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第 1章 序論 

 
1.1. 生体情報の画像化 

「見えないものを見る」手法として顕微鏡が生物学の発展に大きく貢献して以降、研究

や医療診断における画像化技術の重要性は今もなお高まり続けている。画像化の対象は形

態情報に限定されず、組織中の物理量や化学量の分布および生理活性などの機能情報もそ

の対象となる。また取得した多次元の情報を画像処理によって低次元の情報へ変換し複雑

な現象の直感的・包括的な理解に役立てることもできる。現在では Table 1-1に示すよう
に多岐にわたる物理現象が検出端として利用され、用途に応じて使い分けられている。こ

れらの検出端のなかで「光」は非侵襲性の検出端であり、測定に必要な装置も比較的小型

であるという利点がある。加えて CCD カメラの高感度化や光学系の改良が背景となり、
高感度の検出端として近年着目されている。 
 

Table 1-1 List of physical properties and imaging techniques. 

光 光学顕微鏡／蛍光顕微鏡 
 近接場顕微鏡 
 光トモグラフィー 
  

電子線 走査型電子顕微鏡／透過型電子顕微鏡 
  

放射線 ラジオグラフィ 
 ポジトロン放射断層撮影 
 単一光子放射断層撮影 
  

X線 X線投影 
 X線断層撮影 
  
磁気 核磁気共鳴イメージング 

 脳磁計 
  

超音波 超音波診断装置 

 
1.2 蛍光を検出端とする生体分子検出 

1955 年、Coons らは蛍光色素を標識した抗体を用いて形質細胞内の免疫グロブリン
(IgG)の局在を初めて観察した[1-1]。この方法を蛍光抗体法と呼び、色素酵素や放射性同
位体などにも応用され免疫組織化学の基礎となった。 
蛍光には「発光強度」「発光波長」「蛍光寿命」などのパラメータがあり、これらの特性
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は環境に依存して変化することもある。パラメータおよびその変化を利用して免疫標識に

よる組織観察以外にも様々な分析が行われている。 
 
1.2.1 時間分解蛍光測定 

 蛍光標識した生体分子に励起光を照射すると、組織から発生する自家蛍光や励起光の散

乱がバックグラウンド蛍光として検出され、S/N比を低下させる原因となる[1-2]。時間分
解蛍光測定は、組織の自家蛍光と蛍光物質との蛍光寿命の差を利用して目的化合物を選択

的に検出する測定法である。例えば、自家蛍光の蛍光寿命は数 ns [1-3]であるのに対し、
希土類錯体の蛍光寿命は 100 Ps以上[1-4]である。このため、励起光を照射してから検出
までの間に一定のタイムラグを置くことで自家蛍光を消光させ、蛍光物質からの発光のみ

を検出することができる。Tanらは、シリカやチタニアに Eu3+錯体を埋包したナノ粒子を

用いて時間分解蛍光を行い、高感度の免疫測定を行った[1-5~7]。また、励起された蛍光物
質の近傍にエネルギー移動が可能な分子が近接すること、あるいは蛍光物質の状態が変化

することによっても蛍光寿命は変化する。この蛍光寿命の変化から分子間の相互作用の解

析を試みる例もある[1-8]。 
 
1.2.2 蛍光共鳴エネルギー移動 

 2 種類の色素をドナー色素とアクセプター色素とするとき、ドナー色素の発光スペクト
ルとアクセプター色素の励起スペクトルが重なり合い、かつ 2つの色素が近距離にある場
合、励起されたドナー色素のエネルギーは双極子－双極子相互作用により非放射的にアク

セプター色素へと移動する。この現象を蛍光共鳴エネルギー移動（Förster (Fluorescence) 
Resonance Energy Transfer, FRET）と呼ぶ[1-9]。ドナー色素からアクセプター色素への
エネルギーの移動効率 kDAは Försterの式(Eq.1-1)のように求められる。 
 

6
0

D
6

D

D
DA

1
¸
¹
·

¨
©
§u¸̧

¹

·
¨̈
©

§
 

u
 

r
R

r
lQBk

WW
 

 
 ここで τDはドナー色素の蛍光寿命、R0は Förster距離、rはドナー色素とアクセプター
色素間の距離である。kDAは距離の 6乗に反比例するため、測定される蛍光特性は 2つの
色素間の距離の変化に対し敏感に反応する。この蛍光強度や蛍光寿命の変化を利用して、

タンパク質の構造変化[1-10]、DNA鎖の切断[1-11]および分子間相互作用[1-12]など 10-80 
Å 程度[1-13]の微小な距離スケールの変化を検出することができる。また、アクセプター
分子にはクエンチャーと呼ばれる非発光性の材料がしばしば利用される。クエンチャーは

励起されたドナー色素のエネルギーを奪い消光させる働きをする。Liuらは Cy5.5が結合
したDNAとクエンチャーBHQ3が結合したDNAとをハイブリダイゼーションしてCy5.5
の蛍光が抑制された塩基対プローブを調製し、蛍光強度の回復を利用してデハイブリダイ

ゼーションを確認した[1-14]。 
 

(Eq. 1-1) 
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1.2.3 蛍光相関分光 

蛍光相関分光法は溶液中に分散する蛍光物質の拡散定数と分子数を測定する手法であ

る。レンズを使ってレーザー光を集光し体積にして約~10-16 L の微小領域の蛍光強度を測
定すると、溶液中の蛍光物質の運動により蛍光強度に揺らぎが発生する。この揺らぎは蛍

光物質の拡散定数や分子数に依存するため、解析によりこれらの値を求めることができる 
[1-15, 16]。Weidemann らは黄色タンパク質と結合したコアヒストン H2B を発現する
HeLaクローンを利用して、細胞内のヌクレオソーム濃度の定量を行った[1-17]。 
 
1.2.4 近赤外蛍光 

 波長 600-1300 nm の近赤外域はヘモグロビンや水分子による光吸収が少ないため、生
体の分光学的窓と呼ばれている[1-18]。近赤外光による励起や発光は組織の自家蛍光を抑
制し、検出感度を向上させることができる[1-19]。また近赤外光は組織に対する透過性が
高いため、非侵襲な内部観察[1-20]や蛍光断層撮影[1-21]への応用が期待されている。 
 
1.3 生体分子検出に用いられる蛍光物質 

1.3.1 有機色素 

 有機色素の蛍光ラベリング剤としての歴史は古く、現在でも定常的に用いられている。

フルオレセインは代表的な有機色素であり、これを水溶化したフルオレセインイソチオシ

アネート（FITC）は高い吸光係数と高い量子効率を持つ緑黄色発光物質である[1-22]。波
長 488 nmのアルゴンレーザーによる励起が可能であるため、共焦点レーザースキャン顕
微鏡やフローサイトメトリーなど、レーザーを利用する分析装置用の蛍光物質として利用

されている。しかし、化学的安定性は低く励起光照射による退色を起こしやすい。また pH
に対して敏感に光学特性が変化するため、高い定量性が必要な分析には不向きである。一

方で、この光学特性の pH依存性を利用して細胞内の pHを測定することもできる[1-23]。 
 Cy3や Cy5はシアニン系の有機色素であり、Cy3は 565 nmを発光ピークとする橙色蛍
光、Cy5は 667 nm発光ピークとする赤色蛍光を示す[1-24]。シアニン系の色素は直線状
の分子構造をしており、分子長を伸長させることで蛍光波長を近赤外領域までシフトさせ

ることができるが、このような構造変化は量子効率の低下を伴う[1-25]。また FITC と同
様にシアニン系の色素も光照射により退色を示す[1-26]。 
 Alexa は芳香族系の比較的新しい色素である。従来の有機色素と比較して光や pHに対
する安定性が高く、紫外域から近赤外域にわたる広範囲の波長を選択することができるた

め[1-27]、近年よく利用されている蛍光物質である。 
 
1.3.2 蛍光タンパク質 

 蛍光タンパク質は、発光に基質を必要とするルシフェラーゼのような蛍光分子とは異な

り、励起光の照射により単体で蛍光を示すタンパク質である。代表的な蛍光タンパク質で

ある緑色蛍光タンパク質（GFP）は 1962年に Shimomuraらによってオワンクラゲから
単離され[1-28]、1992 年に Prashe らによってその遺伝子配列が明らかとなった[1-29]。
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蛍光タンパク質は、その遺伝配列を目的タンパク質の遺伝子に組み込むことで細胞内で蛍

光物質を生産することができるため、細胞内のタンパク質の挙動を外部から色素を導入す

ることなく観察することができる。現在では緑色のほかに、黄色、赤色の発光を示すタン

パク質も開発され、タンパク質のトラッキング[1-30]、タンパク質－タンパク質間の相互
作用の解析[1-31]および遺伝子発現の検出[1-32]などに応用されている。 
 
1.3.3 ランタノイド錯体 

 1942年にWeissmanによって Eu3+錯体が紫外光を吸収して可視光を発することが報告

され[1-33]、その後様々な 3 価ランタノイド錯体が蛍光材料として研究されてきた。3 価
ランタノイドイオンの 4f-4f 遷移はパリティ禁制であるためランタノイドイオン単体では
実用的な輝度を得ることができないが、錯体を形成させ、配位子からのエネルギー移動を

利用することで高輝度の発光を得ることができる。 
 ランタノイド錯体はストークスシフトが大きく発光のスペクトル幅も狭い。また蛍光寿

命は 100 Ps以上[1-4]と比較的長いため、有機色素の発光や組織の自家蛍光などの寿命の
短い発光との蛍光寿命の差を利用して分解蛍光測定を行うことができる。 
 
1.4 無機蛍光粒子の生体分子検出への応用 

近年、有機色素などに替わる次世代の蛍光体として無機蛍光粒子が着目されている。無

機蛍光粒子はディスプレイや固体照明など、高い耐久性を必要とされるデバイスへ応用さ

れてきた蛍光体であり、有機色素の持つ光退色の問題を解決できると期待されている。 

 

1.4.1 量子ドット 

1.4.1.1 量子ドットの開発 
 量子ドットとは、粒径 1-10nmの II-VI族および III-V族半導体ナノ粒子の総称である。
1982年にはすでに Efros[1-34]らや Ekimov[1-35]らによって CdSナノ粒子の研究は行わ
れていたが、得られた粒子の量子効率は低く粒径も不均一であった。しかし、1993 年に
Murrayらによって高温配位溶媒を利用した CdSeナノ粒子の合成法が報告され[1-36]、ま
た 1994 年に Bhargava らによって ZnS:Mn2+ナノ粒子がバルクを超える 18%という量子
効率を示すことが報告されて[1-37]以降、半導体ナノ粒子の研究は加速度的に発展した。 
 量子ドットは通常、トリオクチルフォスフィン（TOP）やトリオクチルフォスフィンオ
キシド（TOPO）などの高温配位溶媒中でアニオンとカチオンを反応させるホットソープ
法により合成される[1-36, 38]。この方法により合成された量子ドットは 40 %という高い
量子効率、大きなストークスシフトおよび半値幅の狭い発光スペクトルを有し、励起光を

照射してもほとんど退色を示さない。また、エネルギーギャップの大きさが粒径に依存す

るという量子サイズ効果を示すため、粒径をコントロールすることにより発光波長を変化

させることができる[1-39]。 
このように量子ドットは有機色素が抱える様々な問題を解決できるため、蛍光プローブ

としての利用価値は高い。しかしホットソープ法で合成される量子ドットの表面は疎水性
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であるため、生化学分野へ応用するためには親水化を行う必要がある。 
 
1.4.1.2 生化学分野における量子ドットの利用 

量子ドットを生化学分野へ最初に応用したのは Nie らと Alivisatosらであり、1998 年
に Science 誌に同時に発表された[1-40, 41]。Nie らは CdSe/ZnS ナノ粒子表面の TOPO
と 2-メルカプト酢酸とを配位子交換することで粒子にカルボキシル基を導入し親水化を
行った。さらにこのカルボキシル基と免疫グロブリン G（IgG）の持つアミノ基とをアミ
ド結合させ粒子表面に IgG を固定した。最後に抗原抗体反応を利用した凝集試験を行い、
量子ドットの発光特性と粒子表面に固定した IgG の結合特異性が失われていないことを
確認した[1-40]。一方、Alivisatos らはシリカで CdSe/ZnS ナノ粒子を被覆することで親
水性を与え、さらにシランカップリング剤で表面を処理することで官能基が導入できるこ

とを示した[1-41]。 
しかしこの報告から 2001年までの 3年の間、量子ドットを生体応用した報告は数件に
留まった。その原因を Pinaudらは、親水化処理だけでは溶液中での凝集を充分に抑制す
ることができなかったためであると推察している[1-3]。この問題を解決するために、
Mattoussiらはジヒドロリポ酸を量子ドットに配位させて表面にカルボキシル基を導入し、
負に帯電した粒子表面と正に帯電したペプチド鎖を修飾したタンパク質とを静電気的に

吸着させ、タンパク質を粒子表面に導入する方法を提案した[1-42~45]。そのほか、ポリエ
チレングリコール[1-46~48]やデンドリマー[1-49]など様々な高分子が量子ドットの分散
安定性の向上のために修飾された。これらの高分子は分散安定性の向上に寄与するだけで

はなく、静電気的相互作用による非特異的な吸着を低減させ、in vivo環境中での生体適合
性を改善することができる[1-50]。 
さらに、生体特異的な結合を利用したターゲッティングのために、親水化処理に加えて

ターゲット分子となる生体分子の固定が行われた。調製された粒子の生体特異性は、まず

in vitroな方法で確認された。Sunらは、抗ヒト IgG抗体を CdSe/ZnSナノ粒子表面に固
定し、ガラス基板上に固定したヒト IgGとの生体特異的な結合を利用して蛍光ドットパタ
ーンを作製した[1-51]。Mitchell らは CdSe ナノ粒子と金ナノ粒子に DNA 鎖を修飾し、
両者をハイブリダイゼーションさせたのちに、電子顕微鏡で確認した[1-52]。 
一方、ターゲット分子を修飾しない量子ドットも分析内容に応じて利用される。Jiang
らはホスホロチアエート修飾 DNAとタンパク質の表面との相互作用を調べるために表面
電荷の異なる CdSナノ粒子を調製し、これをタンパク質のモデルと見立てて解析を行った
[1-53]。また Danielらは CdSe/ZnSナノ粒子をマウスに静脈投与し、蛍光による血管造影
を行った[1-54]。 
これらの研究の成果により、量子ドットは有機色素とほぼ同等に扱うことができるよう

になり、現在ではプレートアッセイ[1-55~57]、細胞内タンパク質の観察[1-58]、癌細胞の
標識[1-59~61]、細胞の追跡[1-46, 62]、リンパ節マッピング[1-63]などが行われている。ま
た、フローサイトメトリー用の蛍光ビーズ[1-64]やマイクロアレイ[1-65]などへの応用も検
討されており、生化学分野で量子ドットが利用される機会は年々増えつつある。 
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1.4.1.3 有機色素との比較 

有機色素にはない量子ドット特有の性質は以下の 5点である。まず 1点目は複数色を同
時に励起し、かつ、分離して検出できる点である。量子ドットはストークスシフトが大き

く発光スペクトルも線対称でシャープであるため、このような多重検出が可能となる。

Goldman らは 4 種類の量子ドットで別々の毒素を標識し、それぞれの毒素の同時定量を
行った[1-45]。またWuらや Zhuらは複数色の量子ドットで免疫染色を行い、顕微鏡によ
る多色同時観察を行った[1-66, 67]。 

2点目は蛍光寿命である。量子ドットの蛍光寿命は 10-100 nsであり、有機色素の蛍光
寿命よりも長い。Dahan らはシリカ被覆した CdSe/ZnS ナノ粒子を 3T3 細胞に取り込ま
せ、時間分解イメージングにより S/N比が通常観察よりも 15倍改善されたことを報告し
た[1-68]。 

3 点目は発光波長を容易にコントロールできる点である。例えば、FRET はドナー色素
の発光スペクトルとアクセプター色素の励起スペクトルの重なり合いが大きいほど効率

よく行われるが、量子ドットはその蛍光波長を最適な位置に合わせこむことができるため、

ドナー色素に適している。実際に量子ドットを FRET に応用した研究報告は非常に多い
[1-69~71]。Ma らはチトクローム c やヘモグロビンなどのヘム含有タンパク質が
CdSe/CdS ナノ粒子に対してクエンチャーとして働くことを利用してこれらのタンパク質
の定量を行った[1-72]。SoらはルシフェラーゼとCdSe/ZnSナノ粒子の複合粒子を作製し、
ルシフェラーゼから CdSe/ZnSナノ粒子へのエネルギー移動を利用して、励起光を照射す
ることなく小動物イメージングを行った[1-73]。この方法は励起光の照射によるバックグ
ラウンド蛍光が生じないため、感度よく蛍光を検出することができる。 

4 点目は長期的な観察が可能であるということである。量子ドットの光退色に対する耐
性は Alexa488の 380倍、FITCの 3800倍と非常に高い[1-74]。そのため、通常の観察時
に光退色を抑制できるだけではなく、Dubertret らが行ったように細胞分裂の様子を長期
間にわたり追跡観察することも可能となる[1-46]。また一分子イメージング[1-75]では、光
退色を起こさない量子ドットは理想的な蛍光材料である。 
最後の 1点は集積の必要がないことである。Chanらによると量子ドット 1粒子あたり
の発光強度はローダミン 1分子の 20倍である[1-40]。これは同程度の輝度を得るために必
要な標識が 20 分の 1 であることを意味している。またマクロなスケールで蛍光物質の追
跡を行う場合、有機色素はビーズなどに集積させて検出可能な大きさに調製する必要があ

るが、量子ドットは集積を行わなくとも粒子 1つ 1つを検出することができる。 
 
1.4.1.4 量子ドットの毒性 

 量子ドットは毒性の強い元素である Cd[1-76]を含んでいるため、その毒性についての関
心は高い。量子ドットの毒性については現在までにいくつかの報告が行われているが、量

子ドットの合成環境、表面修飾、毒性試験の環境およびその方法が研究者により異なるた

め、統一された見解は未だなされていない。 
 Dubertretらはリン脂質でカプセル化した CdSe/ZnSナノ粒子をアフリカツメガエル胚
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に投与して生存試験を行ったが、その生存率は何も投与しなかったコントロールと同じで

あったため、調整したナノ粒子は無毒であると結論付けている[1-46]。 
Derfusらは CdSeナノ粒子がUV照射によって溶解し Cd2+を放出すること、および ZnS
の被覆によって毒性は著しく改善されるが、完全には Cd2+の溶出を抑制できないことを報

告した[1-77]。また Shioharaらは、メルカプトウンデカン酸とヤギ血清アルブミンで被覆
した CdSe/ZnSナノ粒子を用いて細胞毒性試験を行い、Deufusらと同様に ZnSの被覆に
よる Cd2+の溶出抑制効果は充分でないことを指摘した[1-78]。Chen らは、CdSe/ZnS ナ
ノ粒子にシリカ被覆を行うことでその毒性が低減され、長期にわたる観察が可能であると

報告した[1-79]。 
 また粒子表面の物理化学的な状態が毒性を変化させることも指摘されている。Hoshino
らはメルカプトウンデカン酸、シスタミンおよびチオグリセロールをそれぞれ CdSe/ZnS
ナノ表面に導入して細胞毒性の比較を行い、メルカプトウンデカン酸修飾のナノ粒子が

DNAを損傷することを報告した[1-80]。Kirchnerらは細胞への取り込まれ方にも着目し、
量子ドットが細胞に取り込まれた場合は Cd2+の溶出に敏感に反応してアポトーシスが誘

発されること、および粒子の沈降によっても毒性を示すことを報告した[1-81]。 
 
1.4.2 希土類ドープ蛍光粒子 

 希土類ドープ蛍光粒子は酸化物やフッ化物に、発光中心として働く希土類イオンをドー

プして得られる蛍光体である。発光中心には Eu3+（赤）や Tb3+（緑）のほか、Yb3+、Tm3+

および Er3+が近赤外光からのアップコンバージョンを目的とした発光中心として利用さ

れている。希土類元素は Cdや Seよりも毒性の低い元素であるため[1-82]、希土類ドープ
蛍光粒子は量子ドットよりも毒性の低いプローブとして期待されている。 
酸化物や酸硫化物は一般に融点が高く、耐久性も高い。実際に、Y2O3[1-83]や

Y2O2S[1-84]に希土類イオンをドープした蛍光体が生体分子検出へ応用されている。しか
し、酸化物や酸硫化物をナノサイズで合成し、かつ、凝集を防いで溶媒中で安定に分散さ

せることは困難である。例えば、酸化物粒子は固相法、スプレー熱分解法、共沈法および

ゾルゲル法で合成されるが、固相法やスプレー熱分解法で得られる粒子はサブミクロンサ

イズであり、一方で、共沈法やゾルゲル法などの液相合成では粒子の結晶化や発光強度の

改善に焼成を伴うため、１次粒子がナノサイズであっても 2次的に凝集しミクロンサイズ
の凝集体を形成する。 

LaPO4[1-85]や YVO4[1-86]などのポリ酸の結晶や、NaYF4[1-87]や LaF3[1-88]などのフ
ッ化物の結晶に希土類イオンをドープした蛍光体は、共沈法や溶媒熱合成法によりナノサ

イズの粒子を得ることができ、かつ、溶媒に安定に分散させることができる。しかし、合

成後の粒子に生体分子をコンジュゲートし、特異性を利用した検出へ応用している報告は

未だ少ない。 
 
1.5 研究目的 

 本論文では、希土類蛍光体母体として複合酸化物であるイットリウムアルミニウムガー
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ネット（YAG）に着目し、グリコサーマル法によって希土類イオンをドープした YAG ナ
ノ結晶を合成して生体分子検出への応用を検討した。 
 YAGは熱的・化学的に安定な材料であり、レーザーや波長変換膜へ応用されている光学
結晶である。また溶媒熱合成法によりそのナノ結晶を得ることができ[1-89, 90]、なかでも
1,4-ブタンジオールを溶媒に用いた溶媒熱合成により得られる YAG ナノ粒子は一次粒子
径が約 10 nm [1-91]であり、他の溶媒熱合成法と比較して小さいことが特徴である。また
構成元素である Y、Alおよび希土類元素は Cdよりも毒性が低いため、希土類ドープ YAG
ナノ粒子は安定で、かつ低毒性の無機ナノプローブとして期待できる。 
 固溶させる希土類イオンとして Ce3+、Yb3+および Gd3+を検討した。Ce3+は 4f軌道に電
子を 1つ持ち、この電子の 4f-5d間の遷移により励起と発光を行うことができる。この遷
移は許容遷移であるため、禁制遷移である 4f-4f 遷移を発光に利用する多くの希土類イオ
ンに比べて高効率の発光が得られることが期待される。また Ce3+の 5d軌道の分裂の大き
さは結晶場強度に依存するため 4f-5d間のエネルギーギャップも Ce3+がドープされる母体

材料により変化するが、YAG結晶中に固溶した Ce3+の 4f(2FJ)→5d(2A1g)の遷移エネルギー
は約 2.72 eV [1-92]であり、青色光による励起が可能である。青色光は、フリーラジカル
や活性酸素を誘発する紫外線[1-93, 94]と比べて光毒性が低く、生体分子へのダメージを低
減することができる。また蛍光顕微鏡やフローサイトメトリーなど多くの生体分析機器は

青色光による励起を標準装備しているため、既存の分析機器をそのまま用いることができ

る。 
Yb3+は近赤外レーザーの発光中心として用いられているイオンである。10,000 cm-1離れ

たただ 2 つの 4f 準位を持ち、他の希土類イオンに比べて交差緩和による濃度消光を起こ
しにくい[1-95]。また Y3+と Yb3+は完全固溶するため[1-96]、容易にその固溶量を変化させ
ることができる。 

Gd3+は不対電子を 7つ持つイオンである。Gd3+の電子スピンとプロトンの核スピンの相

互作用によりプロトンの緩和時間を短縮することができるため、その錯体は MRI 造影剤
としてすでに臨床に応用されている。 
 YAG:Ce3+ナノ粒子の合成については、Kasuya らの先行研究により、1,4-ブタンジオー
ルを溶媒として用いたグリコサーマル法により 1次粒子径が約 10 nmの YAG:Ce3+ナノ粒

子が得られることが知られている[1-97, 98]。しかし、この方法で得られたナノ粒子は 2
次的に凝集し 40-50 nmの凝集粒子を形成する。蛍光プローブへの応用を考えると、巨大
な粒子は立体障害による結合阻害や生体分子の運動や機能の低下の原因となるため、粒径

はより小さな方が望ましい。 
そこで第 3章では、より小さな粒径の粒子を得ることを目的として、YAG:Ce3+ナノ粒子

のグリコサーマル合成における合成条件の検討を行った。検討した条件の 1つは反応開始
時に投入する原料濃度である。オートクレーブに投入する金属塩の量を変化させてグリコ

サーマル反応を行い、合成後の試料についてTEMやDLSによる粒径評価を行った。また、
反応中の圧力変化や反応後の溶媒に含まれていたテトラヒドロフランの存在から反応機

構を推察した。 
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 もう 1 つの検討事項はクエン酸共存下での合成である。クエン酸は粒子の形態制御
[1-99]や分散安定性[1-100]の向上に寄与することが報告されている分子であり、合成時に
添加することで粒径に対して何らかの効果を与えると期待される。また、ポリエチレング

リコール共存下でグリコサーマル合成した YAG:Ce3+ナノ粒子は、ポリエチレングリコー

ルのヒドロキシル基の配位により量子効率が増大することが報告されており[1-97]、クエ
ン酸共存下でグリコサーマル合成を行った場合も粒子表面の金属イオンへクエン酸のカ

ルボキシル基が配位し、YAG:Ce3+粒子の光学特性に変化を与えると予想される。そこで、

クエン酸共存下で YAG:Ce3+ナノ粒子のグリコサーマル合成を行い、クエン酸の添加が一

次粒子径に与える影響を TEM観察により評価した。また、FT-IRによってクエン酸の吸
着量を定量的に評価した。さらに、XRFによる Ceの定量、UV-vis、PL･PLEおよび時間
分解蛍光測定を行い、クエン酸の添加が光学特性に与える影響について考察した。 
第 4章から第 6章では、第 3章で合成した YAG:Ce3+ナノ粒子を実際に生体分子検出へ

応用した。まず第 4章では、YAG:Ce3+ナノ粒子に生体分子であるビオチンをコンジュゲー

トした。表面にシランカップリング剤を反応させてアミノ基を導入し、分散性や光学特性

に影響を与えないことを確認した。さらに、アミノ反応性のビオチン化試薬を用いて

YAG:Ce3+ナノ粒子にビオチン分子を導入し、その生体特異性をアビジンビーズを免疫標識

することにより確認した。 
第 4 章で調製したビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子は純水中では良好に分散したが、リン

酸塩緩衝液など比較的塩濃度が高い溶液中では凝集した。これを解決するために、第 5章
ではポリアクリル酸を静電気的に粒子表面に吸着させ、その分散安定性の向上を行った。

ゼータ電位の変化と FT-IRにより粒子表面へのポリアクリル酸の吸着を確認し、実際にリ
ン酸緩衝液に分散させて分散安定性の向上を確認した。さらに、ポリアクリル酸の持つカ

ルボキシル基を利用してタンパク質であるストレプトアビジンを固定した。これをプレー

トアッセイに応用してウシ血清アルブミンの定量を行い、蛍光プローブとしての可能性を

検討した。 
第 6章では YAG:Ce3+ナノ粒子を粒径 5-15 Pmのポリメタクリル酸メチルビーズに交互
吸着させ、フローサイトメトリー用の蛍光ビーズを作製した。まずゼータ電位測定により

