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研究成果の概要（和文）：液体蛍光色素を内包した有機蛍光ナノ粒子の創製を目指した．蛍光ナノ粒子の粒径は
トリアルキルシリル置換ピレンの粘度に強く依存し，低粘度液体が最も小さい粒径を与えた．液体ピレンの流動
性はナノ粒子コアでも保持されており，「ドーパント色素のナノ粒子内部への自発的取り込み」という新しい概
念に基づいた発光色のチューニングに成功した．また可視光で励起可能な耐光性液体蛍光色素を新たに合成し，
物性に及ぼすシリル基の導入位置の効果について検討した．さらにこれを内包した蛍光ナノ粒子を作製し，これ
がエンドサイトーシス機構によって細胞内部に取り込まれることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Organic fluorescent nanoparticles containing liquid fluorescent dye have 
been developed. We found that the particle size of fluorescent nanoparticles strongly depends on the
 viscosity of trialkylsilyl substituted pyrene, and the low viscosity liquid gave the smallest 
particle size. The fluidity of liquid pyrene is also maintained in the nanoparticle core, and the 
emission color was successfully tuned based on the new concept of "spontaneous incorporation of the 
dopant dyes into the nanoparticles". We also synthesized novel liquid fluorescent dyes with 
outstanding photostability, and examined the effect of the position of the silyl group on the 
physical properties. Furthermore, we prepared fluorescent nanoparticles containing the liquid dye 
and found that they are taken up inside the cell by the endocytosis mechanism.

研究分野： ケミカルバイオロジー
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
色素が液体であるという特徴を活かし，多様な発光色を示す有機蛍光ナノ粒子を「水溶液へのドーパントの添
加」という極めて単純な方法で作り出す手法を発見したことは，今後の材料開発研究においても有用な情報であ
る．また，液体蛍光ナノ粒子を用いて細胞の蛍光イメージングにも成功したことから，生命科学研究への応用も
十分に期待できる．



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 現在の生命科学研究において光イメージングは欠くことのできない技術の一つである．イメ
ージング技術の発達は，蛍光顕微鏡やレーザーなどのハード面と，蛍光プローブや蛍光タンパク
質などに代表される機能性分子の開発というソフト面が両輪となって推進されてきたのはいう
までもない．しかし，日進月歩のハード面に比べソフト面の進展が若干立ち後れているのも事実
である．当該研究分野の飛躍的な発展には，革新的な機能性分子や機能性材料を創製するための
新しい化学的手法の開発が重要となっている． 
	 数ある蛍光イメージングツールの中でも，近年高い注目を集めているのが蛍光ナノ粒子であ
る．CdSe や CdTe などの半導体無機材料から構成される量子ドット，あるいは有機蛍光色素を
シリカ内部に封入した蛍光シリカナノ粒子などが代表であり，細胞染色やタンパク質標識のみ
ならず，ナノ粒子の特性である EPR効果を活かした腫瘍の in vivoイメージングまで展開されて
いる．しかし，蛍光ナノ粒子開発において共通の課題として挙げられるのが，外部環境や外部刺
激に対する応答性をいかにして付与するのか，その新しい方法論の提唱である．実際，pNIPAM
などの温度応答性ポリマーをベースに構築された粒子を除いては報告例に乏しい．さらに量子
ドットに関しては，潜在的な生体毒性に加え，標識タンパク質の１分子イメージングを行う際の
ブリンキング（蛍光の明滅）が大きな問題点として指摘されている．したがって，蛍光ナノ粒子
研究におけるこのような閉塞感を打破し，生体イメージングの革新的なツールを開発するため
には，蛍光ナノ粒子の設計において全く新しいコンセプトを提供し，これを実証する研究課題が
必要であると考えた．このような学術的背景のもと，本研究では液体の有機蛍光色素を内包した
ナノ粒子，すなわち蛍光性液体有機ナノ粒子の着想に至った． 
 
