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研究成果の概要（和文）：本研究では、生体透明性の高い近赤外波長域（λ=700－1000nm）で活用できる２光子
励起用の蛍光バイオマーカーを開発した。本マーカーは、コアにシリコンを有するダブルシェル構造から成る。
シリコンの特長は、①生体毒性が他物質に比べて格段に低い、②量子効果に基づいて発光波長を該波長域でチュ
ーニングできる、③発光ピーク波長を該波長域で連続的にチューニングできる、等である。内殻を構成する炭化
水素鎖は、発光量子収率を30%以上へ増強する役割を担う。外殻は、マーカーに水溶性を付与する。さらに外殻
の一部官能基を変換することで、特定の分子に対する標的機能付与や蛍光共鳴エネルギー移動も可能となった。

研究成果の概要（英文）：Functional near-IR (NIR) emitting nanoparticles (NPs) adapted for two-photon
 excitation fluorescence cell imaging were obtained starting from octadecyl-terminated silicon 
nanocrystals (ncSi-OD) of narrow photoluminescence (PL) spectra having no long emission tails, 
continuously tunable over the 700-1000 nm window, PL quantum yields exceeding 30%, and PL lifetimes 
of 300 μs or longer. These NPs, consisting of a　Pluronic F127 shell and a core made up of 
assembled ncSi-OD kept apart by an octadecyl (OD) layer, were　readily internalized into the 
cytosol, but not the nucleus, of NIH3T3 cells and were non-toxic. Asymmetrical field-flow 
fractionation (AF4) analysis was carried out to　determine the size of the NPs in water. HiLyte 
Fluor　750 amine was linked via an amide link to NPs prepared with Pluronic-F127-COOH, as a first 
demonstration of functional NIR-emitting water dispersible ncSi-based nanoparticles.

研究分野：ナノ粒子科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
医療・創薬の最先端研究において、細胞や
生体内をリアルタイムに観察することは、生
命機能を理解するための重要な役割を担っ
ている。もともと in-vivo イメージングは、
遺伝子や蛋白質が生体内のどこで・どのよう
に働いているかをモニタリングし、そして解
析する「生体分子イメージング」技術の発展
とともに急速に広まってきた画像化法であ
る。 
生体分子の複雑な挙動を可視化するには蛍
光を用いるイメージング技術が汎用的であ
り、とくに、生体透過性の高い 650－2000 nm
波長域での近赤外光を利用したイメージン
グ法は、非侵襲性で生体深部の観察が可能な
ため、疾病研究や薬剤開発における in-vivo
画像化法の中核となりつつある。しかしなが
ら、当該波長域で活用できる蛍光バイオマー
カーの種類は極めて少なく、さらに次のよう
な欠点を有する。①易退色性である、②生体
毒性の高い構成元素を含む、③生体で分解吸
収されてしまう、④構成元素に重元素を含む、
⑤発光量子収率が低い、⑥発光スペクトルが
ブロードである、⑦励起源に紫外光や短波長
可視光が必要である、等である。 
 
２．研究の目的 
このような現状を背景に、応募申請者は、
シリコンのナノ粒子を用いることで、先に示
した問題点を全て解決できることを示唆す
る研究成果を積み重ねてきた。本研究課題で
は、シリコンをナノ粒子化し、その粒子表面
に生体分子修飾を施すことで「波長変調でき
る近赤外蛍光バイオプローブ」を開発するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 

1) 発光量子収率を増強する表面構造の解明 
 バルク結晶と同じくダイヤモンド構造を
有するシリコンナノ結晶粒子のサイズを制
御することで、フォトルミネッセンス
（Photoluminescence, PL）スペクトルのピ
ークを「第 1の生体窓（λ=650－950nm）」と
呼ばれる赤－近赤外の波長域で変調するた
めには、シリコンナノ結晶の粒子サイズを 2
－8nm の範囲で制御する必要があった。最終
的には、合成条件の最適化によって、平均粒
子径を±1.5Å の誤差で制御できることが分
かった。このようにして合成されたシリコン
ナノ粒子の表面は、水素原子で終端された。 
 水素原子でキャッピングされた状態では、
量子効果に基づくシリコンナノ粒子からの
発光の量子収率は低いので、その表面を炭化
水素基で置換することで、発光量子収率を増
強させた。この発光効率増強のメカニズムを
解明するために、PL スペクトルの温度依存性
を 4－300K の温度範囲で測定した。また、時
間分解 PL 寿命の温度依存性を調べた。ナノ
結晶粒子の微細構造は、実動環境対応物理分

