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研究成果の概要（和文）：本研究では、プラズモン導波路として機能する化学合成で作成した直径100nm、長さ
数十マイクロメートルの銀ナノワイヤー(AgNW)をAFMカンチレバー先端に導入することで、10nm以下の高い空間
分解能を有する新たな「リモート励起探針増強蛍光（RE-TEF）顕微鏡」の開発を目指した。本研究では、ガルバ
ニック置換反応、光誘起金ナノ粒子局所析出法、２本のAgNWを並べる方法を比較開発し、これらを用いたRE-TEF
では、30 nm程度の空間分解能でスペクトルマッピングが可能であり、新規光DNAマッピング解析、２次元半導体
材料解析、細胞内増強ラマン測定に応用できることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a new "remote-excitation probe-enhanced 
fluorescence (RE-TEF) microscope" with high spatial resolution of less than 10 nm by introducing 
silver nanowires (AgNWs) of 100 nm in diameter and several tens of um in length, chemically 
synthesized to function as a plasmon waveguide, on an AFM cantilever In this study, we comparatively
 developed a method of galvanic substitution reaction, photo-induced local deposition of gold 
nanoparticles, and alignment of two AgNWs to couple far-field light in propagating plamons. These 
probes enable spectral mapping with a spatial resolution of about 50-100 nm, which is useful for 
novel optical DNA mapping analysis.

研究分野： 顕微分光
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研究成果の学術的意義や社会的意義
蛍光遺伝子マッピングは染色体に存在する特定の遺伝子配列部位の相対位置を蛍光測定で特定することであり、
ゲノム配列決定、医療診断、病原同定などに用いられる臨床でも重要な技術である。シークエンスでは数週間か
かる判断が、蛍光マッピングでは数日内に行えるため、迅速な治療判断が必要な場合にその威力を発揮する。本
研究で開発いたリモート励起TEFは高い空間分解能を有するため、新たなDNAマッピング技術などに応用すること
で医療分野への高い貢献度が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