２．研究の目的 
	 本研究では，次の２つの項目を具体的な課題として定めた． 
①超耐光性液体蛍光色素を内包した高輝度蛍光ナノ粒子の創製 
	 超耐光性ともいえる異次元の光安定性をもつ蛍光色素骨格に，長鎖トリアルキルシリル基の
導入することによって蛍光色素の液体化を図る．得られる超耐光性液体蛍光色素をナノ粒子内
部に封入し，新たなイメージングツールである高輝度蛍光ナノ粒子を創製する． 
②ナノ粒子内の相転移現象に基づいた蛍光ナノ温度計の創製 
 新概念である「ナノ粒子内の相転移現象」に基づき，外部温度変化に対して蛍光応答を示す蛍
光ナノ温度計を創製する．このナノ粒子は有機液体（＝マトリックス）と，マトリックスの相変
化に対応して蛍光波長がシフトする蛍光分子から構成される．外部温度の低下につれてマトリ
ックスの粘性が上昇し，凝固点あるいはガラス転移温度で固体になる．この変化に伴って蛍光分
子の運動状態が変化し，その状態の違いを発光波長の違いとして出力できれば，蛍光波長あるい
は蛍光強度比から温度に変換できる蛍光ナノ温度計となる． 
 
３．研究の方法 
①—１．長鎖トリアルキルシリル基を導入した液体有機色素の創製と物性評価 
	 ピレン骨格に種々のトリアルキルシリル基を導入した
液体ピレンを合成した．得られた液体ピレンと生体膜脂質
である  1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphor-choline (DSPC) 
およびコレステロールをクロロホルムに溶解させ，これを
沸騰した蒸留水に攪拌しながら滴下し，この分散液をプロ
ーブ型のホモジナイザーを用いて 20分間超音波処理する
ことにより，液体ナノ粒子を得た．各ナノ粒子の粒径は，
動的光散乱法 (DLS) を用いて測定し，粒径と粘度の相関
関係について検証した． 
①—２．ドーパントによる液体ナノ粒子の多色化 
	 ナノ粒子の水分散液に他の発光色を示すドーパントを
加えると，色素が自発的にナノ粒子内部に取り込まれると
いう現象を見出した．具体的は Coumarin 545T (C545T)と
DCJTB をそれぞれ緑色ドーパント，赤色ドーパントとし
て用いたところ，添加量に応じて蛍光共鳴エネルギー移動
効率が変わり，多色化が実現された（右図）． 
①—３．超耐光性液体蛍光色素の合成と物性評価 
	 ピレンは紫外光励起が必要であることに加え，耐光性にも乏しい．そのため，トリヘキシルシ
リル基を導入した可視光で励起可能な超耐光性液体蛍光色素を合成した．示差走査熱量測定 
(DSC)により，トリヘキシルシリル基の導入位置の違いによる物性の違いについて検討した．ま
た合成した各色素について，溶液状態と無溶媒状態の光物性を測定し比較した． 
①—４．超耐光性液体蛍光色素によるナノ粒子の物性評価 
	 ポリビニルアルコール 100 mgを蒸留水 2.0 mL に溶解し，これを攪拌しながら液体色素の酢
酸エチル溶液を滴下した．得られた混合液を 1 時間攪拌したのち，ホモジナイザーを用いて 10
分間超音波処理した．これを，攪拌している 100 mLの蒸留水に対して滴下し，ナノ粒子を作製
した．精製は，まず 15分間遠心分離することで大きな粒子を沈殿させて取り除いた．上澄み液



は遠心式限外ろ過フィルターを用いて余分な PVA を洗浄した．さらに 0.45 µm のシリンジフィ
ルターに通して大きなナノ粒子を排除し，目的のナノ粒子を得た．得られたナノ粒子に関しては，
光物性測定に加え，DLSおよび TEMによる粒径測定も行った． 
①—５．超耐光性液体ナノ粒子の光安定性評価 
	 水中に分散させたナノ粒子に対して，キセノンランプ (300 W) を照射し，照射時間に対して
最大蛍光波長における蛍光強度の変化追跡した．比較のため，トルエン溶液についても同様の実
験を行った． 
①—６．超耐光性液体ナノ粒子を用いた細胞イメージング 
	 作製したナノ粒子を用いた細胞イメージングを行った．希釈したナノ粒子を含む培地を用い
て HeLa細胞を 37 ºCで 17時間培養し，共焦点レーザー顕微鏡を用いて蛍光画像を取得した． 
 
