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研究成果の概要（和文）：本研究は，ナノ粒子の構造化過程における可視化計測を実現し，さら

に，計測したナノ粒子から，所望のナノ構造を組み立てるアクティブナノ粒子構造制御を実現

するための基盤技術を開発することを目的としている．本研究では，金属ナノ粒子の粒径を計

測するための計測システムを構築し，蛍光偏光法を用いたナノ粒子粒径の in-situ 計測技術を
開発した．その結果，ナノ粒子粒径の計測に関する基本特性を評価し，直径 10nm以下の粒子
粒径の相対変化を，測定できることを実験的に確認することに成功した． 
 
研究成果の概要（英文）：For the quality assurance of nanoparticles, nanoparticles size 
evaluation tool is required. In this study, nanoparticles size evaluation method based on 
fluorescence polarization is proposed. We also developped the method to control the 
nanoparticle aggregation by using deveolopped nanoparticle sizing system. Fundamental 
investigation using the nano particle sizing system is performed for 10 nm gold nano 
particle Gold nanopartilce and standard particle is measured with varying viscosity and 
temperature, and the measurement results are relatively agree with the change of the 
nanoparticle sizes. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 近年，1nm~100nmの粒径を有するナノ粒
子の応用開発が盛んに行われており，その機

能は，光導波路，生物センサー，触媒など様々

な分野に応用されている．また，粒径が 4nm
未満の金属ナノ粒子が触媒活性を向上する

効果が確認されるなど，1-10nm の粒径に属

するナノ粒子の応用も拡大してきている．こ

れらの応用開発で，ナノ粒子の品質管理を行

うにはナノ粒子の粒径を正確に評価する技

術を確立することが重要となる．本研究では、

蛍光偏光法を用いたナノ粒子粒径評価シス
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テムを提案し，溶媒中のナノ粒子の平均粒径

や粒度分布を評価する技術を確立すること

を目指している．  
 
２．研究の目的 
	
 ナノ粒子構造のアクティブ制御技術を確

立するために，ナノ粒子の粒径を評価する技

術によってナノ粒子構造体の加工単位とな

るナノ粒子を選別する技術を確立し，構築し

た粒径評価システムに，ナノ粒子の凝集制御

システムを組み込みナノ粒子のアクティブ

制御を行う技術を確立することを目指す． 
 
３．研究の方法 
（1）蛍光偏光法 
	
 Fig.1 に示すように溶液中に分散している
蛍光粒子に直線偏光の励起光を照射すると

き，励起光と平行な偏向成分を持つ蛍光粒子

が励起されて，この時間内に，ブラウン運動

のために，蛍光の偏向解消が生じる．この偏

向解消の程度は、蛍光異方性 r(t)で定義でき
る． 
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θは回転相関時間であり，ナノ粒子のサイズ，

形状，周囲状態によって変化するパラメータ

ーである．蛍光異方性の信号取得では，観察

した蛍光を，励起光の偏光方向と平行な成分

I||と垂直な成分 I⊥に分けて，以下の式から求
められる．  
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Fig.1 蛍光偏光法による偏光解消計測原理 
 
(2) 周波数領域蛍光法 
	
 本研究では，上述の蛍光偏光度の測定に，

周波数領域蛍光法を用いる．ある周波数で変

調した励起光を蛍光粒子に照射し，励起され

た蛍光を、励起光の偏光方向に対して垂直な

成分と平行な成分に分けてみると，その 2つ
の信号は位相と強度の差が発生する．この位

相と強度の差から上述の回転相関時間θを

求める．ΔΦは位相差，YAC(AC||/AC⊥) は振
幅比 YDC(DC||/DC⊥)は平均値の比，ωは励起
周波数，τは蛍光寿命である． 
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回転相関時間θの値から，蛍光異方性を評価

すれば，蛍光異方性 r(t)とナノ粒子の関係に
基づいて，測定する粒子の粒径を求めること

ができる． 
」	
  
（3）実験装置構成 
	
 本研究で用いた光学系を Fig.2 に示す．光

源は波長 488	
 nm の Ar+レーザを用い，偏光子

で励起光の直線偏光度を高めた状態でサン

プルに照射する．サンプルからの蛍光は対物

レンズ・結像レンズ・冷却 CCD からなる顕微

鏡光学系で観測している．光学系内にダイク

ロイックミラーやロングパスフィルターを

挿入する事により，励起光の反射光や粒子に

よる散乱光，迷光を防いでいる．また，冷却

CCD の直前にビームディスプレーサを配置す

る事によって，蛍光を互いに垂直な偏光方向

を持つ二つの光に分離でき，蛍光偏光度を 1

回の照射で測定できる．サンプルは，約 20	
 μ

l の溶液を一回に測定可能でありサーもプレ

ートを置く事によって，溶液の温度を制御し

ている．測定システムである蛍光偏光法は，

蛍光顕微鏡光学系と一体化されている．また，

ビームディスプレーサーによって，蛍光偏光

度の in-situ 測定が可能となっている．	
 
	
 
	
 

	
 
	
 

Fig.2	
 実験装置基本構成	
 
	
 

４．研究成果	
 

(1)蛍光粒子の粒径評価 
	
 この研究で測定対象となる金属ナノ粒子

の粒径評価を行う場合，蛍光標識付き金属ナ

ノ粒子について，回転相関時間の評価と粒径

の計測を行う必要がある．本研究では，ナノ

粒子粒径計測を実現するため，顕微鏡システ



 

 

ムに組み込み可能な回転相関時間の計測シ

ステムを開発し，粒径が約 1nm の蛍光粒子

の回転相関時間を計測し，その測定データが

Debye-Stokes-Einstein (DSE)の関係式に従
うことをした．粘度η，温度Tに反比例する． 
VHは流体力学的体積，粒子のサイズ・形状と
境界条件に依存する．l は球面調和関数、kB
はボルツマン係数である． 
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 蛍光粒子を標準粒子として，構築した装置