交互吸着の様子を観察した。また YAG:Ce3+ナノ粒子の吸着回数を変化させ、吸着量の変

化やビーズの発光強度の変化を FE-SEM、TG-DTA、蛍光顕微鏡および蛍光プレートリー
ダーを用いて定性的および定量的に評価した。さらに、粒径や発光強度の異なる複数のビ

ーズを調製してフローサイトメトリーを行い、調製した蛍光ビーズがフローサイトメトリ

ーで測定可能であること、およびそれぞれのビーズ群が互いに区別可能であることを確認

した。 
次に調製した蛍光ビーズの最外層にポリアクリル酸を吸着させ、ポリアクリル酸のカル

ボキシル基を利用してウシ血清アルブミンを固定した。固定されたウシ血清アルブミンを

有機色素が修飾された抗体で免疫標識し、蛍光顕微鏡とフローサイトメトリー測定により

その赤色発光を確認した。最後にフローサイトメトリー解析のモデル実験として、得られ

たデータをゲーティング解析して免疫標識したビーズの帰属を行った。 
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 第 4章から第 6章までの結果よりグリコサーマル合成した YAGナノ粒子が生体分子検
出へ応用できることが確認されたため、第 7章と第 8章では Ce3+以外の希土類イオンをド

ーパントとして選択し、新しい機能を有するナノ材料の作製を試みた。 
第 7 章では近赤外蛍光を得るために Yb3+をドーパントとして選択し、YAG:Yb3+ナノ粒

子のグリコサーマル合成を行った。グリコサーマル法による YAG:Yb3+ナノ粒子の合成は、

筆者の知る限り未だ報告されていない。そこで、まず XRDによる結晶系の同定と TEMに
よる 1次粒子の観察を行った。 
また合成された試料を様々な温度で焼成し、その XRD プロファイルから結晶子サイズ
と格子歪みを算出した。さらに真空FT-IR測定により粒子に含まれるOH基量を比較した。
これらの結果と PL強度との関係より、結晶性やOH基の存在が発光強度に与える影響に
ついて考察した。 
 第 8 章では Yb3+に加えて Gd3+を共ドープすることにより、近赤外蛍光と磁性という複

数のモダリティを持つナノ粒子の作製を試みた。まず出発原料中のイットリウム塩とガド

リニウム塩の割合を変化させてグリコサーマル合成を行い、GAG-YAG固溶体ナノ粒子を
作製した。得られた試料に対して XRD による結晶系の同定および SEM 観察を行った。
さらに、これらの粒子を造影剤として用いてMRIを行い、Gd含有量の違いがMR造影能
に与える影響について考察した。 
 一方で、粒子の最表面に Gd原子を偏析させるため、あらかじめグリコサーマル合成し
た YAG ナノ粒子分散液にガドリニウム塩を投入し、再度グリコサーマル反応を行うとい
う 2段階での合成を行った。得られた粒子に対して XRDによる結晶系の同定および TEM
観察を行った。さらに、この粒子を造影剤として用いてMRIを行い GAG-YAG固溶体ナ
ノ粒子との違いを考察した。 
 最後に第 7章で得られた YAG:Yb3+ナノ粒子分散液にガドリニウム塩を添加して 2段階
合成を行い、PL測定とMRIの結果よりマルチモーダルプローブとしての可能性を検討し
た。 
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第 2章 キャラクタリゼーション 

 
2.1 粉末 X線回折（XRD）による構造評価 

2.1.1 結晶相の同定 
 試料の結晶相の分析を行うため、X線回折装置（理学電機, RINT 2200）を用いて XRD
測定を行った。測定条件を Table 2-1に示す。2.1.3の解析を行う場合は、測定する XRD
ピークを選択し、より精密な測定を行った。 
 

Table 2-1 Measurement conditions of XRD profiles. 
 Normal Precise 

Target Cu 

Measurement region (2T/deg) 10 - 60 Selected peak 

Scan step (deg) 0.05 0.01 

Scan speed (deg･min-1) 2 0.25 

Receiving slit width (mm) 0.3 

Current (mA) 30 

Voltage (kV) 40 

 
2.1.2 Scherrer 法による結晶子径算出 

 結晶が十分に大きく無歪であると仮定できる場合、回折プロファイルにおける線幅の拡

がりは結晶子の大きさにのみ依存すると考えられる。さらに、結晶子の大きさが均一であ

る場合、以下に示す Scherrerの式（Eq.2-1）によって結晶子径を算出できる[2-1,2]。 
 

TE
O
coscryst

hkl
kD   

 
 ここで Dhklは(hkl)面に垂直な方向における結晶子径、Oは X 線の波長、Eは結晶子のサ

イズ効果による線幅の拡がり、Tは Blagg の回折角、k はシェラーの定数である。Eq.2-1
におけるEcrystは結晶子の大きさによる線幅拡がりであり、観測される回折ピーク線幅 Bと
装置の光学系に起因する線幅拡がりの係数 bを用いて Eq.2-2のように表現される。 
 

bB � E  
 
 このため格子歪が無視できるほど少なく、かつ結晶子径の充分大きい試料を外部標準と

して測定し、b (=B0)を求めておく必要がある。 
 
2.1.3 Stokes-Wilson 法による格子歪み算出 

(Eq.2-1) 

(Eq.2-2) 
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 Scherrer法では、結晶が完全であるという仮定のもとで結晶子径を算出できる。しかし、
現実の結晶は格子欠陥や格子歪みなどを含んでおり、プロファイルの拡がりはこれらの影

響を考慮する必要がある。Wilson らによれば、格子歪による回折線幅の拡がりElattice は

Eq.2-3のように表せる[2-3]。 
 

TE tan4attice el   
 
 ここで e は最大の格子歪みを表す。回折線幅の拡がりがEcrystとElatticeによってもたらさ

れるとき、両方の因子に由来するプロファイル形状を近似する手法が用いられる。結晶子

の大きさと格子歪みによるプロファイルの拡がりが、ともに Cauchy(Lorentz)関数で近似
できる場合、プロファイルに寄与する全ての因子をEtotalとすると 
 

latticecrysttotal EEE �  

 
上式の単位をラジアン（2T）から S単位（S=2sinT/O）に変換すると 
 

latticecrysttotal EEE ddd �  

 
Eq.2-3と Scherrerの式（Eq.2-1）についても、それぞれ同様に 
 

eslattice 2d  E  

cryst
hkl

kkD
ET

O
T ddcos2

 
u

  

 
Eq.2-6中の sは線幅拡がりを S単位で表したものである。これらを Eq.2-5に代入すると 
 

es
D

kd
hkl

total 2� E  

 
Eq.2-8より、dEと sをプロットすると結晶子の大きさと格子歪みが算出できる。 
 
2.2 蛍光 X線分析（XRF）による組成分析 

 合成した試料の元素分析を XRF（理学電機, ZSXmini II）によって行い、ファンダメン
タルパラメータ法[2-4]を用いて組成を決定した。第 3章においては、Y2O3、Al2O3、CeO2

を Y:Ce:Al=3(1-x):3x:5 (0≤x≤0.04)の組成で混合し、Ce濃度と Ce-LD線強度についての検

(Eq.2-3) 

(Eq.2-4) 

(Eq.2-5) 

(Eq.2-6) 

(Eq.2-7) 

(Eq.2-8) 
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量線を作製した。作製した検量線を Fig.2.1に示す。 
 
2.3 フーリエ変換赤外分光法（FT-IR）による有機物の解析 

2.3.1 通常測定 
 試料に吸着している有機物の同定と金属イオンの配位状態を検討するため、赤外分光光

度計（Bio-Rad, FTS-60Aおよび日本分光, FT/IR-6100）を用いて拡散反射法による FT-IR
スペクトルの測定を行った。測定条件を Table 2-2に示す。 
 

Table 2-2 Measurement conditions of FT-IR spectra. 
 FTS-60A FT/IR-6100 

Matrix KBr CaF2 

Measurement region (cm-1) 400 - 4000 800 - 2200 

Resolution (cm-1) 2 2 

Acquisition time 32 100 

 
2.3.2 真空測定 

 試料中の OH基量について評価するため、赤外分光光度計（日本分光, FT/IR-6100）を
用いて真空下で拡散反射法によるFT-IRスペクトルの測定を行った。測定条件をTable 2-3
に示す。 
 

Table 2-3 Measurement conditions of FT-IR spectra. 
Matrix CaF2 

Measurement region (cm-1) 400 - 4000 

Resolution (cm-1) 4 

Acquisition time 128 

 
2.4 熱重量・示差熱分析（TG-DTA） 

 試料の熱挙動を解析するため、熱重量・示差熱分析装置（理学電機, TG8120）を用いて
TG-DTA プロファイルを測定した。ここでは試料とレファレンス用D-Al2O3をそれぞれ白

金パンに添加して測定を行った。測定条件を Table 2-4に示す。 
 

Table 2-4 Measurement conditions of TG-DTA 
Sample weight (mg) 10 

Heating rate (K･min-1) 10 

Maximum temperature (°C) 1300 

Air flow (mL･min-1) 200 

 
2.5 電子顕微鏡による粒径および形態の評価 
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2.5.1 透過型電子顕微鏡（FE-TEM）による像観察 
 試料の粒径および形態を観察するため、FE-TEM（FEI, Tecnai F120）による像観察を
行った。像観察に用いる検体は、試料をエタノール溶媒中に分散させて得られた分散液を

コロジオン膜貼付メッシュ上に滴下し、乾燥することで作製した。 
 
2.5.2 走査型電子顕微鏡（FE-SEM）による像観察 

 試料の粒径および形態を観察するため、FE-SEM（日立, S-4700）による像観察を行っ
た。検体はカーボンテープに試料を貼り付け、オスミウムを蒸着させることで作製した。 
  
2.6 動的光散乱法（DLS）を用いた粒度分布測定 

 分散液中での試料の凝集状態を評価するため、DLS（Malvern, HPPS）による粒度分布
測定を行った。測定に用いる分散液は、3 mL の純水およびリン酸塩緩衝液に対し試料コ
ロイドを 1滴滴下することで調製した。測定に用いたパラメータを Table 2-5に示す。 
 

Table 2-5 Measurement conditions of DLS. 
Refractive index of water (-) 1.33 

Refractive index of YAG (-) 1.82 

Measurement temperature (°C) 25 

 
2.7 光学特性評価 

2.7.1 蛍光（PL）および蛍光励起（PLE）スペクトル測定 
 試料の光学特性評価を行うため、蛍光光度計（日本分光, FP-6600）を用いて PLおよび
PLEスペクトル測定を行った。測定条件を Table 2-6に示す。 
 

Table 2-6 Measurement conditions of PL spectra. 
 PL PLE 

Excitation or emission wavelength (nm) 450 530 

Measurement region (nm) 475 - 800 300 – 500 

Spectral slit width on excitation (nm) 3 

Spectral slit width on emission (nm) 3 

Response (s) 1 

Sensitivity Medium 

Scan speed (nm･min-1) 200 

Scan step (nm) 0.5 

 
2.7.2 近赤外蛍光（NIR-PL）スペクトル測定 

 近赤外領域の PLスペクトルについて、蛍光光度計（日本分光, FP-6600）を用いて測定
を行った。測定条件を Table 2-7に示す。励起光源には波長 940 nmの近赤外レーザ（B&K 
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TEK Inc, BWF2-940-1.5-100.0.22-SMA）を用いた。 
 

Table 2-7 Measurement conditions of NIR-PL spectra. 
Measurement region (nm) 960 – 1200 

Spectral slit width on excitation (nm) 3 

Spectral slit width on emission (nm) 2 

Response (s) 1 

PMT voltage (V) 550 

Scan speed (nm･min-1) 200 

Scan step 0.5 

 
2.7.3 紫外・可視・近赤外（UV-vis-NIR）吸収スペクトル測定 

 試料の電子状態について調べるために紫外・可視・近赤外分光光度計（日本分光, V570）
を用いて UV-vis-NIRスペクトル測定を行った。測定は積分球ユニットを用いた拡散反射
スペクトルによって行った。測定条件を Table 2-8に示す。 
 

Table 2-8 Measurement conditions of UV-vis-NIR spectra. 
 UV-vis NIR 

Measurement region (nm) 200 - 850 850 - 1300 

Spectral slit width (nm) 2 4 

Sensitivity Medium 

Scan speed (nm･min-1) 40 

Scan step (nm) 1 

 
2.7.4 内部蛍光量子効率の算出 

YAG:Ce3+ナノ粒子については、Eq.2-9に従って内部蛍光量子効率 IQEsampleを算出した。 
 

sample

ref

ref

sample
refsample A

A
F

F
IQEIQE uu  

 
 ここで、IQErefは市販(Y2.1,Gd0.9)A5O12:Ce3+粉末（Kasei Optonix, P46-Y3）の内部量子
効率（= 72 %）、Fsampleは波長 450 nmで励起したときの合成試料の発光スペクトルの積
分値、Frefは波長 470 nmで励起したときの市販(Gd, Y)AG:Ce3+粉末発光スペクトルの積

分値、Asampleは波長 450 nmにおける合成試料の吸光度、Arefは波長 470 nmにおける市
販(Gd, Y)AG:Ce3+の吸光度を表す。 
 
2.7.4 蛍光プレートリーダーによる蛍光強度測定 

(Eq.2-9) 
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 ウェルプレートに導入された試料の蛍光強度を評価するため、蛍光プレートリーダー

（大日本住友製薬株式会社, Power scan HT）を用いて測定を行った。測定条件を Table 2-9
に示す。 
 

Table 2-9 Measurement conditions of fluorescent plate reader. 
Excitation source Xe flash lamp 

Excitation filter (nm) 440 - 480 

Emission filter (nm) 518 - 538 

Sensitivity 100 

 
2.8 磁気特性評価 

2.8.1 核磁気共鳴画像法（MRI） 

 試料の緩和能 R1, R2を評価するため、磁場強度 7Tの核磁気共鳴装置（Varian, INOVA）
を用いてスピンエコー法によりMRIを行った。検体は粉末試料を 1%のアガロースゲルに
分散させて作製した。測定条件を Table 2-10に示す。 
 

Table 2-10 Measurement conditions of MRI. 
 T1-weighted T2-weighted 

Repetition time (ms) 300 3000 

Echo time (ms) 30 100 

Field of view (mm) 51.2 x 25.6 

Matrix (-) 512 x 256 256 x 128 

Filp angle (°) 90 

Slice thickness (mm) 1 

 
2.8.2 振動試料型磁力計（VSM）による磁気測定 

 試料の磁気特性を評価するために、振動試料型磁力計（理研電子, BHV-5）を用いて磁
気測定を行った。検体は内径 5.6mmの容器に 2.5mmtまで試料を充填して作成した。測
定条件を Table 2-11に示す。 
 

Table 2-11 Measurement conditions of VSM. 
Sample temperature (°C) 25 

Max applied magnetic field (kÖe) 15 

Sweep speed (min/loop) 5 
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付録 MRI の測定原理 

 
MRIは核スピンの磁気的な緩和を利用して画像化を行うイメージング技術である。核ス
ピンを有する原子核は多数存在するが、検出感度や天然存在比の観点から、1Hの核スピン
を検出端として利用するのが一般的である。 
 
1) 1H の核磁気モーメント 

1Hの核磁気モーメントは、外部磁場が存在しない環境では Fig.2.1(a)に示すように自由
に配向する。しかし、磁場にさらされた場合は、Fig.2.1(b)に示すように磁場に平行な状態
（D状態とする）と反平行な状態（E状態とする）の 2 つの方向のみが許容され、Eq.2-10
に従い、磁場強度に応じた周波数の歳差運動をする。 

 
00 BJZ   

 
 ここでZ0は角周波数、Jは磁気回転比、B0は磁場強度である。このとき、D状態とE状態

ではエネルギー状態が異なり、そのエネルギー差は Eq.2-11で与えられる。 
 

0BE hJ '  
 
 ここで ħ = h/(2S)であり、hはプランク定数である。この 2つのエネルギー状態にある
磁気モーメントの相対的な分布は Eq.2-12に示すボルツマン関数に従う。 
 

kT
B

kT
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E
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N 00 1expexp

hh JJ
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 ここで kはボルツマン定数、Tは絶対温度である。例えば、27 °Cで 1 Tの磁場中に置
かれた場合、ND/NE = 1.000007であり、わずかに低エネルギー状態（D状態）にある磁気

モーメントが多くなる。ここで、磁気モーメントに'Eに相当するエネルギーの電磁波を
照射すると、磁気モーメントはD状態からE状態へ遷移し、やがてD状態とE状態が同数の飽

和状態に達する。 
 
2) 共鳴 

 実際にMRIで観測できるのは個々の 1Hの磁気モーメントではなく、無数の 1Hの磁気
モーメントの総和、すなわち巨視的磁化Mである。外部磁場が存在しない場合、個々の
磁気モーメントは自由に配向しているため、そのベクトル和は 0となる。 
 磁場 B0にさらされた場合、個々の磁気モーメントはZ0で歳差運動をする。Fig.2.2(a)の
ように磁場 B0の方向を Z方向と仮定すると、X軸, Y軸方向のベクトル和は相殺され 0と
なり、Z軸方向に角周波数Z0で回転する巨視的磁化Mを持つことになる。 

(Eq.2-10) 

(Eq.2-11) 

(Eq.2-12) 
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 さらにこの状態を Z軸を中心として各周波数Z0で回転する座標系(X’, Y’, Z)で表現し、X’
軸方向に磁場 B1を印加すると、Fig.2.2(b)に示すように巨視的磁化Mは Y’軸方向に角速
度Z1 = JB1で歳差運動を始める。通常の座標系(X, Y, Z)においては、この回転磁場は角周
波数Z0/2Sの振動磁場に相当し、巨視的磁化Mは螺旋を描きながら Z軸に対する角度を増
加させる。この振動磁場はパルスと呼ばれ、Y’方向にS/2だけ回転させるパルスを 90°パル
ス、Sだけ回転させるパルスを 180°パルスと呼ぶ。また、巨視的磁化の Z軸成分を縦磁化、
XY軸成分（Y’軸成分）を横磁化と呼ぶ。MRIでは、Z軸方向には強い静磁場がかかって
いるため縦磁化を直接観察することができない。そこで、90°パルスの照射などにより横
磁化として観測を行う。 
 
3) 縦緩和と横緩和 

 まず縦緩和に着目する。静磁場 B0に置かれた巨視的磁化Mは、パルスの照射によって
Y’軸方向に回転し縦磁化Mzは減少するが、その後 Eq.2-13に従って指数関数的にM0へ回

復することが現象論的に確かめられている[5]。 
 

1

0

T
MM

dt
dM z �

  

 
 この時定数 T1は縦緩和時間と呼ばれる。90°パルス照射後の縦緩和は Eq.2-14で表され
る。 
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一方、180°パルス照射後の縦緩和は、Eq.2-15で表される。 

 

)21( 1/
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 縦緩和現象を個々の 1Hの磁気モーメントで考えると、パルスの照射により増加してい
たE状態の磁気モーメントが準位間エネルギー'E を放出してD状態へ戻ることに対応する。

この放出される準位間エネルギーは、主に格子と呼ばれる原子間周囲に与えられる。この

エネルギーの授受はスピン－格子緩和と呼ばれ、格子が共鳴周波数で運動しているときに

のみ行われる[6]。 
 横磁化は個々の磁気モーメントの XY成分のベクトル和である。個々の磁気モーメント
の歳差運動の共鳴周波数が同じで、かつ位相が揃っていれば横磁化は保たれる。しかし実

際には、周囲の磁気モーメントによる磁場のため磁気モーメント毎にわずかに異なった磁

場を感ずる。そのため、共鳴周波数に差が生じ、Fig.2.3に示すように次第に位相が合わな

(Eq.2-13) 

(Eq.2-14) 

(Eq.2-15) 
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くなる。最終的には横磁化は消失する。この横磁化の減衰も縦磁化と同様、指数関数に従

うことが現象論的に確かめられており、Eq.2-16で表される。 
 

2

'

T
M

dt
dM YXY �  

 
この時定数 T2は横緩和時間と呼ばれる。90°パルス照射後の横緩和は Eq2-17で表され
る。 
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0'

Tt
YXY eMMM �   

 
4) T1強調画像と T2強調画像 

 90°パルスを照射した場合を考える。まず縦緩和に着目すると、Fig.2.4(a)に示すように
T1の短い組織と T1の長い組織では TR時間後の縦磁化の回復量が異なり、T1の短い組織

のシグナル強度がより増大する。T1強調撮像ではこのような縦磁化の回復速度の違いを利

用して画像化しており、T1の短い（縦緩和の早い）組織ほど白く強調される。 
 横緩和に着目すると、Fig.2.4(b)に示すように T2の短い組織と T2の長い組織では TE時
間後の横磁化の減衰量が異なり、T2の短い組織のシグナル強度がより減少する。T2強調撮

像ではこのような横磁化の減衰速度の違いを利用して画像化しており、T2の短い（緩和の

早い）組織ほど黒く強調される。 
 Fig.2.5に示すようなパルスシーケンスによりMRIを行った場合、得られるシグナル強
度 Sは繰り返し時間 TRとエコー時間 TEとの間に Eq.2-18ような比例関係がある[6]。 
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 TRを長く設定した場合、[ ]内が 1に近づくため横緩和速度の差が強調された画像が得
られる。逆に、TRを短く設定すると縦緩和速度の差が強調された画像が得られる。 
 
5) 造影剤と緩和能 

 Gd3+や Fe3+など金属イオンやメラニンなどの常磁性物質は大きな磁気モーメントを持

つ。そのため、1Hの磁気緩和を促進し、MRIにおけるコントラストを向上させる物質と
して機能する。 
 例えば Gd－DOTAなどの Gd錯体は、水分子が配位できる配位座を有している。そこ
へ水分子が配位すると、水分子の 1Hと Gd3+の電子スピン間に接触相互作用と双極子双極

子相互作用とが生じ、縦磁化の回復を促進する。このような効果を持つ造影剤を陽性造影

(Eq.2-16) 

(Eq.2-17) 

(Eq.2-18) 
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剤と呼ぶ。 
 一方、酸化鉄などは多数の電子スピンが強い相互作用で互いに結合しており、きわめて

強い磁気モーメントを有する。そのため、周囲に非常に強い磁場勾配を与えるため、その

近傍を通過する 1Hは不均一な磁場を感ずることになり、スピンのコヒーレンスが速やか
に失われる。このように横磁化の減少を促進させる効果を持つ造影剤を陰性造影剤と呼ぶ。 
 これらの造影剤の能力は緩和能 R1, R2と呼ばれる値で評価され、Eqs.2-19, 20で定義さ
れる。 
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 ここで、Cは造影剤濃度、T10, T20はそれぞれ造影剤投与前の縦緩和時間、横緩和時間、

T1p, T2pはそれぞれ造影剤投与後の縦緩和時間、横緩和時間を表す。緩和能が大きいほど

少量の造影剤で大きな効果をもたらすことができる。Eqs.19, 20を変形すると、 
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と表すことができる。つまり、造影剤濃度に対して緩和時間の逆数をプロットすると、そ

の傾きから緩和能を求めることができる。 

(Eq.2-19) 

(Eq.2-20) 

(Eq.2-21) 

(Eq.2-22) 
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Fig.2.1 Calibration curve of Ce/(Y+Ce). 
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Fig.2.1 Illustration of the magnetic moments (a) without and (b) with magnetic 
field B0. 

Fig.2.2 (a) Illustration of the integrated magnetic moments M in magnetic field 
B0. (b) Rotation of integrated magnetic moment M by irradiation of B1. 
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Fig.2.3 Illustration of dephasing of magnetic moments. 
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Fig.2.4 (a) Longitudinal relaxation vs. TR. (b) Transverse relaxation vs. TE. 
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Fig.2.5 Pulse sequence of spin echo method. 
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第 3章 YAG:Ce3+ナノ粒子のグリコサーマル合成条件の検討 

 
3.1 緒言 

3.1.1 YAG結晶とその合成法 

 イットリウムアルミニウムガーネット Y3Al5O12 (YAG)は、ガーネット構造の複合酸化物
である。1970 °Cという高い融点[3-1]を有し、熱的・化学的に安定である。可視光領域で
透明な結晶であるため、希土類元素を中心とする様々なドーパントを固溶させる光学結晶

母体として用いられている[3-2~5]。特に、Nd3+を固溶させた YAG:Nd3+は代表的な近赤外

レーザ材料であり、工業・通信・医療など多岐にわたる分野で重要な役割を果たしている。 
 YAG の合成方法は Czochralski 法[3-1]による単結晶合成法の他にも、固相法[3-6]、ゾ
ルゲル法[3-7~9]、ペチニ法[3-10]、共沈法[3-11]、燃焼法[3-12]、スプレー熱分解法[3-13]、
熱圧縮法[3-14]などが挙げられる。これらの合成法では結晶化を目的とした焼成が必要で
あり、YAlO3（YAP）や Y4Al2O9（YAM）などの副生成物の生成を回避するためには、
700-1500 °Cいう高温が必要である。 
一方で、焼成を必要としない YAG の合成法として溶媒熱合成法が提案されている。溶
媒として水[3-15]を用いた水熱合成の他にも、水－エタノールの混合溶媒[3-16~17]やグリ
コール[3-18~20]を用いた溶媒熱合成の報告例がある。たとえば、Li らはエタノール－水
の混合溶媒を用いた溶媒熱合成により、280 °Cという低温でYAG結晶を得ている[3-17]。 
 
3.1.2 YAG:Ce3+の発光機構 

 YAG:Ce3+は YAG を母体とし、Y3+と置換して Ce3+が賦活されることによって得られる

蛍光体で、1967年に Blasseと Brilらによって発見され[3-21]、青色 LED と組み合わせ
た白色 LED[3-22~24]やJ線検出のシンチレータ材料[3-25,26]として応用されている材料
である。 

Fig.3.1に、YAGに固溶した Ce3+の準位を示す[3-27]。4f軌道はスピン－軌道相互作用
により基底状態で 2F5/2と 2F7/2の 2つの準位に分裂する。一方で、5d軌道は結晶場の影響
を受け、5つの準位に分裂する。YAG:Ce3+では、この 5d-4f間の許容遷移を励起・発光に
利用するため、4f-4f間の禁制遷移を利用する他の希土類ドーパントと比較して高発光効率
が期待できる。また、母体へのガドリニウムやガリウムの添加により Ce3+周辺の結晶場強

度を変化させて 5d 軌道の分裂を操作し、励起波長や蛍光波長をコントロールすることが
できる[3-6,28]。 
 

3.1.3 グリコサーマル法による YAG:Ce3+ナノ粒子の合成 

3.1.3.1 グリコサーマル法によるガーネット結晶の合成 
 グリコサーマル法とは、エチレングリコールや 1,4-ブタンジオールなどのグリコールを
溶媒として用いる溶媒熱合成法の１つであり、ZrO2-TiO2[3-29]、Fe3O4[3-30]および希土
類酸化物[3-31]などの酸化物ナノ粒子や ZnGa2O4[3-32]などの複合酸化物ナノ粒子のほか、
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ホウ酸[3-33]、リン酸[3-34]およびタングステン酸[3-35]のようなポリ酸を含むナノ結晶の
合成に利用されている。 
 Inoueらは、酢酸イットリウムとアルミニウムトリイソプロポキシドを金属原料に、1,4-
ブタンジオールを溶媒に用いたグリコサーマル反応により YAG ナノ粒子を得ている 
[3-19]。水熱合成で YAGナノ粒子を単相で得るには 350-600 °Cという高温と 75-150 MPa
という高圧が必要であるのに対し、1,4-ブタンジオールを用いたグリコサーマル合成では
280-300 °C 、4-5 MPaという比較的ゆるやかな条件で合成することができる。 
 反応機構は以下のように考えられている。まず、アルミニウムトリイソプロポキシドの

