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可視光応答型光触媒による大腸菌の光殺菌効果の可視化の検討 
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Abstract 

Photosterilization of pathogens is potentially useful for infection control in healthcare facilities or public environments. Currently, the 

most widely used photocatalyst is TiO2 that requires ultraviolet (UV) light to generate reactive oxygen species known as bactericidal 

agents. However, its application is limited because of cytotoxicity of UV light, whereas visible-light responsive photocatalyst is expected 

as an alternative technology. Here, we prepared WO3, a visible-light responsive photocatalyst, and constructed a model to visualize the 

process of bactericidal effect of WO3 against Escherichia coli. In the model, fluorescence microscopic analysis was performed. It was 

found that propidium iodide as dead cell indicator specifically stained cells attaching on WO3 micro-scale granules, suggesting that the 

photosterilization effect of WO3 could be influenced by the contact between Escherichia coli cells and the catalyst granules. 
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1. 緒言 

 

 病原体の殺菌は、免疫力の低下した患者の多い病院にお

いて、院内感染防止の観点から重要な課題である。このよ

うな問題に対し、アナターゼ構造を持つ酸化チタンの大腸

菌群の光殺菌効果が注目されている [1, 2]。酸化チタンは波

長410nm以下の光照射により励起し、その触媒作用により溶

存酸素や水から・OH（ヒドロキシラジカル）などの酸化剤

ラジカルが生成する。この酸化剤ラジカルが細胞内の補酵

素を酸化し、代謝経路を破壊することにより、微生物細胞

が死滅するものと考えている [3, 4]。しかしながら、TiO2 に

おける光殺菌効果は、紫外線照射下でしか機能しない。こ

れに対して、最近、可視光応答性の光触媒として、WO3 が

注目されている [5]。WO3 は、可視範囲（2.5～2.8 eV）の

間に吸収端をもつn型半導体であり、可視光照射下で光触媒

活性を示す [6]。この可視光の照射によって励起したWO3

のホールは、その高い価電子帯準位のために強い酸化力を

持ち、酸化剤ラジカルを生成するが、その殺菌メカニズム

の詳細は分かっていない。そこで、本研究では、これらの

可視光応答型光触媒における大腸菌の光殺菌効果について、

モデル実験系を構築して、蛍光顕微鏡観察により殺菌プロ

セスを可視化する条件を検討した。 

 

2. 実験方法 

 

2.1 光触媒の調製 

 WO3 粉末は、アンモニウム塩熱分解法により調製した 

[7]。WO3 は、パラタングステン酸アンモニウムを空気中 

400, 500 ºCで2時間焼成することで調製し、昇温速度は 

10 °C/min とした。合成した酸化物に関するキャラクリゼー

ションは、粉末X線回折 (XRD) 測定により実施した。 

2.2 光殺菌能の評価 

 殺菌の試験菌として、大腸菌Escherichia coli BW25113を用

いた。試験菌は、LB培地で37 ºC、120 rpmで一晩培養し、リ

ン酸緩衝生理食塩水（PBS）で2回洗菌後、PBSで置換懸濁

液を104または105希釈して使用した。触媒液は、ガラスサン

プル瓶に入れたPBS菌体懸濁液10 mlに酸化タングステン触

媒を100 mg添加して調製した。光照射装置（分光計器製

OTENTOUSUN-III）にて、室温で3.5時間照射した。照射中、

ガラス瓶中の触媒/菌体懸濁液をスターラーにより100 rpm

で攪拌した。大腸菌の生菌数は、LB寒天プレート上のコロ

ニー数の測定（colony forming unit: CFU）により評価した。 

2.3 光殺菌の顕微鏡観察による評価 

 殺菌の状態を臭化プロピジウム（PI）による死菌体染色に

より評価した。PIは、死菌体の損傷した膜から細胞内に侵入

して核を染色する蛍光試薬である。3.5時間照射後の菌体/触

媒懸濁液をよく懸濁した後、その15 μLに対してスライドガ

ラス上でPI溶液を終濃度3.5 μMになるように添加して5分以

上染色した[8]。その後、蛍光顕微鏡Eclipse 80i（Nikon）に

て、励起、蛍光波長をそれぞれ525–550 nm、565 nmにて観

察した。撮影した画像を画像解析ソフトImage Jを用いて明

視野画像と蛍光画像を合成した。 

 

3. 結果及び考察 

 

3.1 XRD測定 

 調製したWO3 光触媒の結晶構造を確認するために、XRD  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 WO3 に関するXRDパターン 
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測定を実施した。Fig. 1 には、種々の温度で処理したWO3 に

関するXRDパターンを示している。空気中400 °Cの熱処理に

よってWO3相が確認されるが、単斜晶系, 三斜晶系, 六方晶

系の各WO3相が混在していた。空気中500 °C以上で焼成する

と、単斜晶系のWO3単相へと変化した。この図から、パラ

タングステン酸アンモニウムを空気中500 °Cで2時間処理す

ると、単一相のWO3 が得られることを確認した。 

 

 

3.2 光触媒活性試験 

 酸化タングステンWO3の大腸菌生菌数への殺菌効果を

調べた。殺菌プロセスを可視化するモデル実験系を構築

するために、初期生菌数よりCFUで1桁程度の殺菌力を示

す条件を様々に検討した結果、Table 1に示す通り、室温、

3.5時間の光照射により、初期値の108からコントロールの

光照射なしと比べて、107の桁へと1桁低下する条件を確

認した。 

 

Table 1 光照射による大腸菌の生菌数変化 

条件 時間(h) 生菌数  (CFU/mL) 

初期 0 1.62 (±0.78) ×108 

光照射なし   3.5 2.06 (±0.54) ×108 

光照射あり 3.5 1.46 (±0.48) ×107 

 

 次に、光触媒粒子の殺菌力は、一般に光触媒粒子との

接触または近傍で生じると考えられることから、粒子と

菌体との接触の状態を顕微鏡により観察した（Fig. 2）。

その結果、菌の死滅状態を示すPI染色陽性の菌体は、酸

化タングステン粒子上に付着した状態であったのに対し

て、粒子周辺に確認された大腸菌菌体の多くはPI陰性で

あったことが示された。このことは、本条件における光

触媒の殺菌力が、菌体との接触に大きく依存する可能性

を示唆している。 

 本殺菌モデル系は、今後、菌体とのコンタクトに関与

する様々な因子（粒子径、細孔、塗布方法など）の検討

に役立つと期待できる。また、非接触による殺菌プロセ

スの有無と可視化方法を検討する必要がある。 

 

 

4. 結論 

 

 本研究では、可視光応答型光触媒（WO3）を調製し、可

視光照射下におけるWO3の大腸菌に対する光殺菌効果を調

べた。以下に、本研究の成果を列挙する。 

 

1. XRD 測定から、パラタングステン酸アンモニウムを空

気中 500 °C で 2 時間処理すると、単一相の WO3 が得ら

れることを確認した。 

2. WO3 は 10 mg/ml で、3.5 時間の光照射により生菌数

（CFU/mL）で 1 桁の殺菌力を示した。 

3. 殺菌菌体をPI 染色した結果、WO3触媒粒子に接触し

た菌体に死滅菌体を確認した。 
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Fig. 2 WO3光触媒粒子と大腸菌のPI染色像 

殺菌された大腸菌細胞はPIに染まり赤く光る。PI染色陽

性細胞はWO3粒子上に分布しており（矢印）、背景には

染色されていない細胞が見られる。 

Scale bar:50 μm 
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