対し、蛍光顕微鏡では酸化チタンのナ

ノ粒子を可視化すことができた。同様に、酸化亜鉛ナノ粒

子と銀ナノ粒子についても蛍光検出を行なったところ、位

相差顕微鏡では、粒子の形態はほとんど観察できないの

に対し、蛍光顕微鏡では酸化亜鉛ナノ粒子と銀ナノ粒子

をそれぞれ可視化することができた。さらに、高輝度蛍光

色素Brilliant Blue 515を用いて作製した蛍光プローブで

染色した酸化チタン粒子について、光電子相関顕微鏡を

使って蛍光ナノ粒子の粒径を測定したところ、約28nmであ

った(図9A)。これは、酸化チタンナノ粒子の単粒子を観察

できた結果であると考えている。さらに、蛍光画像と電子

顕微鏡画像を重ねあわせると、ナノ粒子の蛍光が電子顕

微鏡の粒子サイズより大きく観察されたが、両者はよく一

致した（図9B）。光学顕微鏡の分解能は250nm程度である

 

 

図9、高輝度蛍光色素を用いて検出できた酸化チタ

ンナノ粒子の電子顕微鏡観察結果。マーカー(蛍光

標識したアスベスト)の位置からナノ粒子の位置を

推測し、拡大していくと約28000倍の倍率ではっき

りと28nmのナノ粒子であることがわかった（A）。

電子顕微鏡と蛍光顕微鏡の観察を重ね合せた結果、

両者がよく一致している様子がわかる（B）。 



 5-1401-vii

ので（回折限界）、蛍光は実際のナノ粒子よりも大きく観察されたと考えられる。蛍光法では、分解能の限界でナ

ノサイズの正確な計測はできないものの、ナノ粒子を簡便に検出することが可能であることが分かった。 

さらにアスベスト結合タンパク質と同様の手法を用いて、新たに銀ナ

ノ粒子に結合するタンパク質の探索を行った。大腸菌の中には、約

4,000種類のタンパク質が存在する（タンパク質ライブラリー）。このタン

パク質ライブラリーの中から銀に結合するタンパクを探した（図10）。

MALDI-TOF質量分析によってタンパク質の解析を行なったところ、45 

kDa付近のものはelongation factor Tu (EF-Tu)、21.5 kDa付近のもの

はTranscription elongation factor (GreA)であると同定することができ

た。同定されたEF-Tu及びGreAについて結合能の評価を行うために、

それぞれのタンパク質の発現と精製を行なった。精製したEF-Tu、GreA

タンパク質をCy3で蛍光標識し、蛍光検出プローブを作製した。作製し

たEF-Tu-Cy3, GreA-Cy3を終濃度50 nM、銀ナノマテリアルを終濃度

200 pg/mlとなるように10 mM Tris-HCl (pH7.5)条件下で混合し、蛍光

顕微鏡により観察を行なった。その結果、EF-Tu-Cy3とGreA-Cy3のど

ちらでも、位相差顕微鏡では見えない銀ナノ粒子を蛍光可視化できる

ことが分かった。 

 

５．本研究により得られた主な成果 

（１）科学的意義 

バイオ蛍光法は、蛍光で修飾したアスベスト結合タンパク質によって、アスベストを蛍光で可視化する世界で

初めての技術である。バイオイメージングの世界を無機物質の検出に広げたことは、科学的に大きな意義がある。

バイオ蛍光法では、これまで電子顕微鏡でしか見えなかった微細なアスベスト繊維が「低倍率」で見えることが分

かった。また、環境ナノ粒子や工業用ナノ材料の観察には透過型電子顕微鏡や原子間力顕微鏡などが用いら

れているが、これらの方法は装置自体が非常に高価であるうえ、高倍率の観察であるため時間がかかる。バイオ

蛍光法は、広い視野でも電子顕微鏡なみの感度と位相差顕微鏡なみの手軽さで見えるため、現場などの日常

的なアスベストやナノ材料の検出法として有望である。 

 

（２）環境政策への貢献 

＜行政が既に活用した成果＞ 

平成26年環境省水大気環境局大気環境課による「建築物の解体等に関わる石綿飛散防止マニュアル」にバ

イオ蛍光法が記載され（p.146）、石綿飛散防止に貢献した。環境対策への技術的進歩が評価され、平成28年

度「環境賞」（環境大臣賞）が内定している。 

 

＜行政が活用することが見込まれる成果＞ 

 解体現場等が我が国におけるアスベスト繊維の主要な発生源であることに鑑み、公定法とは別に新たな迅速

計測法が求められている（環境省アスベストモニタリングマニュアル第4版）。しかしながら、現場でのアスベスト飛

散のモニタリングに対応する技術は未だ確立されておらず、バイオ蛍光法の実証と普及が求められている（第10

回中央環境審議会大気・騒音振動部会石綿飛散防止専門委員会、資料1、p.6）。バイオ蛍光法は、平成25年6

月21日に改正された大気汚染防止法（アスベストのモニタリングを強化）への対応に貢献できる。 

一方、近年技術開発が進んでいるナノ材料については、環境中への放出による人の健康や環境への影響が

懸念されているが、生体・環境毒性評価に関する試験手法の確立、環境・生体中の動態等に関する知見の集

積、ナノサイズの粒子の特性を踏まえた環境リスクの評価方法の確立等が課題となっている。特にナノ材料によ

る環境影響防止に向けた検討の基盤として、一般環境中及び生体内におけるナノ材料の動態解析ツールの開

発が不可欠とされている。バイオ蛍光法はナノ材料の検出にも応用可能であり、リスク管理・評価手法の高度化

を図る行政ニーズに貢献する。 
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5-1401 バイオ蛍光法によるアスベスト検出技術の実用化とナノ材料動態追跡ツールへの

応用  

 

（１） バイオ蛍光法によるアスベスト検出技術の実用化とナノ材料動態追跡ツールへの応用に関

する研究 

 

広島大学 

大学院先端物質科学研究科分子生命機能科学専攻      黒田 章夫 

 

平成26～27年度累計予算額：43,319千円（うち平成27年度：21,104千円） 

                    予算額は、間接経費を含む。 

 

［要旨］ 

 バイオ蛍光法とは対象の無機物質に特異的に結合するタンパク質あるいはペプチドを蛍光で修

飾し、蛍光顕微鏡下で無機物質を可視化する技術である。これまでにアスベスト結合タンパク質

によるアスベストの可視化において、約30nmのクリソタイル単繊維も簡易な蛍光顕微鏡で観察で

きることがわかっている。すなわち、バイオ蛍光法では、暗視野の中で繊維が光っているために、

光の分解能よりもかなり小さい対象物でも（電子顕微鏡でしか見えなかった様な微細なものも）、

その存在が検出できるという蛍光顕微鏡の長所が発揮されている。また、顕微鏡下で形態を観察

するのみならず、特異的に光らせるために同時に物質の同定が行なえるという利点がある。一方、

現在のアスベスト検査の公定法は、最終的に電子顕微鏡下で繊維の一本一本に電子ビームを照射

し、特性X線を分析することで判定することになっている。この方法は高度な技能と時間がかかる

ことから、解体現場でのアスベストリスクに対応することはできないとされている。本研究では、

空気中に飛散するアスベストの検出法として開発したバイオ蛍光法を公定法として普及させるた

めに、現在の公定法である電子顕微鏡法との相関データを取得した。実際の大気捕集フィルター

64サンプルについて比較した結果、バイオ蛍光法と電子顕微鏡法による測定は非常に高い相関性

を示すことが分かった（相関係数r=0.87）。さらに、バイオ蛍光法を現場で簡便に行うための携

帯型蛍光顕微鏡の開発に成功した。また、バイオ蛍光法を生体影響が懸念されているナノ材料の

可視化に応用するために、酸化チタンや酸化亜鉛、カーボンナノチューブ、銀ナノ粒子に結合す

るペプチドの取得を行った。これらナノ材料に結合する蛍光バイオプローブを開発し、蛍光で可

視化することに成功した。 

 

［キーワード］   

アスベスト、迅速検出、蛍光、バイオプローブ、ナノ材料 

 

１．はじめに 

 日本にはアスベストを含む建材が約4000万トンあるとされ、今後これらが使われた古い建物の

解体のピークを迎える。これまでも解体工事に対する規制があったが､アスベストが飛散する事例

や､アスベスト使用の有無の事前調査が不十分である事例が多く見られ、さらに平成23年に発生し
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た東日本大震災の被災地でアスベストの飛散事例が確認され問題となった。そこで、大気汚染防

止法の一部を改正する法律案が平成25年3月に閣議決定され、同年6月21日に公布された。この改

正により、解体等工事の受注者は、建材中のアスベスト使用の有無について事前に調査をし、調

査結果と届出事項を発注者に書面で説明する事が義務付けられることとなった。しかしながら、

現場でのアスベスト飛散のモニタリングに対応する技術は未だ確立されておらず、申請者らが開

発したバイオ蛍光法の実証と普及が求められている（平成25年第10回中央環境審議会大気・騒音

振動部会石綿飛散防止専門委員会資料）。 

 また、ナノ材料は、医療・産業など様々な分野において技術開発・製品化が進められている。

しかし、生細胞にナノ材料を添加すると、細胞内部にナノ材料が取り込まれる事例が報告されて

おり、人体や生体に対する影響が心配されている。実際、カーボンナノチューブはアスベストに

似た構造を持つことから、同様に肺ガンなどを誘発する危険性が高いことが分かってきた。安全・

安心社会の構築のために、ナノ材料の動態解析のツール開発が急務となっている。 

 