みをグリコール溶媒に投入してグリコサーマル処理を行うと、Fig.3-2 に示すようなベー
マイト（AlOOH）の層間にグリコール分子が配位した誘導体を形成する[3-36~39]。グリ
コール分子の炭素数を増加させると生成するベーマイト誘導体の層間距離は増加する

[3-38]。一方で、XRD プロファイルから算出される結晶子サイズは、グリコールを

HO(CH2)nOHと表すと 2<3<6<4の順に増大する。Inoueらは、結晶構造の発達のしやす
さはグリコシド中間体の Al-O-C結合の C-Oヘテロリティック開裂のしやすさに依存する
としている[3-42]。炭素数が増加するに従い C-Oヘテロリティック開裂が起こりやすくな
るが、n=4の 1,4-ブタンジオールを溶媒に用いた場合は分子内の OH基の隣接基関与によ
り特異的に開裂を起こしやすい[3-40]。例えば、n=2 のエチレングリコールを溶媒として
用いた場合は、C-Oヘテロリティック開裂が起こりにくいため、生成物は溶媒を多量に含
むゲル状物質として得られる。 
 一方、希土類酢酸塩のみを 1,4-ブタンジオール中 300 °C で加熱すると酢酸基の一部が
加水分解され、REO(OCOCH3)、RE(OH)2(OCOCH3)、RE(OH)(OCOCH3)2のいずれかが

結晶化する[3-41]。生成する結晶相は希土類イオンの半径によって異なり、酢酸イットリ
ウムの場合は YO(OCOCH3)が結晶化する。酢酸イットリウムとアルミニウムトリイソプ
ロポキシドを 1,4-ブタンジオールに投入し、300 °Cよりも低温(250 °C)でグリコサーマル
処理を行うと、YAG のほかにこの YO(OCOCH3)に帰属される XRD ピークが出現する。
反応時間の伸長によりこの YO(OCOCH3)にされるピークは減少し、同時に YAGの収率が
増大する。このことから、この中間体、あるいはこの中間体との平衡状態を経由して YAG
が生成すると考えられる[3-19]。 
 同様の金属塩を用いて水熱合成を行うと結晶性の高いベーマイトが生成し、YAGはほと
んど生成しない[3-19]。また、希土類水酸化物の安定性は希土類イオンの半径の増大に伴
い増大するため、水熱合成によって Gd3+以上の半径を持つ希土類アルミニウムガーネット

の作製は困難であった。しかし、グリコサーマル法では安定性の低いベーマイト誘導体を

中間体として経由するため、全ての希土類イオンに対してガーネット構造を得ることがで

きる[3-19]。 
また、アルコキシドを原料とした水熱合成では原料の加水分解の状態が生成物に影響を

与えるが、グリコサーマル反応では水酸化物とグリコシド誘導体は平衡状態にあるため、

わずかな加水分解は生成物に影響を与えない[3-42]。グリコサーマル法は、ハンドリング
が比較的容易な合成法といえる。 
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 さらに、生成するガーネット結晶の単位格子が増大すると、核生成頻度が減少すること

が示唆されている。例えば、Al源の替わりに Ga源を用いると、ガリウムガーネットの単
位格子はアルミニウムガーネットのそれよりも大きいため核生成速度が減少し、生成する

ナノ粒子の粒径は増大する[3-43, 44]。また、希土類酢酸塩と鉄アセチルアセトナートを用
いてグリコサーマル合成を行っても RE3Fe5O12を直接得ることはできない。Inoueらはこ
の理由を、単位格子の増大に伴い核生成が困難になったためであるとしている[3-45]。 
 
3.1.3.2. グリコサーマル合成により得られた YAG:Ce3+ナノ粒子の特性 

 グリコサーマル法は、モノクリニック相を経由する他の液相合成法とは異なり、直接ガ

ーネット相が得られるドライビングフォースの強い反応である[3-46]。そのため、結晶中
には多くの酸素欠陥やカチオン欠陥が生成すると考えられる。また水熱合成とは異なり、

グリコサーマル合成では溶解－再析出の過程を伴わないため、生成した欠陥はそのまま残

存する。グリコサーマル法によって合成した YAG:Ce3+ナノ粒子においても、これらの欠

陥は発光キラーとして働き、発光効率を減少させる因子となっていると考えられる。 
 Kasuya らは、酢酸イットリウム、酢酸セリウムおよびアルミニウムトリイソプロポキ
シドを金属塩としてグリコサーマル合成を行い、300 °Cで 1 h以上熟成することにより 1
次粒子径が約10nmのYAG:Ce3+ナノ粒子を作製した[3-47~49]。保持時間が 0.5 hの場合、
試料はアモルファス物質として得られるが、1 h以上保持しても 1次粒子径に変化はない
[3-48]。これは、イオン溶液から核が生成、成長するプロセスとは異なり、中間体の分解
によって YAG が生成しているためであると考えられる。また、炭素数 6 までのグリコー
ルのうち、炭素数が 4の 1,4-ブタンジオールを溶媒として用いたときに最も発光強度の高
い試料が得られる[3-49]。さらに、1,4-ブタンジオールとポリエチレングリコールの混合溶
媒を用いることで、1) 粒子表面の不動体化、2) Ce3+→Ce4+への酸化の抑制、3) YAG結晶
中への Ce3+の固溶促進、4) Ce3+周辺の歪みの緩和などが起こり、発光強度が増大する[47]。 
 

3.1.4 研究目的 
 Kasuyaらのグリコサーマル合成条件によって得られる YAG:Ce3+ナノ粒子は、1次粒子
径は約 10nm であるが、約 50nm の 2 次的な凝集体を形成していることが SEM 観察や
DLSによる粒度分布測定により推察されている。蛍光プローブへの応用を考えると、巨大
な粒子は立体障害による結合阻害や生体分子の運動や機能の低下の原因となるため、流体

力学半径はより小さい方が望ましい。そのため、1 次粒子径を減少させる、あるいは２次
的な凝集を抑制する必要がある。 
 第 3 章では、この粒径の縮小を目的として、グリコサーマル合成条件の検討を行った。
検討した条件の 1 つは反応開始時に系に投入する原料濃度、すなわち仕込み濃度である。
この仕込み濃度の変化が粒子径に与える影響を検討した。 
もう 1 つはクエン酸の添加である。クエン酸は、他の合成法において粒子の形態制御

[3-50]や分散安定性の向上[3-51]に寄与することが報告されている分子である。また、クエ
ン酸のカルボキシル基はポリエチレングリコールのヒドロキシル基よりも強く金属イオ
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ンに配位すると考えられるため、光学特性についても何らかの影響を与えると予想される。

そこでクエン酸共存下で YAG:Ce3+ナノ粒子のグリコサーマル合成を行い、粒子径や光学

特性に与える影響を検討した。 
 
3.2 実験方法 

3.2.1 試薬 
 第 3章で用いた試薬の一覧を Table 3-1にまとめた。 
 

Table 3-1 List of reagents. 
Reagent Purity FW Maker 

1,4-butanediol >97.0% 90.12 Kanto Kagaku 

Aluminium isopropoxide >99.9% 204.24 Kanto Kagaku 

Cerium(III) acetate monohydrate >99.99% 335.26 Kanto Kagaku 

Citric acid >98.0% 192.18 Wako 

Yttrium acetate tetrahydrate >99.99% 338.10 Kanto Kagaku 

 
3.2.2 試料の合成方法 

3.2.2.1 仕込み濃度を変化させた YAG:Ce3+ナノ粒子の合成 
 オートクレーブ（耐圧硝子工業, TVS-120-N2）に酢酸イットリウム 4水和物、酢酸セリ
ウム(III)1水和物、およびアルミニウムトリイソプロポキシドを Table 3-2に従って加え、
溶媒である 1,4-ブタンジオール 63.6 mL を投入した。攪拌機による攪拌(300 rpm)のもと、
1.5 hで室温から 300 oCまで昇温してそのままの温度で 2 h保持した。反応終了後、室温
まで空冷し分散液を得た。一連の手順を Fig.3.3のフローチャートに示す。 
 

Table 3-2 Quantity of reagents. 

Sample 
Yttrium acetate 

tetrahydrate (g) 

Cerium acetate 

monohydrate (g) 

Aluminium 

isopropoxide (g) 

Theoretical yield 

of YAG (mmol) 

YAG(0.5) 0.502 0.0050 0.511 0.5 

YAG(1.25) 1.26 0.0126 1.28 1.25 

YAG(2.5) 2.51 0.0251 2.55 2.5 

 
3.2.2.2 クエン酸を添加した YAG:Ce3+ナノ粒子の合成 

 オートクレーブに酢酸イットリウム 4水和物 7.425 mmol (2.51 g)、酢酸セリウム(III)1
水和物 0.0075 mmol (0.0251 g)、アルミニウムトリイソプロポキシド 12.50 mmol (2.55 g)
およびクエン酸を 0.25-12.5 mmol (0.048 - 0.240 g)加え、溶媒である 1,4-ブタンジオール
63.6 mL を投入した。攪拌機による攪拌(300 rpm)のもと、1.5 hで室温から 300 oCまで
昇温してそのままの温度で 2 h保持した。反応終了後、室温まで空冷し分散液を得た。 
 得られた分散液を遠心沈殿管に注ぎ、95%メタノール変性アルコールを添加した。この
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分散液を遠心分離(10000 rpm, 30 min)することで粒子を沈降させ、上澄みを除去した。こ
の洗浄行程を合計 3回行った後、送風乾燥(50 oC, 1 day)することで粉体試料を得た。一連
の手順を Fig.3.4のフローチャートに示す。 
 
 試料名は YAG の理論収量に対するクエン酸の添加量で示し、添加量の少ないものから
それぞれ 0mol%, 10mol%, 25mol%, 50mol%とした。 
 
3.2.3 試料の評価方法 

 第 2章で述べた評価のうち、仕込み濃度を変化させて合成した試料に関しては FE-TEM
と DLS、クエン酸を添加して合成した試料については FE-TEM, XRD, XRF, UV-vis, PL, 
FT-IRおよび蛍光寿命測定を行った。また、得られた測定結果より内部量子効率 IQEを算
出した。 
 
3.3 結果と考察 

3.3.1 仕込み濃度の与える影響 

3.3.1.1 反応時間や仕込み濃度に対する圧力変化 

 Fig.3.5に圧力の経時変化を示す。反応から 1.5 h以降、温度一定であるにも関わらず時
間の経過とともに圧力が増大するのは、後述のようにイソプロパノールやテトラヒドロフ

ランなどの低沸点成分が生成するためである。反応終了時の圧力は、仕込み濃度の低い方

からそれぞれ 0.85, 2.2, 4.3 MPaであり、仕込み濃度が高い試料ほど最終圧力は増大した。
また、YAG(2.5)と YAG(1.25)では、系内の圧力が約 0.9 MPa に到達すると、圧力上昇の
速度が増大した。これは低沸点成分の生成速度が増大したためであり、何らかの因子によ

り反応が促進されたことを示唆する。 
 
3.3.1.2 GC-MS による反応終了時の溶媒の分析 

 反応終了後の溶媒について GC-MS測定を行った結果、イソプロパノールとテトラヒド
ロフランが 4.2 : 95.8の体積比で含まれていた。イソプロパノールは原料であるアルミニ
ウムトリイソプロポキシドが加水分解したあとの副生成物であり、テトラヒドロフランは

1,4-ブタンジオールが環化反応を起こして生成したと考えられる。 
 
3.3.1.3 TEM による 1次粒子径評価と DLS による粒度分布解析 

 Fig.3.6に仕込み濃度を変化させて合成した試料の FE-TEM像を示す。この TEM像よ
り算出した数平均 1次粒子径と標準偏差を Table 3-3に示す。これより、YAG(0.5)の 1次
粒子径は他の 2つの試料よりも小さいことが確認された。 
 また、超純水に分散させた試料の粒度分布を DLSで測定した結果を Fig.3.7に示す。そ
の平均流体力学直径と標準偏差を Table 3-3にまとめた。仕込み濃度による流体力学直径
の系統的な変化は見られなかった。 
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Table 3-3 Particle size measured by TEM and hydrodynamic diameter 
measured by DLS in water of YAG:Ce3+ nanoparticles. 

 YAG(0.5) YAG(1.25) YAG(2.5) 

Particle size (nm) 7.7 ± 2.1 10.8 ± 2.1 10.8 ± 2.4 

Hydrodynamic diameter (nm) 40.4 ± 10.0 45.4 ± 9.2 43.4 ± 9.4 

 
3.3.1.4 反応メカニズムについての考察 

テトラヒドロフランの存在は 1,4-ブタンジオールの環化を示唆する[3-44]。グリコサー
マル法による YAG:Ce3+ナノ粒子の合成において考えられる反応過程のひとつとして、

Fig.3.8に示す反応過程が考えられる。この反応過程は次の通りである。(1) 金属塩に 1,4-
ブタンジオールが配位し、(2) 1,4-ブタンジオールが環化反応してテトラヒドロフランとし
て脱離すると同時に M-OH が生成し、(3) M-OH が別の金属 M’の誘導体と反応し、
M-O-M’の結合が形成される。 
 また、熟成時間が短い場合、ゲル状のアモルファス試料が得られることから[3-47]、一
旦金属塩が溶解したのちに金属-酸素のネットワークが形成することで前駆体ゲルが生成
している考えられる。Inoue らは、エチレングリコールを用いた YAG のグリコサーマル
合成を行い、前駆体に結晶相が含まれている可能性は低く、金属イオンが均一に分布して

いることを示唆している[3-46]。 
 一方で、反応終了後に上澄みのみを乾燥した試料と、沈殿物を含めて乾燥した試料を作

製し、それぞれの DTAプロファイルを測定した結果を Fig.3.9に示す。沈殿物を含めて回
収した試料では、458 と 490 °C に発熱ピークと吸熱ピークが観測されたが、上澄みのみ
を回収した試料ではこれらのピークは観測されなかった。この熱挙動は、ベーマイト誘導

体からベーマイトが生成するときなどに観測される特徴的な熱挙動である[3-52]。また、
Inoue らは、ベーマイト誘導体が YAG の生成に関与していることを指摘している[3-18]。
これらに従うと、上澄みから回収した試料には前駆体成分が含まれていない、あるいは含

まれていたとしてもその量はわずかである。すなわち、YAG:Ce3+ナノ粒子のグリコサーマ

ル合成では、前駆体となる有形の物質が存在し、その前駆体が分子内縮重合などを起こす

ことにより YAG:Ce3+ナノ粒子が結晶化し、前駆体から系内に放出されると考えられる。 
 次に圧力に着目する。YAG:Ce3+ナノ粒子のグリコサーマル合成では、Fig.3.8 に示すよ
うに、反応の進行に伴いイソプロパノールやテトラヒドロフランなどの低沸点成分が生成

することで圧力が増大する。Fig.3.7 に示すように、YAG(2.5)と YAG(1.25)では 0.9MPa
到達以降に圧力の増加が加速しており、これは核生成反応が誘発されているためであると

考えられる。つまり、原料濃度が低い YAG(0.5)の場合は、Fig.3.10(a)に示すように、系内
の平均的な前駆体濃度が低く核生成を起こしにくいのに対し、原料濃度の高い YAG(2.5)
や YAG(1.25)の場合は、Fig.3.10(b)に示すように、系内の平均的な前駆体濃度が増加する
ことで核生成が誘発されると考えられる。 
これらの考察を踏まえ、FE-TEMで観察された 1次粒子径について考察する。仕込み濃
度の低い試料では、系内の前駆体濃度も低いため、同時に過飽和状態に到達する前駆体領
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域は小さい。そのため、生成する 1次粒子も小さくなる。一方で、仕込み濃度が高い試料
では、系内の前駆体濃度が高いため、局所的な過飽和状態に到達する前駆体領域は大きい。

そのため、生成する 1次粒子も大きくなっていると考えられる。 
また DLSによる粒度分布測定では、いずれの試料も FE-TEMで観察された 1次粒子径
よりも大きな粒子径を得た。これは、複数の 1次粒子が 2次的な凝集体を形成しているた
めであると考えられる。 
このように、仕込み濃度の変化では 2 次的な凝集を抑制することはできなかったため、

1 次粒子の状態で分散させるには何らかの分散安定剤を用いて合成を行う必要があると考
えられる。 
 
3.3.2 クエン酸添加の効果 

3.3.2.1 FE-TEMによる 1次粒子径の観察 

 Fig.3.11 に合成した試料の FE-TEM 像を示す。全ての合成条件で球状の粒子が得られ

た。また画像より算出した数平均 1次粒子径を Table 3-4にまとめた。クエン酸添加量の
増大に伴って 1次粒子径は減少した。さらに、クエン酸無添加試料（Fig.3.10(e)）と比較
すると、クエン酸を添加した試料（Fig.3.10(f)）はよく凝集した。 
 

Table 3-4 Properties of YAG:Ce3+ nanoparticles prepared with and without citric acid. 

1) the number average particle diameter. 

2) the Ce/(Ce+Y) atomic ratio measured by XRF. 

3) the absorbance at 450nm. 

4) Fsample and Fref values in Eq.2-9, i.e., the integrated PL intensity at 530nm. 

5) IQEsample value calculated by Eq.2-9. 

 

3.3.2.2 XRD による結晶系の同定と格子定数の算出 

 Fig.3.12に合成した試料のXRDプロファイルを示す。全てのピークはYAGに帰属され、
副生成物の生成は確認されなかった。また、Fig.3.13に(400)ピークについて精密測定した
プロファイルを示し、Table 3-5 にそれぞれのピーク位置と算出された格子定数をまとめ
た。 
まず、ミクロンサイズの市販 YAG:Ce3+ (Kasei Optnix, P46-Y1)とクエン酸の添加なし
で合成した YAG:Ce3+ナノ粒子のピーク位置を比較する。グリコサーマル法で合成した

Sample 
Citric acid 

(mol%) 

dav
1)

 

(nm) 

   2) Absorbance3) 

(a.u.) 

PL 

intensity4) 

IQE5) 

(%) 

Nanosize 

0 10.2 ± 2.3 3.75 0.144 7690 22.0 

10 9.3 ± 3.1 3.50 0.121 8921 30.2 

25 5.9 ± 0.8 3.64 0.085 6113 29.5 

50 4.0 ± 0.8 3.71 0.078 7596 40.1 

Reference - - - 0.097 16933 72.0 

Ce 

Y+Ce 
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YAG:Ce3+ナノ粒子の(400)ピーク位置は市販品の(400)ピークよりも低角度側に位置して
おり、それに伴って算出される格子定数も増加した。これは、ナノサイズ化に伴って表面

近傍の粒子の占める割合が増大することに伴う格子緩和（構造緩和）の影響であると考え

られる。 
次に、クエン酸の添加の有無で比較すると、クエン酸を添加して合成した YAG:Ce3+ナ

ノ粒子の(400)ピークは、添加なしで合成したものよりも、低角度側へシフトし、格子定数
は増大した。これは 1次粒子径の減少に伴って格子緩和の影響が強く現れた結果だと考え
られ、FE-TEMで観察された結果と一致する。 

 
Table 3-5 Peak position of (400) plane and lattice constant calculated 

 from interplanar spacing of (400). 
 micron-sized YAG:Ce3+ 0mol% 50mol% 

Peak position 2T (°) 29.77 29.55 29.47 

Lattice constant (Å) 12.004 12.091 12.148 

 
3.3.2.3 FT-IR による表面有機物と Al-O 配位数の解析 

 Fig.3.14に合成した試料の FT-IRスペクトルを示す。1430 cm-1および 1540 cm-1のピ

ークはそれぞれ COO－対称、非対称伸縮振動に帰属[3-53]され、クエン酸のカルボキシル
基が金属原子に配位していることを示唆する。また、1060 cm-1のピークは C-O伸縮振動
に帰属され、クエン酸や 1,4-ブタンジオールの存在を示唆する。クエン酸添加量の増加に
伴い、C-O伸縮振動ピークに対する COO－対称・非対称伸縮振動のピーク強度は増大して
おり、より多くのクエン酸が粒子に配位していることが確認された。 
 Fig.3.15 に低波数域の FT-IRスペクトルを示す。Peak1, 2 は 4 配位 Al-O 伸縮振動、
Peak3 は 6 配位 Al-O 伸縮振動にそれぞれ帰属され[3-54]、クエン酸の添加量の増大に伴
い、4配位 Alに対する 6配位 Alの割合が増大している。これらの結果は、金属イオンへ
配位しているクエン酸量が増大していることを示唆する。 
 
3.3.2.4 UV-vis 吸収スペクトルと PL・PLE スペクトルによる光学特性評価 

 Fig.3.17に合成した試料の UV-vis吸収スペクトルを示す。波長 450 nmをピークとす
る吸収は Ce3+の 4f(2FJ)→5d(2A1g)に帰属される[3-8, 55]。クエン酸の添加量の増加に伴い、
この波長 450 nmにおける吸光度は減少した。 
 Fig.3.14に合成した試料の PL・PLEスペクトルを示す。波長 450 nmと 345 nmを中
心とする励起ピークは、YAGに固溶した Ce3+の 4f(2FJ)→5d(2A1g)遷移と 4f(2FJ)→5d(2B1g)
遷移にそれぞれ帰属される[3-8, 55]。発光スペクトルは、波長 530 nmと波長 570 nmを
中心とするピークの重ね合わせとして得られ、それぞれ Ce3+の 5d(2B1g)→4f(2F5/2)遷移と
5d(2B1g)→4f(2F7/2)遷移に帰属される。クエン酸の添加量と発光強度との間に相関性はみら
れなかった。 
 Table 3-4にそれぞれの試料の波長 450 nmにおける吸光度と発光ピーク面積、それら
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と Eq.2-9 から求めた相対内部量子効率(IQE)をまとめた。クエン酸添加量の増加に伴い、
IQEは増大する傾向が見られた。 
 
3.3.2.5 蛍光寿命測定 

 Fig.3.18 に合成した試料の蛍光寿命測定の結果を示す。また、ミクロンサイズの市販
YAG:Ce3+については 1次減衰、合成した YAG:Ce3+ナノ粒子は 2次減衰のカーブフィッテ
ィングにより求めた各パラメータを Table 3-6 にまとめた。ミクロンサイズの YAG:Ce3+

の蛍光寿命はW = 57.3 nsであった。一方で、グリコサーマル法によって合成した YAG:Ce3+

ナノ粒子の発光の減衰は、寿命の短い成分(W1 = 16-26 ns)と寿命の長い成分(W2= 72-112 ns)
の、少なくとも 2つの成分より構成されていた。 
 

Table 3-6 PL decay parameters obtained by curve fitting. 

1) I = I0 + A1(exp(-t/W1) + A2exp(-t/W2) 

2) I = I0 + A1(exp(-t/W1) 

 
3.3.2.6 クエン酸の添加が粒子径に与える影響 

1次粒子径はクエン酸の添加量の増加に伴い減少した。これは次のように説明できる。 
3.3.1.4 で考察した通り、グリコサーマル法では Fig.3.8 のような反応過程を経て

YAG:Ce3+ナノ粒子が生成する。クエン酸のカルボキシル基が金属イオンへ配位すると、

1,4-ブタンジオールが配位したときのような C-Oヘテロリティック開裂は起こらない。そ
の結果、前駆体として生成する金属－酸素ネットワークが細分化され、生成する核が縮小

したと考えられる。Inoue らも、>Al-O-の生成が抑制されるほど結晶子サイズが縮小する

ことを報告しており[3-42]、この実験結果と対応する。 
また、クエン酸の添加により凝集が促進された。Fig.3.19に示すように、クエン酸の添
加により粒子のゼータ電位は負方向へシフトし、50mol%ではほぼ 0 mVであった。この
シフトは、クエン酸のカルボキシル基に由来すると考えられる。つまり、クエン酸の添加

によりゼータ電位が減少し、静電的反発力による分散安定化が充分に得ることができない

ために凝集を起こしやすくなったと考えられる。 
 
3.3.2.7 クエン酸の添加が光学特性に与える影響 

 クエン酸添加量の増大に伴い、Ce3+の 4f→5d遷移による吸収は減少した。Table 3-4に

Sample 
Citric acid 

(mol%) 

Time constant (ns) Relative amplitude 

W1 W2 A1 A2 

Nanosize1) 

0 16.1 74.2 35.5 64.5 

10 26.3 107.7 30.8 69.2 

25 24.5 115.0 28.5 71.5 

50 25.5 113.3 27.7 72.3 

Microsize2)  57.3 - 100 - 
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示すように、XRFによって測定した Ce/(Ce+Y)比はクエン酸の添加量に関わらず一定であ
ることから、この減少は総 Ce 量の減少によるものではなく、Ce3+→Ce4+への酸化による

ものであると考えられる。クエン酸の添加量の増大に伴って Ce3+の酸化が促進された原因

は、1 次粒子径の減少による比表面積の増大により、酸化の影響を受けやすい粒子表面の
Ce3+の割合が増加したためであると考えられる。実際に、グリコサーマル法で合成した

YAG:Ce3+ナノ粒子には Ce3+と Ce4+が混在していることが、電子エネルギー損失分光法に

より確認されている[3-56]。 
 IQEはクエン酸の添加量の増大に伴って増加した。これはクエン酸のカルボキシル基が
粒子表面の金属イオンに配位することで、発光キラーである表面欠陥がキャッピングされ

た結果であると考えられる。実際に、蛍光寿命測定ではクエン酸の添加により発光寿命は

伸長しており、これは表面欠陥の減少を支持する。 
 最後に蛍光寿命について考察する。ミクロンサイズの市販 YAG:Ce3+の蛍光寿命はW = 
57.3 nsであり、これは他で報告されている値とよく対応した[3-57, 58]。一方、グリコサ
ーマル法により合成された YAG:Ce3+ナノ粒子は寿命の短い成分W1と長い成分W2の 2 つの
成分により構成されていた。前者の短い成分W1 は Alison らがグリコサーマル合成した
YAG:Ce3+ナノ粒子にも観測されている[3-20]。Zhou らもゾルゲル法により合成した
YAG:Ce3+ナノ粒子について、同様の蛍光寿命の短縮を観測しており、これを表面欠陥や有

機物によるクエンチングの結果であるとしている[3-59]。これらの結果から考えると、グ
リコサーマル法により合成された YAG:Ce3+ナノ粒子においても、ナノサイズ化により表

面欠陥が増大し、蛍光寿命が短縮されていると考えられる。一方、寿命の長い成分W2 は、

通常の蛍光寿命よりも長い。Aitasalo らも、ゾルゲル法によって作製した Ce3+ドープ

Y2SiO5の蛍光寿命を測定し、通常の nsオーダーの緩和成分に加えてPsオーダーの長い緩
和成分を観測している[3-60, 61]。彼らはその原因を次のように説明している；還元雰囲気
中で粒子を作製すると、格子中に酸素欠陥が生成する。この酸素欠陥は Ce3+から電子を奪

って Ce4+－色中心対を形成する。Ce3+の励起を行うと、Ce3+から Ce4+－色中心へのエネル

ギー移動が起こり、その後電荷移動遷移により発光する。この電荷移動遷移による発光は

Ce3+の 5d-4f 遷移よりも長い寿命を持ち、かつ、Ce3+の 5d-4f 遷移に重なり合って観測さ
れる。グリコサーマル反応も還元雰囲気の反応であるため[3-41]、グリコサーマル法で合
成した YAG:Ce3+ナノ粒子中にも同様の Ce4+－色中心対が形成していると考えらる。蛍光

寿命の長い成分は、これらの電荷移動遷移による発光に起因するものであると推察される。 
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Fig.3.1 Energy diagram of Ce3+ incorporated in YAG. 
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Fig.3.2 Proposed structure of the ethylene glycol derivative of boehmite[3-39]. 
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Y(CH3COO)3∙4H2O
Ce(CH3COO)3∙H2O

Al[OCH(CH3)2]
1,4-butanediol

Autoclave
300 oC for 2 h, 300 rpm

cooling to RT

YAG:Ce3+ colloidal solution

sedimentation

powdered sample

Washed with ethanol
Centrifuged (10000 rpm, 30 min) x3

 

Fig.3.3 Schematic representation of the synthesis of YAG:Ce3+ nanoparticles. 
 

