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研究成果の概要（和文）：蛍光顕微鏡観察、特に１分子蛍光観察の限界は、蛍光プローブにあった。とりわけ、以下の
３つの問題、　(１) 大きい（量子ドットとGFP）、　(２) 退色する（量子ドットでさえ数分）、　(３)点滅する（特
に、GFPと量子ドット）の早急な解決が必要であった。本研究では、生物医学の分野ではほとんど注目されてこなかっ
たシリコンナノ結晶に注目し、300分以上退色もブリンクもせず、大きさも1~4nm程度に収まる生医学応用のためのシリ
コンナノ粒子を開発した。表面親水化、1個のナノ結晶に1個のタンパク質を結合させる方法の開発にも成功し、細胞膜
上の受容体1分子を今までより10倍以上長く追跡することが可能になった。

研究成果の概要（英文）：Fluorescence microscopy is used extensively in biomedical research, but it is ofte
n plagued by three major problems with the presently available fluorescent probes: photobleaching, blinkin
g, and large size. We have developed biocompatible, fluorescent silicon nanocrystals (SiNCs), with special
 attention to single-molecule imaging. Methods for producing SiNCs by simple chemical etching, for hydroph
ilically coating them, and for conjugating precisely 1 SiNC to 1 protein molecule were developed. Single S
iNCs neither blinked nor photobleached during a 300-min overall period observed at video rate. Single rece
ptor molecules in the plasma membrane of living cells were imaged for &#8805;10 times longer than with oth
er probes, making it possible for the first time to observe the internalization process of receptor molecu
les at the single-molecule level. Micron-scale spatial variations of molecular diffusivity, i.e., a higher
 level of domain mosaicism in the plasma membrane, were revealed.
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 蛍光顕微鏡観察、特に１分子蛍光観察の最
大の限界は、蛍光プローブにあった。とりわ
け、以下の３つの問題、 
	
 (１) 大きい（量子ドットと GFP） 
	
 (２) すぐに退色する（量子ドットでさえ数
分） 
	
 (３) ブリンキングする（点滅する；特に、
GFPと量子ドット） 
の早急な解決が必要であった。 

	
 シリコンナノ結晶（silicon nanocrystal = 
SiNC）が光を発することは、1990年代後半
から知られており、新しくない。粒子径を変
えることによって、発光波長を変えられるこ
ともわかっていた。しかし、SiNC が発光す
る機構、大きさと波長の関係、表面処理と蛍
光パラメータとの関係などは、文献によって
大きく異なっており、また応用も進展してい
なかった。いわば、消え去りつつある材料だ
った。 

	
 一方、SiNC は退色しにくいことを示唆す
るいくつかのデータがあった。我々は、褪色
しないことは、生物への応用、特に１分子追
跡には極めて重要な性質であり、これが実用
化できれば素晴らしいと考えて研究を始め
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：蛍光プローブのサイズ比較（流体力学

的直径）。SiNC は GFP やヘモグロビンよりも

小さく、また、量子ドットよりもはるかに小

さい。	
 

	
 青色 B-SiNC:	
 	
 	
 ≈	
 	
 0.8	
 nm（予備実験済み）	
 

	
 	
 赤色 R-SiNC:	
 	
 	
 ≈	
 	
 4.1	
 nm	
 

	
 GFP:	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 ≈	
 	
 5.5	
 nm	
 

	
 ヘモグロビン:	
 ≈	
 	
 6.4	
 nm	
 

	
 量子ドット:	
 	
 	
 ≈	
 	
 15	
 	
 	
 nm	
 

	
 
 
	
 我々のパイロット研究で、シリコン単結晶
ウェーハーから簡単な化学エッチングによ
って赤色蛍光を発する SiNC（R-SiNC）作製

することに成功した。さらに、一通りの表面
親水化を実施し、水溶液中で分散させること
にも成功した。さらに、世界で初めて SiNC
の蛍光顕微鏡下での 1 粒子観察に成功した。
これによって初めて、各 SiNC粒子が、退色
もブリンキングもほとんどしないことがわ
かったのである。これらの結果は、萌芽的な
ものであったが、SiNC の実用化に挑戦して
成功したら、これは、生細胞の長期蛍光標識
観察、特に、生細胞中での１分子追跡に革命
的変化を起こしうる。すなわち、「挑戦的」
萌芽、という本種目の趣旨に極めてふさわし
かった。また、これらの鍵となる初期実験は、
すべて、我々が、パイロット研究で行ったこ
とであり、我々が開発しつつある SiNCは極
めて新規であり、独創性が高いと言えた。 
 
２．研究の目的 
 
	
 最近、私たちは、「１．研究開始当初の背
景」の最初の段落に記述した３つの問題を一
気に解決し得るプローブの予備的開発に成
功した。これは、新たに開発した直径 4 nm
の赤色蛍光を発する SiNC で、CdSe 型の量
子ドットとは全く異なる。 

	
 本研究は、SiNC の実用化、特に１分子イ
メジングへの応用の実用化を目的とする。具
体的には以下を行う。 
（１）SiNC を、通電をおこなわずに作製す
る方法の開発 
（２）SiNCの表面親水化法の開発 
（２）SiNCへの生体分子の結合法の開発 
（３）SiNC のシェルフライフの長期化法の
開発 
（４）SiNC を用いた細胞膜分子の１分子長
期観察がどこまで可能かの検証 
 
３．研究の方法 
	
 
	
 我々の開発してきた１蛍光分子イメジン
グ顕微鏡ステーションを用いて、SiNC の観察
をおこない、作製した SiNC の蛍光発光を、1
粒子毎に追跡した。SiNC の基礎的な物性は、
SiNCをカバーグラスに結合させて1粒子観察
することで求めた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
（１）SiNC を、通電をおこなわずに作製す
る方法の開発 

	
 化学エッチングのよって作成する方法を
開発した。 
 
（２）（３）SiNCの表面親水化法と、そこへ
の生体分子の結合法の開発 

	
 次頁の最初の図２に示すような方法を用
いて成功した。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
 図２に示した方法を用いて、表面の親水化

に成功した。さらに、タンパク質としてトラ

ンスフェリンを用い、HPLCで精製することで、

1個の SiNC 粒子に、正しく 1分子のトランス

フェリンを結合させることに成功した。この

とき、平均値として、SiNC 粒子をトランスフ

ェリンに１：１となるように結合させたので

はないことに注意（この条件だと、実際には、

1個のトランスフェリン分子に、0，1，2，3・・・

個の SiNC 粒子が結合したものが混ざる）。	
 

	
 

（３）SiNC のシェルフライフの長期化法の
開発 

	
 トルエン中で保管し、使用直前に、メタノ

ールで洗い、つぎに、溶媒を徐々に水に置き

換えることで、3 ヶ月以上の保管が可能にな
った。 
 

（４）SiNCを用いた細胞膜分子の１分子 
長期観察がどこまで可能かの検証 
	
 上の（２）で述べた、トランスフェリンに

SiNC を結合させた複合体を、生細胞とインキ

ュベートした。これは、トランスフェリン受

容体に結合し、Cy3 で標識したトランスフェ

リンが結合した受容体と、全く同じような拡

散運動をした。その結果、1 分子のトランス

フェリン受容体を、90 秒程度にわたって観察

し続けることができた。	
 

	
 さらに、1 分子を観察し続けることで、細

胞膜が場所によって、トランスフェリン受容

体の運動を変化させること、また、1 分子の

受容体が細胞質内に取り込まれる瞬間、が観

察できた。これは、1 個の分子を長時間観察

できるようになって、初めて可能となった。	
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