析電子顕微鏡 (JEM-ARM200F-G)を使って詳
細に調べた。 
 
2) 2光子励起に好適なバイオマーカーの開発 
 シリコンナノ結晶のサイズを 2－8nm の範
囲で制御すれば、「第 1 の生体窓（λ=650－
950nm）」と呼ばれる赤－近赤外の波長域で、
PL 発光ピークを連続的に制御できる。さらに、
該コアを炭化水素膜で終端することで、発光
量子収率を増強することが可能となる。バイ
オマーカーへの応用を考えると、現状メチル
基終端故に疎水的であるナノ粒子表面を水
溶性に変性する必要がある。 
本研究では、表面の濡れ性を変えるために、
両親媒性分子の中でも特に生体親和性が高
いプルロニック127でナノ粒子表面を保護し
た。具体的には、水層に分散させた該両親媒
性分子へナノ粒子を含んだトルエン溶液を
混合させ静置することで、両親媒性分子に保
護されたシリコンナノ粒子を得た。このよう
にして合成された水溶性シリコンナノ粒子
について、発光特性、pH 安定性、血清アルブ
ミン中での安定性を評価した。また、CCK-8
アッセイキットを用いて、該水溶性ナノ粒子
の細胞毒性試験を行った。２光子励起法に基
づくバイオイメージングは、In-vitro の環境
下で、NIH3T3 cell サスペンション (105 
cells per mL)を用いて行った。 
 
3) ナノ結晶への不純物ドーピング法開発 
 シリコンナノ結晶中へ、遷移金属イオンを
不純物ドーピングさせる合成方法はこれま
でに報告された例がない。本研究では、置換
型の不純物ドーピング法を新規に開発する
ために、熱的不均化反応を利用した。具体的
には、トリエトキシシランと遷移金属の塩化
物を加水分解することで得たアモルファス
状の Silsesquioxane を真空中、1100℃、2hrs
熱処理することで、Si3+を Si0と Si4+に不均化
させた。遷移金属種として、ニッケル(Ni)、
マンガン(Mn)、コバルト(Co)の塩化物を使っ
た。合成物の結晶相同定は XRD、酸化数の変
化は XPS を用いて行った。粒子径は、XRD パ
ターンより Scherrer の式から見積もった。
これらの値は、透過型電子顕微鏡より見積も
った平均粒子径と比較された。各合成物の光
学特性の評価は、紫外可視分光法、PL 分光法
を用いて行った。 
 
４．研究成果 
1) 発光量子収率を増強する表面構造の解明 
 ダイヤモンド構造を有するシリコンナノ
結晶粒子は、蛍光寿命の測定から間接遷移型
バンド構造を有していると考えられている。
シリコン結晶のナノサイズ化によって発現
すると考えられる量子効果に基づき、発光量
子収率は、バルク結晶に比べて増大するが、
水素終端シリコンナノ結晶では、数パーセン
ト以下である。赤色発光で 5%程度、近赤外発
光で、0.1～1%ほどである。面白いことに、



これらのナノ結晶表面において、水素原子を
炭化水素鎖へ置き換えることで、発光量収率
は革新的に増強される。この置換は、通常、
アルケンのヒドロシリル化によって完了す
る。増大する発光量子収率は、ケースバイケ
ースであるが、一般的に 30%以上、最高値で、
70%を超える研究例もある。一方で、増強メ
カニズムは報告されていない。本研究では、 
水素終端化シリコンナノ構造において、発光
量子収率を減じる無輻射失活のチャンネル
構造を明らかにするために、PL スペクトルの
温度依存性を調べた。PL スペクトルは、3K
から温度を室温へ上げていくと、レッドシフ
トした。これは、測定温度が上昇するに伴い
膨張する格子（→バンドギャップは小さくな
る）及び、励起キャリアとフォノンの相互作
用に基づくと考えられた。興味深いことに、
表面終端分子の差異が、PLスペクトル強度の
温度依存性には強く影響を及ぼした。代表的
な比較例を図 1 に示す。水素終端構造
（ncSi:H）と炭化水素終端構造（ncSi-OD）
を比べると、測定温度増大に伴い水素終端構
造では、PL 強度比は大きく減少する。これに
対して、炭化水素で被覆したナノ粒子では、
強度比の減少度が極めて小さい。この違いは、
水素終端ナノ粒子内に無輻射失活のチャン
ネルが数多く存在していることを示唆して
いる。 

図 1. 表面修飾基の違いに基づき発現する異
なる PL 強度温度依存性. Y 軸は、室温での
PL 強度に対する各測定温度での PL 強度を示
している。 
 
無輻射失活チャンネルを具象化するために、
ラマン分光測定及び透過型電子顕微鏡測定
を行った。図 2 に代表的な HAASF-STEM 像を
示す。ナノ粒子の中心では、Si-Si 結合で構
成されるチャンネル構造が周期的に並び、バ
ルク結晶と同じ d値で、ダイヤモンド結晶を
形成している。これに対し表面では、チャン
ネル構造がもはや周期的ではなくアモルフ
ァス化している様子が分かる。表面から中心
に向かっては、格子歪みによる構造緩和層が
形成している。アモルファス相および構造緩
和を支持する格子歪みの領域においては、
Si-Si 結合が切断され多くの欠陥が生じてい
る。これらの欠陥は、光励起キャリアのトラ
ップサイトとして働くので、発光量子収率を
減少させる。大変興味深いことに、表面を炭