Y(CH3COO)3∙4H2O
Ce(CH3COO)3∙H2O

Al[OCH(CH3)2] 
1,4-butanediol
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YAG:Ce3+ colloidal solution

sedimentation

powdered sample

Washed with ethanol
Centrifuged (10000 rpm, 30 min) x3

Autoclave
300 oC for 2 h, 300 rpm

Fig.3.4 Schematic representation of the synthesis of YAG:Ce3+ nanoparticles 
with citric acid. 
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Fig.3.5 Change in pressure during glycothermal reaction: (a) YAG(0.5), 
(b) YAG(1.25), (c) YAG(2.5), (d) programmed temperature. 
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Fig.3.6 FE-TEM images of YAG:Ce3+ nanoparticles: (a) YAG(0.5), (b) 
YAG(1.25), (c) YAG(2.5). 
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Fig.3.7 Particle size distribution measured by DLS for YAG:Ce3+ 
nanoparticles diluted in ultrapure water: (a) YAG(0.5), (b) YAG(1.25), (c) 
YAG(2.5). 
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Fig.3.8 Formation of Al-O-M’ (M = Al, Y or Ce) bond during glycothermal 
reaction. 
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Fig.3.9 DTA profiles of (a) powder obtained from supernatant and (b) powder  
obtained from whole sample.  
 

Fig.3.10 Illustration of the distribution of the precursor in glycothermal 
reaction. (a) low precursor concentration, (b) high precursor concentration. 
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Fig.3.11 FE-TEM images of the samples prepared with and without citric 
acid. Nominal percentage of citric acid for the theoretical yield of YAG: (a), (e) 
0mol%, (b) 10mol%, (c) 25mol% and (d), (f) 50mol%. 
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Fig.3.12 XRD profiles of the samples prepared with and without citric acid: 
(a) 0mol%, (b) 10mol%, (c) 25mol%, (d) 50mol%, (e) Y3Al5O12 JCPDS 33-40. 
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Fig.3.13 Precisely measured XRD peak of (400) plane: (a) micronsized 
commercial YAG:Ce3+ bulk, (b) nanosized YAG:Ce3+ prepared without citric 
acid, (c) nanosized YAG:Ce3+ prepared with citric acid (50mol%). 
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Fig.3.14 FT-IR spectra of the samples prepared with and without citric acid: 
(a) 0mol%, (b) 10mol%, (c) 25mol%, (d) 50mol%. The Kubelka-Munk (KM) 
intensity relative to the peak at 1060cm-1 corresponding to Q(C-O) is shown in 
this figure.  
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Fig.3.15 FT-IR spectra of the samples prepared with and without citric acid: 
(a) 0mol%, (b) 10mol%, (c) 25mol%, (d) 50mol%. 
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Fig.3.16 UV-vis absorption spectra of the samples prepared with and without 
citric acid: (a) 0mol%, (b) 10mol%, (c) 25mol%, (d) 50mol%.  
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Fig.3.17 PL and PLE spectra of the samples prepared with and without citric 
acid: (a) 0mol%, (b) 10mol%, (c) 25mol%, (d) 50mol%. 
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Fig.3.18 PL decay curves of YAG:Ce3+ nanoparticles prepared by without and 
with citric acid: (a) 0mol%, (b) 10mol%, (c) 25mol%, (d) 50mol% and (e) 
micronsized commercial bulk. Lines are obtained by curve fitting. 
 



第 3章 YAG:Ce3+ナノ粒子のグリコサーマル合成条件の検討 

 59

0

5

10

15

20

25

30

-50 0 50 100

N
um

be
r (

%
)

]-potential (mV)

(c)
(b)

(a)

(d)

 

Fig.3-19 ]-potential distribution of the samples prepared with and without 
citric acid: (a) 0mol%, (b) 10mol%, (c) 25mol%, (d) 50mol%. 
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3.4 結論 

 粒径の制御を目的として、グリコサーマル法による YAG:Ce3+ナノ粒子の合成における

合成条件を検討した。仕込み濃度を変化させることによって、1 次粒子の数平均粒子径が
7.7 nmおよび 10.8nmの YAG:Ce3+ナノ粒子を合成することができた。しかし、いずれの

仕込み濃度においても、純水中に分散した際の流体力学直径は約 40nmであり、2次的な
凝集体の形成を示唆した。 
 クエン酸添加量の増大に伴って、1 次粒子径は減少する一方で、ゼータ電位の低下によ
り粒子の凝集が促進された。また、クエン酸のカルボキシル基が表面欠陥をキャッピング

することにより、内部量子効率は増大した。蛍光寿命測定を行った結果、グリコサーマル

法によって合成された YAG:Ce3+ナノ粒子の蛍光は、W1 = 16 – 26 nsとW2 = 72 – 112 nsの
少なくとも 2つの成分により緩和した。 
以上の結果より、仕込み濃度の変化やクエン酸の添加では 1次粒子の 2次的な凝集を抑
制することができないため、流体力学直径を縮小させることができないことがわかった。

しかし、2 次的な凝集を抑制することが可能となった場合には、これらの合成条件は粒径
をコントロールする有効な手段となりうる。またクエン酸の添加による量子効率の増大や

蛍光寿命の伸長は、YAG:Ce3+ナノ粒子の光学的な特性の向上が可能であることを示唆した。

これらの結果を踏まえて適切な分散安定剤を検討することにより、蛍光プローブとしての

利用価値の高い YAG:Ce3+ナノ粒子を合成することができると考えられる。
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第 4章 ビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子の作製とその応用 

 
4.1 緒言 

4.1.1 生体分子検出用の希土類ドープ蛍光粒子 

バイオイメージング用の蛍光体として利用されている有機色素は、光退色に対する耐性

が低くストークスシフトが小さいといった欠点を有する。半導体量子ドットはこれらの問

題を解決することができる一方で、Cdや Pbなどの毒性の強い元素を含むため毒性が懸念
されている。そのため、これらの元素を含まない無機蛍光体が低毒性の蛍光材料として着

目されている。 
主として研究されているのは、酸化物やフッ化物に希土類イオンを発光中心としてドー

プした蛍光粒子である。これらは(1)低毒性であるほか、 (2)様々な希土類イオンを発光中
心に用いることで多色化が実現できる、(3)希土類イオンの f-f 遷移による発光は量子ドッ
トのように粒径に依存しないため高度な粒径制御の必要がなく、低コストで合成できる、

などの利点をもつ。また、ドープする希土類イオンによっては近赤外光を照射してアップ

コンバージョンにより発光させることができるため、自家蛍光の抑制や組織内部からの蛍

光の取得が期待できる。 
 Y2O3[4-1]や Eu2O3[4-2]などの酸化物や Y2O2S[4-3~7]などの酸硫化物は安定性の高い蛍
光体母体であり、最初に生化学検出への応用が検討された希土類ドープ蛍光粒子である。

Kuningas らはサブミクロンサイズの市販 La2O2S:Yb3+,Er3+にポリアクリル酸を被覆して、

さらに生体分子の固定を行い、プレートアッセイ[4-8,9]や色素へのエネルギー移動[4-10]
から生体特異性を確認した。また、Nichkova らはスプレー熱分解法により合成した
Gd2O3:Eu3+ナノ粒子表面に抗体を固定し、抗原抗体反応を利用してマイクロアレイを行っ

た[4-11,12]。しかし、現在生体分子検出に応用されている酸化物および酸硫化物の蛍光粒
子はいずれもサブミクロンサイズであり、今後の研究による粒径の縮小が望まれる。 
 一方、LaF[4-13~15]やNaYF4[4-16]などのフッ化物は比較的小さな粒径のものが合成さ
れ、生体分子検出へ応用されている。これらは低フォノン振動の結晶であり、格子振動に

よる消光の影響が抑制さるため、近赤外光励起によるアップコンバージョンの母体結晶と

して適している。Wangらは溶媒熱合成法により粒径約 20nmの NaYF4:Yb3+,Er3+ナノ粒

子を合成し、金ナノ粒子へのFRET[4-17]やDNAの定量[4-18]に応用した。またChatterjee
らは、NaYF4ナノ粒子をマウスの皮下へ導入し、近赤外光の照射によるアップコンバージ

ョン蛍光を非侵襲に確認した[4-19]。これらの粒子は酸化物ではないため、シランカップ
リング剤により直接官能基を導入することができない。そのため、シリカ被覆を行ってか

らシランカップリング剤を用いる[4-13, 16]、また、官能基を持つ分子を静電的に吸着させ
る[4-15]などの方法が採られている。 
 これらのほかにも、LaPO4:Ce3+,Tb3+ナノ粒子[4-20]、YVO4:Eu3+ナノ粒子[4-21]、Eu3+

ドープアパタイト[4-22]などが生体分子検出用の蛍光材料として検討されている。 
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4.1.2 研究目的 
 第 4 章では、第 3 章で合成した YAG:Ce3+ナノ粒子に生体分子であるビオチンをコンジ

ュゲートし、蛍光プローブの作製を試みた。YAG:Ce3+は量子ドットよりも毒性が低いだけ

でなく、Ce3+の d-f許容遷移を利用して励起と発光を行うため、f-f遷移を発光に利用する
多くの希土類蛍光体よりも高発光効率が期待できる。また、青色光で励起を行うため、紫

外線による励起よりも光毒性が低い。 
合成直後の YAG:Ce3+ナノ粒子は生体分子のコンジュゲートに有効な官能基を持たない

ため、まず、3-アミノプロピルトリメトキシシランによってアミノ基の導入を試みた。そ
して導入されたアミノ基を利用してビオチン化を行い、アビジンビーズを用いたイメージ

ングのモデル実験により生体特異性を確認した。またマウスに対して YAG:Ce3+ナノ粒子

の腹腔投与を行い、その毒性を確認した。 
 
4.2 実験方法 

4.2.1 試薬 
 第 4章で用いた試薬の一覧を Table 4-1にまとめた。 
 

Table 4-1 List of reagents. 
Reagent Purity FW Maker 

1,4-butanediol >97.0% 90.12 Kanto Kagaku 

3-aminopropyltrimethoxysilane (APTMS) - 131.25 Chisso Chemical Division 

Aluminium isopropoxide (AIP) >99.9% 204.24 Kanto Kagaku 

Avidin immobilized agarose gel beads - - Sigma 

Avidin immobilized 

polystyrene-copolymer beads 
- - Micromod Partikeltechnologie 

Cerium(III) acetate monohydrate >99.99% 335.26 Kanto Kagaku 

Sulfosuccinimidyl-6(biotinamido) 

hexanoate biotinyl agent 
- 556.59 Pierce 

Yttrium acetate tetrahydrate >99.99% 338.10 Kanto Kagaku 

 
4.2.2 試料の合成方法 

4.2.2.1 YAG:Ce3+ナノ粒子の合成 
 オートクレーブ(耐圧硝子工業, TVS-120-N2)に酢酸イットリウム 4水和物 7.425 mmol 
(2.51 g)、酢酸セリウム(III)1水和物 0.0075 mmol (0.0251 g)、およびアルミニウムトリイ
ソプロポキシド 12.50 mmol (2.55 g)を加え、溶媒である 1,4-ブタンジオール 63.6 mL を
投入した。攪拌機による攪拌(300 rpm)のもと、1.5 hで室温から 300 oCまで昇温して同
温度で 2 h保持した。反応終了後、室温まで空冷し分散液を得た。分散液は 1週間静置し
て粗大粒子を沈降させ、その上澄みを以降の実験に用いた。 
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4.2.2.2 APTMS 処理 

 4.2.2.1で合成した YAG:Ce3+ナノ粒子コロイド 5 mLと超純水 10 mLの混合溶液に、マ
グネティックスターラーによる攪拌のもと、APTMS 150 μLを加えて 2 h反応させた。反
応終了後、遠心分離(10000 rpm, 20 min)により粒子を沈降させ、デカンテーションにより
未反応の APTMSを除去し、超純水を 15 mL加えて超音波を照射させて粒子を最分散さ
せた。この洗浄操作を合計 3回行った。この手順の概念図を Fig.4.2の STEP 1,2に示す。 
 
 解析のために粉末化が必要な場合は、最後の洗浄を行ったあとに 50 °Cの送風乾燥機で
1 day乾燥させることで粉末化を行った。 
 
4.2.2.3 YAG:Ce3+ナノ粒子のビオチン化 

 4.2.2.2 で得られた分散液 10 mL をマグネティックスターラーで攪拌させながら、5 
mg/mL sulfo-NHS-LC-biotin-PBS溶液を 1 mL加え、2 h反応させた。反応終了後、遠心
分離(10000 rpm, 20 min)により粒子を沈降させ、デカンテーションにより未反応の
sulfo-NHS-LC-biotinを除去し、超純水を 15 mL加えて超音波を照射させて粒子を再分散
させた。この洗浄操作を合計 3回行った。この手順の概念図を Fig.4.2の STEP 3に示す。 
 
4.2.2.4 ビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子によるアビジン固定ビーズの標識 

 アビジン固定アガロースゲルビーズ分散液 100 μLもしくはアビジン固定ポリスチレン
共重合体ビーズ 50 μLを超純水 10 mLに分散させ、マグネティックスターラーによる攪
拌のもと、4.2.2.3で調製した分散液 100 μLを加え、2 h反応させた。反応終了後、マイ
クロチューブを用いた限外ろ過(pore size: 5.0 μm)を行い、未反応のビオチン化 YAG:Ce3+

ナノ粒子を除去した。一連の手順を Fig.4.1 のフローチャートに、アビジン固定ビーズ標
識の概念図を Fig.4.2に示す。標識コントロールとして、ビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子の

替わりに 4.2.2.1で得られた YAG:Ce3+ナノ粒子を用いた実験を行った。 
 
4.2.3 試料の評価方法 

 第 2章で述べた評価のうち、FE-TEM, FE-SEM, XRD, DLS, PL, PLE, FT-IRによる評
価を行った。また蛍光顕微鏡(Nicon, Eclipse, E600)による観察は Table 4-2に示すフィル
ター条件で行った。 
 

Table 4-2 Condition of filter block set. 
Excitation wavelength Dichroic wavelength Emission wavelength 

430 - 440 nm 505 nm 515 -555 nm 

 
4.3 結果と考察 

4.3.1 合成直後の YAG:Ce3+ナノ粒子 
 FE-TEM像を Fig.4.3に示す。FE-TEM像より見積もった未処理の YAG:Ce3+ナノ粒子
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の数平均 1次粒子径は 9.5 nm、標準偏差は 1.2 nmであった。また、Fig.4.4に示す XRD
プロファイルにおいては全てのピークが YAG へ帰属され、ガーネット結晶が単相で合成
されていることを確認した。また、DLS による粒度分布測定の結果を Fig.4.5 に示すが、
合成直後の YAG:Ce3+ナノ粒子の平均流体力学直径は 46.8 nm、標準偏差は 7.5 nmであっ
た。DLSで得られた粒子径は TE-TEM像から算出された数平均粒子径よりも大きい。こ
れは、合成の段階で複数の 1次粒子が凝集することで 2次粒子を形成しているためである
と考えられる。 

Fig.4.6に PL・PLEスペクトルを示す。PLEスペクトルにおける 450 nmと波長 345 nm
に観測される 2つのピークは、それぞれ Ce3+の 4f(2FJ)→5d(2A1g)および 4f(2FJ)→5d(2B1g)
に帰属される。PLスペクトルは波長 530 nmおよび 570 nmをそれぞれピークにするス
ペクトルの重なり合いとして観測され、それぞれ 5d1(2A1g)→4f(2F5/2)および 5d1(2A1g)→
4f(2F7/2)に帰属される[4-23, 24]。 
 Fig.4.7 に 488nm の励起光を照射しながら測定した蛍光強度の時間変化を示す。FITC
は 90minの励起光照射により 36%まで退色したが、純水に分散させた YAG:Ce3+ナノ粒子

は同条件下で約 5%しか退色せず、YAG:Ce3+ナノ粒子は FITCよりも光退色に対する耐性
が高いことが示された。わずかな退色は、発光中心である Ce3+が非発光中心である Ce4+

へ酸化されることが原因として考えられ、比表面積の大きなナノ粒子では表面近傍に存在

する Ce3+が多いため、その効果が顕著に現れたと考えられる。 
 FT-IR吸収スペクトルを Fig.4.8に、その帰属を Table 4-2に示す。波数 3500 cm-1に観

測されるブロードなピークおよび波数 2950 cm-1に観測される吸収ピークはそれぞれ OH
伸縮振動、CH伸縮振動に帰属される。波数 1558 cm-1および 1436 cm-1に観測される吸収

ピークはそれぞれ COO 非対称伸縮振動と COO 対称振動に帰属され、原料由来の酢酸イ
オンが YAG:Ce3+ナノ粒子表面の金属イオンへ配位していることが示唆される。また、波

数 700 cm-1付近の吸収は Al-O非対称伸縮振動に帰属され、母体である YAGに起因する。 
また、YAG:Ce3+ナノ粒子の毒性を調査するため、12 mg/mLの濃度で純水に分散させた

YAG:Ce3+ナノ粒子分散液をマウス（30g×5, 10g×6）に腹腔投与したが、全てのマウスは
生存したため、YAG:Ce3+ナノ粒子の毒性は低いと考えられる。 
 

4.3.2 APTMS 処理 YAG:Ce3+ナノ粒子 

 APTMS処理を行った後の YAG:Ce3+ナノ粒子の粒度分布を DLSにより測定した。その
結果を Fig.4.5に示す。算出された平均流体力学直径は 41.3 nm、標準偏差は 9.1 nmであ
り、合成直後の YAG:Ce3+ナノ粒子の結果と大きな差違は認められなかった。これは

APTMS 処理によっても粒子径が増大しないこと、および YAG:Ce3+ナノ粒子の分散状態

が変化しないことを示唆する。 
 APTMS処理後のYAG:Ce3+ナノ粒子のFT-IRスペクトルをFig.4.8に、その帰属をTable 
4-2に示す。APTMS処理を施すことによって、波数 3091 cm-1および 1643 cm-1に新しく

ピークが観測された。これらの吸収ピークはそれぞれN-H伸縮振動とH-N-H変角振動に
帰属され、NH2基の存在を示唆する。同様に、波数 1176 cm-1および 1067 cm-1に出現し
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た吸収ピークは Si-O-X伸縮振動(X = Al, Y, Ce, and C)に帰属され、Si原子の存在を示唆
する。これらの結果は、APTMSの存在を示唆する。また波数 3700 cm-1に観測される吸

収ピークは粒子表面のフリーOH基に帰属されるが、この OH基が APTMSと重縮合する
ことで Fig.4.2に示すように粒子表面にNH2基が導入されると考えられる。 
 

Table 4-2 Assignment of FT-IR spectra. 

Peak number 
APS modified 

YAG:Ce3+ 
YAG:Ce3+ Assignment Ref. 

1 ~3700 ~3700 Q(OH) [4-25] 

2 ~3400 ~3400 Q(OH) [4-25] 

3 3091  Q(NH) [4-26] 

4  2950 Q(CH) [4-27] 

5 ~2370 ~2370 Qas(CO2) [4-27] 

6 2118  combination tone or 

overtone of G(NH2) 
 

7 1975  

8 1643  G(NH2) [4-26] 

9 1551 1558 Qas(COO) [4-27, 28] 

10  1458 Gs(CH2) [4-27] 

11  1436 Qs(COO) [4-27, 28] 

12 1358 1352 Z(CH2) [4-27] 

13 1176  Qas(Si-O-X) 

(X=Al, Y, Ce, C) 
[4-29] 

14 1067  

15  1061 Q(C-O) [4-27] 

16  1023 Q(C-O) [4-27] 

17 ~700 ~700 Qas(Al-O) [4-30] 

Q, stretching; G, bending; Z, wagging; as, asymmetric; s, symmetric 
 
4.3.3 ビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子 

アビジン固定アガロースゲルビーズの蛍光顕微鏡像を Fig.4.9に示す。Fig.4.9 (c), (d)に
示すように、未修飾 YAG:Ce3+ナノ粒子はアビジンビーズに対して不活性であり、ビーズ

表面は標識されなかった。一方、ビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子を標識に用いた場合、

Fig.4.9(a), (b)に示すように YAG:Ce3+ナノ粒子の蛍光が明視野像と同じ位置に観察された。

これは、ビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子がアビジン－ビオチン相互作用を通じてビーズ表

面と生体特異的に反応したことを示しており、ビオチン分子の持つ生体特異性が

YAG:Ce3+ナノ粒子とのコンジュゲート後も維持されていることが示唆される。 
 
アビジン固定ポリスチレン共重合体ビーズの蛍光顕微鏡像および FE-SEM 像を

Fig.4.10に示す。Fig.4.10(a), (b)に示すように、アガロースゲルを用いたときと同様にし
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てビオチン化 YAG:Ce3+によってビーズが標識された。FE-SEMによる観察を行うと、未
標識のビーズは Fig.4.10(c)に示すように表面が平滑であるが、ビオチン化 YAG:Ce3+ナノ

粒子標識後は Fig.4.10(d), (e)に示すようにビーズの表面一様に YAG:Ce3+ナノ粒子が標識

している様子が観察された。 
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Fig.4.1 Schematic representation of the preparation of biotinylated YAG:Ce3+  
nanoparticles. 
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Fig.4.2 Illustration of the preparation of the biotinylated YAG:Ce3+ 
nanoparticles. 
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Fig.4.3 TEM micrograph of YAG:Ce3+ nanoparticles. 
 



 

 74

10 20 30 40 50 60

In
te

ns
ity

 (-
)

2T (deg)

(2
11

)
(2

20
)

(3
21

)
(4

00
) (4

20
)

(4
22

)
(4

31
)

(5
21

)
(4

40
)

(5
32

)

(6
31

)
(4

44
)

(6
40

)
(7

21
)

(6
42

)

33-40 Y
3
Al

5
O

12

 
Fig.4.4 XRD profile of YAG:Ce3+ nanoparticles. 
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Fig.4.5 Particle-size distribution measured by DLS for YAG:Ce3+ 
nanoparticles diluted in ultrapure water (solid line) and APTMS-YAG:Ce3+ 
nanoparticles diluted in ultra purewater (broken line). 
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Fig.4.6 PL and PLE spectra of the YAG:Ce3+ nanoparticles dispersed in 
1,4-butanediol. 
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Fig.4.7 The change in the PL intensity with time under irradiation of 488 nm 
light. (a) YAG:Ce3+ nanoparticles dispersed in ultra purewater, (b) FITC 
dispersed in ultra purewater. 
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Fig.4.8 FT-IR spectra: (a) YAG:Ce3+ nanoparticles, (b) APTMS-YAG:Ce3+ 
nanoparticles. 
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Fig.4.9 Microscopic images of avidin immobilized agarose gel beads. (a), (b): 
treated with biotinylated YAG:Ce3+ nanoparticles; (c), (d): treated with 
YAG:Ce3+ nanoparticles without biotin. (a), (c): bright field image; (b), (d): 
fluorescent image. 
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Fig. 4.10 Microscopic images of avidin immobilized polystyrene-copolymer 
beads. (a), (b), (d), (e): after treating with biotinylated YAG:Ce3+ 
nanoparticles; (c): before treating with biotinylated YAG:Ce3+ nanoparticles;  
(a): bright field image; (b): fluorescent image; (c)-(e): FE-SEM images. 
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4.4 結論 

 グリコサーマル法により 1次粒子径が約 10nmの YAG:Ce3+ナノ粒子を合成した。合成

された粒子は純水中でも安定に分散し、マウスへ腹腔投与しても顕著な毒性を示さないこ

とが確認された。APTMS 処理により、純水に対する分散性や光学特性には影響を与える
ことなく、YAG:Ce3+ナノ粒子表面に生体分子とのコンジュゲートに利用可能なアミノ基を

導入することができた。ビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子はアビジン－ビオチン間の生体特

異的な結合によりアビジン固定ポリマービーズを標識し、その蛍光を蛍光顕微鏡により観

察することができた。この結果は、ビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子が、YAG:Ce3+ナノ粒子

の光学特性とビオチンの生体特異性を維持していることを示し、ビオチン化 YAG:Ce3+ナ

ノ粒子の蛍光プローブとしての可能性を示唆する。 
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第 5章 ポリアクリル酸被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子のプレートアッセイへの応用 

 
5.1 緒言 

第 4 章で作製したビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子は、純水中では良好に分散するがリン

酸塩緩衝液（PBS）中では塩析を起こして凝集するという欠点を有する。抗原抗体反応は
塩を含んだ溶液中で行う必要があるため、塩濃度の高い溶液中でも安定に分散できるよう

に粒子の表面を改質する必要がある。 
 
5.1.1 表面改質 

 量子ドットは通常、トリオクチルフォスフィン（TOP）やトリオクチルフォスフィンオ
キシド（TOPO）を用いたホットソープ法[5-1~3]により合成されるが、このようにして作
製された粒子は疎水性であるため、そのままでは水溶媒へ分散させることができない。そ

のため、親水化を目的として様々な表面改質が行われている。 
 
その方法の 1つは、配位子交換によるものである[5-4~19]。これは、親水化のための官
能基を有する分子を、粒子表面に配位している TOPや TOPOと交換するようにして粒子
表面に導入する方法である。配位させる分子は、メルカプト琥珀酸[5-5, 10]、メルカプト
スルホン酸[5-11]、システイン[5-8]など、チオール基を末端に有する低分子が主として用
いられる。例えば、Chan らはカルボキシル基とチオール基を有するメルカプト酢酸を用
い、チオール基を粒子表面の金属イオンに配位させることで量子ドットにカルボキシル基

を導入し、親水化を図った[5-4]。また、Mattoussiらは 1分子内にチオール基を 2つ有す
るジヒドロリポ酸分子を用い、粒子表面に 2座配位させることで分子の脱離を抑制し、よ
り安定な親水化量子ドットを作製した[5-12~15]。また、セロトニンや[5-16]ポリエチレン
グリコール（PEG）[5-17]、デンドリマー[5-18]など量子ドットに導入したい分子をあら
かじめチオール化してから用いることもある。チオール基のほか、リン酸基によっても配

位子交換が可能である。例えば Kim らは、カルボキシル基を有するオリゴマーフォスフ

ィンを粒子表面に多座配位させ親水化を行っている[5-19]。 
 
 もう 1 つの方法はミセルの利用である[5-20~26]。これは、両親媒性化合物の疎水部分
を量子ドット表面の TOPや TOPOと相互作用させ、親水部分を外側にすることによって
親水化を行う方法である。臭化セチルトリメチルアンモニウムなどの界面活性剤[5-20]の
ほか、リン脂質－PEG ブロック共重合体[5-21, 22]やアルキルアミン－ポリアクリル酸
（PAA）グラフト共重合体[5-23, 24]が用いられている。Dubertretらは、リン脂質と PEG
のブロック共重合体で量子ドットをカプセル化し、アフリカツメガエルの胚形成の長期的

な追跡実験を行った[5-21]。 
 
 3 つ目の方法はシリカ[5-27~31]やポリマー[5-32~36]への埋包である。シリカに埋包す
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る場合は、先に量子ドットに反応の足掛かりとなるようにシラン誘導体を導入したのちに

Stöber法などによってシリカシェルを形成することが多い。例えばWolcottらは、3-メル
カプトプロピルトリメトキシシランで配位子交換を行い、粒子にシラノール基を導入した

