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研究成果の概要（和文）：粒径制御を施したセラミックスナノ粒子に表面修飾を行い、OTN近赤外in vivoイメージング
による静脈注射後の粒子のマウス体内分布を解析した結果、血中単分散表面処理を施した60nmの粒子では24時間以上血
中を滞留するのに対し、100nm以上の粒子は15秒程度で細網内皮系に捕獲されることがわかった。また、一部の粒子で
は15分程度は血中滞留するものの、1時間後には肝臓や脾臓に蓄積され始めることがわかった。これは、静脈投与当初
は表面のPEGにより単分散していた粒子が、血中で高分子が離脱することにより徐々に凝集するためであると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：Ceramic nanoparticles with size control were surface-modified with biofunctional 
polymers. The suspension of the particles was injected through tail vain to be observed by OTN-NIR in 
vivo imaging system to trace the behavior of the nanoparticles in mice body. The particles with 60 nm 
size circulated in the blood vessel for at least 24 hrs while those with more than 100 nm were trapped by 
RES within 15 sec. In some case, they can circulate for the 15 min, though eventually after 1 hr, they 
are trapped by the RES. In this case, initially well modified the biofunctional polymers on the particle 
surface eventually detached to cause the agglomeration of the particles. The results suggest that the 
next step of the research to form firmer surface modification is important.

研究分野：材料工学
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１．研究開始当初の背景 
生体内における物質や細胞、組織の分布を
動的に可視化する蛍光バイオイメージング
は、バイオテクノロジー分野における研究ツ
ールとして、また医療における予防・診断・
治療において不可欠な技術である。これまで
の蛍光バイオイメージングは、主に蛍光色素、
蛍光タンパク質、量子ドットが蛍光体として、
可視光領域の蛍光を用いて行われてきた。し
かし可視蛍光を発するためには一般に励起
光として紫外線や短波長可視光の照射が不
可欠であり、その高い量子エネルギーにより
色素が数秒で退色すること、短い波長により
生体深部へ励起光が到達しないことが主な
問題であった。これらの理由により近年の蛍
光バイオイメージングは長波長化が進んで
おり、現在市場化されているバイオイメージ
ングシステムの最新のものではインドシア
ニングリーンや量子ドットを蛍光体とした
900nm蛍光によるバイオイメージングが話題
を呼んでいる。一方、生体内における光の透
過性を考えると、1000nm を超える波長
(over-1000-nm 近赤外：OTN-NIR)の蛍光を用
いたほうがはるかに高い透過性を期待でき
る。この波長域は生体の窓と呼ばれ、その有
用性は長年にわたり主張されてきたが、観察
に用いる CCDカメラが約 1000 nmを限界と
するシリコン CCD であったため実現される
ことがなかった。ところが近年、800から 1700 
nm の OTN-NIR 波長域で観察が可能な
InGaAs-CCD が市場化され、話題を呼んでい
る。申請者らは世界に先駆けて希土類含有セ
ラミックスナノ粒子(RED-CNP)を蛍光プロー
ブ化することにより、980 nmの励起光による
1550 nm 蛍光を用いた OTN-NIR バイオイメ
ージングに世界で初めて成功した。[曽我 公
平 , バイオマテリアル－生体材料－ , 29 
(2011) 95-103.;  K. Soga et al., Proc. SPIE, 
7598 (2010) 759807.]。実際この波長では図３
に示すように筋肉組織を通して 2 cm 以上の
深部の観察が可能であり、その有用性の実証
により OTN-NIR バイオイメージングは世界
的な注目を集めつつある。 
 申請者らは蛍光プローブの開発とともに
細胞や組織を観察するための OTN-NIR マイ
クロバイオイメージングシステムと、小動物
を生きたまま観察する OTN-NIR in vivo 蛍光
イメージング(IFBI)システムの開発を進め、
後者は我が国初の最先端イメージング機器
として島津製作所より申請者らとの共同開
発成果として世界に先駆けて発売されるこ
ととなった。 
申請者らは RED-CNPとして Ybや Erをドー
プした Y2O3について均一沈殿法、酵素を用
いた沈殿法により 20～500 nm の範囲で粒径
と形状を制御して合成する方法を確立し(N. 
Venkatachalam, K. Soga et al., J. Am. Cerami. 
Soc., 92 (2009) 1006.他)、また、凝集傾向の強
い RED-CNP に対しポリアクリル酸ブロック
ポリエチレングリコール(PEG-b-PAAc)を修