２．研究開発目的 

 バイオ蛍光法とは対象の無機物質に特異的に結合するタンパク質あるいはペプチドを蛍光で修

飾し、蛍光顕微鏡下で無機物質を可視化する技術である。これまでにアスベスト結合タンパク質

によるアスベストの可視化において、約30nmのクリソタイル単繊維も簡易な蛍光顕微鏡で観察で

きることがわかった。すなわち、バイオ蛍光法では、暗視野の中で繊維が光っているために、光

の分解能よりもかなり小さい対象物でも（電子顕微鏡でしか見えなかった様な微細なものも）、

その存在が検出できるという蛍光顕微鏡の長所が発揮されている。また、顕微鏡下で形態を観察

するのみならず、特異的に光らせるために同時に物質の同定が行なえるという利点がある。一方、

現在のアスベスト検査の公定法は、最終的に電子顕微鏡下で繊維の一本一本に電子ビームを照射

し、特性X線を分析することで判定することになっている。この方法は高度な技能と時間がかかる

ことから、解体現場でのアスベストリスクに対応することはできないとされている。本研究では、

空気中に飛散するアスベストの検出法として開発したバイオ蛍光法を公定法とするために、現在

の公定法である電子顕微鏡法との相関データを蓄積し、普及させるために役立てることを目的と

する。さらに、現場では簡易に建材中のアスベストを判定する方法の開発が求められており、バ

イオ蛍光法を建材用に改良を行う。また、バイオ蛍光法を生体影響が懸念されているナノ材料の

蛍光可視化に応用するために、酸化チタンや酸化亜鉛、カーボンナノチューブ、銀ナノ粒子など

の無機材料に結合するペプチドの取得を行なう。これらナノ材料に結合する蛍光バイオプローブ

を開発し、動態解析のツールとすることを目的とする。 

 

３．研究開発方法 

(1) バイオ蛍光法と公定法によるアスベスト検査結果の比較 

１）アスベスト捕集フィルターの調製 

解体現場の捕集フィルターに関しては、環境リサーチ株式会社と株式会社環境管理センターか

ら入手した。通常のサンプリングポンプにより捕集したサンプルの他、自動繊維状粒子測定装置

（リアルタイムモニター）（DAECOM-S、アエモテック社）に内蔵するバックアップフィルターも

利用した。現場での捕集場所としては、敷地境界、また高濃度サンプルについてはセキュリティ
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ルーム内ダーティゾーン、あるいは除去作業場内に吸引口（フィルター）を設置して行った。発

塵サンプルについては、アスベストが含まれている代表的な建材（ロックウール吹き付け材、石

膏ボード、ケイカル板、スレート板）を使用し、アスベスト標準試料（クリソタイル：JAWE111、

アモサイト：JAWE231、クロシドライト：JAWE331）を混合して作製した。具体的には上記建材試

料をハンマーで粉砕し、目開き500µm のふるいを通過させたものを原試料とした。作製した原試

料とアスベスト標準試料をシャーレに移し

とり、よく撹拌して飛散用試料とした。作

製した飛散用試料を25φの円筒に入れて図

1の要領で試料を飛散させ、メンブランフィ

ルター（A080X047A、アドバンテック東洋社）

にて採取し、アスベスト捕集フィルターを

作製した。フィルターへの捕集については、

外部への漏れがないようにチャンバー内で

行った。併せて、アスベスト不含建材をコ

ントロールとして同様にフィルターに採取

し、分析用試料を作製した。 

 

２）バイオ蛍光法によるアスベスト検査（蛍光法、位相差蛍光法） 

大気浮遊アスベスト検査のためのバイオ蛍光法には、染色したフィルターを直接観察する蛍光

法と、染色したフィルターを透明化し位相差顕微鏡でも観察できる様にした位相差蛍光法が存在

する。蛍光法は、「簡便・高感度」という特長をより生かした定性的な方法であり、位相差蛍光

法は従来の位相差顕微鏡法による計測と検出基準を合わせた定量的な方法になる。両手法に共通

するアスベストを蛍光で観察するためのタンパク質は、シリコンバイオ社から発売されている蛍

光タンパク質（限定HNSタンパク質を蛍光物質［CF488A］で修飾されたストレプトアビジン上に提

示させたもの）を用いた。フィルター上のアスベストの蛍光染色（前処理）は、シリコンバイオ

社のマニュアルに従い、以下の様に行った。大気を捕集したフィルターの捕集面を上に向け、切

断したフィルターに洗浄液を１滴（１滴は約40μl）滴下し、完全に吸収させた（図2）。続いて

蛍光タンパク質を含む結合緩衝液（0.3Mリン酸緩衝液［pH8.0］、0.3M NaCl、0.5％ Triton X-100）

を2滴、位置を変えながら滴下し、完全

に吸収させた。再び洗浄液を1滴滴下し、

続いて調整液を4滴滴下した。蛍光法用

には、この段階のフィルターをスライ

ドグラスに乗せてグリセロールで封入

し、サンプルとした。蛍光顕微鏡（Axio 

Imager、カールツァイス社、あるいは

Lumascope、Etaluma社）にサンプルを

セットし、アスベスト繊維（幅3µm未満、

長さ5µm以上、アスペクト比3以上）を

計測した（蛍光法）。 

 

図1、建材からのフィルター捕集サンプル作製法 

  

 

 図2、位相差蛍光法の前処理 
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位相差蛍光法用には、フィルターの捕集面を上にしてスライドガラスに乗せて乾燥させた（80℃

のホットプレート上に15分間静置）。捕集面を上にしてアセトン蒸気をあてフィルターを透明化

した。カバーガラスに封入液を1滴滴下し、空気が入らないように注意しながら、カバーガラスを

フィルター片に被せてサンプルとした（図2）。サンプルを位相差蛍光顕微鏡（Primostar、カー

ルツァイス社、あるいはBX60、オリンパス社）にセットして位相差モードで繊維（幅3µm未満、長

さ5µm以上、アスペクト比3以上）を計測した。さらに、蛍光モードに切り替え、各繊維の蛍光の

有無によってアスベストかどうかを判定した（位相差蛍光法）。 

 

３）電子顕微鏡法によるアスベスト検査（公定法） 

電子顕微鏡及びX線分析装置（EDX）によるアスベスト検査は、次の手順により行った。分析試

料となるメンブレンフィルターを、カッターを用いて切断し、カーボンペーストあるいはカーボ

ンテープにより試料台の上に固定した。イオンスパッタリング装置（JFC-1600、日本電子社）を

用いて、フィルター表面に白金蒸着を施し、フィールドエミッション式走査型電子顕微鏡により

観察を行った（表1）。繊維の計数に当たっては、観察倍率1500倍程度、加速電圧15kVに固定し、

モニター画面上の方形枠内を1視野とした。繊維が観察された場合には、当該繊維のみの成分を正

確に分析するため適宜倍率を10,000倍程度まで上げて、エネルギー分散型X線分光法（EDX）によ

る元素分析装置によりアスベストか否かの分析を行った。繊維計数のルール及び繊維数濃度の算

出は、『アスベストモニタリングマニュアル第4.0版』（環境省）記載の方法で行った。 

 

４）位相差偏光法によるアスベスト検査 

試験に使用する位相差偏光顕微鏡（BX51、オリンパス社）を適切な状態になるよう調整し、倍

率を400 倍（対物レンズ×40、接眼レンズ×10）とした。スライドの計数方法は、アイピースグ

レイティクルの直径300μm の円をリロケータブルスライドの指定視野の円に合わせ、『アスベス

トモニタリングマニュアル第4.0版』（環境省）による位相差偏光顕微鏡法に従った。 

 

(２) 解体現場での迅速検査のためのバイオ蛍光法の改良 

１）バイオ蛍光法を利用した建材中のアスベスト検出 

模擬建材サンプルとして、10mgのロックウールと0.1mgのアモサイトを混合したものを調製した。

実際の建材サンプルは、12.3%のクロシドライトを含む吹付け材と3.3％のアモサイトを含む建材

を用いた。これらの粉砕したアスベスト含有建材1～10mgをマイクロチューブに量り取った。7％

のギ酸200µLを加え、5分間撹拌した（ギ酸処理なしの場合は、このステップを省いた）。小型卓

上遠心機で遠心し（2,000g、3分）、上清を捨てた。次に1Nの水酸化ナトリウム水溶液を加え、同

様の操作を行った。さらに精製水、緩衝液（0.3Mリン酸緩衝液［pH8.0］、0.3M NaCl、1％デオキ

表1、使用した電子顕微鏡 

 