のちにケイ酸ガラスによるシリカ被覆を行っている[5-29]。 
ポリマーに埋法する場合はポリスチレンがよく用いられ、スチレンモノマー重合中にア

クリルアミド[5-34]やメタクリル酸[5-35]を共存させることで、アミノ基やカルボキシル基
などの官能基を導入している。また Chenらは、負に帯電したメルカプト琥珀酸被覆量子
ドットと負に帯電したデキストランの混合溶液に、正に帯電したポリリジンを加えて凝集

させ、さらにアミド結合で架橋することで量子ドットを含むグリコナノ球を合成している

[5-36]。 
 
 このような表面改質は疎水性の粒子を親水化するだけでなく、生体分子のコンジュゲー

トに有効な官能基を導入する目的でも行われる。また、粒子表面からの金属イオンの溶出

を抑制し、毒性を低減させる効果もある。 
 
5.1.2 研究目的 

 YAG:Ce3+ナノ粒子の PBS中での凝集を抑制するために、ポリアクリル酸（PAA）を選
択した。PAAは分散安定剤として広く用いられており、増粘剤や湿潤剤として食品や医療
にも使用される毒性の低い材料である[5-37]。また、側鎖にカルボキシル基を有するため、
生体分子とのコンジュゲートへの利用が期待できる。 
第 5章では、まず YAG:Ce3+ナノ粒子に PAAを静電気的に吸着させ PBS中での分散安
定化を確認した。さらに側鎖のカルボキシル基を利用してストレプトアビジンを共有結合

的に PAA に固定化した。最後に、このように調製した粒子を用いてプレートアッセイを
行い、ウシ血清アルブミン（BSA）の定量を試みた。 
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5.2 実験方法 

5.2.1 試薬 
 第 5章で用いた試薬の一覧を Table 5-1にまとめた。 
 

Table 5-1 List of reagents. 
Reagent Purity FW Maker 

1,4-butanediol >97.0% 90.12 Kanto Kagaku 

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

hydrochloride (EDC) 
- 191.70 Pierce 

Albumin bovine serum (BSA) >99% - Sigma 

Aluminium isopropoxide >99.9% 204.24 Kanto Kagaku 

Cerium(III) acetate monohydrate >99.99% 335.26 Kanto Kagaku 

Goat anti-rabbit IgG conjugated with 

biotin 
- - Sigma 

Poly(acrylic acid) (PAA) - 2000 Aldrich 

Rabbit anti-bovine serum albumin 

(anti-BSA) 
- - Sigma 

Atreptavidin-FITC - - Vector 

Sulfo-N-hydroxysuccinimide (Sulfo-NHS) - 217.13 Pierce 

Yttrium acetate tetrahydrate >99.99 338.10 Kanto Kagaku 

 
5.2.2 試料の合成方法 

5.2.2.1 YAG:Ce3+ナノ粒子の合成 
 オートクレーブ（耐圧硝子工業, TVS-120-N2）に酢酸イットリウム 4水和物 7.425 mmol 
(2.51 g)、酢酸セリウム(III)1水和物 0.0075 mmol (0.0251 g)、およびアルミニウムトリイ
ソプロポキシド 12.50 mmol (2.55 g)を加え、溶媒である 1,4-ブタンジオール 63.6 mL を
投入した。攪拌機による攪拌(300 rpm)のもと、1.5 hで室温から 300 °Cまで昇温してそ
のままの温度で 2 h保持した。反応終了後、室温まで空冷し分散液を得た。分散液は 1週
間静置して粗大粒子を沈降させ、その上澄みを以降の実験に用いた。 
 
5.2.2.2 PAA被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子の調製 

 5.2.2.2-3のスキームを Fig.5.1に示す。1 wt%の PAA水溶液をNaOHを用いて pH=7.0
に調製した。この PAA溶液 45 mLに超音波を照射しながら 5.2.2.1で合成した YAG:Ce3+

コロイドを 15 mL投入し、そのまま 2 h攪拌した。遠心分離（10000 rpm, 35 min）で粒
子を沈降させ、上澄みに残存した未吸着の PAA をデカンテーションにより除去したのち
に、PBSを加えて再分散した。この洗浄操作を計 3回行い、全量が 60 mLになるように
PBSを加えて再分散し、PAA被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子分散液を得た。 
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5.2.2.3 ストレプトアビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子の調製 

 5.2.2.2 で調製した PAA 被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子分散液 15 mL に、10 mg/mL 
Sulfo-NHS-PBS溶液 1.5 mLと 20 mg/mL EDC-PBS溶液 2.4 mLを投入し、2 h攪拌し
た。遠心分離（10000 rpm, 35 min）で粒子を沈降させ、上澄みに残存した未反応物質を
デカンテーションにより除去したのちに、PBSを加えて再分散した。この洗浄操作を計 3
回行い、全量が 10 mLになるように PBSを加えて分散させた。 
この溶液に 1 mg/mLストレプトアビジン-PBS溶液を 850 PL投入し、3 h攪拌した。
遠心分離（10000 rpm, 35 min）で粒子を沈降させ、上澄みに残存した未反応物質をデカ
ンテーションにより除去したのちに、PBSを加えて再分散した。この洗浄操作を計 3回行
い、全量が10 mLになるようにPBSを加えて再分散し、ストレプトアビジン固定YAG:Ce3+

ナノ粒子分散液を得た。 
 
5.2.2.4 プレートアッセイによる BSAの定量 

 5.2.2.3 で調製したストレプトアビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子を用いて BSA の定量を
行った。概略図を Fig.5.2 に示す。任意の濃度に調製した BSA-PBS 溶液 150 PL を、96
穴ウェルプレートのウェルにそれぞれ投入し、1 day インキュベートした。その後、1 %
のスキムミルク-PBS溶液 150 PLを全てのウェルに対して追加投入して 2 hインキュベー
トすることによりブロッキングを行った。さらに、rabbit IgG anti-BSA, ビオチン修飾
anti-rabbit IgG, ストレプトアビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子分散液の順に、2 hのインキ
ュベートと 0.05 % Tween 20-PBS溶液による洗浄操作を 2回ずつ行い、プレートを作製
した。また、BSAを投入せずに同様の操作を行い、これをブランクとした。 
 
5.2.3 試料の評価方法 

 第 2章で述べた評価方法のうち、DLS、ゼータ電位測定、FT-IR 、PL･PLE、UV-vis、
蛍光プレートリーダーによる評価を行った。さらに、得られた測定結果より相対量子効率

IQEを算出した。 
 
5.3 結果と考察 

5.3.1 PAA被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子 
 Fig.5.3に YAG:Ce3+ナノ粒子を純水および PBSに分散させたときの外観およびPAA被
覆YAG:Ce3+ナノ粒子をPBSに分散させたときの外観を示す。PAAの被覆がないYAG:Ce3+

ナノ粒子は、Fig.5.3(a)に示すように純水中ではよく分散したが、PBS 中では Fig.5.3(b)
に示すように塩析を起こして凝集した。一方で、PAA被覆を行った YAG:Ce3+ナノ粒子は、

Fig.5.3(c)に示すように、PBS中でも塩析を起こすことなく分散した。 
Fig.5.4 に YAG:Ce3+ナノ粒子および PAA 被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子を純水に分散させ、

DLSにより粒度分布測定を行った結果を示す。YAG:Ce3+ナノ粒子の平均粒径は 42.5 nm
で標準偏差が 10.5 nm、PAA被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子の平均粒径は 45.4 nmで標準偏差が
14.0 nm であり、PAA被覆による有意な粒径の増大は確認されなかった。仮に、PAAが
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粒子表面から放射状に張り出しているとすると、分子量 2,000の PAAの分子長は 7.1 nm
であるため[5-38]、DLSで測定される平均粒径は最大 14 nmの有意な増加として測定され
るはずである。一方で Petterssonらの研究により、中性付近で PAAをD-アルミナ粒子に
吸着させた場合、PAA分子は分子内のカルボキシル基の静電的斥力により屈曲の少ない状
態をとり、粒子表面に対してフラットに吸着することが報告されている[5-39]。これらの
結果から、PAAは YAG:Ce3+ナノ粒子から張り出すことなく粒子表面に沿うように吸着し

ていると考えられる。 
 Fig.5.5にゼータ電位測定の結果を示す。PAAの被覆前後で、YAG:Ce3+ナノ粒子のゼー

タ電位は+43.7 mVから-40.1 mVに変化した。これは、PAA側鎖のカルボキシル基が電離
して COO－となり、YAG:Ce3+ナノ粒子表面に吸着したことを示唆する。また、ゼータ電

位の絶対値は 40 mV 以上であり、どちらの粒子も静電気的斥力により安定に分散させる
ことができる[5-39]。 
 Fig.5.6に YAG:Ce3+ナノ粒子および PAA被覆ナノ粒子の FT-IRスペクトルを示す。得
られたピークの帰属を Table 5-2にまとめた。PAAの被覆がない YAG:Ce3+ナノ粒子のス

ペクトル中の No.10と 12のピークはそれぞれ COO－の対称、非対称伸縮振動に帰属され
る。これは出発原料として酢酸塩を用いたために、酢酸イオンが粒子表面の金属イオンに

配位していることを示唆する。PAA被覆後のスペクトルには、1756 cm-1に新しいピーク

No.9 が出現した。これは C=O 伸縮振動に帰属され、導入された PAA の持つカルボキシ
ル基の一部が粒子表面の金属イオンに配位せずに残存していることを示唆する。このよう

なフリーのカルボキシル基は生体分子とのコンジュゲートに利用できる可能性がある。 
 Fig.5.7は PAA被覆を行った YAG:Ce3+ナノ粒子の PL･PLEスペクトルである。PLEス
ペクトルにおける 450 nm と波長 345 nm に観測される 2 つのピークは、それぞれ Ce3+

の 4f(2FJ)→5d(2A1g)および 4f(2FJ)→5d(2B1g)に帰属される。PLスペクトルは波長 530 nm
および 570 nmをそれぞれピークにするスペクトルの重なり合いとして観測され、それぞ
れ 5d(2A1g)→4f(2F5/2)および 5d(2A1g)→4f(2F7/2)に帰属される[5-45]。量子効率既知の市販
(Gd, Y)AG:Ce3+粉末を用いて求めた PAA 被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子の内部蛍光量子効率は

23.3 %であり、PAA被覆を行う前の YAG:Ce3+ナノ粒子の内部蛍光量子効率 22.0 %とほぼ
同等であった。 
 
5.3.2 ストレプトアビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子 

 Fig.5.4(c)に、DLSで測定した純水中のストレプトアビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子の粒

度分布を示す。測定されたストレプトアビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子の平均流体力学直

径は 52.5 nm、標準偏差が 13.9 nmであった。ストレプトアビジンを添加すると粒径が約
10 nm増加しており、約 5 nmのストレプトアビジン[5-46]が PAA被覆 YAG:Ce3+ナノ粒

子表面に固定されていることを示唆する。 
 Fig.5.5(c)にストレプトアビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子のゼータ電位測定の結果を示す。

測定されたゼータ電位は-40.1 mVであった。また、その分布はストレプトアビジンの固定
化により先鋭化した。これは粒径が増大することにより粒子のブラウン運動が測定に与え
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る影響が低減したためであると考えられる。 
 

Table 5-2 Assignment of FT-IR peaks. 
Peak No. YAG:Ce3+ PAA-YAG:Ce3+ SA-PAA-YAG:Ce3+ Assignment Ref. 

1 3631 3629 3628 ν(OH) 40 

2 3374 3320 3356 ν(OH) 40 

3   3102 ν(NH) 41 

4 2946 2957 2947 
ν(CH) 42 

5 2880 2884 2875 

6 2370 2365 2366 νas(CO2) 42 

7   2109 combination tone or 

overtone of δ(NH2) 

 

8   1977 

9  1756  ν(C=O) 42 

10 1575 1575 1575 νas(COO) 42, 43 

11 1458 1463 1463 δs(CH2) 42 

12 1418 1422 1423 νs(COO) 42, 43 

13 1346 1346 1346 νas(COC) 42 

14 1180  1180 δs(CH2) 42 

15 1059 1055 1070 ν(C-O) 42 

16 793 793 793 

ν(Al-O) 46 17 720 720 728 

18 474 470 478 

 

 Fig.5.6(c)にストレプトアビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子の FT-IRスペクトルを示す。得
られたピークの帰属を Table 5-2にまとめた。PAA被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子で観測された

C=O伸縮振動に帰属されるピークNo.9が消失し、新たに 3102 cm-1に水素結合したN-H
伸縮振動に帰属されるピークNo.3および 2109cm-1と 1977cm-1にNH2結合音吸収帯に帰

属されるピークが出現した。この結果は、PAA被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子で示唆されたフリ

ーのカルボキシル基がストレプトアビジンとのコンジュゲートに消費され、ストレプトア

ビジンが粒子表面に固定化されたことを示唆する。 
 
5.3.3 プレートアッセイによる BSAの定量 

 調製したストレプトアビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子をプレートアッセイに用いて BSA
濃度の定量を試みた。その結果、Fig.5.8(a)に示すように 6.4 ng/mLから 128 ng/mLの範
囲で BSA 濃度と蛍光強度との間で相関が確認され、調製したストレプトアビジン固定
YAG:Ce3+ナノ粒子を用いたプレートアッセイにより BSAが定量できることが示された。
しかし、ストレプトアビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子の替わりに Strepavidin -FITCを用
いて同様のアッセイを行った結果と比較すると、Fig.5.8(b)に示すようにストレプトアビジ
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ン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子を用いた場合は S/N比が低く、また、BSA濃度に応じて蛍光強
度が変化する濃度範囲は狭い。S/N比が低い原因として、粒子表面に導入されたストレプ
トアビジン量がわずかであったために、PAA鎖による非特異的な吸着が抑制できなかった
ことが考えられる。また、測定のダイナミックレンジが狭くなった原因として、ストレプ

トアビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子がかさ高いために、Fig.5.9に示すように粒子が標識し
たタンパク質の近傍に別のタンパク質が存在した場合、そのタンパク質への結合を立体的

に阻害していることが考えられる。 
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PAA-YAG:Ce3+ colloidal solution

Washed with PBS
Centrifuged (10000 rpm, 35 min)

stirring for 2 h

stirring for 3 h

Streptavidin-YAG:Ce3+ colloidal
solution

x3 Washed with PBS
Centrifuged (10000 rpm, 35 min) x3

1 wt% PAA solution

NaOH

YAG:Ce3+

colloidal solution

stirring for 2 h

EDC-PBS
Sulfo-NHS-PBS

Washed with ultrapure water
Centrifuged (10000 rpm, 20 min) x3

Streptavidin-PBS

pH = 7.0

 

Fig.5.1 Schematic representation of the preparation of streptavidin- 
immobilized YAG:Ce3+ nanoparticles. 
 

Fig.5.2 Illustration of plate assay for detecting BSA. 
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(a) (b) (c)

 

Fig.5.3 Photographs of YAG:Ce3+ nanoparticles dispersed in water (a) and 
PBS (b), and PAA-modified YAG:Ce3+ nanoparticles dispersed in PBS (c). 
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Fig.5.4 Particle size distribution in water measured by DLS. (a) YAG:Ce3+ 
nanoparticles, (b) PAA-modified YAG:Ce3+ nanoparticles, (c) streptavidin- 
immobilized YAG:Ce3+ nanoparticles. 
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Fig.5.5 ]-potential distribution of (a) YAG:Ce3+ nanoparticles, (b) PAA- 
modified YAG:Ce3+ nanoparticles and (c) streptavidin-immobilized YAG:Ce3+ 
nanoparticles. 
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Fig.5.6 FT-IR spectra of (a) YAG:Ce3+ nanoparticles, (b) PAA-modified 
YAG:Ce3+ nanoparticles and (c) streptavidin-immobilized YAG:Ce3+ 
nanoparticles. 
 



 

 94

0

20

40

60

80

100

120

300 350 400 450 500 550 600 650

N
or

m
al

iz
ed

 P
L 

in
te

ns
ity

 (a
.u

.)

Wavelength (nm)

Fig.5.7 PL and PLE spectra of PAA-modified YAG:Ce3+ nanoparticles. 
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Fig.5.8 Change in the integrated fluorescence intensity for the plate assay 
with the BSA concentration using (●) streptavidin-YAG:Ce3+ nanoparticles 
and (□) streptavidin-FITC. Inset: Enlarged plot of the result using 
streptavidin-YAG:Ce3+ nanoparticles. 
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Fig.5.9 Illustration of binding inhibition of streptavidin-YAG:Ce3+ 
nanoparticles with their steric hindrance in plate assay. 
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5.4 結論 

 YAG:Ce3+ナノ粒子にPAAを静電的に吸着させPAA被覆YAG:Ce3+ナノ粒子を調製した。

調製した PAA被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子は PBS中で安定に分散した。また、PAAの持つ側
鎖のカルボキシル基はストレプトアビジンの固定に利用することができた。ストレプトア

ビジン固定 YAG:Ce3+ナノ粒子を用いてプレートアッセイを行い、BSAを 6.4 ng/mLの濃
度まで定量することができた。 
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第6章 YAG:Ce3+ナノ粒子を複合化したPMMAビーズの作製とフローサイト

メトリーへの応用 

 
6.1 緒言 

6.1.1 フローサイトメトリー 

 フローサイトメトリーとは、細胞あるいは粒子を流体中に分散させ、細管を通過させな

がら個々の細胞あるいは粒子を光学的に分析する解析手法である。測定した細胞あるいは

粒子をあらかじめ設定した条件に従って分取できる装置を特にソーターとよび、希少な細

胞を対象とした研究における強力なツールとなっている。例えば、骨髄のような多種多様

の細胞集団から目的の細胞だけを分離する際、従来は細胞の大きさに依存した密度勾配遠

心法や、磁性粒子との抗原抗体反応を利用した磁気的な分離法が用いられていた。フロー

サイトメトリーはこれらの分離法に比べ所要時間が短く、多種の細胞を同時に生きたまま

分取できる点で優れている。また、フローサイトメトリーは、細胞表面抗原の同定、細胞

周期の解析、DNA 異常の解析など、分子生物学や再生医学の分野で用いられるだけでな
く、例えば海洋生物学におけるプランクトンの同定など多方面に用いられている[6-1]。 
フローサイトメトリーによって得られる情報は、1)前方散乱強度（試料の大きさに依存
する）、2)側方散乱強度（試料密度や形態に依存する）、3)蛍光の有無や強度であり、測定
の対象となるものは、血球などの細胞、細菌などの微生物、ビーズのような微粒子である。 
 
6.1.2 蛍光ビーズのフローサイトメトリーへの応用 

 フローサイトメトリーは測定に散乱光を利用するため、測定試料は通常マイクロサイズ

である。そのため、分子のようなより微小な試料を測定対象とする場合には、蛍光ビーズ

を用いた間接的な解析が行われる[6-2, 3]。例えば、一塩基多型（SNPs）などのゲノム解
析では、大きさ、発光色、発光強度についてフローサイトメトリー解析上で区別可能な複

数種の蛍光ビーズの表面にそれぞれ別々の配列を持つ DNAを担持させ、未知の塩基配列
を持つ DNAとのハイブリダイゼーションの有無をフローサイトメトリーで観察すること
で塩基配列を推定することができる。同様の解析は、電気泳動法や DNAチップを用いた
解析によっても行うことができるが、操作の簡便性や解析速度ではフローサイトメトリー

が圧倒的である。また、フローサイトメトリーを用いて溶液中の物質濃度を定量すること

もできる[6-4]。フローサイトメトリーを利用した定量法は複数の物質を同時に測定できる
ため、試料量が少ない場合にも適応できる。 
 フローサイトメトリーで区別可能なビーズの種類は、そのまま一度に分析できる検体の

種類となる。ビーズの種類を増加させることで一度に解析できる検体が増加するため、測

定時間の短縮を図ることができる。 
 
6.1.3 蛍光ビーズの作製法 
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 蛍光ビーズは、シリカやポリマーなどのホスト材料に有機色素や量子ドットなどの蛍光

物質を複合化することで得ることができる。その作製方法は次の 3つに大別される。 
 

1. 蛍光物質共存下でビーズを作製する 
2. ビーズを作製したのちに蛍光物質を複合化する 
 3. ビーズをテンプレートとして蛍光物質を合成する 
 
 1.の方法は広く用いられている合成法であり、シリカ[6-5~11]やポリビニルアルコール
[6-12, 13]、ポリスチレン[6-14~16]などがマトリクスとして利用される。しかしながら、
この方法は蛍光物質が共存しているためビーズ径の制御が難しく、また、重合反応などの

比較的反応性の高い環境下に蛍光物質が晒されるため、その劣化が懸念される。さらに、

蛍光物質とマトリクスとの親和性が低い場合、マトリクス中の蛍光物質の含有率が低下し、

ビーズ作製後に漏出することもある。例えば Bele らは、シリカビーズ作製時に有機色素
を取り込む場合はシラノール基が負に帯電しているため、ローダミン 6G などのカチオン
性色素は取り込まれやすく、逆に FITCなどのアニオン性色素は取り込まれにくいことを
指摘している[6-7]。そのため、マトリクスと蛍光物質との親和性の向上を目的として様々
な方法が採られている。Correa-Duarteら[6-5]や Rogachら[6-6]は、量子ドットに 3-メル
カプトプロピルトリメトキシシランで前処理を行い、シリカに対する親和性の向上を図っ

ている。また Yabuuchi らは、重合可能な色素を合成し、重合中に色素とマトリクスとを
共有結合させることでビーズ作製後の色素の漏出を防止している[6-12]。近年では、ポリ
マレイン酸オクタデセンと量子ドットの自己組織化を利用した方法[6-17]や、CCFF 法と
呼ばれる量子ドットとポリマーの混合液の滴下による工業的な合成法[6-18]など新しい方
法が提案されている。 
 2.は、ビーズをあらかじめ作製したのちに蛍光物質との複合化を行う方法である。1.の
方法とは異なりビーズのみを別に合成できるため、ビーズの粒径制御が容易である。また、

ビーズと蛍光物質との複合化も比較的マイルドな条件で行うことができるため、蛍光物質

の劣化を低減させることができる。しかしながら、この方法はビーズ内部まで蛍光物質を

浸透させることが難しく、ビーズあたりの蛍光物質の含有量は低い。また、ビーズ表面で

露出している蛍光物質はマトリクスによる保護効果が薄いため、外部の刺激により変化を

起こす可能性がある。例えば、SH 基を導入したポリスチレンビーズに量子ドットを吸着
させて作製した蛍光ビーズは、励起光の連続照射により量子ドットの粒子成長が誘発され、

吸収端がレッドシフトすることが報告されている[6-19]。Hiraiらは、同じ方法で作製した
蛍光ビーズにポリチオウレタンの被覆を行って同様の実験を行い、このような粒子の溶解

が起こらないことを確認した[6-20]。 
 2.の方法は、さらに 3つの方法に分類される。その 1つは交互吸着法[6-21~26]である。
交互吸着法は 1991年に Decherらによって提案された方法[6-27, 28]で、異符号の電荷を
持つ物質を交互に積層させる合成法である。例えば Yang らは、負に帯電したポリスチレ
ンビーズに、正に帯電した FITC修飾ポリアリルアミン、負に帯電したポリスチレンスル
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ホン酸を順次吸着させることで蛍光ビーズを作製した[6-21]。また、Battersby らは、有
機色素を含有したシリカナノ粒子を作製し、ポリジアリルジメチルアンモニウムクロリド

とポリアクリル酸を利用した交互吸着によりポリスチレンビーズとの複合化を行った

[6-25, 26]。 
 2 つ目は、有機溶媒で膨潤させたビーズに蛍光物質を取り込む方法である。ポリスチレ
ンビーズを、クロロホルム、プロパノール、ブタノールの混合溶媒中で膨潤させるのが一

般的である[6-29~31]。一方でMöhwaldらは、環境応答性のポリマーを用いて pHや温度
の変化によりビーズの密度を制御し、量子ドットを取り込んだ[6-32, 33]。 
 3 つ目は、多孔質ビーズの利用である。Nie らを中心にいくつかの報告があり、多孔質
シリカビーズ[6-34, 35]や多孔質ポリスチレンビーズ[6-36~38]に量子ドットを含侵させる
ことで蛍光ビーズを作製している。Zhangらはメタクリル酸共存下でポリスチレンビーズ
を重合し、ビーズ表面に生体分子とコンジュゲートするための COOH 基を導入したのち
に量子ドットとの複合化を行った[6-38]。 
 3.の方法は、合成される蛍光物質の制御が難しく、ビーズあたりに導入できる蛍光物質
の量も少ないため、報告も数例である。Dhas らは、シリカビーズの水分散液に超音波を
照射しながら酢酸亜鉛とチオアセトアミドを順次投入し、シリカビーズ表面に粒径約 20 
nmの ZnSナノ粒子クラスターを形成した[6-39]。Zhangはカルボキシル基を官能基とし
て有するマイクロゲルに Cd2+を配位させたのちに硫化ナトリウム水溶液を加えて、マイク

ロゲル中に粒径 3-5 nmの CdSナノ粒子を形成した[6-40]。 
 
6.1.4 研究目的 
 本章では、第 3章で得られた YAG:Ce3+ナノ粒子を、ポリメタクリル酸メチル（PMMA）
ビーズに交互吸着法を用いて吸着させ、フローサイトメトリー用の蛍光ビーズを作製した。

吸着操作中のゼータ電位の経時変化や吸着層毎のゼータ電位を測定し、交互吸着の様子を

確認した。また、吸着回数の違いによる YAG:Ce3+ナノ粒子の含有量の変化や蛍光強度の

変化を定性的あるいは定量的に評価し、一連のビーズ群がフローサイトメトリー解析にお

いて互いに区別可能であるかどうかを実際に測定した。 
最後に、作製した複合ビーズに生体分子をコンジュゲートしてフローサイトメトリー解

析のモデル実験を行い、YAG:Ce3+ナノ粒子を複合化した PMMAビーズがフローサイトメ
トリーに応用可能であるかどうかを検討した。 
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6.2 実験方法 

6.2.1 試薬 
 第 6章で用いた試薬の一覧を Table 6-1にまとめた。 
 

Table 6-1 List of reagents. 
Reagent Purity FW Maker 

1,4-butanediol >97.0% 90.12 Kanto Kagaku 

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

hydrochloride (EDC) 
- 191.70 Pierce 

3-aminopropyltrimethoxysilane - 131.25 Chisso Chemical Division 

Albumin bovine serum (BSA) >99% - Sigma 

Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit IgG - - Molecular probe 

Aluminium isopropoxide >99.9% 204.24 Kanto Kagaku 

Avidin immobilized agarose gel beads - - Sigma 

Avidin immobilized 

polystyrene-copolymer beads 
- - Micromod Partikeltechnologie 

Cerium(III) acetate monohydrate >99.99% 335.26 Kanto Kagaku 

Sulfosuccinimidyl-6(biotinamido) 

hexanoate biotinyl agent 
- 556.59 Pierce 

Poly(acrylic acid) (PAA)  2000 Alrich 

Poly(allylamine hydrochloride) (PAH) - ~15,000 Aldrich 

Poly(sodium 4-styrenesulfonate) (PSS) - ~70,000 Aldrich 

Rabbit anti-bovine serum albumin 

(anti-BSA) 
- - Sigma 

Yttrium acetate tetrahydrate >99.99% 338.10 Kanto Kagaku 

 
6.2.2 試料の合成方法 

6.2.2.1 YAG:Ce3+ナノ粒子の合成 
 オートクレーブ（耐圧硝子工業, TVS-120-N2）に酢酸イットリウム 4水和物 7.425 mmol 
(2.51 g)、酢酸セリウム(III)1水和物 0.0075 mmol (0.0251 g)、およびアルミニウムトリイ
ソプロポキシド 12.50 mmol (2.55 g)を加え、溶媒である 1,4-ブタンジオール 63.6 mL を
投入した。攪拌機による攪拌(300 rpm)のもと、1.5 hで室温から 300 °Cまで昇温してそ
のままの温度で 2 h保持した。反応終了後、室温まで空冷し YAG:Ce3+ナノ粒子分散液を