高い空間分解能を有する光学顕微鏡として、2014 年にノーベル化学賞を得た超解像蛍光顕微鏡

がある。これらの空間分解能は数十 nm から 100 nm 程度であり、回折限界（200〜300 nm）より

も遥かに高い分解能が得られる。この超解像蛍光顕微鏡の興味深い応用として、遺伝子解析の一

つである光 DNA マッピングに適用した報告が挙げられる（Nucl. Acids Res. 2014, 42, e50 など）。

従来の光 DNA マッピングより精度の高いマッピングが可能であり、医療診断への貢献が期待さ

れる例である。しかしながら、試料作製時に DNA を引き伸ばす必要があるが、その引き伸ばし

具合にばらつきが出てしまうため、統計解析に時間がかかってしまうこと、また空間分解能は

100 塩基対程度にとどまることが課題として残されている。DNA マッピングのように表面で解

析を行う応用に適した他の方法として、探針増強蛍光顕微鏡（TEF）が挙げられる（図１左）。こ

の方法では、先鋭化した貴金属プローブ先端で励起される局在表面プラズモンを利用して、試料

の蛍光ラベルを局所的に増強励起しながら計測する。そのため、試料の形状とともに蛍光像も高

い空間分解能で得られるため、DNA の引き伸ばされ具合を形状から直接解析でき、DNA マッピ

ングなどには適した方法である。しかしながら、TEF の空間分解能は、いまだ数十 nm から百 nm

程度にとどまっている。その理由として、（１）プローブ先端付近に存在する他の蛍光分子が遠

視野励起光で同時に励起されてしまい、それが雑音となってしまい空間分解能が上がらない、

（２）プローブ先端が到達する前に遠視野励起光で周辺の蛍光分子が消光されてしまうことが

挙げられる（図１左）。そのため、TEF を光 DNA マッピングに応用した際には、マッピング欠

損を引き起こしてしまうことが最も大きな課題となる。そのため、雑音や欠損を引き起こさない

新たな TEF 励起法の開発が望まれる。 

 
２．研究の目的 

本研究では、蛍光消光によるマッピング欠損を引き起こさず、真に高い空間分解能を発揮する探

針増強顕微鏡法を実現するため、当該研究者が開発してきたプラズモン導波路を利用した新た

な「リモート励起蛍光・ラマン散乱」を利用した新たな TEF プローブを開発することを目的と

した。これにより、世界最高空間分解能を有する新たな光 DNA マッピングの基礎技術を創出す

る（図１右）。 

 
図１ 研究背景と研究目的 



３．研究の方法 

本研究では、当該研究者が開発した銀ナノワイヤー（AgNW）プローブ探針増強ラマン（TERS）・

蛍光顕微鏡（TEF）と、プラズモン導波路を利用したリモート励起を組み合わせて、リモート励

起 TEF を実現する。AgNW をプラズモン導波路として利用した「リモート励起」は、当該研究

者が 2009年に初めて提案した（Uji-i et al. Nano Lett 2019, 9, 995.）。しかし、TERS や TEF で、リ

モート励起するためには、光のカップリングポイントを AgNW 上の任意位置に作成する必要が

あるが、望んだ箇所にポイントを作成する手法が存在しなかった。本プロジェクトでは、光カッ

プリングを可能とする AgNW プローブを、ガルバニック置換反応や光金ナノ粒子デポジット法

などを利用して開発し、その評価を行った。 

 

４．研究成果 

光カップリングポイント性能評価のため、まずガルバニック法と光デポジット法を比較した。 

（１）ガルバニック法：銀ナノワイヤーを塩化

金酸水溶液に浸漬させると、ガルバニック置換

反応が起こり、銀ナノワイヤー表面に金銀合金

がランダムに形成される（図 2a）。同時にナノ

ワイヤー表面にナノメートルスケールの凹凸

ができるため、光カップリングポイントが多数

作成される。このガルバニック反応をさせた銀

ナノワイヤー（Au-etched AgNW）では、中空構

造が作成されることがあり、（図 2c）ワイヤー

の機械的強度が低くなってしまい、TEF による

表面走査には不適切であることが明らかとな

った。しかし、表面走査する必要がない場合には利用可能であり、本プロジェクトでは細胞内増

強ラマン分光用のリモート励起プローブとしての性能を評価した。本成果は、American Chemical 

Society(ACS)の Chemical Analysis 93, 5037 – 5045 (2021)に国際共著論文として発表した。 

 

（２）光金デポジット法：ガルバニック反応のように AgNW の強度を失うことなく、金ナノ粒

子(Au NP)を AgNW の任意位置に配置するために、当該研究者開発の光誘起金ナノ粒子デポジ

ット法をリモート励起プローブ作製に適用した。ガルバニック反応を抑制するために、反応溶液

の pHを高く（pH > 10）設定した。TEF のプローブとして利用するため、まず AgNW をカンチ

 
図 ２  (a) ガ ル バ ニ ッ ク 置 換 反 応 。
(b)AgNW の SEM 像 、 (c)Au-etched 
AgNW の SEM 像 

 
図 3 (a) 光金デポジット法の概念図。(b) 光金デポジットをした部分の AgNW の SEM
像。 



レバー先端に導入した後に光デポジットをする必要がある。図 3aに示すように、プローブ先端

に導入した AgNW 部を塩化金酸水溶液に浸水させ、任意位置に可視レーザー光を集光すること

で（図 3a）、AgNW 表面に複数の Au NPs を析出させることに成功した（図 3b）。このプローブ

を用いることで、リモート励起が可能であることは確認した。上記同様、まず表面走査を必要と

しない細胞内増強ラマン分光で、プローブとしての性能を評価した。その成果は American 

Chemical Society(ACS) ACS Appl. Nano Mater. 4, 9886−9894 (2021)に国際共著論文として発表した。

このプローブは表面走査に耐える強度を有しており、リモート励起 TEF 用のプローブとして利

用することは可能であるが、その性能は光 DNA マッピングなど微弱光検出を必要とする応用に

は十分ではないことが明らかとなった。これは、金ナノ粒子からの発光がバックグラウンドノイ

ズとして乗ってしまうこと、光カップリング効率が低いこと、AuNP部分でプラズモンが発光ま

たは熱に変換されてしまうことなどが理由であると考えられる。 

 