機種名 種類 メーカー 観察倍率 視野面積 EDX装置

① Sigma VP 電界放出型SEM カール・ツァイス 1600倍 0.0027mm
2 Quantax200、ブルカー社

② JSM-7600F 電界放出型SEM 日本電子 1500倍 0.00456mm
2 JED-2300、日本電子社
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シコール酸ナトリウム、0.5％ Triton X-100）を用いて同様に処理を行った。続いて、アスベス

ト結合プローブ（HNS60-90-Cy3、及び改変型TmAFP-Streptavdin-Cy3[野生型TmAFPの第37〜61番目

の中で、第39、41、51、53番目のスレオニン残基をリシンに置換し、第56番目のリシンをグリシ

ンに置換し、Streptavdin-Cy3で修飾したもの]）を含む結合緩衝液（0.3Mリン酸緩衝液［pH8.0］、

0.3M NaCl、0.5％ Triton X-100）を加え、5分間撹拌した。小型卓上遠心機で遠心し（2,000g、3

分）、上清を捨てた。さらに洗浄緩衝液（0.3Mリン酸緩衝液[pH8.0]、0.3M NaCl、1％デオキシコ

ール酸ナトリウム、0.5％ Triton X-100）を用いて同様の処理を行い、余分な蛍光試薬が残らな

いよう洗浄した。再度50µlの緩衝液を加え分散させた後、スライドガラス上に1滴滴下し、蛍光顕

微鏡で観察を行った。 

 

２）携帯型蛍光顕微鏡の開発 

3D CADソフト（Inventor Fusion 2013 R1、Autodesk社）を用いて、同軸落射蛍光顕微鏡の光路

を持つ小型顕微鏡用の部材を設計した。3Dプリンター（OBJET30 Pro、Stratasys社）に設計デー

タを入力し、造形を行った。作製したパーツにレンズや励起光／蛍光用分光フィルター、ミラー

などの光学部品を取り付け、顕微鏡として組み立てた。観察・撮影用カメラとして、組み込み用

CCDカメラや家庭用デジタルカメラ、スマートフォンやタブレットPCの内蔵CMOSカメラなどを用い

モニター上に蛍光画像を表示させ観察を行った。また安定的に供給可能なモデルとするために、

市販部品を用いた試作品の製作を行った。 

 

(３) ナノ材料結合ペプチドの探索と蛍光バイオプローブ開発 

１）カーボンナノチューブ結合ペプチドの蛍光標識 

カーボンナノチューブ結合ペプチドとして、Mastoparan-X（アミノ酸配列：INWKGIAAMAKKLL、

アミノ酸は一文字表記で記述）を用い、このペプチドをビオチンで修飾したもの

（Biotin-Mastoparan-X）を合成した。ビオチンで標識されたペプチドを、Cy3蛍光体で修飾され

たストレプトアビジン（Streptavidin-Cy3）と混合することによって蛍光標識を行なった。ビオ

チンで標識されたペプチドは、ストレプトアビジンと自動的、かつ量論的に（ストレプトアビジ

ン1分子に4分子のビオチン化ペプチドが提示され）結合する。0.1M Tris-HCl(pH8.3)緩衝液中で、

Streptavidin-Cy3（33.2pmol）に対して20倍量のBiotin-MastoparanXを添加し、1時間静置してビ

オチン-ストレプトアビジン複合体（Matoparan-X-Streptavdin-CY3）を作製した。 

 

２）無機材料（酸化チタン、酸化亜鉛、銀）結合ペプチドの合成 

報告されている無機材料（酸化チタン、酸化亜鉛、銀）結合ペプチドのアミノ酸配列をもとに、

ビオチン標識したペプチドの合成を行なった（Eurofins Genomics社）。酸化チタンに結合ペプチ

ドとしてRKLPDAPGMHTW（各アミノ酸配列は一文字表記）、酸化亜鉛に結合するペプチドとして

EAHVMHKVAPRP、銀に結合ペプチドとしてIRPAIHIIPISHを用いることにした。これら無機材料結合

ペプチドのC末端側にリンカー配列(GGGSGGGS)を付加し、さらにその末端にビオチンを結合させた。 

 

３）無機材料結合ペプチドの蛍光標識 

ビオチンで標識されたペプチドを、蛍光色素で修飾されたストレプトアビジン
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（Streptavidin-Cy3またはBB515、BD Bioscience社）と混合することによって蛍光標識を行なっ

た。ストレプトアビジン1分子に4分子のビオチン化ペプチドが結合する。これにより、無機材料

結合ペプチドを蛍光標識できると同時に、ペプチド単体よりも飛躍的に結合力を向上させたプロ

ーブを作製できる。具体的には、0.1M Tris-HCl(pH8.3)緩衝液中に、蛍光標識されたストレプト

アビジン（約30pmol）に対して20倍量のビオチン標識無機材料ペプチドを添加し、1時間静置して

無機材料結合ペプチドと蛍光標識ストレプトアビジン複合体を作製した。 

 

４）銀ナノ粒子結合タンパク質の取得 

生体影響が懸念されるナノマテリアルの1つである銀ナノ粒子に結合するタンパク質を取得する

ため、大腸菌 (Escherichia coli MG1655)のタンパク質ライブラリーを用いてスクリーニングを

行なった。大腸菌をLB培地200 mlに1%植菌し、28 ℃で6 時間振盪培養した。培養液を遠心分離

(2,300g, 15min, 4℃)することで集菌し、菌体ペレットを10mlのTris-Sucrose （25mM 

Tris-HCl[pH7.5]、30g/l スクロース）に再懸濁した。その後、-80℃で保存した。氷上で解凍後、

2.5mg/mlのLysozymeを終濃度が250μg/mlとなるように添加し、氷上で30分静置した後、さらに

37℃で5分湯煎することで溶菌処理した。10,000 unitのDNase(Roche Diagnostics社)と10mg/mlの

RNaseを破砕液の液量3mlに対して10µlの割合で加え、さらに200mM MgCl2を2mMとなるように添加し

た。粘性が取れるまで氷上で2時間振盪し、Digital Sonifier S-250D (Branson Ultrasonics 

Corporation社)を用いて2分間超音波破砕(1s ON / 1s OFF、Amplitude 20%)することで粘性を完

全に除去した。この破砕液を遠心分離(20,000g、15min、4℃)した後、上清をさらに超遠心(150,000g、

2h)することでリボソームタンパク質を除去した。作製した大腸菌破砕液は分注し、使用時まで

-80℃に保存した。 

 作製した大腸菌破砕液（タンパク質ライブラリー）と銀粒子を混合し、結合するタンパク質の

スクリーニングを行なった。銀粉末（粒径1µm、99 %、和光純薬工業社）3 mgに結合緩衝液（0.1 M 

Tris-HCl[pH7.5]、0.5% Tween20、1M NaCl）1 mlを添加し、遠心分離(2,300g、3min)した後、上

清を除去して銀粒子溶液を調製した。大腸菌破砕液をタンパク質の濃度が0.5mg/mlになるように

結合緩衝液で希釈し、その1mlを銀粒子溶液に加えた。4℃で30分撹拌することでタンパクを銀粒

子に結合させた。遠心分離(2,300g、3min)することで上清を除去した。同様に1mlの結合緩衝液を

加え、遠心を3回繰り返すことで洗浄を行なった。SDS電気泳動サンプル緩衝液（2倍濃度）50µlを

沈殿に添加し、加熱処理(100℃、5min)することで銀粉末に結合するタンパクを溶出した。遠心分

離(2,300g、3min)を行った後、得られたタンパク質をTricine-SDSゲル電気泳動により解析を行っ

た。SDS-PAGE解析の結果、得られたタンパク質をゲルから切り出して、MALDI-TOF質量分析による

銀ナノ粒子結合タンパク質の同定を行った。 

 

５）銀ナノ粒子結合タンパク質の発現及び精製 

スクリーニングにより得られた銀ナノ粒子結合タンパク質を発現及び精製するために、これらの

タンパク質を発現するプラスミドの作製を行なった。まず、これらのタンパク質をコードする遺

伝子を、設計したプライマー用いて増幅を行なった。大腸菌のEF-Tuタンパク質をコードする遺伝

子(tufB)は、大腸菌K-12株のゲノムDNAを鋳型として、プライマー（表2、P1、P2）を用いてPCRに

て増幅し取得した。PCR反応は、KOD-plus Neo DNAポリメラーゼ（TOYOBO社）を用い、同社のプロ
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トコールに従って行った。増幅した遺伝子