得た。分散液は 1週間静置して粗大粒子を沈降させ、その上澄みを以降の実験に用いた。 
 
6.2.2.2 YAG:Ce3+ナノ粒子を複合化した PMMA ビーズの作製 

 6.2.2.2-4までの概念図を Fig.6.1に、交互吸着のスキームを Fig.6.2に示す。エタノール
に分散させた PMMAビーズ（積水化学, XX-01ET, -02ET or -03ET; bead 1）に 6.2.2.1で
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得た YAG:Ce3+ナノ粒子コロイドを加え、スターラーで 1h攪拌した。遠心分離（2000 rpm, 
2-3 min）で PMMAビーズを沈降させ、上澄みに残存した YAG:Ce3+ナノ粒子をデカンテ

ーションにより除去したのちに、超純水を加えて再分散した。この洗浄操作を計 3回行い、
全量が 50 mLになるように超純水を加え、YAG:Ce3+ナノ粒子複合ビーズ（bead 2）の懸
濁液を得た。 
 このようにして得た bead 2の懸濁液に 1 mg/mL PSS-0.5 M NaCl水溶液 25 mLを加え、
スターラーで 20 min攪拌した。遠心分離（2000 rpm, 2-3 min）でビーズを沈降させ、上
澄みに残存した PSSをデカンテーションにより除去したのちに、超純水を加えて再分散し
た。この洗浄操作を計 3回行い、全量が 25 mLになるように超純水を加えた（bead 3）。 
 以上の操作を繰り返し、PMMA/YAG:Ce3+ナノ粒子複合ビーズ(PMMA(YAG:Ce3+/PSS)n)
を得た。ここで nは被覆を行った回数を表す。 
 
6.2.2.3 YAG:Ce3+ナノ粒子複合ビーズへのBSAの固定 

 6.2.2.3-4のスキームを Fig.6.3に示す。bead 3に対し、PSSを被覆したときと同様の手
順で 1 mg/mL PAH-0.5 M NaCl水溶液を用いて PAHを（bead 4）、続いて 1 mg/mL 
PAA-0.5 M NaCl水溶液を用いてPAAをそれぞれ吸着させ（bead 5）、PBSに再分散した。 
 この懸濁液 0.5 mLに、1.3 mg/mLの EDC-PBS溶液 50 PLと 5 mg/mLの BSA-PBS
溶液を 0.1 mL加え、1.5 h攪拌した。6.2.2.2と同様に、遠心分離と PBSによる洗浄を 3
回繰り返し行って未反応物を取り除き、全量が 0.5mLになるように PBSを加えて再分散
した（bead 6）。 
 
6.2.2.4 BSA固定 YAG:Ce3+ナノ粒子複合ビーズの色素による標識 

 BSAが固定化された bead 6の懸濁液 0.5 mLに PBSで 100倍に希釈した rabbit 
anti-BSAを 0.1 mL加え、1.5 h反応させた。その後、6.2.2.2と同様に、遠心分離と PBS
による洗浄を 3回繰り返し行って未反応を取り除き、全量が 0.5mLになるように PBSを
加えて再分散した（bead 7）。これに、PBSで 100倍希釈した Alexa 647修飾 goat 
anti-rabbit IgGを 1 mL加えて 1.5h反応させ、bead 7に固定化された rabbit IgGを蛍光
標識した。その後、6.2.2.2と同様に、遠心分離と PBSによる洗浄を 3回繰り返し行って
未反応物を取り除き、全量が 1 mLになるように PBSを加えて再分散した（bead 8）。 
 
6.2.3 試料の評価方法 

 第 2章で述べた評価のうち、FE-SEM、ゼータ電位、TG-DTA、蛍光プレートリーダー、
蛍光顕微鏡、フローサイトメトリーによる評価を行った。また蛍光顕微鏡(Nicon, Eclipse, 
E600)による観察は Table 6-2に示すフィルタ条件で行った。 
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Table 6-2 Condition of filter block set. 
 Excitation wavelength Dichroic wavelength Emission wavelength 

Filter block set 1 430 - 440 nm 505 nm 515 -555 nm 

Filter block set 2 605 -655nm 650 nm 667.5 – 722.5 nm 

 
6.3 結果と考察 

6.3.1 ゼータ電位測定による反応時間の最適化 
 Fig.6.4に交互吸着操作中のビーズのゼータ電位の経時変化を示す。Fig.6.4(a)は未修飾
ビーズに対して YAG:Ce3+ナノ粒子を吸着させたビーズのゼータ電位の経時変化であるが、

吸着開始から約 40 min後にビーズのゼータ電位は約+50 mVに到達して飽和した。さら
に PSSを吸着させた際には約 20 min後にビーズのゼータ電位は約-50 mVに到達して飽
和した。以降、YAG:Ce3+ナノ粒子および PSSの吸着操作を行うと、吸着開始から約 20 min
でゼータ電位は飽和した。 
 Fig.6.5に交互吸着回数に対する電位の変化を示す。正に帯電した YAG:Ce3+ナノ粒子お

よび負に帯電した PSSを吸着させることにより、ゼータ電位は順次符号が反転した。また
飽和吸着したときのゼータ電位の絶対値は 30 mV以上であり、ビーズ同士の凝集が抑制
されていると考えられる。 
 
6.3.2 FE-SEMおよび蛍光顕微鏡による複合ビーズの観察 

 Fig.6.6に調製した複合ビーズの FE-SEM像を示す。未修飾ビーズの表面は、Fig.6.6(a), 
(b)に示すように平滑であった。YAG:Ce3+ナノ粒子と PSSの吸着を行った複合ビーズでは、
Fig.6.6(c), (d)に示すように、YAG:Ce3+ナノ粒子がビーズ表面に吸着している様子が観察

された。YAG:Ce3+ナノ粒子と PSSを 2層吸着させたビーズでは、Fig.6.6(e), (f)に示すよ
うに、1層だけ吸着させたときよりも多くの YAG:Ce3+ナノ粒子がビーズ表面に吸着してい

る様子が観察された。 
 Fig.6.7に調製した複合ビーズの蛍光顕微鏡観察結果を示す。未修飾のビーズは蛍光を発
しなかったが、YAG:Ce3+ナノ粒子との複合化を行ったビーズは青色光の照射により緑色の

蛍光が確認された。また、YAG:Ce3+ナノ粒子を 2回吸着させたビーズ（Fig.6.7(c)）は、1
回のみ吸着させたビーズ（Fig.6.7(b)）よりも強い蛍光を発した。これは、YAG:Ce3+ナノ

粒子の吸着量の増大によるものと考えられ、FE-SEMで観察された結果と対応する。 
 
6.3.3 TG-DTA および蛍光プレートリーダーによる吸着量の定量的な評価 

 Fig.6.8に複合ビーズの TGプロファイルを示す。50°Cでの質量減少は複合ビーズに含
まれていた水の蒸発によるものである。250 - 400 °Cにかけての大きな質量減少はビーズ
の熱分解および燃焼によるものである。この反応は 600 °Cまでに終了し、残渣の重量は
YAG:Ce3+ナノ粒子の重量である。これより YAG:Ce3+ナノ粒子と PSSを 1回吸着したビー
ズと 2回吸着したビーズについて単位ビーズ重量あたりの残渣重量を算出したところ、そ
れぞれ 0.54, 2.2 wt%であり、後者は前者の約 4倍多くの YAG:Ce3+ナノ粒子が吸着してい
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ることがわかった。 
 複合ビーズ分散液のビーズ濃度を細胞計数板を用いて 1x106個/mLに調整し、その発光
強度を蛍光プレートリーダーで測定した。1回吸着したビーズと 2回吸着したビーズの蛍
光強度はそれぞれ、10,500±1,600と 53,000±4,500であり、後者は前者の約 5倍高かった。
これは、TGから算出した YAG:Ce3+ナノ粒子の吸着量の結果にほぼ対応する。 
 
6.3.4 フローサイトメトリー解析 

 直径が 10および 15 Pmのビーズを元にそれぞれ複合ビーズを調製し、それら全てを混
合した。この混合懸濁液をフローサイトメトリーで測定した。前方散乱強度と蛍光強度に

ついて得られたデータをプロットすると Fig.6.9(a)に示すように、6 つの識別可能なドッ
ト群が得られた。前方散乱強度は粒径に依存するため、Fig.6.9(a)中の region 1は 10 Pm
ビーズ、region 2は 15 Pmビーズにそれぞれ対応していると考えられる。さらに region 1
に着目すると、蛍光強度について 3つに識別できるドット群が得られている。これは未修
飾ビーズ、YAG:Ce3+ナノ粒子を 1 層吸着させたビーズおよび 2 層吸着させたビーズにそ
れぞれ対応する。ドットプロットが縦軸に対して平行であることから、交互吸着操作によ

る粒径の増大は、フローサイトメトリーにおいて無視できることがわかる。さらに region 
1 のドットプロットについて、蛍光強度のヒストグラムを作成し Fig.6.9(b)に示す。ピー
ク 1, 2および 3はそれぞれ、未修飾ビーズ、YAG:Ce3+ナノ粒子を 1層吸着させたビーズ
および 2層吸着させたビーズにそれぞれ対応する。蛍光強度の分布の重なりはわずかであ
り、3段階の蛍光を持つビーズが明瞭に識別できることが示唆される。region 2について
も region 1の場合と同様に蛍光強度についてのヒストグラムを作成し、Fig.6.9(c)に示す。
それぞれのピーク位置は region 1の場合よりも正方向にシフトしている。これはフローサ
イトメトリーで得られる蛍光強度が積分値であるために蛍光強度はビーズ径に依存し、粒

径が増大に伴って蛍光強度が増大して観測されるためである。 
高分子電解質の被覆の効果を確認するために、YAG:Ce3+ナノ粒子のみを吸着させたビー

ズと、さらに PSSおよび PAHを 2度交互吸着した YAG:Ce3+ナノ粒子複合ビーズを調製

した。それぞれを未処理ビーズと混合し、超音波を 15min照射したのちにフローサイトメ
トリーによって測定した結果を Fig.6.10に示す。YAG:Ce3+ナノ粒子のみを吸着させたビ

ーズの場合、Fig.6.10(a)に示すように、同じ大きさのビーズを蛍光強度で区別することが
できない。これは超音波の照射によりビーズから脱離した YAG:Ce3+ナノ粒子が未処理ビ

ーズへ吸着することにより、蛍光強度の平均化が起こった結果であると考えられる。一方、

PSS/PAHの交互吸着を行った場合は YAG:Ce3+ナノ粒子の脱離が起こらず、Fig.6.10(b)
に示すように、蛍光強度について区別可能であったと考えられる。この結果より、高分子

電解質の被覆により YAG:Ce3+ナノ粒子の脱離が防止できることが確認された。 
 
6.3.54 第 2色素を用いたフローサイトメトリー解析のモデル実験 

 調製した蛍光ビーズが生体反応検出に用いることができるかどうかを確認するために、

調製したビーズ表面に BSAを固定化し、抗原抗体反応を利用して色素標識を行った。 
 



第 6章 YAG:Ce3+ナノ粒子を複合化した PMMAビーズの作製とフローサイトメトリーへの 
応用 

 109

 Fig.6.11 にモデル実験を行った複合ビーズの蛍光顕微鏡画像を示す。Fig.6.11(a)-(c)は
BSA を固定し抗原抗体反応により赤色色素を行ったビーズの蛍光顕微鏡画像であるが、
YAG:Ce3+ナノ粒子からの緑色蛍光と、赤色色素からの赤色発光が得られた。これは、1) 固
定化の操作により BSAがビーズ最外層に固定化されていること、かつ、2 )固定化した BSA
が生体特異的な反応に利用できることを示す。Fig.6.11(d)-(f)は Fig.6.1 中の bead 5 に対
して anti-Rabbit IgG-Alexa Fluor 647による色素標識を試みたビーズの蛍光顕微鏡観察
結果であるが、Fig.6.11(c)で観察されたような赤色発光は観察されなかった。この結果は、
Fig.6.11(a)-(c)で観察された色素標識が、静電気的引力などの非特異的な吸着によるもので
はないことを示す。 
 このような色素標識を、YAG:Ce3+ナノ粒子を 1回吸着させた 15 Pmのビーズに対して
のみ行い、他 5種類のビーズと混合してフローサイトメトリーで解析を行った。その結果、
Fig.6.12(a)に示すように、前方散乱強度と緑色蛍光強度について 6つのドット群を得るこ
とができた。Fig.6.12(b)に赤色蛍光強度についてのヒストグラムを示すが、赤色発光が非
常に弱い peak 1と有意な赤色発光を示す peak 2の 2つのピークに分けられた。ここで、
6つのドット群のうち peak 2に分類されるドットを区別すると、Fig.6.12(a)中の赤色で示
すプロットになり、赤色色素で標識したビーズは YAG:Ce3+ナノ粒子を 1回吸着させた 15 
Pmのビーズであると帰属できた。 
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Fig.6.1 Illustration of preparation of the PMMA/YAG:Ce3+ composite beads 
and tagging with organic dye. 
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Fig.6.2 Schematic representation of the preparation of PMMA/YAG:Ce3+ 

composite beads. 
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Fig.6.4 Change in zeta-potential of composite beads with mixing time. 
(a) PMMA(YAG:Ce3+), (b) PMMA(YAG:Ce3+/PSS), (c) PMMA- 
(YAG:Ce3+/PSS)YAG:Ce3+, (d) PMMA(YAG:Ce3+/PSS)2 
 

-60

-40

-20

0

20

40

60

Layer Number

Ze
ta

-P
ot

en
tia

l (
m

V)

PMMA(YAG:Ce3+) PMMA(YAG:Ce3+/PSS)YAG:Ce3+

PMMA(YAG:Ce3+/PSS)
2

PMMA(YAG:Ce3+/PSS)

PMMA

1 2 3 40

 
Fig.6.5 Change in saturated zeta-potentials by sequential adsorption. 
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Fig.6.6 FE-SEM images of beads. (a, b) bare PMMA, (c, d) 
PMMA(YAG:Ce3+/PSS), (e, f) PMMA(YAG:Ce3+/PSS)2. (b, d, f) expanded 
images of marked areas in (a, c, e). 
 

Fig.6.7 Fluorescence images and bright field images (inset) of beads. (a) 
bare PMMA, (b) PMMA(YAG:Ce3+/PSS), (c) PMMA(YAG:Ce3+/PSS)2. 
Fluorescence images were obtained under the condition of the filter block 
set 1. 
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Fig.6.8 TG profile of (a) PMMA(YAG:Ce3+/PSS) and (b) PMMA(YAG:Ce3+/ 
PSS)2 of 15 Pm in size. 
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Fig.6.9 Histograms of fluorescence intensity (a, b) and dot plot (c) for the 
mixture of the bare PMMA beads and the composite beads, 
PMMA(YAG:Ce3+/PSS) and PMMA(YAG:Ce3+/PSS)2, of 10 and 15 Pm in size, 
measured by FCM. (a) 10 Pm beads, (b) 15 Pm beads, (c) 10 and 15 Pm beads.  
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Fig.6.10 Dot plot for the mixture of the bare PMMA beads and the composite 
beads of 5, 10 and 15 mm in size measured by FCM. (a) bare beads and 
PMMA(YAG:Ce3+), (b) bare beads and PMMA(YAG:Ce3+/(PSS/PAH)2). 
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Fig.6.11 Microscopic bright field images (a, d) and fluorescence images (b, c, e, 
f) of beads. (a, b, c) bead 8 of 15 Pm in size in Fig.6.1, (d, e, f) bead 3 treated 
with anti-Rabbit IgG-Alexa Fluor 647 of 15 Pm in size in Fig.6.1. Images (b, e) 
were obtained under the condition of the filter block set 1. Images (c, f) were 
obtained under the condition of the filter block set 2. 
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Fig.6.12 Dot plot (a) and histogram of red fluorescence intensity (b) for the 
mixture of the bare and composite beads of 10 and 15 Pm in size, measured by 
FCM. The beads corresponding to the peak 2 shown in the (b) were detected 
as red dots shown in (a) by gating.  
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6.4 結論 

 交互吸着法により、PMMAビーズにグリコサーマル法で合成した YAG:Ce3+ナノ粒子を

吸着させ、YAG:Ce3+ナノ粒子を複合化した PMMAビーズを作製した。交互吸着を順次行
うことにより、ビーズのゼータ電位の符号が反転した。YAG:Ce3+ナノ粒子の吸着回数の増

加に伴い、YAG:Ce3+ナノ粒子の吸着量は増大し、蛍光強度も増大した。また、このように

して調製した PMMA/YAG:Ce3+ナノ粒子複合ビーズは、フローサイトメトリーにおいて、

蛍光強度について区別可能なプロット群として認識された。 
 交互吸着法によって最外層にポリアクリル酸を被覆し、ビーズ表面に生体分子とコンジ

ュゲート可能なカルボキシル基を導入した。これを利用してビーズ表面に固定化した BSA
は生体特異的に抗体と結合した。 
 これらの性質を利用してフローサイトメトリー解析のモデル実験を行った。赤色色素を

用いたゲーティング操作により色素抗体が反応したビーズ種を特定することができた。こ

の結果は、YAG:Ce3+ナノ粒子を複合化した PMMAビーズがフローサイトメトリー解析へ
応用可能であることを示唆する。 
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第 7章 近赤外発光 YAG:Yb3+ナノ粒子の作製と特性評価 

 

7.1 緒言 

7.1.1 近赤外蛍光イメージング 

 波長 750-1100nmの近赤外領域はヘモグロビンや水組織による吸収が少ない[7-1]。この
波長域で励起と発光を行うことで自家蛍光は抑制され、S/N 比を改善することができる。
また波長が長くなるほど散乱の影響は小さくなり、組織深部まで光が透過するため、生体

内部の情報を非侵襲に取得できる。In vivoで内部を観察するにはMRIや放射線を用いた
方法があるが、これらの方法に比べて近赤外光を用いた観察方法は簡便で検出感度も高く、

複数の生化学反応をリアルタイムに観察できるという利点がある。実際に近赤外光を利用

して、腫瘍の小動物イメージング[7-2~4]、ベータ細胞[7-5]およびバクテリア[7-6]のイメ
ージングが行われているほか、アポトーシス[7-7]といった生体反応もイメージングされて
いる。また、透過光を利用した蛍光断層撮影への期待も大きい[7-8, 9]。 
 

7.1.2 イメージングに用いられている近赤外発光材料 

 近赤外発光する有機色素は可視域で発光する色素に比べて種類が少ない。多くの報告で

は、インドシアニングリーンか Cy5.5を近赤外色素として用いているが、これらの色素は
可視域で発光する色素に比べて安定性が低く、量子効率も低い[7-10]。そのため、より安
定な色素の開発は現在でも求められている[7-11, 12]。Umezawaらが合成したボロンジビ
ピロメテン骨格を有する有機色素は、56-98%という高い量子効率とを持ち、光照射に対す
る高い安定性を示している[7-12]。 
 一方で、光退色に対する安定性を図るためにシリカで被覆する例もある[7-13~15]。
Bringley らは Stöber法によるシリカ合成の反応環境中で有機色素が退色されるのを防ぐ
ために、化学的安定性の高い新しい色素を合成し、シリカへの取り込みを行った[7-15]。 
 量子ドットも近赤外発光材料として応用が検討されている。CdSe/ZnS コアシェル量子
ドットも近赤外発光材料として利用されているが[7-16, 17]、近赤外イメージングの最適波
長よりも波長が短いため、Cdや Seの替わりに Hg や Teを構成元素に用いてより長波長
で発光する量子ドットが提案された。しかし、ホットソープ法に用いるための Hgの前駆
体は毒性が強く制御も困難であり[7-18]、一方で Teは酸化されやすく合成された CdTe量
子ドットは退色しやすいといった欠点を有していたため[7-19]、その開発は困難であった。
Quinらは、水溶媒中で CdTeナノ粒子を合成したのちに溶解・再析出を利用して Hg2+の

固溶を行い、さらに CdS を被覆して CdHgTe/CdS 量子ドットを作製した[7-20]。作製さ
れた量子ドットは、量子効率も 20-50%と高く、光退色に対する安定性も高い。近年では
PbSや PbSeのナノ粒子も近赤外発光量子ドットとして着目され[7-21~23]、蛍光イメージ
ングへ徐々に応用されつつある[7-24]。 
 一方で、III-V 族半導体量子ドットも近赤外発光材料として検討されている。コアとし
て用いられているのは主に InAs であるが、そのままでは量子効率が低いため格子定数の
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近い CdSe[7-25]や ZnSe[7-26, 27]がシェルとして被覆されている。Xieらは Cd、Hg、As、
Seなどの毒性の強い元素を含まない量子ドットとして InPを提案した[7-28]。 
 量子ドット以外にも錯体[7-29]や金ナノ粒子[7-30, 31]などの無機材料が提案されてい
る。Masne らは Ca0.2Zn0.9Mg0.9Si2O6に Eu2+、Dy3+および Mn2+をドープしたナノ粒子を

合成し、その蓄光性を利用して励起光を照射することなく小動物イメージングを行った

[7-32]。また、Yb3+、Er3+および Tm3+ランタノイドイオンを発光中心として含むナノ粒子

は、近赤外レーザーの照射により可視域から近赤外域にアップコンバージョン蛍光が得ら

れるため、蛍光プローブとしての応用が期待されている[7-33~35]。 
 

7.1.3 研究目的 

 第 4章から第 6章までの検討により、グリコサーマル法で合成された YAGナノ粒子は
生体分子検出へ応用できることが示唆された。第 7章では、YAGにドープするイオンとし
て新たに Yb3+に着目し、近赤外域で励起と発光を行うことができるナノ粒子の作製を試み

た。 
 Yb3+は YAG:Yb3+レーザー[7-36]などに応用されている近赤外発光イオンであり、10,000 
cm-1離れたただ 2つの準位を持ち、交差緩和による濃度消光を起こしにくい [7-37]。グリ
コサーマル法により YAG:Yb3+ナノ粒子を合成し、その特性評価を行った。また焼成を行

い、焼成が光学特性に与える影響についても考察した。 
 
7.2 実験方法 

7.2.1 試薬 

 第 7章で用いた試薬の一覧を Table 7-1にまとめた。 
 

Table 7-1 List of reagents. 
Reagent Purity FW Maker 

1,4-butanediol >97.0% 90.12 Kanto Kagaku 

Aluminium isopropoxide (AIP) >99.9% 204.24 Kanto Kagaku 

Ytterbium (III) acetate tetrahydrate >99.9% 422.23 Wako 

Yttrium acetate tetrahydrate >99.99% 338.10 Kanto Kagaku 

 
7.2.2 試料の合成方法 

 オートクレーブ（耐圧硝子工業, TVS-120-N2）に酢酸イットリウム 4水和物 7.125 mmol 
(2.41 g)、酢酸イッテルビウム(III)4水和物 0.375 mmol (0.16 g)、およびアルミニウムト
リイソプロポキシド 12.50 mmol (2.55 g)を加え、溶媒である 1,4-ブタンジオール 63.6 mL 
を投入した。攪拌機による攪拌(300 rpm)のもと、1.5 hで室温から 300 °Cまで昇温して
そのままの温度で 2 h保持した。反応終了後、室温まで空冷し分散液を得た。分散液は 1
日静置して粗大粒子を沈降させ、その上澄みを以降の実験に用いた。 
 得られた分散液を遠心沈殿管に注ぎ、メタノール変性アルコールを添加した。この分散
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液を遠心分離(10000 rpm, 30 min)することで粒子を沈降させ、上澄みを除去した。この洗
浄行程を合計 3回行った後、送風乾燥(50 °C, 1 day)することで粉体試料を得た。 
 さらに、得られた紛体試料の焼成を行った。アルミナボートに投入した粉体試料を、横

型管状炉にて昇温速度 10 K/minで所定の温度まで昇温し、その後 2 h焼成した。焼成は
空気フロー(300 mL/min)下で行った。一連の手順を Fig.7.1のフローチャートに示す。 
 
7.2.3 試料の評価方法 

 第 2章で述べた評価のうち、FE-TEM, FE-SEM, XRD, PL, PLE, FT-IR, VSMによる評
価を行った。これらの評価法に加え、結晶子径および格子歪みを Stokes-Wilson法を用い
て算出した。 
 
7.3 結果と考察 

7.3.1 FE-TEMおよび FE-SEMによる粒子観察 
 Fig.7.2に未焼成試料および焼成試料の FE-TEM像を示す。Fig.7.2(a)に示すように、画
像から算出された未焼成試料の数平均 1次粒子径は 11.5nmで標準偏差は 2.6nmであった。
また、Fig.7.2(b)に示すように 600 °Cで焼成を行った試料には粒子のサイズや形態に変化
は確認されなかった。しかしながら 900 °Cでの焼成を行うと、Fig.7.2(c)に示すように粒
子界面で焼結し始めている様子が観察され、1300 °C で焼成を行うと Fig.7.2(d)に示すよ
うに粒子の焼結はさらに促進された。 
 
7.3.2 XRD による結晶構造の同定 

 Fig.7.3に未焼成試料および焼成試料の XRDを示す。未焼成試料の XRDプロファイル
である Fig.7.3(a)に観測された全てのピークは YAGに帰属され、ガーネット構造が単相で
得られていることが確認された。Fig.7.3(b), (c)に示すように 600および 900 °Cで焼成し
た試料の全ての XRDピークは未焼成試料の場合と同じく YAGに帰属された。しかしなが
ら、1300 °Cの焼成を行うと Fig.7.3(d)に示すように、YAGには帰属できないいくつかの
ピークが観測され、これはモノクリニック相(Y4Al2O9)に帰属される。これは、合成により
得られた粉体試料に存在していたアモルファス成分が焼成により結晶化して副相として

生成したものであると考えられる。 
 Fig.7.4 に第一強線である(420)面を拡大したプロファイルを示す。未焼成試料のピーク
トップの位置は 33.08 degであったが、600 °C焼成試料では 33.17deg、900 °C焼成試料
では 33.26deg、1300 °C焼成試料では 33.37degと、焼成温度の上昇に伴い高角度側へシ
フトし、面間隔が減少した。これはナノ粒子特有の現象である格子緩和（構造緩和）によ

って説明できる。粒子サイズがナノオーダーである場合は全原子数に占める表面近傍の原

子の割合が大きく、表面近傍の原子は結晶内部の原子に類似する配位数をとろうとして原

子が互いに変位し合うため、平均的な面間隔が増大する。焼成による焼結により粒子サイ

ズが増大する過程で、この変位による面間隔の増大が抑制され、本来の面間隔に向かって

面間隔が減少したものと考えられる。ピーク幅については 4.3.3で考察する。 
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7.3.3 Stokes-Wilson 法による結晶子径と格子歪みの算出 

 測定された XRD プロファイルについて、Stokes-Wilson 法により結晶子径と格子歪み
を算出した。結果を Table 7-2に示す。合成直後の試料の結晶子サイズは 21.8 nmであり、
TEM で観察された 1 次粒子径のよりも大きかった。これは格子面をそろえて粒子が合一
することにより、複数の粒子に跨って結晶子径が見積もられた結果であると考えられる。