（３）金コート法 

探針増強顕微鏡では、蛍光のみならずラマン散乱を

増強して検出することも可能である（探針増強ラマ

ン散乱：TERS と呼ばれる）。光金デポジット AgNW

を作成する際に、AgNW を pH調整した塩化金酸水

溶液に浸すが、光を照射しなくとも AgNW 表面は金

薄膜でコートされる（図４）。この金コート

AgNW(Ag@Au NW)が TERS プローブとして高い性

能を示すことを本プロジェクトで見出した。図 4a

は、カーボンナノチューブの TERS 像である。

Ag@Au NW を用いる事により、5 nm 程度の空間分

解能が得られた。また、TERS 像の各点でラマンス

ペクトルを得ることができており、図 4b に示すよ

うに高い信号ノイズ比でスペクトル測定も可能で

あることを示した。本プロジェクトで当初目的とし

ていた「リモート励起探針増強蛍光」とは異なり、

ここではラマン散乱を利用しているが、光 DNA マ

ッピングを増強ラマン散乱で行うことも可能であ

るため、最終目標は同一である。本結果は、The Royal 

Society of Chemistry（RSC）の Nanoscale, 14, 5439 – 

5446 (2022)に国際共著論文として発表した 

 

（４）Two Wire 法 

金ナノ粒子を銀ナノワイヤー上に析出させること

で、光カップリングポイントを導入するという当

初の目的は達成し、リモート励起探針増強蛍光顕

微鏡用の新規プローブの作製には成功した。しか

しながら、光 DNA マッピングのような微弱光検

出を必要とする応用には、その性能は満足行くも

のではなかった。これは前述したとおり、金ナノ

 
図 4 (a) 金コート AgNW（Ag@Au 
NW）をプローブとして用いた TERS
像。5nm の空間分解能が得られる。
(b) (a)の A 点で測定したラマンスペ
クトル。 

 
図 5 TwoWire プローブの SEM 像 



粒子によってプラズモンが減衰してしまっていることに起因していると考察している。これを

避けるためには、金ではなく銀をカップリングポイントの材料とすることが望ましい。しかし、

銀ナノ粒子を上記の光デポジット法で析出させることは困難であった。そのため、ナノ粒子では

なく、銀ナノワイヤーそのものをカップリングポイントに利用することを考察した。具体的には、

図５に示すように２本のナノワイヤーを平行に並べて AFMカンチレバー上に導入した TwoWire

プローブを新たに開発した。AgNW が２本並んでいる部分に励起光を集光すると、伝搬プラズ

モンが励起され、図５で AgNW が１本になっている左側先端にまでプラズモンが伝搬し、先端

で局在化する。この局在化したプラズモンで蛍光を励起することが可能であり、現在 30 nm 程度

の空間分解能まで達成している。また１〜３で観測された金ナノ粒子からの発光によるノイズ

の問題も解決され、高い信号ノイズ比での TEF 測定が可能であることを確認した。このプロー

ブの性能評価などは国際共著論文として投稿予定であるが、次世代リモート励起探針増強蛍光・

ラマン顕微鏡用のプローブとして有力な候補であり、今後さらなる開発を継続する予定である。 

 

以上、本プロジェクトでは、リモート励起を可能とするプラズモン導波路プローブを３種類開発

下。これらにより、探針増強ラマン顕微鏡では 5 nm、探針増強蛍光顕微鏡では 30 nm の空間分

解能を実現することに成功した。これら空間分解能は世界トップレベルである。今後、DNA マ

ッピングやタンパク質解析など医療診断への応用に展開していく。 
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