をタンパク質発現用プラスミドpET21-b

（Novagen社）のNdeI-EcoRIサイトに組み込

み、pET-tufBを作製した。大腸菌のGreAタ

ンパク質をコードする遺伝子は、大腸菌

K-12株のゲノムDNAを鋳型として、プライマ

ー（P3、P4）を用いてPCRにて増幅し取得した。増幅した遺伝子をタンパク質発現用プラスミド

pET21-AviTagのNdeI-XhoIサイトに組み込み、pET-GreA-AviTagを作製した。 

 作製したプラスミドをE.coli BL21(DE3)に形質転換し、コロニーを取得した。得られたコロニ

ーを0.5%グルコースを含む2×YT-A培地5mlに植菌し、37℃一晩培養した。その後同培地5mlに新し

く1%植菌し、37℃で振盪培養を行なった。OD600が0.6となったらIPTG[Isopropyl-β

-D-thiogalactopyranoside]が終濃度0.5mMとなるように添加し、pET-tufB導入株は15℃で2時間、

28℃で8時間振盪培養を行なった。一方、pET-GreA-AviTag導入株は37℃で3時間及び28℃で8時間、

15℃で24時間振盪培養を行うことでタンパク質の発現を行なった。培養終了後、遠心分離(9,100g、 

4℃、10min)を行うことで集菌し、菌体ペレットを-80 ℃で保存した。氷上で解凍後、Hisタグ精

製結合緩衝液（6.19g/l Na2HPO4、1.07g/l NaH2PO4・2H2O、10% グリセロール、4 mM イミダゾール）

1 mlに再懸濁した。超音波破砕機（Digital Sonifier S-250D、Branson Ultrasonics Corporation

社）（条件1s ON / 1s OFF、Amplitude 10%）を使用し、1分間超音波破砕処理することで菌体を

破砕した。その後His Spin Trap(GEヘルスケア)を用いてHisタグアフィニティー精製を行なった。

アフィニティーカラム保存液を遠心分離(100g、1min)することで除去し、同様の遠心分離でHisタ

グ精製結合緩衝液600µlをカラムに通すことで平衡化した。次に遠心分離（10,000g、4℃、10 min）

で獲得した破砕液上清1mlを2回に分けてカラムに通し、Hisタグ精製洗浄緩衝液（4.95g/l Na2HPO4、 

0.87g/l NaH2PO4・2H2O、1M NaCl、8% グリセロール、3.2mM イミダゾール）600µlを通すことで洗

浄した。その後、Hisタグ精製溶出緩衝液（6.19 g/l Na2HPO4、1.07g/l NaH2PO4・2H2O、50mM NaCl、 

10% グリセロール、500mM イミダゾール）200 μlをカラムに加えて1min静置し、遠心分離(100g、

4℃、1min)で回収することでタンパク精製液を獲得した。回収の操作は2回行なった。タンパク質

の精製の確認はBio-rad protein assay (Bio-rad社)を用いたタンパク定量、及びSDSゲル電気泳

動で確認した。 

 

６）銀ナノ粒子結合タンパク質の蛍光標識 

取得した銀結合タンパクを蛍光修飾することでナノ粒子検出の蛍光プローブを作製した。蛍光修

飾はCy3-maleimide monoreactive dye (GE Healthcare社)を用いて行なった。銀結合タンパク

(279µg/ml EF-Tu, 367µg/ml GreA)溶液200µl、0.5M HEPES Buffer(pH7.4) 250µl、Mili-Q水5µl、

Cy3-maleimide Dye 25µlを混合し、室温で2時間静置した。但し、30分ごとに撹拌した。反応後、

Hisタグ精製溶出緩衝液10mlを加えることで希釈し、His Spin Trap を用いたHisタグアフィニテ

ィー精製を行うことで未反応の蛍光色素を取り除いた。取得したタンパクは552nmの吸光度測定及

びBio-rad protein assayを用いたタンパク定量を行うことでラベル率を評価した。 

 

(４) 蛍光バイオプローブによるナノ粒子の観察 

表2、プライマー配列 
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１）バイオ蛍光法によるカーボンナノチューブの観察 

カーボンナノチューブとして、多層カーボンナノチューブ（MWCNT、直径：〜140nm）と金属型

または半導体型単層カーボンナノチューブ（SWCNT、直径：〜1.5nm）の３種類を用いた。MWCNTの

懸濁液は、10%のデオキシコール酸溶液に1mg/mlとなるように調製した。金属型または半導体型の

SWCNTの懸濁液は、0.1%のSDS溶液に0.1mg/mlとなるように調製した。1.5mlのエッペンチューブに、

25nMの蛍光標識されたMastoparan-X-Streptavidin-Cy3溶液50µlと、2µlの1mg/mlのMWCNT懸濁液を

混合し、１分撹拌した。この混合液をスライドグラスの上にのせ、さらにその上にカバーガラス

をのせてプレパラートを作成し、蛍光顕微鏡にて観察を行った。また、1.5mlのエッペンチューブ

に、200nMの蛍光標識されたMastoparan-X-Streptavidin-Cy3溶液10µlと、10µlの5µg/mlの金属型

または半導体型のSWCNT懸濁液を混合し、１分撹拌した。この混合液をスライドグラスの上にのせ、

さらにその上にカバーガラスをのせてプレパラートを作成し、蛍光顕微鏡にて観察を行った。蛍

光観察には、U-MNGキューブ（ダイクロイックミラー：DM570、励起フィルター：BP-530-550、吸

収フィルター：BA590）を用い、画像の取り込みに顕微鏡デジタルカメラDP-70（オリンパス社）

を使用した。 

 

２）バイオ蛍光法によるナノ粒子の観察 

作製した蛍光プローブをそれぞれのナノ粒子と結合させ、位相差顕微鏡、蛍光顕微鏡で観察する

ことで機能評価を行なった。ナノ粒子として、酸化チタンナノ粒子はTianium(IV) oxide（mixture 

of rutile and anatase、平均粒子径150nm、Aldrich社）を、銀ナノ粒子はSilver（dispersion、

一次粒子径<21 nm）を用いた。酸化チタンナノ粒子を検出するためのプローブは、HNS-Cy3を用い

た。このプローブの調製は、以前報告した論文（Ishida et al. PLoS ONE, 8[9]:e76231 [2013]）

記載の方法により行なった。作製したHNS-Cy3、EF-Tu-Cy3、GreA-Cy3を10mM Tris-HCl(pH7.5)で

100nMに希釈した。同時に酸化チタンナノ粒子も同緩衝液で2.7µg/mlに、銀粒子を400pg/mlに希釈

し、10µlずつ混合することで結合させた。2分撹拌後、蛍光顕微鏡にて観察を行なった。蛍光観察

には、U-MNGキューブ（ダイクロイックミラー：DM570、励起フィルター：BP-530-550、吸収フィ

ルター：BA590）を用い、画像の取り込みに顕微鏡デジタルカメラDP-70（オリンパス社）を使用

した。 

ナノ粒子として、酸化チタンナノ粒子、酸化亜鉛ナノ粒子、銀ナノ粒子を用いた。酸化チタン

ナノ粒子は、シグマ社製の酸化チタンナノ粒子水分散液（製品番号：700347-25G、1.3g/ml）を用

い、超純水で1.3mg/mlまで希釈した。酸化亜鉛ナノ粒子は、シグマ社製の酸化亜鉛ナノ粒子水分

散液（製品番号：721077-100G、1.7g/ml）を用い、超純水で1.7mg/mlまで希釈した。銀ナノ粒子

は、シグマ社製の銀ナノ粒子水分散液（製品番号：730815-25ML、0.02mg/ml）を用いた。 

 無機材料ペプチドの蛍光プローブをTris緩衝液(10mM、pH7.4)で40nMに希釈した。酸化チタンナ

ノ粒子では、9µlの酸化チタン検出用蛍光プローブ溶液(40nM)に、1µlの酸化チタンナノ粒子

（1.3mg/ml）を混合した。酸化亜鉛ナノ粒子では、10µlの酸化亜鉛検出用蛍光プローブ溶液(40nM)

に、10µlの酸化亜鉛ナノ粒子（1.7mg/ml）を混合した。銀ナノ粒子では、10µlの銀検出用蛍光プ

ローブ溶液(40nM)に、10µlの銀ナノ粒子（0.02mg/ml）を混合した。混合を1分間行うことで、ナ

ノ粒子に蛍光プローブを結合させた。この混合液をスライドグラスの上にのせ、さらにその上に

カバーガラスをのせてプレパラートを作成し、蛍光顕微鏡で観察した。 
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３）光電子相関顕微鏡を用いたナノ粒子の観察 