化水素鎖で被覆することで、ナノ粒子表面近
傍まで、アモルファス相が形成しないことが
明らかとなった。それゆえ、表面欠陥数が、
水素終端表面に比べ圧倒的に少なく、結果と 
して、発光量子収率が高くなったと考えられ
る。ラマン分光の結果もこれを支持した。 
 以上の結果から、炭化水素鎖は、Si 表面原
子の移動を妨げるリンカーのような役割を
担っていると考察された。 
 
2) 2光子励起に好適なバイオマーカーの開発 
 本研究では、シリコン系バイオマーカーを
使った「生体の窓」の波長域における２光子
励起蛍光イメージングに世界で初めて成功
した。シリコンはこれまでにも１光子励起に
よるバイオイメージング用の蛍光体として
利用が検討されてきたが、発光量子効率が低
い等といった問題に悩まされてきた。本研究
では、コアである結晶シリコンを炭化水素基
と両親媒性分子で覆う、新しいコア・ダブル
シェル構造を考案した（図 2A）。コアのサイ
ズを制御することで「生体の窓」波長域で発
光波長可変を達成した（図 2B）。内殻を構成
する炭化水素鎖が発光量子収率を増強する
メカニズムを解明し、全ての波長帯で発光量
子収率 30－48%を実現した。そして、内殻を
両親媒性分子で覆うことで水溶性を付与し
た。当該バイオマーカーは、蛍光寿命がマイ

図 2. (A) ダブルシェル構造を有する生体毒
性の低い水溶性シリコンナノ粒子、(B) 近赤
外波長域での PL スペクトルチューニング、
(C) NIH3T3 細胞の微分干渉顕微鏡像(左)、共
焦点蛍光顕微鏡像(中央)、両顕微鏡像を重ね
合わせた像(右)、（D) 共焦点 Z-スタックイメ
ージ（0.6μm間隔, 6 枚） 

 

 



クロ秒と長く自家蛍光の問題を回避できる。
シリコンナノ結晶に特徴的な大きな「吸収－ 
発光」ストークスシフトに着眼し、２光子励
起したところ「シグナル－背景色」比の高い
蛍光イメージング像が得られた。図2Cでは、
マウス胎児から分離した NIH3T3 細胞が蛍光
マーキングされることが確認された。粒子は
細胞基質には取り込まれるが、核には侵入し
ていないことが中央像より分かった。図 1D
に示す Z-スタック像から、細胞外および細胞
内領域との間の良好なコントラストが見ら
れた。本研究開発のナノ粒子に対する細胞生
存率の計測を行ったところ細胞への毒性は、
半導体バイオマーカーに比べて、格段に低い
ことが示された。 
 
3) Si ナノ結晶への不純物ドーピング法開発 
 本研究では、遷移金属イオンを Si ナノ結
晶へ置換固溶させる汎用的な合成法を確立
した。図 3に示すように、遷移金属前駆体を
含む Silsesquioxane を高温で不均化させる
ことで、ドーピングが可能なことが分かった。 
 

図 3. Silsesquioxane の熱的不均化反応に基
づく不純物イオンドーピング方法のプロセ
ス 
 
ドーパントイオンがないSilsesquoxaneはア
モルファス状のゲルであるため、図 4に示す
とおり無色透明であるが、ドーパントが存在
すると、無色ではなくなる。例えば、Coイオ
ン前駆体がドーパントである場合は水色を
呈し、Ni イオン前駆体を含む場合は、茶褐色
であった。 

図 4. 各 種ドーパント前駆体を含む
Silsesquioxane のデジタルカメラ写真 
 
これらのゲルを熱的に不均化させた後に、フ
ッ化水素酸で、酸化シリコンを除去、続いて
アルケンのヒドロシリル化することで、水素

終端されていない副次生成物を除去した。こ
れら不純物ドーパントの存在は、結晶粒子径
を増大させるよう働いた。不純物イオンの存
在は、XPS で分析された。Co イオンのケース
では、778.5eV に金属コバルト、つまり Co(0)
の存在を示す小さなピークが観察された。こ
のとき見積もられた量とICP-OES分析から見
積もられたCo量はほぼ一致した。以上より、
Co イオンが Si ナノ結晶中へ置換固溶してい
ると結論づけた。これら不純物ドーピングに
より PLスペクトルが 1μmの発光波長域へレ
ッドシフトすることが確認された。さらに、
1μm に相当するフォトンエネルギー放射の
量子収率も 30%を超えることが明らかとなっ
た。950nm よりも長波長は、生体第二の窓と
呼ばれる波長域に相当し、これまで、シリコ
ンナノ粒子が足を踏み入れたことのない新
しい光の領域であるので、今後の研究の発展
が興味深い。 
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