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研究成果の概要（和文）：CL顕微鏡を用いたバイオメージングのために、蛍光体プローブの高輝度化について研究を行
った。CL顕微鏡の作製、PLD(pulsed laser deposition)による蛍光体薄膜の作製、蛍光体ナノ粒子の作製を行なった。
また、プラズモンによる発光増強とは異なるが、Y2O3:Eu蛍光体ナノ粒子にZnを添加し、Znを加えない場合に比べて数
倍の発光増強に成功した。

研究成果の概要（英文）：We developed CL microscope, phosphor thin films and phosphor nano particles to inv
estigate enhancement of CL intensity by using plasmon for CL bio-imaging. And we increased CL intensity of
 nanophospohr particles (Y2O3:Eu) by Zn doping. This is not related to enhancement due to plasmon, the CL 
intensity was increased several times.
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１．研究開始当初の背景 
 細胞の機能は、複数種の蛋白質が相互作用
することによって発現しており、それぞれの
蛋白質の位置情報を同時に、正確に取得する
事は細胞の機能を知る上で非常に重要であ
る。電子顕微鏡を用いた場合、数 nm の空間
分解能でイメージングが可能であり、蛋白質
種の同定手法として免疫金染色法が知られ
ているが、この手法では、蛍光顕微鏡のよう
にカラーで複数の蛋白質種を見分ける事は
不可能であった。 
 以上の背景を踏まえて、研究を計画し、実
施した。 
 
 
２．研究の目的 
 電子線励起発光(カソードルミネッセンス
(CL))を用いて、複数種の標的分子種の分布
を同時に観察する事ができ、且つ、蛋白質一
分子レベルの高分解能で生体細胞・組織の観
察ができる顕微鏡手法の実現を目的とする。
CL とは物質に電子線を照射した際に誘起さ
れる光である。励起に電子線を用いるので空
間分解能が高いイメージングが可能である。
異なる CL スペクトルを持つナノ蛍光体粒子
をそれぞれ目的の蛋白質に修飾後 CL イメー
ジングすることにより、蛋白質種を見分ける
事が可能であると考える。 
 これまでは、プローブとして用いていた蛍
光体が暗いために、イメージのコントラスト
が低く、イメージングに時間を要していた。
本研究では、電子線励起表面プラズモンを利
用した高効率発光蛍光体プローブを作製し、
高コントラストなイメージの取得とイメー
ジング時間の短縮を実現することを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
CL 発光強度を評価するため、CL 顕微鏡の作
製を行なう。次に、CL を発する蛍光体薄膜お
よび粒子を作製し、金や銀の金属ナノ粒子を
用いて CL発光像強及び CL発光増強度を評価
する。蛍光体材料として希土類を添加した
Y2O3を用いる。 
 
 
４．研究成果 

SEM-CL顕微鏡光学系の作製 

 はじめに、SEM（JEOL,JSM-6060LV）にCL測
定系を連結させた装置を作製した(図1)。電子
線照射によって得られたCLは試料上方に設置
された楕円面鏡にて集められ、光ファイバー
を通して分光器に導入される。CLスペクトル
は冷却CCDによって取得、CLイメージングは光
電子増倍管(PMT)にて行なう。 

 
図 1 SEM-CL 顕微鏡。楕円面鏡には電子線を
通す穴がついている。 
 
 
蛍光体薄膜の作製 
 PLD(pulsed laser deposition)法により希
土類添加蛍光体の薄膜を作製した。ゾルゲル
法で作製した Y2O3:Tb 蛍光体粉末をペレット
状に圧縮し、1000°C 12 時間大気焼成したも
のをターゲットとして使用した。また、PLD
用の光源として、ナノ秒 Nd:YAG レーザーの
四倍波(波長 266 nm)のを用いた。図 2に作製
した蛍光体薄膜の及び CL 像を示す(図 1 の
CL 顕微鏡により計測)。薄膜からの CL 計測に
は成功したが、CL 発光強度が均一ではなかっ
た。また、60 nm の直径を持つ金ナノ粒子を
散布して CL 計測を行なったが、発光増強は
観察されなかった。 
 

  

図 2 PLD によって作製した蛍光体薄膜の SEM
像(左)と CL 像(右) 
 
 
コアシェルナノ粒子の作製 
 蛍光体に直接金属をコートすると、蛍光体
からの発光が消光されてしまう可能性があ
るため、間にスペーサーを介在させる必要が
ある。そのため、蛍光体表面へのガラスコー
ティングを試みた。 
 希土類添加蛍光体(Y2O3:Eu)のナノ粒子を
ゾルゲル法により作製し、さらに、APTES 
(3-aminopropyltrimethoxysilane)を用いて
ガラスコーティングを行なった。図3はAPTES
処理後の蛍光体の TEM 像であり、数 nm のガ
ラスの層が確認できる。APTES 処理を施さな
いで蛍光体を TEM 観察した場合、図 3で観察
されるような層は観察されなかった。今後、
ガラスコートを施した蛍光体薄膜及び蛍光
体ナノ粒子上に金属ナノ粒子付加もしくは
金属コートを施し、CL 発光増強度を評価する。 
 



 

図 3 APTES 処理によりガラスがコーティング
された希土類添加蛍光体(Y2O3:Eu) 
 
 
Zn の添加による蛍光体の発光増強 
プラズモンによる発光増強を利用する場合、
金属コートが必要であり、蛍光体のサイズが
大きくなってしまう事が懸念される。生体 1
分子レベルのイメージングを達成するため
には 50 nm 以下のサイズをもつ蛍光体が必要
である。そのため、金属を使わず、小さくて
も明るく光る蛍光体の作製にも挑戦した。 
 Y2O3:Euに Znを 5〜30%のモル濃度で添加し、
発光強度の比較を行なったところ、Zn の添加
量が多い程高い CL 発光強度が得られた。30%
濃度で Zn を添加した場合、添加しない場合
に比べ 6〜7 倍程度の CL発光強度が得られた。
(図 4) 

 
図 4  Zn 添加濃度を変化させた際の、電流値
と発光強度の関係。Eu の濃度は全て 5%。縦
軸は CL 発光強度。横軸はビーム電流。 

 

 Zn を添加した Y2O3:Eu 蛍光体(Y2O3:Eu,Zn)
の CL 観察を行なったところ、粒径 30 nm の
微小蛍光体の観察に成功した(図 5)。従って
本蛍光体により個々の生体分子を染色でき
れば、30 nm 程度の空間分解能で生体分子を
観察可能である事が示された。このとき、
FE-SEM（JEOL, JSM-6500F）をベースとする
CL 顕微鏡を用いた。 

 

図 5 Zn を添加した Y2O3:Eu 蛍光体の SEM 像
(a)と CL 像(b) 
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