また、600 °C焼成試料では 22.3 nm、900 °C焼成試料では 24.3 nmと焼成温度の上昇に
伴って結晶子径は増大し、特に 1300 °C焼成試料では 50.0 nmと顕著に増大した。焼成温
度の上昇に伴うこの変化は FE-TEMで観察された焼結の様子とよく対応する。 
 一方、格子歪みは、未焼成試料で 0.0511 %、600 °C焼成試料で 0.0502 %、900 °C焼成
試料で 0.0652 %と、焼成温度の上昇による変化は観測されなかった。しかし、1300 °C焼
成試料においては 0.0129 %と格子歪みが減少した。これは YAG結晶中に Y3+ (1.159 pm)
とイオン半径の異なる Yb3+ (1.125 pm)が固溶することにより歪んでいた格子が、1300 °C 
の焼成により Yb3+が副相 Yb4Al2O9となって YAG結晶中から分離することで、その歪みが
解消されたものと考えられる。 
 

Table 7.2 Crystal size and lattice distortion. 
 as-prepared 600 °C 900 °C 1300 °C 

Crystal size [nm] 21.8 22.3 24.3 50.0 

Lattice distortion [x10-2%] 5.11 5.02 6.52 1.29 

 
7.3.4 FT-IR による表面有機物の解析 

 Fig.7.5に真空中で測定した FT-IRの結果を示す。Fig.7.5(a)は未焼成試料の FT-IRスペ
クトルであるが、3300 cm-1に OH伸縮振動に帰属されるブロードな吸収が観測され、そ
れに重なるようにして、3630 cm-1にフリーOH基の伸縮振動、3100, 2951, 2926 cm-1に

CH 伸縮振動がそれぞれ観測された。これらの吸収ピークの存在は、合成溶媒である 1,4-
ブタンジオールや洗浄に用いたメタノール変性アルコール、原料由来の酢酸の存在を示唆

する。これらの振動ピークは 600 oCおよび 900 oCでの焼成の結果、Fig.7.5(b), (c)に示す
ように OH伸縮振動を除いて全て消失した。同様に、1464 および 1331 cm-1の CH2変角

振動に帰属される吸収ピークも焼成に伴い消失した。また、Fig.7.5(a)の未焼成試料のスペ
クトルにおいて、1577 cm-1および 1433 cm-1に観測される吸収ピークはそれぞれ COO非
対称伸縮および対称伸縮振動に帰属され、原料由来の酢酸イオンが粒子表面の金属イオン

へ配位していることが示唆された。これら 2つのピークは 600 oCおよび 900 oCでの焼成
により 1539 cm-1と 1382 cm-1にそれぞれシフトしつつも残存した。これは、電子供与性

である炭化水素が焼成により除去されたため、残存したカルボキシル基の電子密度が下が

り、低波数側へシフトしたと考えられる。これらの結果より、粒子表面の OH 基および

COO基は 900 oC以下の焼成では完全に除去できないことがわかる。1300 oCの焼成を行
うと両者に起因する吸収ピークも消失し、OH 基や COO 基が粒子より除去されることを
確認した。 
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7.3.5 TG-DTA による熱質量挙動の解析 

 Fig.7.6に TG-DTAプロファイルを示す。昇温開始から 300 oCまでの質量減少は溶媒で
ある 1,4-ブタンジオールや洗浄に用いたメタノール変性アルコールの蒸発、また 350 -400 
oCに観測される発熱を伴う質量減少は、粒子表面に配位した酢酸や溶媒の燃焼によるもの
と考えられる。400 oC以上の昇温における緩慢な質量減少は、粒子表面に配位した OH基
もしくは COO 基の減少であると考えられ、7.3.4 で考察した FT-IR スペクトルの結果に
対応する。 
 
7.3.6 UV-vis-NIR 吸収スペクトル 

 Fig.7.7に UV-visNIR吸収スペクトルを示す。波長 1400 nm付近の吸収は OH伸縮振
動の倍音吸収、波長 330 nm をピークトップとする吸収は C=O のS-S*遷移による吸収に
それぞれ帰属され、表面水酸基や有機物の存在を示唆する。これらのピークは焼成温度の

上昇に伴い減少した。これは、7.3.4 で示した FT-IR スペクトルの結果とよく対応する。
波長 900-1100 nmには Yb3+の 2F7/2→2F5/2遷移に帰属される吸収が観測された。ここで波

長 979 nmのピークに着目すると、Fig.7.8に示すように、焼成温度の上昇に伴いピーク強
度は減少し、かつ分裂していく様子が観察された。これは副相の生成が Yb3+周囲の結晶場

の状態を変化させた結果であると考えられる。 
 
7.3.7 PL スペクトル 

 Fig.7.9に波長 940nmの近赤外レーザーを照射して測定した PLスペクトルを示す。全
ての試料において、Yb3+の 2F5/2→2F7/2遷移に帰属される発光が観測された。また、焼成温

度の上昇に伴い発光強度は増大した。これは、その振動エネルギーの 3倍が近赤外発光の
遷移エネルギーに相当するために発光キラーとして働く OH基や表面欠陥が、焼成により
減少したためであると考えられる。 
 
7.3.8 プローブとしての特性評価 

 合成した YAG:Yb3+ナノ粒子を純水に分散させて DLS により測定した粒度分布を
Fig.7.10に示す。数平均粒子径は 54.0 nmで標準偏差は 11.4 nmであり、良好に分散した。 
 Fig.7.11 に近赤外レーザーを照射しながら測定した YAG:Yb3+ナノ粒子分散液の発光強

度の時間変化と分光光度計のキセノンランプを照射しながら測定した Alexa680 の発光強
度の時間変化を示す。2 hのキセノンランプの照射によって Alexaは初期強度の 35%まで
退色した。一方、YAG:Yb3+ナノ粒子は近赤外レーザーの照射によっても退色しなかった。

測定終了時には 7%程度発光強度が増大しているが、これは Yb2+→Yb3+への酸化に起因す

ると考えられる。 
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Y(CH3COO)3∙4H2O
Yb(CH3COO)3∙4H2O

Al[OCH(CH3)2]
1,4-butanediol

cooling to RT

YAG:Yb3+ colloidal solution

sedimentation

As-prepared sample

Washed with ethanol
Centrifuged (10000 rpm, 30 min) x3

Calcination for 2 h at 600-1300 oC

Calcined sample

Autoclave
300 oC for 2 h, 300 rpm

 

Fig.7.1 Schematic representation of the synthesis of YAG:Yb3+ nanoparticles. 
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Fig.7.2 (a)-(c) TEM images of samples: (a) as-prepared, (b) calcined at 600°C, 
(c) calcined at 900 °C; (d) SEM micrograph of sample calcined at 1300 °C. 
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Fig.7.3 XRD profiles of samples.: as-prepared, (b) calcined at 600 °C, (c) 
calcined at 900 °C, (d) calcined at 1300 °C. 
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Fig.7.4 XRD peak of (420) plane: (a) as-prepared, (b) calcined at 600 °C, (c) 
calcined at 900 °C, (d) calcined at 1300 °C. 
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Fig.7.5 FT-IR spectra of YAG:Yb3+ nanoparticles: (a) as-prepared, (b) calcined 
at 600 °C, (c) calcined at 900 °C, (d) calcined at 1300 °C. 
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Fig.7.6 TG-DTA profile of as-prepared YAG:Yb3+ nanoparticles. 
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 Fig.7.7 UV-vis-NIR spectra of YAG:Yb3+ nanoparticles: (b) calcined at 600 °C, 
(c) calcined at 900 °C, (d) calcined at 1300 °C. 
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Fig.7.8 Absorption peaks assigned to f-f transition of Yb3+: (a) as-prepared, (b) 
calcined at 600 °C, (c) calcined at 900 °C, (d) calcined at 1300 °C. 
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Fig.7.9 PL spectra of samples under irradiation of NIR laser (Oex = 940 nm): 
(a) as-prepared, (b) calcined at 600 °C, (c) calcined at 900 °C, (d) calcined at 
1300 °C. 
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Fig.7.10 Particle size distribution measured by DLS for YAG:Yb3+ 
nanoparticles diluted in ultrapure water. 
 

Fig.7.10 The change in the PL intensity with time. (a) YAG:Yb3+ nanoparticles under 
irradiation of NIR laser (O = 940 nm); (b)Alexa680 under irradiation of 680 nm light.. 
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7.4 結論 

 近赤外発光イオンである Yb3+に着目し、グリコサーマル法により YAG:Yb3+ナノ粒子の

作製を試みた。作製されたナノ粒子は 1次粒子径が約 10nmであった。近赤外レーザーの
照射により、近赤外領域に Yb3+の f-f遷移に帰属される発光を示した。また、焼成によっ
て表面に配位した有機物や格子欠陥が除去され、発光強度は増大した。純水に分散させた

YAG:Yb3+ナノ粒子に対し近赤外レーザーを 2 h連続照射しても発光強度は低下せず、有機
色素の持つ光退色の問題を解決した。 
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第 8章 マルチモーダルイメージング用(Gd, Y)AG:Yb3+ナノ粒子の作製と 

特性評価 

 
8.1 緒言 

8.1.1 マルチモーダルイメージングへの期待 

蛍光物質を用いたイメージング技術は顕微鏡による細胞レベルでの観察に留まらず、一

分子イメージング[8-1]のようなミクロな領域から小動物イメージング[8-2]のようなマク
ロな領域に至るまで、その応用の範囲を拡げてきた。 

2000 年代に入り、蛍光を検出端としたイメージングプローブに次のステップとして期
待されているのが、他のモダリティと複合化することによるマルチモーダルイメージング

への応用である。実用化されている例としては、PET（ポジトロン放出型断層撮影）と X
線 CTを組み合わせた映像化技術が挙げられる。PET-CTは、PETによって得られる生化
学的な情報と X線 CTによって得られる精細な 3次元画像を重ね合わせることにより、総
合的な診断が可能となっている[8-3]。このように複数のモダリティから得られた情報を相
補的に取り扱うことで、単一のモダリティでは得ることが難しかった情報を引き出すこと

ができる。また、複数のモダリティを単一のプローブに持たせることで、得られる画像の

同一性を高めることができる[8-4]。 
 
8.1.2 蛍光－磁性マルチモーダルプローブの用途 

蛍光物質に新たに付与する機能として最も関心が高いのは磁性である。磁性は分離や誘

導に用いられるだけでなく、MRIにおける造影剤としても重要な役割を果たしている。 
MRIは、組織毎による 1Hの磁気的な緩和の違いを測定して、非侵襲に 3次元形態画像
を取得できる撮像法である。さらに、造影剤と呼ばれる磁性材料を投入し 1H の磁気緩和
に影響を与えることで、コントラストの向上や、造影剤による組織の標識を行うことがで

きる。しかしながら、その分解能は細胞学的な観察には不向きであり、定量性も低く、装

置が大掛かりである。一方で、蛍光を検出端とするイメージング技術は、これらの欠点の

多くを解決することができると期待されているため、蛍光観察と MRI 造影を同時に行う
ことのできるハイブリッド材料に関する数多くの研究例が報告されている[8-4~29]。 
また、このようなプローブは脳外科において大きな関心を集めている。脳腫瘍を観察す

るために頭蓋骨を透過する検出端が必要であり、現状では MRI が最適なイメージング法
であると考えられている。しかしながら、腫瘍摘出の施術中に MRI よる観察を行うこと
は難しい。そこで、蛍光－磁性マルチモーダルプローブを用いることで、術前に MRI に
より施術方針を立て、施術中は蛍光による観察で腫瘍を摘出するといった術式が提案され

ている[8-30, 31]。Kircherらは、ここで生体透過性の高い近赤外蛍光色素を用いることで、
組織の内部に残存する腫瘍も発見することができるとしている[8-31]。 
その他、磁性と蛍光とを組み合わせたプローブは、磁性粒子をトラッキングするための
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検出端として蛍光を用いる場合が多い[8-32~37]。Zebliは、酸化鉄ナノ粒子と CdTeナノ
粒子を複合させたポリマービーズを作製し、外部磁場を印加することによって細胞へのポ

リマービーズの取り込みが促進されたことを蛍光により確認した[8-36]。また Cai らは、
ニッケルナノ粒子を有するカーボンナノチューブにGFPを含むDNAプラスミド担持させ、
外部磁場によって細胞内へ導入したのちに、GFPの発現を確認した[8-37]。 
光学的特性を蛍光に限定せず光学－磁性ハイブリッド材料まで拡げると、磁性ナノ粒子

と感光性発熱ポリマーを用いた治療用プローブ[8-39]や、Auナノ粒子の表面プラズモン吸
収と Fe3O4ナノ粒子のMRI造影機能とのハイブリッド材料[8-40]などの例がある。 
 
8.1.3 蛍光―磁性マルチモーダルプローブの複合化の方法による分類 

蛍光と磁性を複合化した研究報告は多く、その複合化の方法は次の 5つに大別される。 
 
1. 蛍光特性と磁気特性を同時に併せ持つ単一の材料 
2. 蛍光特性を持つ材料と磁気特性を持つ材料との複合化 
3. 別のマトリクスを利用した、蛍光と磁気特性を持った材料の集積 
4. 磁性粒子をコアとし蛍光特性を持つ材料をシェルとするコアシェル構造 
5. 蛍光粒子をコアとし磁気特性を持つ材料をシェルとするコアシェル構造 

 
 1.は、蛍光特性と磁気特性を併せ持つような材料であり、1 つの分子内あるいは粒子内
に常磁性イオンと発光イオンを含有している。Zhang らは Mn3+を中心金属として有する

水溶性ポルフィリンを合成し、蛍光強度やMRシグナルが Zn濃度に対して応答すること
を確かめた [8-26]。ナノ粒子を用いた例では、CdS:Mn/ZnS ナノ粒子 [8-4, 10]や
LaVO4:Eu3+ナノロッド[8-41]が挙げられ、ここでMn2+や Eu3+は発光中心として機能する

だけではなく、磁気特性を与える常磁性イオンとしても機能している。一方、Eu3+や Tb3+

をドープした Gd－有機分子複合ナノロッド[8-17]や発光性ランタノイドイオンをドープ
した FePtナノ粒子[8-42]では、母体そのものが磁気的な特性を有している。 
 2.の方法は、共有結合的に 2種類の材料を組み合わせたものである。Hüberらは Gd錯
体と有機色素であるローダミンを組み合わせた分子を設計し、in vitro の実験において強
い蛍光とMRシグナルを得た[8-5]。Guらは FePt/CdSコアシェルナノ粒子を形成したの
ちにアニーリングを行い、ダンベル型の CdS-FePt二量体を合成した[8-43]。Choiらはカ
ーボンナノチューブと Fe2O3ナノ粒子を複合化し、近赤外蛍光観察と MR 造影を行った
[8-25]。 
 3.の方法は、複数の材料をそれぞれ独立して合成したのちに、何らかのホスト材料を介
して集積させたものである。集積の方法として、デンドリマー粒子表面に Gd錯体と有機
色素 Cy5.5を共有結合的に固定するような方法[8-15]もあるが、このような複雑な化学反
応を伴う方法を用いなくとも、比較的簡便な方法で集積を行うことができる。その 1つが
交互吸着を利用する方法[8-21, 36]である。Zebliらは、メラミンホルムアルデヒドポリマ
ー粒子に、静電的な吸着を利用して Fe3O4ナノ粒子と CdTeナノ粒子を被覆してマイクロ
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カプセルを調整し、外部磁場の印加によってマイクロカプセルの細胞への取り込みが促進

されたことを蛍光により確認した[8-36]。もう 1 つの方法はビーズ状のマトリクス中に機
能性の分子・粒子を埋包する方法[8-38, 44]である。Satheらは、メソポーラスなシリカビ
ーズの細孔に Fe3O4ナノ粒子と量子ドットを取り込ませて二機能性ビーズを作製し、蛍光

顕微鏡による観察と外部磁場による操作が可能であることを示した[8-38]。また、Kamaly
らは Gd錯体を結合させた脂質を利用してリポソームを作製し、内部へ有機色素ローダミ
ンを取り込ませることで、蛍光観察とMR造影が可能であることを示した[8-28]。 
 4.の方法で合成される粒子は、主に蛍光による磁性粒子のトラッキングを目的として作
製されることが多い。MRI造影剤としての利用を目的とする場合は、磁性コア周囲を覆う
蛍光シェルが磁性コアと外部の水分子との相互作用を妨げるため、専ら T2造影剤としての

機能を期待されているが、まれに T1造影剤として機能する例もある[8-20]。磁性コアとし
ては酸化鉄ナノ粒子が一般的であるが、Coナノ粒子[8-35]や Gd2O3ナノ粒子[8-20]をコア
に用いている例もある。 
シェル層に用いられる蛍光物質は有機色素[8-24, 45]だけでなく、錯体[8-13,46]、量子ド
ット[8-34, 35]、その他の無機蛍光体[8-33,46]など幅広い。シェル層の形成は、磁性コアに
直接蛍光材料を固定する方法[8-13, 32]や、一旦デキストランや PEG、シリカなどで被覆
したのちに蛍光材料を固定する方法[8-6, 20, 30]がある。その他、Luらのように Fe3O4ナ

ノ粒子周囲にシリカ層を形成すると同時に有機色素 FITC を取り込ませる方法[8-24]や、
Luらのように、酸化鉄ナノ粒子コアを蛍光体であるNaYF4:Er,Yb自身でコーティングす
る方法[8-33]もある。 
 5.の方法で合成される粒子は、4.の方法とは逆に最外層に磁性材料が固定される。ここ
で利用される磁性材料のほとんどは Gd錯体であり、最外層の Gd3+が外部の水分子と相互

作用することによる T1短縮効果が期待されている。Leeらが行ったように、Fe3O4ナノ粒

子を最外層に固定して T2短縮効果を狙う例は少ない[8-12]。蛍光体コア粒子として用いら
れるのは錯体を含有するシリカナノ粒子[8-9, 18]や量子ドット[8-14, 23]などである。 
 
8.1.4 研究目的 
 本章では、前述の分類で 1.にあたる複合化法により、MR造影能と近赤外蛍光を示す多
機能性ナノ粒子の作製を試みた。具体的には、磁性を与える常磁性イオンとして不対電子

を 7つ有する Gd3+、近赤外発光イオンとして Yb3+に着目し、これら 2種類のイオンを同
時に含有する YAGナノ粒子をグリコサーマル法により合成した。 
 2つのイオンを共ドープする前に、まず Gd3+のみを含む母体ナノ粒子を 2種類のアプロ
ーチにより作製し、粒子径や MR 造影能について検討した。アプローチの 1 つは Gd3+お

よび Y3+が均一にガーネット構造中に分布した固溶体ナノ粒子の作製であり、もう 1つは
2段階グリコサーマル処理によって表面にGdを局在化させたYAGナノ粒子の作製である。 
これらの結果を踏まえ、最後に Yb3+と Gd3+が共された YAGナノ粒子の作製を行い、近
赤外蛍光およびMR造影の両機能を併せ持つマルチモーダルイメージングプローブとして
機能するかどうかを検討した。 
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8.2 実験方法 

8.2.1 試薬 
 第 8章で用いた試薬の一覧を Table 8-1にまとめた。 
 

Table 8-1 List of reagents. 
Reagent Purity FW Maker 

1,4-butanediol >97.0% 90.12 Kanto Kagaku 

Aluminium isopropoxide >99.9% 204.24 Kanto Kagaku 

Gadolinium acetate tetrahydrate >99.9% 406.44 Wako 

Ytterbium (III) acetate tetrahydrate >99.9% 422.23 Wako 

Yttrium acetate tetrahydrate >99.99% 338.10 Kanto Kagaku 

 
8.2.2 試料の合成方法 

8.2.2.1 GAG-YAG固溶体ナノ粒子の合成 

 オートクレーブ(耐圧硝子工業, TVS-120-N2)に酢酸イットリウム 4水和物、酢酸ガドリ
ニウム(III)4 水和物、およびアルミニウムトリイソプロポキシドを Table 8-2 に従って加
え、溶媒である 1,4-ブタンジオール 63.6 mL を投入した。攪拌機による攪拌(300 rpm)の
もと、1.5 hで室温から 300 °Cまで昇温してそのままの温度で 2 h保持した。反応終了後、
室温まで空冷し分散液を得た。分散液は 1日静置して粗大粒子を沈降させた。 
得られた分散液を遠心沈殿管に注ぎ、メタノール変性アルコールを添加した。この分散

液を遠心分離(10000 rpm, 30 min)することで粉体を沈降させ、上澄みを除去した。この洗
浄行程を合計 3 回行った後、送風乾燥(50 °C)することで粉体試料を得た。一連の手順を
Fig.8.1のフローチャートに示す。 

 
Table 8-2 Quantity of reagents. 

Sample 
Yttrium acetate 

tetrahydrate [g (mmol)] 

Gadolinium acetate 

tetrahydrate [g (mmol)] 

Aluminium 

isopropoxide [g (mmol)] 

Gd0mol% 7.5 (2.54) - 12.50 (2.55) 

Gd25mol% 1.902 (5.63) 0.762 (1.87) 12.50 (2.55) 

Gd50mol% 1.268 (3.75) 1.524 (3.75) 12.50 (2.55) 

Gd75mol% 0.634 (1.87) 2.286 (5.63) 12.50 (2.55) 

Gd100mol% - 3.048 (7.5) 12.50 (2.55) 

 
8.2.2.2 Gd-YAGナノ粒子およびGd-YAG:Yb3+ナノ粒子の作製 

 YAGナノ粒子もしくは YAG:Yb3+ナノ粒子表面に Gd3+を偏析させる目的で、まずコアと

なる粒子を作製したのちに Gd 原料を投入して再度オートクレーブ処理を行うという、2
段階処理を行った。 
 まずコアとなる粒子を作製した。オートクレーブに酢酸イットリウム 4水和物、酢酸イ
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ットリウム(III)4 水和物およびアルミニウムトリイソプロポキシドを Table 8-3 に従って
加え、溶媒である 1,4-ブタンジオール 63.6 mL を投入した。攪拌機による攪拌(300 rpm)
のもと、1.5 hで室温から 300 °Cまで昇温してそのままの温度で 2 h保持した。反応終了
後、室温まで空冷し分散液を得た。分散液は 1日静置して粗大粒子を沈降させた。 
 

Table 8-3 Quantity of reagents. 

Sample 
Yttrium acetate 

tetrahydrate [g (mmol)] 

Ytterbium acetate 

tetrahydrate [g (mmol)] 

Aluminium 

isopropoxide  [g (mmol)] 

YAG 7.5 (2.54) - 12.50 (2.55) 

YAG:Yb3+ 7.125 (2.41) 0.375 (0.16) 12.50 (2.55) 

 
 得られた分散液 25 mLを 1,4-ブタンジオール 38.6 mLと混合し、さらに酢酸ガドリニ
ウム 4水和物 0.25 mmol (100 mg)を加え、再度オートクレーブにセットした。攪拌機によ
る攪拌(300 rpm)のもと、1.5 hで室温から 300 °Cまで昇温してそのままの温度で 2 h保
持した。反応終了後、室温まで空冷し分散液を得た。分散液は 1日静置して粗大粒子を沈
降させた。 
得られた分散液を遠心沈殿管に注ぎ、メタノール変性アルコールを添加した。この分散

液を遠心分離(10000 rpm, 30 min)することで粉体を沈降させ、上澄みを除去した。この洗
浄行程を合計 3 回行った後、送風乾燥(50 °C)することで粉体試料を得た。一連の手順を
Fig.8.2のフローチャートに示す。 
さらに、YAGをコアとして 2段階グリコサーマル処理を行った試料(Gd-YAGナノ粒子)
については得られた粉体試料の焼成を行った。アルミナボートに投入した粉体試料を、横

型管状炉にて昇温速度 10 K/minで所定の温度まで昇温し、その後 2 h焼成した。焼成は
空気フロー(300 mL/min)下で行った。 
 
8.2.3 試料の評価方法 

 第 2章で述べた評価のうち、FE-TEM, FE-SEM, XRD, XRF, DLS, MRI, NIR-PLによ
る評価を行った。 
 
8.3 結果および考察 

8.3.1 GAG-YAG固溶体ナノ粒子 

8.3.1.1 FE-SEMによる粒子径の算出と DLS による純水中での粒度分布測定 

 Fig.8.3に FE-SEMで観察した GAG-YAG固溶体ナノ粒子を示す。全ての Gd仕込み濃
度において球状の粒子が得られている。また、画像から算出した数平均粒子径を Table 8-4
にまとめた。Gd 仕込み濃度が増大するに従って数平均粒子径は増大した。また試料を超
純水に分散させて DLSによって粒度分布を測定した結果を Fig.8.4に、測定により得られ
た平均粒子径を Table 8-4にまとめる。SEMの観察結果と同様、Gd仕込み濃度が増大す
るに従い粒子径が増大する傾向がみられた。 
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Table 8-4 Properties of GAG-YAG nanoparticle. 