蛍光検出されたナノ粒子の粒径を知るため蛍光顕微鏡と同視野を電子顕微鏡で測定できる光・電

子相関顕微鏡（カールツァイス社）を用いて観察した。チューブ中でナノ粒子に蛍光プローブを

結合させた後、フィルターに固定化し、蛍光顕微鏡と電子顕微鏡で観察することで、蛍光で検出

されたナノ粒子のサイズを電子顕微鏡で測定した。具体的には、以下の方法（①〜④）で行なっ

た。 

①ポリリジン固定化フィルターの作製 

 蛍光染色したナノ粒子をフィルターに固定化するために、フィルターに正電荷を持つポリリジ

ンを固定化した。具体的には、IsoporeTM Membrane Filters、0.2µm GTTP(アイソポア)上に0.01% 

L-ポリリジン溶液 600µlを滴下し、10分静置した。フィルター上のL-ポリリジン溶液をマイクロ

ピペットで吸い取り、蒸留水600µlをフィルターに滴下、吸い取りを2回繰り返すことで定着して

いないL-ポリリジンを除去した。その後、完全に乾かすことでL-ポリリジン固定化フィルターを

作製した。 

②蛍光染色したナノ粒子のフィルターへの固定化 

 蛍光染色したナノ粒子溶液を、超純水で1,000倍希釈し、そのうちの0.1mlを上記ポリリジンフ

ィルターに滴下して固定化した。100µlの超純水で2回洗浄した。 

③マーカーの作製とフィルターへの固定化 

 ナノ粒子の位置をより正確に把握するために、蛍光標識したアスベストをマーカーとして用い

た。10µlのアモサイト懸濁液(10mg/ml)を200µlの蛍光標識したアスベスト結合タンパク質

（HNS60-90-Streptavidin-CF488A、50nM）に添加して、10分間混合した。結合後、250µlの超純水

で洗浄を行ない、最終的に100µlの超純水水で再懸濁した。マーカーとして蛍光染色したアモサイ

トを使う場合には、蛍光染色したアモサイト懸濁液を上記ポリリジンフィルターに滴下して固定

化した。100µlの超純水で1回洗浄した。 

④蛍光染色したナノ粒子固定化フィルターの相関顕微鏡での観察 

 蛍光染色したナノ粒子固定化フィルターを、カーボンテープを貼付けた試料台に固定し、ステ

ージホルダーに装着した。ステージホルダーを蛍光顕微鏡（Axio Imager、カールツァイス製）に

セットし、ステージホルダー上のマーカー3点を登録し、ステージ・キャリブレーションを行った。

まず蛍光観察して、蛍光を発したナノ粒子（または、マーカーを入れた場合は、蛍光を発したア

モサイト繊維）が検出された視野についてCCDカメラで撮影を行ない画像および位置情報の取得を

行った。USBメモリを使って蛍光顕微鏡で取得した画像及び位置情報を電子顕微鏡システムに入力

した。次に、ステージホルダーを電子顕微鏡（SIGMA VP、カールツァイス社）の試料室に移し、

観察位置を蛍光顕微鏡と同期させるために、ステージホルダー上のマーカー3点を再度登録し、ス

テージ・キャリブレーションを行った。蛍光顕微鏡で観察された粒子について、記録した位置情

報を入力して、電子顕微鏡で蛍光粒子の観察を行なった。 

 

４．結果及び考察 

(１) バイオ蛍光法と公定法（電子顕微鏡法）の比較 

１）位相差蛍光法と電子顕微鏡法（公定法）の比較 
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図4、位相差蛍光法と公定法（電子顕微鏡法）によるアスベスト分析の比較（左）。位相差

顕微鏡法で得られた数値で補正したものと比較した（右）。 

現在、アスベスト検査の公定法

は、まず位相差顕微鏡によって非

アスベストを含む総繊維での繊

維数濃度を測定し、大気1リット

ルあたり繊維1本以上（1本/L）の

場合、電子顕微鏡とX線分析によ

るアスベストの同定を行いなが

らアスベスト繊維数濃度を測定

することとなっている（『アスベ

ストモニタリングマニュアル第

4.0版』、環境省）。位相差蛍光

法は同様にまず位相差モードで

総繊維を計測し、次に蛍光モード

に切り替えてアスベストかどう

かを判定する方法である（1サン

プル約1時間で分析）。バイオ蛍

光法を普及させるために、位相差

蛍光法と、現在の公定法である電

子顕微鏡法との相関データを蓄

積し、有効性を検証した（図3）。実際の大気捕集フィルター64種類（リアルタイムモニターのバ

ックアップフィルター14種類を含む）について位相差蛍光法による測定（図3上）と、公定法（電

子顕微鏡法）による測定（図3下）を実施した。合計64サンプルについて比較した結果、両方法に

よる測定は非常に高い相関性を示すことが分かった（相関係数r=0.87）（図4左）。これまでアス

ベスト濃度と疫学的データとの相関は、位相差顕微鏡による計測によって行われてきたため、ア

メリカでは、位相差顕微鏡で計測した総繊維数に、電子顕微鏡で判定したアスベストの割合（総

繊維中のアスベストの割合）をかけて補正したものが用いられる。位相差蛍光法と補正された電

子顕微鏡法のアスベスト濃度は、よりよく相関することがわかった（相関係数r=0.97）（図4右）。 

 

図3、バイオ蛍光法（位相差蛍光法）による観察画像（上）と電子

顕微鏡法（SEM）による観察像及びEDXスペクトル（下）。バイオ

蛍光法では、まず位相差モードで繊維を観察する。次いで蛍光モ

ードに切り替えて、蛍光の有無を確認することで、アスベストか

どうかを判定する。電子顕微鏡法では、繊維に電子線を当て元素

分析を行ってアスベストかどうかを判定する。 
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図6、蛍光法によるアスベスト検査の普及を目指

し、アスベスト計測講習会を4回行った（平成26

年6月4日、平成26年10月8日、平成27年5月27日、

平成27年11月18日、計４回、約40名の参加、環境

省環境調査研修所にて）。 

２）蛍光法と電子顕微鏡法（公定法）の比較 

アスベスト濃度を確定させる手順として、『アス

ベストモニタリングマニュアル第4.0版』（環境省）

では、電子顕微鏡法による検査の際、位相差顕微鏡

を意識して、幅0.2µm以上の繊維のみを計数対象と

することになっている。一方、バイオ蛍光法では、

電子顕微鏡でしか見えないような幅30nmのクリソ

タイルの単繊維でも、蛍光顕微鏡下で観察可能にな

ることが分かっている。そこでサンプル中に微細な

クリソタイル繊維が多く存在する場合、位相差顕微

鏡法をベースとした計測法による結果と比較する

と、バイオ蛍光法では感度がより高いために結果が

高く出ることが考えられた。そこで、実際の解体現

場から採取した試料36種（リアルタイムモニターの

バックアップフィルター20種を含む）を用いて、蛍光法と電子顕微鏡法による計測結果の比較を

行い、測定法の違いによる影響を調べた。36種のサンプルについて事前の資料調査から判明した

使用アスベストの種類は、クリソタイル（19）、アモサイト（6）、クロシドライト（11）であっ

た。また、蛍光法による測定の実施については現場での検査を想定して、可搬性に優れた小型蛍

光顕微鏡（Lumascope、Etaluma社）を用いて行った。結果を検証したところ両方法による計測結

果は、非常に相関性が高いことが分かった（r=0.995）（図5）。図4と図5のサンプルは同一では

ないので正確には比較できないが、蛍光法と電子顕微鏡法の相関は、位相差蛍光法との比較を上

回る結果であった。元来、位相差顕微鏡と電子顕微鏡では検出感度が異なるために、位相差顕微

鏡により検出繊維を制限する位相差蛍光法よりも、電子顕微鏡法との測定結果に近くなるのかも

しれないと考えられた。 

電子顕微鏡は、X線分析装置を付けると1000

万円以上の価格となる（アスベスト検査会社に

電子顕微鏡による検査を依頼すると一回数十

万円必要となる）。一方、蛍光法は消耗品とし

て一回数千円の経費が必要となるが、蛍光顕微

鏡は100万円以下でも購入できるため、初期投

資が少なく広く普及が期待できる（図6）。特

に、アスベストの使用の有無が不明な解体現場、

不十分な事前調査で「アスベスト無し」とみな

されている疑いのある現場、また災害などで資

料調査が困難な事態において、迅速にアスベス

ト濃度を測る必要がある場合、蛍光法による検

査が有力な選択肢となると考えられた。 

 

３）位相差偏光法と位相差蛍光法の比較 

 

図5、蛍光法と公定法（電子顕微鏡法）による

アスベスト分析の比較 

 

 



 5-1401-12 

偏光顕微鏡法（以下、偏光法）は、鉱物が

偏光に対し特有の光学的性質を示すことを利

用し、その特徴からアスベストの含有の有無

を調べる方法である。偏光法は建材のアスベ

スト分析法として普及している。しかし空気

中に飛散するアスベストは微細であることか

ら偏光法では検出できないことも懸念されて

いる。そこで空気中に飛散するアスベストの

検出法として開発したバイオ蛍光法と偏光法

の両方法で計測を行い、その特徴を明らかに

することとした。代表的なアスベスト含有建

材（ロックウール、吹き付け材、石膏ボード、

ケイカル板、スレート板）からフィルター捕

集サンプルを作製し、リロケータブルスライ

ドを用いて、同一サンプルの同一視野について計測し、両方法による判定性の比較を行った。そ

の結果、両方法でのアスベストの判定性は非常に一致率が高いことが分かった（図7）。しかし、

クリソタイル繊維を含む石膏ボード粉砕サンプルにおいては偏光顕微鏡では判定ができなかった

と考えられる場合が見られた

（図7中に赤丸で囲んだサン

プル）。実際、微細クリソタ

イルは、偏光顕微鏡で観察し

にくいことが分かった（図8）。

また、偏光顕微鏡法ではステ

ージの回転や、偏光板の抜き

差しなど複雑な操作が必要で

あるが、位相差蛍光法ではレ

バーの切り替えによる単純な

操作で、位相差モードと蛍光

モードの切り替えが可能であ

る。より単純な操作で、かつ

微細な繊維まで判定可能な位

相差蛍光法が大気飛散アスベ

ストの迅速法としては有利で

あると考えられる。 

 