飾することにより立体反発による分散と耐
酸性を付与する方法;(T. Konishi, K. Soga et al., 
J. Photopolym. Sci. and Tech.,20 (2007) 11.他)、
焼結せずに前駆体の熱処理を可能にする方
法(K. Soga et al., J. of Phys. Conf. Ser., 191 
(2009) 012003.)、高い塩濃度の水溶液中で分
散状態で高分子を修飾する方法 (特許願
JP2011/054976)を確立している。さらにはリ
ポソームに包含した RED-CNP をマウスに投
与し、その挙動の OTN-NIR-IFBI による観察
を行った(K. Soga, H. Hyodo, H. Kishimoto et 
al., Eur. J. Inorg. Chem., 2010 (2010) 2673.)。 
これら OTN-NIR バイオイメージングを我が
国初の技術としてさらに普及させ、世界的な
リードを維持するためには、蛍光体として用
いている RED-CNP の発光特性制御、生体内
挙動の解明が、形状と粒径が制御されたセラ
ミックスナノ粒子の合成技術の開発ととも
に急務かつ不可欠である。しかし、セラミッ
クスナノ粒子の発光強度と粒径の関係の研
究には、一般に圧粉体による蛍光強度測定が
用いられ、この方法では粒径による充填密度
の相違や光散乱の相違の影響を除去できず、
各粒子の発光強度の評価を粒径に対して系
統的に比較した検討例はこれまでに報告さ
れていない。また、マウスの体内における
RED-CNP の挙動の解析についても、同一の
形状、同一の表面修飾状態で比較検討した例
は報告されていない。 
２．研究の目的 
 本研究では、RED-CNP として Yb/Er ドー
プ Y2O3 ナノ粒子をこれまでに申請者らが確
立した合成法により 20～500 nm で作製し、
PEG-b-PAAc 修飾により分散安定化した状態
で蛍光顕微鏡下で粒子 1個当たりの蛍光強度
を観察するという独自の方法で RED-CNP の
粒径と発光強度の系統的な関係を明らかに
するとともに、それぞれの分散安定化した
RED-CNP をマウスに投与し、独自開発装置
である OTN-NIR-IFBI 装置を用いて蛍光イメ
ージングを行うことにより、RED-CNP のマ
ウス体内における挙動を、系統的に変化させ
た粒径を軸として解析することを目標とし
た。 
３．研究の方法 

3 年間の本研究において、初年度は比較的
ハンドリングが容易な 100～500 nmの粒径に
おいて、その発光特性とマウス体内の動態に
ついての評価方法を確立しつつ、100 nm未満
の粒径の RED-CNP 分散体の安定かつ高効率
な合成プロセスの確立を行った。二年度目に
は前年度に確立した合成方法と評価方法を
用いて 100 nm未満の粒径のRED-CNPについ
て発光特性の評価とマウス体内の動態観察
を行った。三年度目には 20～500 nm の波長
域において得られた発光特性とマウス動態
の系統的な知見の学術的な解釈を目的とし
て、イメージングの結果の解析を行った。 
 
４．研究成果 



初年度は、これまでに作製方法が確立してい
る 100～500 nmの粒径の希土類含有酸化イッ
トリウム粒子を兵藤が中心となって合成し、
曽我が蛍光強度と粒径の関係、岸本が粒径に
よるマウス体内の動態について解析を行っ
た。この結果、蛍光波長である 1550 nmより
もはるかに小さいこの粒径の範囲では、蛍光
強度は界面における光散乱や試料への光の
侵入長の影響を受けず、ほぼ粒径の三乗、す
なわち体積に比例する発光強度を示すこと
が明らかになった。これは我々独自の近赤外
蛍光顕微鏡と FE-SEMの組み合わせを用いた
粒径と蛍光強度の評価法により初めて明ら
かになった事実である。また、作製した粒子
をマウスに尾静脈投与し、OTN-NIR in vivo
イメージングシステムで観察したところ、
200 nm 以上の粒径の粒子はマクロファージ
に強く認識されて 15 秒以内に肝臓や脾臓に
蓄積されるのに対し、100 nmで表面修飾によ
り単分散性を担保した粒子は、数時間以上マ
ウスの血中を滞留することが明らかになっ
た。 
一方、これまでに作製方法は提案されつつも
分散安定化した粒子が得られていなかった
20～100 nm の粒径の希土類含有酸化イット
リウム粒子については、焼成温度と分散方法
の工夫により、水溶液中での分散安定化に成
功し、次年度の研究に備えることができた。
さらに、近赤外顕微蛍光観察システムの照明
強度の増大を図った結果、50 nm程度の蛍光
強度の評価が可能なレベルでシステムを高
感度化することができた。 
 二年度目には 100 nm 未満の粒径の
RED-CNP として NaYF4を母材とするエルビ
ウムドープナノ粒子を一次粒径 20nm、二次
粒径 60nm でリン酸バッファー中で単分散状
態で得ることに成功した。この粒子をマウス
の血中に投与して動態観察を行ったところ、
粒子表面へおリン脂質 PEG の導入により血
中滞留時間は伸びるが投与後細網内皮系に
捕獲されることが分かった。一方、PEI をキ
ャッピング剤として用い、表面にポリアクリ
ル酸 PEGを導入した 60nmの粒子は数日間血
中を滞留することから、上記リン脂質 PEGを
用いたナノ粒子からは、導入した PEGが血中
で脱離していると想定される。 
 最終年度にはセラミックスナノ粒子であ
る RED-CNP のマウス体内における挙動を総
括した。まず、単分散状態を保証するために
強固に PEG 修飾を行った RED-CNP では、
60nm 以下の粒径では細網内皮系の認識を免
れ、数日にわたって血中を滞留するのに対し、
100nm 以上の場合は 15 秒以内に細網内皮系
に捕獲され、肝臓、脾臓が明るい蛍光を示し、
血管からの蛍光は観察されなくなることが
分かった。60～100nmではこの中間的な挙動
を示す。一方、プローブ開発上の重要事項と
して、一般に安定と考えられている粒子表面
修飾法を用いた場合でも、血中を滞留するう
ちにイオンやタンパク質と相互作用し、表面

修飾に用いた高分子が離脱することで凝集
し、細網内皮系に捕獲されてしまうことが明
らかになった。今後、表面高分子の離脱挙動
の解明と離脱防止法の開拓が望まれる。 
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