②—１．粘度応答性を有する蛍光色素の合成と物性評価 
	 励起状態で分子内回転が起こる色素は，周囲の粘性に応じて蛍光特性が変化するものと予想
した．周囲の粘性により応答しやすいように，色素に長鎖アルキル基を導入した蛍光色素を合成
し，その光物性を測定した．また，色素の粘度依存性を確認するために，2-Methyl THF中におけ
る温度可変スペクトルを測定した． 
②—２．温度応答に対するマトリックスの効果の検証 
	 より高い温度にガラス転移温度をもつマトリックスを探索し，それぞれについて光物性測定
を行った．特に，PEG200およびポリビニルアセテート(PVAc)中における温度依存性について詳
細に検討した．PVAc 中における蛍光測定は以下の通り薄膜中で行った．ガラスボトムディッシ
ュのガラス部分に， PVAc と蛍光色素を少量のクロロホルムで溶かしたものをスピンコートす
ることにより薄膜を形成した．さらに薄膜の温度可変蛍光スペクトルの測定はスペクトル顕微
鏡をもちいて，ガラスボトムディッシュ中に蒸留水を入れて測定することで温度が均一に膜に
伝わるようにした． 
②—３．温度依存性蛍光ナノ粒子の作成と機能評価 
	 ポリビニルアルコールを蒸留水に溶かし，色素と PVAc を酢酸エチルに溶かしたものを撹拌
しながら滴下した．その混合液を１時間撹拌し続けた後， 2 分間超音波処理した．さらに，こ
れを撹拌している蒸留水に加え，15 分間遠心分離処理を行った．沈殿物を洗浄し，目的のナノ
粒子を得た．得られたナノ粒子について，DLSおよび TEMから粒径を評価した．また，プレー
トリーダーを用いて，ナノ粒子の温度依存性について検討した． 
 
 
４．研究成果 
①—１．まず，アルキル基の効果について検討したところ，cis-オレフィンを有するピレンが最も
低い粘度を示した．低粘度液体の方が小さい粒子を与え，DLSから平均粒径が 150 nm程度であ
ることを明らかにした．また，得られたナノ粒子は水中でも凝集せず，長期間安定に存在した．
この場合，粒径は水溶液中で少なくとも１週間は変化せず，熱力学的にも安定であることがわか
った．これは，小さい粒子が次第に大きな粒子へ成長するオストワルド熟成が起こりにくいため
であると考えられる．一方，高粘性液体の場合は，ナノ粒子の粒径は大きくなり，粒径分布も幅
広くなった． 
①—２．用いた２つのドーパントはピレンとの重なりが大きく，FRET 効率が高いものを選択し
ている．ドーパント濃度を液体ピレンに対して 5 mol%まで添加していくとピレンのエキシマー
に由来する青色の発光帯が減少していくと同時に，ドーパントの発光帯が上昇する様子が観測
された．スペクトル変化から，FRET 効率は，C545T で 96%，DCJTB で 95%にまで達した．ま
た，両者を同時に添加すると，ナノ粒子内で段階的にピレンから，C545T，さらに DCJTBへと
段階的に FRETが進行していることがわかった．以上の結果を踏まえ，両者の添加量を調節
することにより，蛍光量子収率 0.36をもつ白色発光ナノ粒子を調製することに成功した． 
①—３．トリヘキシルシリル基の位置が異なる２種類の超耐
光性色素（パラ置換体 p1とメタ置換体 m1）を橙色のオイル
として得た．m1 は容器を傾けるとゆっくり流れるのに対し
（右図下段），p1は全く動かず（右図上段），粘度に違いが生
じた．両者について DSC測定を行った結果，ガラス転移温度
は，トリヘキシルシリル基をパラ位に導入したものよりもメ
タ位に導入した方が低くなった．これは，メタ位の方がパラ
位よりも色素骨格に近いため，より効率的に色素同士の凝集
を防いでいるためだと考えられる．各色素について溶液状態
（シクロヘキサン，トルエン，ジクロロメタン，アセトン，
DMF 中）と無溶媒状態の光物性を測定し比較したところ，蛍光スペクトルは溶媒の極性が増す
につれて大きく長波長シフトする様子が観測された．一方，蛍光量子収率は溶媒の極性が増すに
つれ，減少したが，シクロヘキサン，トルエン，ジクロロメタンでは 0.83 以上の良好な値を示
した．この場合，ケイ素置換基は希薄溶液中の色素の光物性に大きな影響を与えないことも確認
している．これに対し，無溶媒状態では，ケイ素置換基の導入位置による光物性の違いが現れ，
m1 よりも p1 の方が長波長側に発光を示した．無溶媒状態におけるそれぞれの蛍光量子収率は