(２) 解体現場でのアスベスト検査のためのバイオ蛍光法の改良 

１）建材中のアスベスト検出法の開発 

建材中に存在するアスベストの分析方法は、偏光顕微鏡法や位相差分散顕微鏡法などが知られ

ている。偏光顕微鏡法では、ステージを回転させ偏光板を抜き差しするなどの複雑な操作が必要

 
図7、位相差蛍光法と位相差偏光法による測定の

相関 

  

 

図8、バイオ蛍光法と偏光顕微鏡法の比較。微細クリソタイルは偏光法

で見落とされる可能性がある。 
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図9、HNSタンパク質と改変型TmAFPの角閃石系アスベストへの結合に対する

ギ酸処理の影響。従来のHNSタンパク質では、ギ酸処理によりアスベストへ

の結合量が大幅に低下した（左図）。一方で、改変型TmAFPではギ酸処理し

てもほとんど低下しなかった（右図）。 

になる。また、位相

差分散顕微鏡法では、

複数の浸液を用いた

試料の調製が必要で、

さらに感度があまり

良くないため細い繊

維の判定ができない

などの問題があった。

バイオ蛍光法は、簡

便で高感度な検出方

法である。そこで、

バイオ蛍光法を建材

中に存在するアスベ

ストの検出に応用す

るために検討を行な

った。 

 建材中に存在する

浮遊する巨大な粒子

を減らすために、ギ

酸処理の工程を加え

ることが有効と考え

られた。しかし、ギ酸処理を行うと、従来型のアスベスト結合タンパク質の結合量が大幅に下が

ってしまう問題があった。ギ酸処理後、NaOH処理と水洗浄の工程を加える事で、結合量の低下は

ある程度抑えられることが分かったが、処理工程が増え複雑になる問題が残った。そこで、別途

アスベスト結合タンパク質として開発されていた改変型TmAFPタンパク質（改変型TmAFP）を利用

することとした。TmAFPタンパク質は、不凍タンパク質として知られ、氷の表面に結合して、氷の

結晶の成長を抑制するタンパク質である。平行なβシートからなる平面性の高い領域をもつ分子

で、βシートの両端にあるスレオニン残基が、氷の表面の酸素原子と相互作用することにより氷

と強く結合する。このTmAFPの持つ特徴的な平面性の高い構造は、氷の表面だけでなく、様々な無

機固体表面に結合する分子骨格として利用できると考えられる。改変型TmAFPは、野生型TmAFPの

第37〜61番目の中で、第39、41、51、53番目のスレオニン残基をリシンに置換し、第56番目のリ

シンをグリシンに置換したもので、アスベストに強く結合する。この改変型TmAFPを用いて建材中

のアスベストの検出を行なった。模擬建材サンプルとして、10 mgのロックウールと0.1 mgの角閃

石系アスベスト（アモサイト）を混合したものを作製した。従来のHNSタンパク質は、ギ酸処理に

より角閃石アスベストへの結合が低下し、蛍光が大幅に低下することが分かった（図9左）。一方

で、今回新しく調製した蛍光標識した改変型TmAFPは、ギ酸処理有無にかかわらず角閃石アスベス

トに結合し、強い蛍光を観察できることが分かった（図9右）。ロックウール繊維は、ギ酸処理に

より溶解され、細かい粒子状になった様子が位相差顕微鏡で観察された。従来のHNSタンパク質は、

ギ酸処理により発生した細かい粒子に非特異的に吸着されてしまい、その結果、角閃石系アスベ
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ストへ結合する量が大幅に低

下したと考えられる。一方で、

改変型TmAFPは従来のHNSタン

パク質よりも特異性が高いた

め、ギ酸処理により発生した細

かい粒子に非特異的に吸着さ

れず、角閃石系アスベストへ結

合する量がほとんど低下しな

かったと考えられる。 

次に、実際の建材サンプルを

用いて評価を行なった。具体的

には、12.3 %のクロシドライト

を含む吹付け材と3.3 ％のア

モサイトを含む建材を用いた。

上記と同様に、ギ酸処理後に蛍

光標識した改変型TmAFPを結合

させた。洗浄後、処理したサン

プルを蛍光顕微鏡で観察を行

なった。その結果、吹付け材及

び建材サンプルの両方とも、角閃石系アスベストだと思われる繊維に、強い蛍光が観察された（図

10）。以上の結果から、改変型TmAFPを用いることで、バイオ蛍光法を建材中の角閃石系アスベス

トにも応用できることがわかった。また、すでに開発しているDksAを用いれば、クリソタイル（蛇

紋石系アスベスト）が検出できる。以上、建材のギ酸処理からプローブ結合まで10分で終了する

アスベスト迅速検査法が開発できた。 

 

２）現場での計測が可能な小型

蛍光顕微鏡の開 

現場で蛍光法をより迅速に

実施するためには、携帯型の蛍

光顕微鏡が必要である。3Dプリ

ンターによる試作器の製作や、

WiFi機能付きカメラ

（DSC-QX100、ソニー社）、タ

ブレットPC(iPad-mini2、アッ

プル社)などの家庭用機器を利

用した試作器の製作を試みた

（図11）。その中で、iPad-mini

を利用すると非常に使いやす

く、安価で高性能な蛍光顕微鏡

 

図10、吹付け材（A）と建材(B)に含まれる角閃石系アスベストの

蛍光検出。 

 

図11、WiFi機能つきカメラを利用した小型蛍光顕微鏡の試作 
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が開発可能であることが分かった。そこで、

iPad-miniを利用した試作器をさらに改良し、

現場への携行性と使用感を高めたモデルの試

作を行った。その結果、箱型ボディー内部に光

学系（レンズ20倍、開口数0.4、LED励起光470nm、

蛍光フィルター510nm）を収納し、片手で持て

るキャリングハンドルを装備し、モバイルバッ

テリーで動作可能なiPad蛍光顕微鏡が完成し

た（図12）。天板にiPadを載せることで、iPad

の背面内蔵カメラを光路に接続すると、ディス

プレイ上の表示倍率において約300倍、iPadの

表示拡大機能を使えば約1,000倍で観察を行う

ことができた。理論上の分解能は0.7μmであっ

た。完成した顕微鏡でアスベストの蛍光観察を

行ったところ、iPadの画面上で明瞭に観察する

ことが可能であった。また、iPadの通信機能を

使って、離れた検査室に画像をリアルタイムで

送ることができた（図13）。これによって、現

場に熟練者がいなくとも、検査室に送る事で、

判定のサポートができると考えられた。あるい

は、ホストコンピュータで解析して、自動で結

果をレポートすることも可能と考えられた。バ

イオ蛍光法によるアスベスト測定実施のため

に有力な顕微鏡として利用できると考えられ

た。 

 

(３) ナノ材料に結合する蛍光バイオプローブの開発と蛍光検出への応用 

１）カーボンナノチューブの蛍光検出 

カーボンナノチューブ（CNT）は、グラフェンシートが単層または多層で繊維状になった物質で、

他ではみられない特殊な物性をもつことから、エレクトロニクス分野をはじめさまざまな分野で

応用されている。しかし、CNTは、繊維状の形状を持ちアスベストと同じように、悪性中皮腫を引

き起こす事が報告された。現在、CNTの観察には電子顕微鏡が用いられており、日常的にCNTの飛

散をモニタリングする方法は確立されていない。バイオ蛍光法で観察できる微細クリソタイルの

直径は、30-35nmであることがわかっている。ナノマテリアルは、通常の光学顕微鏡では見ること

ができないくらい小さいが、蛍光でラベルすれば、その存在は可視化できる。そこで、CNTの検出

にバイオ蛍光法を応用すれば、手間のかかる電子顕微鏡と比べ、はるかに簡便にCNTを検出できる

と考えられた。 

CNTは非常に疎水性が高いことが知られている。細胞膜も同様に疎水性が高いので、細胞膜に結

合するペプチドなら、CNTにも結合するのではないかと考え検討を行なった。細胞膜結合ペプチド

 
図13、遠隔地でのサポート。iPadの通信機能を

利用して、リアルタムに遠隔地で同一画像を見

ることが出来る。 

 

 

図12、開発した携帯型蛍光顕微鏡。 
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として、哺乳類の細胞膜に結合する事がわか

っているMatoparan-X（14アミノ酸から成るペ

プチド）を用いた。このペプチドをビオチン

化し、Cy3で標識されたストレプトアビジン

(Streptavidin-Cy3)と混合して蛍光標識し、

蛍光検出プローブ

(Mastoparan-X-Streptavidin-Cy3)を作製し

た。この蛍光検出プローブが、CNTに結合する

か確認を行なうために、まず多層カーボンナ

ノチューブ(MWCNT)への結合を観察した。この

MWCNTの直径は約140nmという大きさのため、

位相差顕微鏡でも観察することができた。蛍

光検出プローブとMWCNTをチューブ中で混合し蛍光顕微鏡で観察を行なったところ、MWCNTが蛍光

で光っている様子が観察された（図14）。この事から、細胞膜結合ペプチドはCNTに結合できるこ

とが分かった。次に、単層カーボンナノチューブ(SWCNT)を蛍光検出プローブによって検出できる

か検討を行なった。その結果、金属型と半導体型の両方のSWCNTを蛍光顕微鏡で検出することがで

きた(図15)。SWCNTの場合、直径が約1.5nmと非常に細いため、位相差顕微鏡では見えないのに対

し、蛍光顕微鏡では蛍光で可視化できていた(図15)。 

 