の計測特性を評価した．温度を 20.4℃に一定
に保ち，粒子の境界条件が変化しないように，

蛍光粒子よりサイズが小さい溶媒分子を持

つ glycerin水溶液を使って，すべり現象が発
生しないように，回転相関時間の評価を行っ

た．その結果，構築した実験装置において，

回転相関時間は粘度に比例し，DSEの関係式
に従い，θ=(1.65-10)ηとなる関係が得られ
た．これは VHを剛体球として与えた場合，
粒子の粒径 d=1.1 nmとなることを意味し，
動的散乱法等で評価された蛍光粒子の粒径

とよく一致する． 
 

 

Fig.3 粘性と回転相関時間の関係 
 
	
 以上の結果から，開発した装置において，

ナノ粒子の粒径評価に必要となる，回転ブラ

ウン運動の回転相関時間を正しく評価でき

ることを確認した． 
 
(2)粒径変化検出特性の評価 
	
 計測したシステムにおいて，数 nmオーダ
ーの粒径変化の検出が可能であるかどうか

を確認するため，蛍光粒子に DNA 修飾を施
し，DNA の相補的結合反応を利用して，サ
ンプルの粒径を変化させた場合について，蛍

光偏光度の変化を調べた． 
	
 相補的な塩基配列を持った DNA 同士では，
塩基部に水素結合が働くため，ハイブリダイ

ゼーションという結合が起こり，その際，粒

径が増加する．そこで，30塩基長の DNAと
90塩基長の DNAを用意し，両者を結合させ
た場合の粒径変化による蛍光偏光度の変化

を，開発したシステムを用いて観測できるか

調べた．この時，測定する蛍光粒子 Alexa 
Fluor 488には，30 塩基長の DNAが修飾さ
れており，90塩基長の DNAの一部が蛍光色
素に修飾された30塩基長のDNAと相補的な
配列になっていることから，両者を混合する

と DNA 修飾された蛍光色素に 90 塩基長の
DNAが結合され粒径が増加する．実験では，
色素濃度を一定にするために，30 塩基長の
DNA で修飾された蛍光粒子の濃度を 100 
nMで一定にし，90 塩基長の DNAの濃度を
1 nMから 1 μMまで変化させた．測定温度
は，DNA の失活が起こらないように，31℃
で一定にした． 
	
 実験結果を Fig.4 に示す．横軸が 90 塩基
長の DNAの濃度，縦軸が蛍光偏光度を示し
ている．90塩基長の DNAの濃度が薄い所で
は，ほとんどハイブリダイゼーションが起こ

らずに，30塩基長の DNAに修飾されたナノ
粒子だけが運動している状態なので，蛍光偏

光度は低い値を示している．一方で，30塩基
長のDNAで修飾された蛍光粒子と90塩基長
の DNA が等しい濃度になるにつれて，ハイ
ブリダイゼーションが起こり，90 塩基長の 
DNA の濃度が高い所では，全ての蛍光粒子
に 90 mer DNA が結合して大きな粒子に変
化したため，蛍光偏光度が増加した．この蛍

光偏光度の増加量は 12 [mP]と小さいが，変
化が急峻である事から，直径が 1nm 前後の

蛍光ナノ粒子について，その粒径変化が観察

可能であることがわかる．この実験の結果か

ら，開発したシステムでは，ナノ粒子の粒径

の変化に伴う蛍光偏光度の変化を連続的に

観察可能であることを確認した．さらに，蛍

光偏光度からナノ粒子の粒径の関係を詳細

に調べ，実験式を確立することにより，ナノ

粒子の凝集等による粒径の変化を計測評価

することが可能になると考えられる． 

 
Fig.4 粒径変化に伴う蛍光偏光度変化の検出 

 



 

 

	
 次に，蛍光粒子をプローブとし，プローブ

となる蛍光粒子に粒径の異なる金属ナノ粒

子を結合させた際に，蛍光粒子の回転相関時

間の変化から，金属ナノ粒子の粒径が測定で

きるかどうかを検証する．まず，粒径が異な

る金属ナノ粒子を結合した蛍光微粒子につ

いて，回転相関時間の変化を調べる．回転相

関時間の変化を調べるため，サンプルとして，

直径 1nmの蛍光粒子（AlexaFluor488）, 
AlexaFluor488 に，それぞれ平均粒径が
1.86nm，5.68nm，8.54nm の金ナノ粒子を

結合し，サンプルの温度を 20.4℃に保った上
で，回転相関時間を計測する実験を行った．

実験結果を Fig.5 に示す．Fig.5 のｘ軸を，
結合した金ナノ粒子の粒径，縦軸を各測定サ

ンプルを計測した際の回転相関時間として

いる．尚，金ナノ粒子の粒径が 0nm の点に

プロットされている実験値は，蛍光粒子単体

の回転相関時間としている． 
	
 得られた実験結果では，直径 10nm以下の
金ナノ粒子を蛍光色素に接続した場合でも，

ナノ粒子の粒径変化に伴って，回転相関時間

が変化している． 
	
 Fig.5 を用いて，回転相関時間θと d の関
係を dの 3次式で近似した結果は， 
 
d = 5.7!1015d3 ! 3.2 "107d 2 + 0.2d + 2.05!10"9  (5) 
 
となる．この結果，粒径は回転相関時間の３

乗の項に最も大きな影響を受けると考えら

れ，ナノ粒子の粒径を，蛍光微粒子の回転相

関から計測できる可能性を示唆している． 
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Fig.5	
 蛍光偏光法による金属ナノ粒子の回
転相関時間評価 
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