それぞれ m1 で 0.31，p1 で 0.46 であった．ケイ素置換基がフェニル基のパラ位にある場合，ヘ
キシル基が色素骨格を効率的に覆うことができず，分子間相互作用が働きやすくなったと考え
られる．これに起因して置換体はパラ置換体に比べて蛍光が長波長シフトし，かつ蛍光消光が起
こったと考えられる． 
①—４．作製したナノ粒子では化合物による違いは現れず，いずれも約 140 nmの粒径をもつ粒子
であることがわかった(NP-p1: d = 144 ± 44 nm; NP-m1: d = 141 ± 40 nm)．また，NP-p1，NP-m1は
水中で少なくとも 1 週間は粒径に変化がなく，安定であることがわかった．透過型電子顕微鏡 
(TEM) による観察では，大きさにばらつきがあるものの球形の像が観察され，目的のナノ粒子
が作製できたことが確認された．TEM像から求めた粒径分布から，平均粒径を NP-p1で 46 nm，
NP-m1で 51 nmと求めた．ナノ粒子の蛍光量子収率はいずれも 0.48と良好な値を示したことに
加え，励起スペクトルと蛍光スペクトルから求められるストークスシフトは約 4700 cm–1 と大
きく，自己吸収による消光の影響や，イメージングの際の励起散乱光によるバックグラウンドの
影響を低く抑えることができるものと思われる． 
①—５．溶液状態ではキセノンランプを 1時間照射しても初期強度の 97%が残存していたが，ナ
ノ粒子の場合は 10分間の照射で速やかな褪色が認められ，NP-p1で 30%，NP-m1で 36%の蛍光
強度しか得られなかった．さらに 1時間照射した後には，それぞれ元々の蛍光強度の 7%，12%
にまで減少した．ナノ粒子化することによる耐光性の喪失の原因については，現在解析を進めて
いるところではあるが，ナノ粒子内部の環境を考慮すると，この安定性の違いは色素濃度，ある
いは分子間距離に依存しているものと予想される． 
①—６．共焦点イメージングの結果，細胞内から蛍光シグナル
が観測され，特に核周辺に集積している様子がうかがえた
（右図）．さらに拡大すると，1–2 µmの顆粒状のものが観測
された．一般にナノ粒子などの大きな構造体の細胞内への取
り込みは，エンドサイトーシス機構で進行することが知られ
ており，エンドソームやリソソームに局在していることが多
い．リソソームの大きさは約 1–2 µm であり，観測された像
と一致する．したがって，本研究で作製したナノ粒子も同様
のエンドサイトーシス機構によって細胞内に取り込まれた
ものと推測され，取り込み時においてもナノ粒子構造が維持
されていることが示唆された． 
 
②−１．カルバゾールを電子供与基として有する蛍光色素は，THF溶液中で 424 nm に最長吸収
波長を示し，549 nm に黄緑色の蛍光を示した．2Me-THF中における蛍光スペクトルの温度依存
性を測定したところ，室温から融点である 137 K までは長波長シフト，融点からガラス転移温
度である 91 K 付近までは短波長シフトが観測された．まず 137 K までの長波長シフトについ
ては溶媒自身の温度による極性変化に依存するものであると考えられる．一方で融点からガラ
ス転移温度までは大きな波長の変化が観測され，ガラス転移温度より低い温度では波長はほと
んど変化していなかったため，ガラス転移における結晶構造の変化が分子の動きを抑制してい
るのではないかと示唆された． 
②−２．PEG200を用いた場合，−70 ºC と 0 ºC の間では，蛍光波長が 38 nm シフトし，高温域
で長波長側にシフトする様子が観測された．この変化域は PEG200のガラス転移温度と一致する
ことから，スペクトルのシフトはガラス転移におけるマトリックスの粘度変化によるものであ
ると考えられる．一方，色素を PVAc 中に分散させたものでは，わずかではあるが温度による
スペクトルの変化が観測できた．ここで 20 ºC と 40 ºC 間の差スペクトルを計算したところ，
温度の低下に伴って長波長成分が減少し，短波長成分が増加していくことが読み取れ，これはこ
れまでの測定に矛盾しない結果となった．  
②−３．色素を内包したナノ粒子は約 200 nmの均一なサイズで作製できた．得られたナノ粒子に
ついて温度可変スペクトルの測定を行ったところ，温度変化依存的に蛍光波長がシフトする様
子を確認することができた．しかし，その変化量はイメージング応用を考慮すると小さく，高感
度な温度検出はできない．ナノ粒子になった際に色素の動きを完全にとめられていないのでは
ないかと考えられる． 
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