２）ナノ粒子（酸化チタン、酸化亜鉛、銀）の蛍

光検出 

ナノ材料は、100 nm以下の非常に小さいサイズ

を持つことから、バルク材料にはない特性を有し

ており医薬品や化粧品などの製品に使用されて

いる。しかし、一方で吸引による生体影響への懸

 

図14、多層カーボンナノチューブ(MWCNT)の蛍光

顕微鏡観察 

 

図15、単層カーボンナノチューブ(SWCNT)の蛍光顕微鏡観察結果。金属型（A）と半導体型(B)

の両方のSWCNTを蛍光で可視化することができた。 

 表3、無機材料と結合ペプチド 
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念がされている。酸化チタンでは、発がん性があることが報告されており、また銀のナノ粒子は、

神経毒性が報告されている。酸化亜鉛ナノ粒子は、毒性は低いが一時的な肺の炎症作用を持つこ

とが報告されている。ナノ粒子を管理するためには、測定法が必要となるが、ナノ粒子は通常の

光学顕微鏡では見えないことから観察や測定を電子顕微鏡に依存しており、簡便な測定法は未だ

確立されていない。そこで、これらのナノ粒子を、蛍光で簡便に検出する技術の開発を行なった。 

 本研究室では、ビオチンで標識したペプチドを蛍光標識されたストレプトアビジンの1分子上に

4つ提示させたプローブは、単一のペプチドに比べ飛躍的に結合力を向上することを見出している。

この技術を無機材料結合ペプチドに

応用することを試みた。ナノ粒子に結

合するペプチドには、すでに報告され

ている無機材料結合ペプチドを利用

した（表3）。例えば、酸化チタン結

合ペプチドでは、結合ペプチドの配列

（RKLPDAPGMHTW）の後にGGGSGGGSのリ

ンカー配列を付加し、C末端にビオチ

ンを修飾したペプチドを作製した。こ

のペプチドとCy3で標識されたストレ

プトアビジンを混合することで、酸化

チタン検出用蛍光プローブを作製し

た。また、酸化亜鉛と銀の可視化にも

同様にビオチン標識ペプチドを合成

し、検出用蛍光プローブを作製した。 

 まず、酸化チタンのナノ粒子の蛍光

検出を行なった。酸化チタン検出用蛍

光プローブと酸化チタンナノ粒子と

をチューブ中で反応させた後、位相差

と蛍光顕微鏡で観察を行なった。位相

差顕微鏡では、粒子の形態はほとんど

観察できないのに対し、蛍光顕微鏡で

は酸化チタンのナノ粒子を可視化す

ことができた（図16A）。同様に、酸

化亜鉛ナノ粒子と銀ナノ粒子につい

ても蛍光検出を行なったところ、位相

差顕微鏡では、粒子の形態はほとんど

観察できないのに対し、蛍光顕微鏡で

は酸化亜鉛ナノ粒子と銀ナノ粒子を

それぞれ可視化することができた（図

16B、C）。 

 

図16、酸化チタンナノ粒子(A)、酸化亜鉛ナノ粒子(B)、銀ナ

ノ粒子(C) の位相差及び蛍光顕微鏡の観察結果 
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以上の結果から、どのナノ粒子も蛍光で可視化することに成功したが、どの程度の大きさのナ

ノ粒子を検出できているのかは分からなかった。そこで、蛍光で検出されたナノ粒子の粒子径を

調べるために、光電子相関顕微鏡を用いた検討を行なった。この顕微鏡は、蛍光顕微鏡と電子顕

微鏡で共通した試料台を用いて位置情報を共有することで、蛍光で観察した同じ視野を、電子顕

    

図17、蛍光検出できた酸化チタンナノ粒子の電子顕微鏡観察結果。蛍光顕微鏡（400倍）とほぼ

同じ位置に酸化チタンナノ粒子が確認できた（A）。ナノ粒子の位置を推測し、拡大していくと

約17,600倍の倍率ではっきりとナノ粒子を観察する事ができ、165nm、98nmのナノ粒子であるこ

とが分かった（B）。 
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微鏡でも観察することができる。まず、蛍光染色した酸化チタンナノ粒子をフィルター上に固定

化し、蛍光顕微鏡で観察後、電子顕微鏡で同じ視野を観察した(図17)。蛍光とほぼ同じ位置に酸

化チタンナノ粒子が確認できたが、電子顕微鏡画像（倍率4,650倍）では、粒子が見えづらく、蛍

光画像の方が観察しやすいことが分かった（図17A）。電子顕微鏡での倍率を約17,600倍まで上げ

て観察すると、ナノ粒子をはっきりと観察することができた（図17B）。これらの粒子サイズを測

定した結果、165 nmと98 nmであることが分かった（図17B）。 

次に、酸化亜鉛ナノ粒子について同様な検討を行なった。蛍光とほぼ同じ位置に酸化亜鉛ナノ

粒子が確認できた（図18A）。さらに、電子顕微鏡での倍率を約8,600倍まで上げて観察すると、

ナノ粒子をはっきりと観察することができ、粒子のサイズを測定した結果、168 nmと218 nmであ

ることが分かった（図18B）。次に、銀ナノ粒子について検討を行なった。蛍光とほぼ同じ位置に

銀ナノ粒子が確認できた（図19A）。さらに、電子顕微鏡での倍率を約11,000倍まで上げて観察す

ると、ナノ粒子をはっきりと観察することができた。この粒子サイズを測定した結果、190 nmで

あることが分かった（図19B）。 

以上の結果から、３種類のナノ粒子は、いずれも100 nm〜200 nm程度の大きさであった。ナノ

粒子の一次粒子は100 nm以下なので、蛍光で観察できた粒子は、いくつかの粒子が集まったもの

であると推測される。そこで、一次粒子を検出するためさらに検討を行なった。具体的には、高

輝度蛍光色素であるBrilliant Blue 515が標識されたストレプトアビジンを利用することで検出

感度を向上させることができるのではないかと考え検討を行なった。この蛍光色素（Brilliant 

Blue 515）は、最も一般的な蛍光色素であるFluoresceinの約7倍の蛍光強度を持つことが知られ

ている。酸化チタン結合ペプチドとBrilliant Blue 515で標識されたストレプトアビジンを利用

して、高輝度の酸化チタン検出用蛍光プローブを作製した。この高輝度蛍光プローブで、酸化チ

タンナノ粒子を蛍光染色し、光電子相関顕微鏡で解析を行なった。上記の光電子相関顕微鏡で評

価した際、ナノ粒子を光電子相関顕微鏡で見つけ出すことが非常に困難であった。具体的には、

蛍光で観察した視野（400倍）の位置情報の誤差は、電子顕微鏡でナノ粒子を観察する際（数万倍）

には非常に大きくなり、電子顕微鏡でナノ粒子の位置を特定するのは容易ではなかった。そこで、

あらかじめ蛍光で染色したアスベスト繊維をマーカーとして用いて、マーカーの位置情報からナ

ノ粒子の位置を特定することで、複数の視野でナノ粒子の位置を特定し観察を行えるようにした。

上記の蛍光染色した酸化チタンナノ粒子を固定したフィルターに、蛍光で染色したアスベスト繊

維をマーカーとして固定化した。このように調製したサンプルを蛍光顕微鏡と電子顕微鏡で観察

を行なった(図20)。電子顕微鏡で、マーカーであるアスベスト繊維は観察しやすいが、一方でナ

ノ粒子は非常に見つけにくい様子が分かる（図20A）。マーカーの位置から、これによりナノ粒子

の位置の特定も容易にできた。電子顕微鏡で観察された酸化チタンナノ粒子のサイズを測定した

ところ、約44 nmであることが分かった(図20B)。使用した酸化チタンの一次粒子のサイズが21 nm

程度あることから、これは一次粒子ではないと推測された。そこで、さらに別の視野を観察した

ところ、サイズが約28 nmの酸化チタンナノ粒子を観察することができた(図21A)。これは、酸化

チタンナノ粒子の単粒子を観察できたと考えている。さらに、蛍光画像と電子顕微鏡画像を重ね

あわせると、両者がよく一致した（図21B）。ナノ粒子の蛍光が電子顕微鏡の粒子サイズより大き

く観察された。光学顕微鏡の分解能は250 nm程度であるので（回折限界）、蛍光は実際のナノ粒

子よりも大きく観察されたと考えられる。蛍光法では、分解能の限界でナノサイズの正確な計測
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は出来ないものの、ナノ粒子を簡便に検出することが可能であることが分かった。 

 

    

図18、蛍光検出できた酸化亜鉛ナノ粒子の電子顕微鏡観察結果。蛍光顕微鏡（400倍）とほぼ同

じ位置に酸化亜鉛ナノ粒子が確認できた（A）。ナノ粒子の位置を推測し、拡大していくとはっ

きりとナノ粒子を観察する事ができ、168nm、218nmのナノ粒子であることが分かった（B）。 
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図19、蛍光検出できた銀ナノ粒子の電子顕微鏡観察結果。蛍光顕微鏡（400倍）とほぼ同じ位置