Sample d [nm] 1) d [nm] 2) Gd/(Gd+Y) [%] 

Gd0mol% 56.0 45.0 0 

Gd25mol% 64.6 49.2 23.5 

Gd50mol% 74.8 67.8 50.2 

Gd75mol% 97.3 81.3 73.1 

Gd100mol% 125.1 126.9 100 

1) calculated from SEM images, 2) measured by DLS 

 
 Fig.8.5に示すように、反応中の圧力は Gd仕込み濃度が高いほど、t = 2 hからの曲線
の傾きが緩やかである。この圧力上昇は反応の進行に伴って生成する低沸点成分の増大に

起因するものである。すなわち、Gd 仕込み濃度が高いほど反応の進行が遅いことを示し
ている。この原因は、1)酢酸イットリウムよりも酢酸ガドリニウムの加水分解速度が遅い、
もしくは、2)イットリウムを含む前駆体よりもガドリニウムを含む前駆体の方がガーネッ
トへ結晶化する速度が遅い、のいずれかである。もし、1)であった場合、先に加水分解さ
れるイットリウムが優先して反応するため、合成された試料の元素比は仕込みよりもイッ

トリウムが優勢になるはずである。しかしながら、8.3.1.2で述べるように XRFによる測
定結果は仕込み比とよく対応し、両酢酸塩はほぼ同時に加水分解していることが示唆され

る。そのため、圧力変化の違いの原因としては 2)が該当する。Inoueらも目的生成物の単
位格子が大きいほど核生成が抑制されることを報告している[8-48]。つまり、この実験に
おいても Y3+(115.9 pm)よりもイオン半径の大きな Gd3+(119.3 pm)を多量に含む前駆体で
は核生成が抑制され、粒径が増大したと考えられる。 
 
8.3.1.2 XRF による Gd固溶量の定量 

 XRFにより測定した Gd/(Y+Gd)を Table 8-4にまとめる。試料中のGdと Yの元素比は
仕込み比をよく反映していた。 
 
8.3.1.3 XRD による結晶構造の同定 

 Fig.8.6に得られた試料の XRDプロファイルを示す。全てのピークはガーネット構造に
帰属され、副生成物の生成は確認されなかった。また、Fig.8.7 に第一強線である(420)ピ
ークを示す。Gd 仕込み濃度の増大に伴いピークは低角度側へシフトし、面間隔は増大し
た。これは、イオン半径の大きい Gd3+がイオン半径の小さな Y3+と置換固溶することに起

因する。また、ショルダーやピークの分裂が確認されないことから、GAGと YAGは二層
に分かれて存在しているのではなく、固溶体として存在していると推察される。 
 
8.3.1.4 MRI 測定による造影能評価 

 Fig.8.8に合成した試料をアガロースゲルに分散させて撮影したMR画像を示す。 
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まず、T1強調画像に着目する。最も Gd仕込み濃度が低い Gd25mol%の試料では、アガ
ロースゲルへ分散させる粒子を増加させてもシグナル強度は変化しなかった。他の 3つの
試料では、アガロースゲルへ分散させた粒子が増大するに従ってシグナル強度が減少した。

Gd仕込み濃度について着目すると、Gd仕込み濃度が高い試料ほど同じ試料濃度でもシグ
ナル強度は大きく減少した。いずれの試料についても、T1造影剤に期待される“シグナル

強度を増大させる”という効果は観察されなかった。 
次に、T2強調画像に着目すると、いずれの試料においてもアガロースゲルへ分散させた

粒子が増大するに従ってシグナル強度は減少した。Gd 仕込み濃度について着目すると、
Gd仕込み濃度が高い試料ほど同じ試料濃度でもシグナル強度は大きく減少した。これは、
Gd仕込み濃度が高い試料ほど強い T2短縮効果を持つことを示している。 
測定により求まった緩和時間 T1, T2 の逆数を Gd 濃度に対してプロットした結果を

Fig.8.9に示し、さらにその直線の傾きより求めた緩和能 R1, R2の結果を Table 8-5にまと
めた。ここで、試料中の Gd濃度は XRFによる実測値を用いた。 
 

Table 8-5 Values of R1 and R2 of GAG-YAG nanoparticles. 
 R1 [s-1·mM-1] R2 [s-1·mM-1] R2/R1 

Gd25mol% -0.04 14.3 -398 

Gd50mol% 0.48 36.1 75.3 

Gd75mol% 0.43 51.8 119.6 

Gd100mol% - 62.1 - 

 
まず、R1値に着目する。Gd25mol%の試料から得られたプロットの傾きはほぼ 0であり、

T1短縮効果は認められない。Gd50mol%と Gd75mol%の試料から得られたプロットの傾き
はそれぞれ 0.48, 0.43 であり、T1短縮効果は認められたものの、その効果は弱かった。

Gd100mol%の試料においては、T2短縮効果が優勢となった結果、T1短縮効果について有

効なデータを得ることができなかった。 
次に、R2値に着目する。Gd 仕込み濃度が増大するとともに R2値は増大した。これは

Gd 仕込み濃度が高いほど粒子から発生する局所磁場が強いことを示している。実際に
Gd25mol%と Gd100mol%の試料について VSM による磁気特性評価を行った結果、

Fig.8.10に示すようにGd100mol%の試料はGd25mol%の試料よりも磁化率が大きいこと
が確認された。また、R2/R1に着目すると、全ての試料において大きな R2/R1値を示してい

た。これはいずれの試料についても T1造影剤の機能がほとんど発現していないことによる。 
これらの結果は以下のように説明できる。Gd 仕込み濃度の低い試料では、造影剤粒子
の表面で水分子と相互作用することのできる Gd3+が少ないため、T1 造影剤として機能せ

ず、むしろ T2造影剤として機能する。一方で、Gd仕込み濃度の高い試料では粒子表面の
Gd3+量も増加し、粒子表面の Gd3+と水分子との相互作用も増加すると考えられるが、それ

と同時に粒子の磁化率も増大する。その結果、内部 Gd3+の磁化率効果によるシグナルの減

衰が優勢となり、Gd仕込み濃度の高い試料は T1造影剤として機能しなかったと考えられ
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る。また、Gd 仕込み濃度の増大に伴い粒子径も増大しているが、このような比表面積の
減少も T1造影剤としての機能を減退させた原因として考えられる。粒子径と T1短縮効果

の関係については、MnOナノ粒子で同様の傾向が報告されている[8-49]。 
 
8.3.2 Gd-YAGナノ粒子 

8.3.2.1 FE-SEMによる 1次粒子の観察 
 Fig.8.11に合成した試料の FE-SEM像を示す。画像から算出された粒子径は Gd添加前
が 55.5 nmで標準偏差が 7.2 nm、Gd添加後が 56.0 nmで標準偏差が 10.0 nmであった。
Gdの添加による粒子径の増大は確認されなかった。 
 
8.3.2.2 XRD による結晶構造の同定 

 Fig.8.12に合成した試料の XRDプロファイルを示す。Gd添加処理によっても副生成物
の生成による新たなピークの出現は観察されなかった。また第一強線である(420)ピークに
着目すると、Fig.8.13に示すように Gd添加処理によりピークは低角度側へシフトし、面
間隔は増大した。粒子径に顕著な変化が観察されなかったことと併せて考えると、Gd 添
加処理によりイオン半径の大きな Gdイオンが YAG ナノ粒子の Yイオンと置換固溶して
いると示唆される。 
 
8.3.2.3 MRI 測定による造影能評価 

 Fig.8.14 に合成した試料をアガロースゲルに分散させて撮影した MR 画像を示す。T1

強調画像では、Gd-YAG ナノ粒子の添加量が増大するのに伴いシグナル強度が増大した。
これは Gd-YAG ナノ粒子が T1造影剤として機能していることを示している。一方で、T2

強調画像では、Gd-YAGナノ粒子の投入量の増大に伴いシグナル強度は減少し、T2短縮効

果が認められた。 
測定により求まった緩和時間 T1, T2 の逆数を Gd 濃度に対してプロットした結果を

Fig.8.15 に示した。直線の傾きより求まった緩和能 R1, R2 の値はそれぞれ、5.2 , 44.2 
s-1·mM-1である。これは同条件で測定された市販 Gd錯体（Gd-DOTA）の R1, R2の値 4.1 , 
4.9 s-1·mM-1[8-20]よりも大きな値であり、造影剤として有用であることが確認された。 
 ここで、R1値について Gd-YAGナノ粒子と 8.3.1の Gd25mol%の試料と比較する。XRF
で測定した Gd25mol%の試料の Gd/(Gd+Y)比は Table 8-4に示すように 23.5mol%であっ
た。一方、同様に測定したGd-YAGナノ粒子のGd/(Gd+Y)比は 7.0mol%であり、Gd25mol%
の試料の約 30%しかGdを含んでいない。しかしながら、MRI測定では、Gd25mol%の試
料では観測されなかったT1短縮効果がGd-YAGナノ粒子で観測されている。もしGd-YAG
ナノ粒子において Gd原子が均一に固溶していると仮定すると、Gd含有量が Gd25mol%
の試料よりも少ないGd-YAGナノ粒子では粒子表面で水分子と相互作用できるGd量はよ
り少なくなるため、T1短縮効果を示さないはずである。これらの考察から、Gd-YAGナノ
粒子では Gd3+が粒子表面に偏析していると考えられる。 
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8.3.3 Gd-YAG:Yb3+ナノ粒子 

 8.3.2で Gd-YAGナノ粒子が T1造影剤として利用可能であることが確認された。以下で

はさらに蛍光特性を付与する目的で、YAG ナノ粒子の替わりに近赤外発光イオンである
Yb3+を含む YAG:Yb3+ナノ粒子をコア粒子として用いて同様の実験を行い、マルチモーダ

ルイメージング用材料としての可能性を検討した。 
 
8.3.3.1 FE-TEMおよび FE-SEMによる粒子観察 

 Fig.8.16に Gd-YAG:Yb3+ナノ粒子の FE-TEM像を示す。1次粒子径が約 10 nmの球状
粒子が得られた。Fig.8.17 に FE-SEM による観察結果を示す。画像から算出した数平均

粒子径は 61.6 nm、標準偏差が 12.9 nmであった。 
 
8.3.3.2  DLS による粒度分布測定 

 Fig.8.18 に Gd-YAG:Yb3+ナノ粒子を超純水に分散させ、DLS によって測定した粒度分
布を示す。平均流体力学直径は 64.7 nmで標準偏差が 17.4 nmであり、沈殿を起こすこ
となく分散した。 
 
8.3.3.3 MRI 測定による造影能評価 

 Fig.8.19 に Gd-YAG:Yb3+ナノ粒子をアガロースゲルに分散させて撮影した MR 画像を
示す。Gd-YAGの場合と同じく、ゲル中の試料濃度の増大に伴って、T1強調画像ではシグ

ナルの増大、T2強調画像では T2シグナル減少が観察された。 
 測定により求まった緩和時間 T1, T2 の逆数を Gd 濃度に対してプロットした結果を
Fig.8.20に示す。直線の傾きより求めた緩和能 R1, R2の値はそれぞれ、5.6 , 30.4 s-1·mM-1

であった。これらの値は 8.3.2.3とで考察した Gd-YAGナノ粒子の値とほぼ同等であり、
YAG ナノ粒子と場合と同様に、Gd イオンは YAG:Yb3+ナノ粒子の表面に偏析しているこ

とが示唆される。 
 
8.3.3.4 近赤外レーザー励起による NIR-PL 測定 

 Fig.8.21に、近赤外レーザー（O = 940 nm）を照射しながら測定した PLスペクトルを
示す。波長 969, 1030 nmに Yb3+の 2F5/2→2F7/2遷移に対応する近赤外発光が観測された。

第 7 章では YAG:Yb3+ナノ粒子に対して焼成を行い、発光キラーである有機物や表面欠陥

を除去して発光強度を増大させたが、Gd-YAG:Yb3+ナノ粒子には用いることができない。

なぜなら、表面に偏析している Gdイオンが熱拡散により粒子内部へと拡散し、T1造影剤

としての機能を失ってしまうためである。焼成を用いないで有機物を除去する方法として

は、UV オゾン処理などを実施すれば、さらに PL 強度を増大させることができると推察
される。 
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Fig.8.1 Schematic representation of the preparation of GAG-YAG 
nanoparticles. 
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Fig.8.2 Schematic representation of the preparation of Gd-YAG (:Yb3+) 
nanoparticles. 
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Fig.8.3 FE-SEM images of GAG-YAG nanoparticles: (a) Gd25mol%, (b) 
Gd50mol%, (c) Gd75mol%, (d) Gd100mol%. 
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Fig.8.4 Size distribution of GAG-YAG nanoparticles dispersed in ultrapure 
water: (a) Gd25mol%, (b) Gd50mol%, (c) Gd75mol%, (d) Gd100mol%. 
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Fig.8.5 Plots of temperature and pressure vs time: (a) Gd0mol%, (b) 
Gd25mol%, (c) Gd50mol%, (d) Gd75mol%, (e) Gd100mol%.  
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Fig.8.6 XRD profiles of GAG-YAG nanoparticles: (a) Gd0mol%, (b) 
Gd25mol%, (c) Gd50mol%, (d) Gd75mol%, (e) Gd100mol%.  



 

 154

32.4 32.6 32.9 33.1 33.4 33.6

In
te

ns
ity

 (-
)

2T (deg)

(e)

(d)

(c)

(b)

(a)

 

Fig.8.7 XRD peaks of (420) plane: (a) Gd0mol%, (b) Gd25mol%, (c) 
Gd50mol%, (d) Gd75mol%, (e) Gd100 mol%.  
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Fig.8.8 MR images: (a) Gd25mol%, (b) Gd50mol%, (c) Gd75mol%, (d) 
Gd100mol%.  
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Fig.8.9 Plots of 1/T1 and 1/T2 vs Gd concentration: (a) Gd25mol%, (b) 
Gd50mol%, (c) Gd75mol%, (d) Gd100mol%.  
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Fig.8.10 VSM measurement of (a) Gd25mol% and (b) Gd100mol%. 
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Fig.8.11 FE-SEM images of (a) YAG nanoparticles and (b) Gd-YAG 
nanoparticles. 
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Fig.8.12 XRD profiles of (a) YAG nanoparticles and (b) Gd-YAG 
nanoparticles. 
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Fig.8.13 XRD peaks of (420) plane: (a) YAG nanoparticles and (b) Gd-YAG 
nanoparticles. 
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Fig.8.14 MR images of Gd-YAG nanoparitcle dispersed in agalose gel. 
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Fig.8.15 Plots of 1/T1 and 1/T2 vs Gd concentration of Gd-YAG nanoparticles. 
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Fig.8.16 FE-TEM image of Gd-YA:Yb3+ nanoparticle. 
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Fig.8.17 FE-SEM image of Gd-YA:Yb3+ nanoparticles. 
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Fig.8.18 Particle size distribution measured by DLS for Gd-YAG:Yb3+ 
nanoparticles diluted in ultrapure water  
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Fig.8.19 MR images of Gd-YAG:Yb3+ nanoparitcle dispersed in agalose gel. 
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Fig.8.20 Plots of 1/T1 and 1/T2 vs Gd concentration. 
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Fig.8.21 PL spectra of Gd-YAG:Yb3+ nanoparticles. 
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8.4 結論 
 グリコサーマル法により Gdおよび Ybを含有する YAGナノ粒子の合成を行った。 
 酢酸ガドリニウムと酢酸イットリウムの共存下でグリコサーマル法を行い、GAG－YAG
固溶体ナノ粒子を作製した。凝集粒子径 56 - 125 nmのナノ粒子が得られ、Gd仕込み濃
度の増大に従い、粒子径は増大した。粒子をアガロースゲルに分散させてMR撮影を行う
と、T1短縮効果は認められず、T2造影剤として機能した。 
 グリコサーマル法で合成されたYAGナノ粒子コロイドに酢酸ガドリニウムを添加して、
再度オートクレーブ処理を行うことにより、Gd-YAG ナノ粒子を合成した。Gd 添加によ
る粒子径の増大、副生成物の生成は確認されなかった。粒子をアガロースゲルに分散させ

てMR撮影を行った結果、T1短縮効果が認められた。 
最後に、Gd-YAG:Yb3+ナノ粒子コロイドを用いて同様の 2段階合成を行った。得られた
粒子は 1 次粒子径が約 10nm であり、沈殿することなく水によく分散した。さらに、T1

短縮効果だけでなく、Yb3+の f-f 遷移による近赤外発光を示し、マルチモーダルイメージ
ング材料としての可能性を示唆した。 
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第 9章 総括と今後の展望 

 
9.1 本研究の総括 

 本研究ではグリコサーマル法によりランタノイドドープ YAG ナノ粒子を合成し、その
特性評価ならびに生体分子検出への応用を検討した。以下、その総括を行う。 
 第 3章では、粒径の縮小を目的として、YAG:Ce3+ナノ粒子のグリコサーマル合成におけ

る反応条件の検討を行った。反応後の溶媒中にテトラヒドロヒランが存在していたことか

ら、1,4-ブタンジオールの環化反応により金属－酸素ネットワーク前駆体が形成されると
推察された。また前駆体から YAG への結晶化は前駆体濃度の増大に伴い促進された。原
料濃度の増加に伴い、粒子の 1次粒子径は増大した。これは系内の前駆体濃度の増加に伴
い、局所的な過飽和状態に到達する前駆体領域が増加したためであると考えられる。 
 クエン酸の添加により、クエン酸のカルボキシル基が粒子表面に配位することで粒子成

長が抑制され 1次粒子径は減少した。一方で、クエン酸の添加により粒子のゼータ電位は
減少し 1次粒子は 2次的な凝集体を形成した。また、クエン酸のカルボキシル基により表
面欠陥がキャッピングされることで、内部蛍光量子効率は増大し、蛍光寿命は伸長した。

またグリコサーマル法で合成された YAG:Ce3+ナノ粒子の蛍光は、バルクの蛍光寿命より

も速い成分と遅い成分の少なくとも 2つの成分に従い緩和した。 
第 4 章では、グリコサーマル法で合成した YAG:Ce3+ナノ粒子に生体分子であるビオチ

ンをコンジュゲートして、蛍光プローブを作製した。3-アミノプロピルトリメトキシシラ
ンを用いて、粒径や光学特性に影響を与えることなく粒子表面にアミノ基を導入できた。

さらに、アミノ反応性のビオチン化試薬を反応させてビオチン分子をコンジュゲートし、

アビジンビーズの免疫標識を行った。その結果、ビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子は生体特

異的な相互作用によりビーズ表面に結合し、その蛍光を蛍光顕微鏡で検出することができ

た。また YAG:Ce3+ナノ粒子分散液をマウスへ腹腔投与した結果、その毒性が低いことが

確認され、YAGナノ粒子は低毒性のプローブ母体として利用可能であることが示された。 
 第 4 章で作製したビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子はリン酸緩衝液中で塩析を起こして凝

集した。そこで第 5章ではポリアクリル酸の被覆によって分散安定性の向上を試みた。負
に帯電したポリアクリル酸を正に帯電した YAG:Ce3+ナノ粒子表面に吸着させてポリアク

リル酸被覆 YAG:Ce3+ナノ粒子を作製し、リン酸緩衝液中で安定に分散させることができ

た。さらに、ポリアクリル酸のカルボキシル基を利用してストレプトアビジンをコンジュ

ゲートした。このように作製した粒子をプレートアッセイに応用しウシ血清アルブミンの

定量を行ったところ、ウシ血清アルブミン濃度と蛍光強度の間に相関性が確認された。 
 第 6 章では、ポリメタクリル酸メチルビーズに YAG:Ce3+ナノ粒子を吸着させてフロー

サイトメトリー用の蛍光ビーズを作製した。YAG:Ce3+ナノ粒子や高分子電解質の吸着によ

りビーズのゼータ電位は順次反転した。また、YAG:Ce3+ナノ粒子の吸着回数を増加させる

ことで、ビーズの発光強度を段階的に増大させることができた。このようにして作製した

蛍光ビーズは、発光強度やビーズ径の違いによりフローサイトメトリー測定において互い
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に識別可能であった。 
 調製した蛍光ビーズにポリアクリル酸を被覆し、さらにウシ血清アルブミンを共有結合

的に固定した。ビーズに固定されたウシ血清アルブミンに対し赤色色素抗体による免疫標

識を行い、その蛍光を蛍光顕微鏡およびフローサイトメトリーにより確認した。また得ら

れたデータをゲーティング解析して免疫標識されたビーズの帰属を行い、交互吸着法によ

り作製した蛍光ビーズがフローサイトメトリー解析に応用できることが示した。 
 第 7章では、近赤外蛍光を発する無機ナノ粒子を得るために、グリコサーマル法による
YAG:Yb3+ナノ粒子の作製を試みた。合成された試料の XRD ピークは全て YAG に帰属さ
れ、YAG:Yb3+が単相で生成していることが確認された。また合成された粒子の 1 次粒子
径は約 10 nmであり、純水中で良好に分散した。波長 940 nmの近赤外レーザーの照射に
より、Yb3+の 4f-4f遷移による波長 1030 nmの近赤外発光を得た。また 2 hの近赤外レー
ザー光の連続照射によっても退色を起こさず、現行の近赤外発光有機色素に対する大きな

アドバンテージを見出すことができた。 
焼成により、1 次粒子径が増大すると同時に発光強度が増大した。FT-IR や格子歪みの
算出の結果より、この発光強度の増大は発光キラーである格子欠陥や粒子表面に吸着して

いる有機物が除去されたためであると結論づけた。 
 第 8 章では、YAG ナノ粒子に Yb3+と Gd3+を共ドープすることにより、近赤外蛍光と

MR造影という複数の機能を有するナノ粒子の作製を試みた。Y源と Gd源の比率を変化
させてグリコサーマル合成を行い GAG-YAG 固溶体ナノ粒子を得た。作製された粒子の
Gd/Y比は原料比に対応し、Gd原料の増大に伴って粒径は増大した。作製された試料を用
いてMRIを行った結果、Gd含有量が低い試料は造影剤として機能せず、Gd含有量が高
い試料は T2造影剤として機能した。 
 一方で、あらかじめ合成した YAG ナノ粒子分散液に Gd 原料を投入して再度グリコサ
ーマル反応を行い、粒子表面に Gd3+を偏析させたナノ粒子を作製した。元素分析により

Gdの存在を確認し、一方で XRDや TEMでは副相の生成や粒径の増大が確認されなかっ
たことから、Gd3+は Y3+と置換するように固溶していると推察した。この粒子を用いて

MRI を行った結果、T1造影剤として機能したことから Gd3+が粒子表面に偏析しているこ

とが示唆された。 
 最後に、第 7 章で得られた YAG:Yb3+ナノ粒子分散液に Gd 源を投入し、同様にグリコ
サーマル反応を行った。作製されたナノ粒子は Yb3+の 4f-4f 遷移による近赤外発光と T1

短縮効果を示し、マルチモーダルイメージング用のナノ粒子としての応用可能であること

が示唆された。 
 
9.2 本研究で抽出された問題点とその対策 

9.2.1 粒径 

 グリコサーマル合成により得られたYAG:Ce3+ナノ粒子およびYAG:Yb3+ナノ粒子の1次
粒子径は約 10 nmであり、IgGなどのタンパク質とほぼ同じ大きさである。しかし粒子の
TEM画像はいずれも凝集しており、SEM画像より算出した粒径および純水中に分散した
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粒子の平均流体力学直径は約 50 nmであった。これらの結果は、1次粒子が 2次的な凝集
体を形成していることを示唆する。蛍光プローブとしての応用を考えると、巨大な粒子は

標識された生体分子の自由度を奪って生体特異的な働きを妨げるため、この 2次的な凝集
を抑制し 1次粒子の状態で分散させることが望ましい。またMR造影剤の観点からも、粒
径が小さいほど T1造影剤として有効に働くため、凝集の抑制が望まれる。 
 クエン酸を添加したグリコサーマル合成では、粒子のゼータ電位の低下により 1次粒子
は凝集した。これは、クエン酸のカルボキシル基によって正であった粒子のゼータ電位が

低下した結果であると考えられる。また、粒子のゼータ電位が充分大きな絶対値であって

も、PBSなどの塩濃度の高い溶液中では塩析を起こして凝集する。 
 これらの考察より、分散安定剤としては、立体反発できる高分子鎖を持ち、かつ粒子表

面へ配位する官能基をただ 1つ有する高分子が有効であると推察される。例えば、オレイ
ン酸や、一方をメトキシ基で終端したポリエチレングリコールなどである。これらの分散

安定剤を合成時に投入する、もしくは合成後の溶媒へ添加して還流を行うなどすることで

1次粒子の 2次的な凝集を防止できる可能性がある。 
 
9.2.2 光学特性 

 グリコサーマル合成により得られた YAG:Ce3+ナノ粒子は光照射により退色した。これ

はミクロンサイズの YAG:Ce3+では観察されない挙動である。ナノ粒子の退色の原因とし

て、大気中あるいは溶液中に存在する酸素により Ce3+が非発光中心である Ce4+へと酸化し

たことが考えられる。ナノ粒子は比表面積が大きく、バルク粒子と比べて表面近傍に存在

する Ce3+の割合も多いため、この酸化の影響が顕著に現れる。この対策として、YAG:Ce3+

ナノ粒子表面を何らかの材料で被覆することによって、酸素の吸着を防止することが挙げ

られる。例えば、樹脂封止を行った YAG:Ce3+ナノ粒子は退色が抑制できることが確認さ

れており、これは樹脂中への酸素の進入を抑制して粒子表面の Ce3+の酸化を減少したため

であると考えられる。 
 一方、グリコサーマル法により得られた YAG:Yb3+ナノ粒子では退色は確認されなかっ

たが、発光強度には改善の余地がある。発光キラーとして考えられているのは格子欠陥と

表面有機物である。焼成はこれらを除去して発光強度を増大させることができるが、粒径

の増大を伴う。焼成することなく表面有機物を除去する 1つの方法としてオゾン処理が挙
げられる。また、300 oC以上の高温でグリコサーマル法を行うことにより結晶性を向上さ
せ、格子欠陥を減少させることができる可能性がある。 
 
9.2.3 磁気特性 

 第8章ではMRIを行うことにより、Gd-YAGナノ粒子表面へのGd3+の偏析を確認した。

しかし、この方法は間接的な方法であるため、別の分析方法でも Gd3+の偏析を確認する必

要がある。例えば、ESRは不対電子を検出する分析方法であるが、Mn2+の ESR測定にお
いて Mn2+同士が近接すると測定されるスペクトルの形状に変化が現れることが知られて

いる。Gd3+も不対電子を持つため ESR で検出できる核種であり、そのスペクトルの形状
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の変化から Gd3+の偏析を観測できる可能性がある。 
 
9.2.4 表面修飾 

 ポリアクリル酸にストレプトアビジンを固定して作製した蛍光プローブは、プレートや

プレートに固定されたタンパク質に対して非特異的に吸着した。その原因として、プロー

ブが負に帯電していたこと、また固定されたストレプトアビジン量が少なかったことが挙

げられる。 
 粒子の帯電は、ポリエチレングリコールやデキストランなどの電気的に中性な高分子を

利用することで解決できる。その導入方法としては、(1)一端に官能基を持つ高分子を粒子
表面に配位させる、(2)シランカップリング剤などで粒子に官能基を導入し、その官能基に
対して高分子を結合させる、あるいは(3)電気的に中性な高分子とアニオン性高分子のブロ
ック共重合体を静電的にさせる、などが挙げられる。また調製した蛍光プローブをタンパ

ク質溶液に懸濁させて保存することで、あらかじめナノ粒子表面を静電的にブロッキング

し、非特異的な吸着を抑制できると考えられる。 
 第 5 章において、ストレプトアビジンが効率よく導入できなかった原因の 1 つとして、
粒子表面に導入した官能基の自由度が低かったことが挙げられる。粒子表面と官能基との

間に鎖長の長い高分子を導入することで、より効率よくコンジュゲートを行うことができ

ると考えられる。 
 
9.2.5 生化学操作 

 ストレプトアビジンを効率よく導入できなかったもう 1つの原因として、コンジュゲー
トの際の実験条件が挙げられる。例えば同じタンパク質であってもその種類によってコン

ジュゲートに対して活性となる pHは異なるため、その最適 pHについては検討を行う必
要がある。また、反応をより低温で行うことで中間体の加水分解を抑制し、コンジュゲー

トの効率を向上させることができる。その際、コンジュゲート反応の活性も低下するが、

反応時間を伸長させることでそれを補うことができる。 
 また、作製したプローブの生体特異性は、競合的なアッセイを行うことでより明確に示

すことができる。例えば、第 4章でアビジンビーズの免疫標識を行ったが、ここでアビジ
ンビーズとビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子のほかに第 3 の物質としてビオチンを導入する
ことで、ビオチン分子とビオチン化 YAG:Ce3+ナノ粒子の間にアビジンビーズに対する結

合の競合が起こり、アビジンビーズに固定化される YAG:Ce3+ナノ粒子量は減少する。こ

のような実験を行うことにより、生体特異的な結合以外の力による吸着の可能性を排する

ことができる。 
 また、作製した蛍光プローブについて、抗原抗体反応の平衡定数にあたる解離定数 Kを
求めることができる。例えば、抗原－抗体の解離定数は 10-7-10-12 M-1、アビジン－ビオチ

ンの解離定数は 10-15 M-1である。この定数は、平衡状態にある抗体の濃度と抗原－抗体複

合体の濃度を測定し、Klotzの式あるいは Scatchardの式に当てはめることにより算出さ
れ、解離定数が小さいほど生体特異的な活性が高いことを示す。作製したプローブについ
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て解離定数を算出し、通常の抗原抗体反応やほかのプローブの解離定数と比較することに

よって、プローブの生体特異的な活性についてより定量的な情報を得ることができる。 
 
9.2.6 蛍光ビーズ 

 本研究ではポリマービーズへ YAG:Ce3+ナノ粒子を吸着させることにより、無蛍光のビ

ーズを含めて 3段階の発光強度を持つビーズを作製した。しかし、発光強度は対数軸で表
示されるため、交互吸着法により 4段階目の発光強度を持つ複合ビーズを作製するには数
十回の吸着が必要となり現実的ではない。そのため、さらに発光強度の他段階化を行うた

めには、ビーズ内部まで蛍光粒子を埋包できるような複合化方法を利用して、ビーズあた

りの蛍光物質の含有率を増大させる必要がある。交互吸着法を用いる場合は、非発光性の

物質との混合比を変化させて交互吸着を行うことで、発光強度の細分化が達成できる。そ

の場合には、本研究で用いた YAG:Ce3+ナノ粒子よりも輝度の高い蛍光物質を利用が望ま

しい。
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