に酸化チタンナノ粒子が確認できた（A）。ナノ粒子の位置を推測し、拡大していくと約11000

倍の倍率ではっきりとナノ粒子を観察する事ができ、190nmのナノ粒子であることが分かった

（B）。 
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図20、高輝度蛍光色素を用いて検出できた酸化チタンナノ粒子の電子顕微鏡観察結果。マーカー

であるアスベスト繊維は観察しやすいが、一方でナノ粒子は非常に見えにくい（A）。マーカー

（蛍光標識したアスベスト）の位置からナノ粒子の位置を推測し、拡大していくと約29000倍の

倍率ではっきりとナノ粒子を観察する事ができ、44nmのナノ粒子であることがわかった（B）。 
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図21、高輝度蛍光色素を用いて検出できた酸化チタンナノ粒子の電子顕微鏡観察結果。マーカー

(蛍光標識したアスベスト)の位置からナノ粒子の位置を推測し、拡大していくと約28000倍の倍

率ではっきりとナノ粒子を観察する事ができ、28nmのナノ粒子であることがわかった（A）。電

子顕微鏡と蛍光顕微鏡の観察を重ね合せた結果、両者がよく一致している様子がわかる（B）。 
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３）銀ナノ粒子結合タンパク質の探索と蛍光検出 

さらにアスベスト結合タンパク質と同様の手法を用いて、新たに銀ナノ粒子に結合するタンパ

ク質の探索を行った。大腸菌の中には、約4,000種類のタンパク質が存在する（タンパク質ライブ

ラリー）。このタンパク質ライブラリーの中から銀に結合

するタンパクを探した(図22)。MALDI-TOF質量分析によっ

てタンパク質の解析を行なったところ、45 kDa付近のもの

はelongation factor Tu (EF-Tu)、21.5 kDa付近のものは

Transcription elongation factor (GreA)であると同定す

ることができた。 

 同定されたEF-Tu及びGreAについて結合能の評価を行う

ために、それぞれのタンパク質の発現と精製を行なった。 

EF-Tuタンパク質の発現にはpET-tufBベクターを用い、

GreAタンパク質の発現にはpET-GreA-AviTagを用いた。こ

れらのプラスミドを大腸菌BL21(DE3)に導入することでタ

ンパク発現を行ない、

HisTagを用いたアフィ

ニティクロマトグラフ

ィによりタンパク質を

精製した。その結果、全

ての発現条件で、タンパ

ク質の可溶性で発現し

ており精製する事がで

きた。その中でもEF-Tu

は15 ℃培養、GreAは

37 ℃培養の条件で発現

及び精製したサンプル

の純度が高かったため、

これらの精製タンパク

質を用いて蛍光標識を

行なった。 

 精製したEF-Tu、GreA

タンパク質をCy3で蛍光

標識し、蛍光検出プロー

ブを作製した。蛍光標識

率（タンパク質に結合す

る蛍光分子のモル数を

全タンパク質のモル数

で割ったもの）は、

EF-Tu-Cy3は0.79、

   

図22、銀結合タンパク質の電気泳動 

  

図23、EF-Tu-Cy3(A)とGre-A-Cy3(B)を用いた銀ナノ粒子の蛍光顕微鏡観察

結果。 
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GreA-Cy3は0.59であった。作製したEF-Tu-Cy3, GreA-Cy3を終濃度50 nM、銀ナノマテリアルを終

濃度200 pg/mlとなるように10 mM Tris-HCl (pH7.5)条件下で混合し、蛍光顕微鏡により観察を行

なった。その結果、EF-Tu-Cy3とGreA-Cy3のどちらでも、位相差顕微鏡では見えない銀ナノ粒子を

蛍光可視化できることが分かった(図23)。 

 

５．本研究により得られた成果 

（１）科学的意義 

 バイオ蛍光法は、蛍光で修飾したアスベスト結合タンパク質によって、アスベストを蛍光で

可視化する世界で初めての技術である。バイオイメージングの世界を無機物質の検出に広げた

ことは、科学的に大きな意義がある。バイオ蛍光法では、これまで電子顕微鏡でしか見えなか

った微細なアスベスト繊維が「低倍率」で見えることが分かった。また、環境ナノ粒子や工業

用ナノ材料の観察には透過型電子顕微鏡や原子間力顕微鏡などが用いられているが、これらの

方法は装置自体が非常に高価であるうえ、高倍率の観察であるため時間がかかる。バイオ蛍光

法は、広い視野でも電子顕微鏡なみの感度と位相差顕微鏡なみの手軽さで見えるため、現場な

どの日常的なアスベストやナノ材料の検出法として有望である。 

 

（２）環境政策への貢献 

＜行政が既に活用した成果＞ 

平成26年環境省水大気環境局大気環境課による「建築物の解体等に関わる石綿飛散防止マニ

ュアル」にバイオ蛍光法が記載され（p.146）、石綿飛散防止に貢献した。 

 

＜行政が活用することが見込まれる成果＞ 

 解体現場等が我が国におけるアスベスト繊維の主要な発生源であることに鑑み、公定法とは

別に新たな迅速計測法が求められている（環境省アスベストモニタリングマニュアル第4版）。

しかしながら、現場でのアスベスト飛散のモニタリングに対応する技術は未だ確立されておら

ず、バイオ蛍光法の実証と普及が求められている（第10回中央環境審議会大気・騒音振動部会

石綿飛散防止専門委員会、資料1、p.6）。バイオ蛍光法は、平成25年6月21日に改正された大気

汚染防止法（アスベストのモニタリングを強化）への対応に貢献できる。 

一方、近年技術開発が進んでいるナノ材料については、環境中への放出による人の健康や環

境への影響が懸念されているが、生体・環境毒性評価に関する試験手法の確立、環境・生体中

の動態等に関する知見の集積、ナノサイズの粒子の特性を踏まえた環境リスクの評価方法の確

立等が課題となっている。特にナノ材料による環境影響防止に向けた検討の基盤として、一般

環境中及び生体内におけるナノ材料の動態解析ツールの開発が不可欠とされている。バイオ蛍

光法はナノ材料の検出にも応用可能であり、リスク管理・評価手法の高度化を図る行政ニーズ

に貢献する。 
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[Abstract] 

 

Key Words:  Asbestos, Rapid detection, Fluorescence, Bioprobe, Nanomaterials 

 
Biofluorescence method is an analytical method that uses fluorescently labelled 

proteins or peptides specifically binding to target inorganic materials in order to visualize 
them under fluorescence microscopy. Using asbestos-binding protein, we found that 
single asbestos fibrils with a diameter of approximately 30 nm could be observed under 
fluorescence microscope. Asbestos fibers that are stained using biofluorescence method 
glow against the dark background, making it possible to visualize even those fibers that 
are thinner than the resolution limit of optical microscopy (and could be previously 
observed only using electron microscopy). A notable advantage of biofluorescence 
method is that by observing the fibers under fluorescence microscope, it is possible to 
simultaneously confirm if they are asbestos by the presence of fluorescent staining. On the 
other hand, when using the official method of asbestos analysis, elemental composition of 
each fiber has to be individually analyzed using specific X-rays emitted under electron 
beam. Since this method requires highly skilled analysts and is extremely time-consuming, 
it is considered unsuitable for asbestos risk monitoring at demolition sites. In order to 
obtain official approval for the application of biofluorescence method to the analysis of 
airborne asbestos fibers and to facilitate its practical use, this research seeks to 
accumulate data on statistical correlation between the test results obtained by 
biofluorescence method and the currently approved (electron microscopy-based) method. 
Our data for 64 field samples demonstrated high correlation between the test results by 
biofluorescence method and the officially approved (electron microscopy-based) method 
(r=0.87). We also succeeded in developing a portable fluorescence microscope for use in 
rapid on-site testing by biofluorescence method. Seeking to promote wider use of 
biofluorescence method beyond asbestos analysis, we have obtained binding peptides for 
titanium and zinc oxides, carbon nanotubes and silver nanoparticles, and developed 
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fluorescent bioprobes that bind to these potentially toxic nanomaterials. All of the target 
materials were successfully visualized under fluorescence microscopy, expanding the 
application of biofluorescence method to detection and tracking of toxic nanomaterials. 
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資料集 

 

解体現場大気サンプルを用い、蛍光法（位相差蛍光法）と公定法（電子顕微鏡法）で計測した

アスベスト濃度の比較を行った（図３、図４）。本資料集では、その際の位相差画像と蛍光画像、

電子顕微鏡の画像とEDX分析を行った結果を掲載している。位相差蛍光法では、位相差顕微鏡で観

察した繊維が蛍光を持つ場合には、アスベストと判定した。ただし、ロックウールなどは、繊維

の回りに薄く蛍光を持つものが存在するので、その場合は「蛍光なし」と判定した。また、蛍光

粒子が繊維の回りに付着している様な場合も「蛍光なし」と判定した。 
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