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1.序論

第 1 章

序論

General introduction 

1-1 緒言

現在、物質の蛍光性を利用した技術は、各種塗料・染料、増白剤などの身近な日常品か

ら物理、化学の研究用途にまで多岐に渡る分野で広く使用されており、とりわけライフサ

イエンスにおいては Enzyme- Li nked Imm unosorbent Assay (ELISA) 、フローサイトメトリー、

蛍光イメージングなどその需要は大きく、欠かせないものとなっている [1-3] 。蛍光技術が

これほど多く利用されつづけるのは蛍光の本質的な感度の高さに加えて共焦点顕微鏡や二

光子励起顕微鏡などの顕微鏡技術の登場や、アパランシェフォトダイオードなどの検出器

の高感度化、紫外から可視、赤外に渡る蛍光励起用光源(レーザー)の充実といった測定

装置の進歩があげられる [4] 。一方、緑色蛍光タンパク質 (GFP) [5] の登場がライフサイエン

スを爆発的に発展させたように、優れた蛍光材料の開発もその発展に大きく貢献してきた。

数ある蛍光材料のうち一例を示すとフルオロセイン、ローダミンなどの蛍光性有機分子

[6 ・8] 、[Ru(bpY)3]2+ などの金属錯体[1 ，2] やランタノイドキレート [9] 、緑色蛍光タンパク質

(GFP) などの蛍光タンパク質[5 ，10] 、そして CdSe などの半導体ナノ粒子を筆頭に蛍光性ナ

ノ粒子が挙げられる [11-13] 。

ライフサイエンス分野に限定して言えば、理想的な蛍光材料には一般的につぎのような

性質が求められる。吸収断面積、蛍光量子収率が高く、化学的及び光照射に対して安定で

ある。励起波長が生体材料の吸収帯の外にあり、且つ励起・蛍光ともにスベクトルが可視

域にある。細胞培養液や緩衝液などに溶解・分散可能であること等が挙げられる。さらに

使用目的によっては局所的な染色を目的とした化学修飾が可能であることや毒性が少ない

ことも重要である。このような要求をある程度満たす蛍光材料として、有機蛍光分子が現

在最も汎用的であり、またその染色部位の局在性から生細胞のイメージングには蛍光タン

パク質がよく用いられている。しかしながら有機蛍光分子・蛍光タンパク質を利用する上

で課題となるのが光安定性である。顕微鏡下において市販されている蛍光色素分子は励起

光によって退色してしまう [14 ，15]0 Fluorescence Photobleaching Recovery (FRP) 法[16] のよう

守
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1.序論

に細胞膜上で蛍光退色した部分の復元過程から膜の流動性を測定する例など退色を利用し

た研究例もあるものの継時観測や 1 分子蛍光観測では光退色は大きな問題となる。そこで

蛍光色素分子に代わる発光材料として近年特に高い関心を集めている発光材料のひとつが

蛍光性ナノ粒子である。

限られた微小空間に分子・原子が閉じ込められているナノサイズの結晶や粒子は、孤立

分子やバルク結晶とは電子状態が異なるため光学特性や電子・磁気物性が変化することが

知られている [17 ，18] 。またナノ結晶では結晶表面に存在する分子・原子の割合がバルク結

晶に比べて相対的に大きくなるために界面電子移動や表面反応効率が増大し、触媒作用や

薬理作用の活性化が期待される [19] 。他に、ナノ結品の大きな特徴として溶媒にほとんど溶

けることのない難溶性材料で、あってもコロイド溶液として溶媒中に分散可能であることが

挙げられる。このようなナノ結晶特有のユニークな物性は分子・原子とバルク結晶間の理

解の溝を埋める重要な研究対象として学術的な関心を集めているばかりではなく、光学・

電子デ、パイス、医薬品など材料応用の観点からも高い注目を集め、基礎・応用の両面から

さかんに研究が行われている [18] 。対象となるナノ粒子は金・銀などの金属ナノ粒子[20 ，21] 、

アルミナ・酸化チタンなど金属酸化物ナノ粒子[22 ，23] 、各種顔料・ポリマー[24 ，25] など有

機物ナノ粒子など無機物から有機物までその範囲は広く枚挙に暇がない。新しい発光材料

として蛍光性ナノ粒子が注目される背景には、分子集合体として高い吸収係数や光安定性

が期待されるのみならず、上記のようなナノ粒子特有の性質があるためである。

特に量子ドットとして知られる無機半導体ナノ粒子は、広い吸収帯と量子閉じ込め効果

による紫外から赤外まで粒径に依存した鋭い発光ピーク、また蛍光色素分子と比べて高い

吸収係数、光安定性を持つなど優れた発光特性を示す[2 ふ29] 。そのため量子ドットは 1990

年頃から盛んに研究がされ、 1998 年に Nie 、Weiss らによって生体適合性の高い表面修飾を

おこなった量子ドットの細胞イメージング応用が報告されると [30 ，31] 、単一励起波長によ

る多重蛍光染色[32] や、長時間継時蛍光観察[33] をはじめ赤外領域での高い発光量子収率を

利用して生きたマウスの真皮下に存在する腫蕩の蛍光イメージング等が行われてきた[34] 。

このように優れた発光特性を有し、生体イメージングへの応用が加速する量子ドットでは

あるが、材料に重金属イオンを用いることから生体への高い毒性が懸念されることや[35] 、

さらにブリンキングと呼ばれる l 分子レベルでの生体ダイナミクスを追跡するためには不

適合な明滅現象が報告されている [36] 。その他の蛍光性ナノ粒子としては、蛍光色素分子を

ドープしたポリマービーズ[37] やシリカ [38] 、ゼオライト [39] などや発色団を多数含んだ巨

大分子(デンドリマー) [40 ， 41] が報告されている。一方で蛍光性分子のみからなるナノ粒

-2 ・



1.序論

子は蛍光材料としてあまり注目されてこなかった。それは、有機分子はその固体状態にお

いて強い分子間相互作用によりエキシマーと呼ばれるこ量体を形成し蛍光量子収率の極端

な低下を引き起こすことが多いためである [42] 。有機ナノ粒子の電子状態に関しても、電子

は粒子を構成する各々の分子の中に局在していると考えられてきたためにそのサイズ効果

に関する研究は非常に限られていた。またこれまでに有機ナノ粒子の基礎物性や応用に関

する研究があまり成されなかった背景のひとつには、有機ナノ粒子の作製法が確立されて

こなかったことがある。しかし 1992 年に Kasai ，Nakanishi らが再沈殿法によるナノ粒子作製

法を提案し、作製したベリレンナノ結晶の蛍光スペクトルのサイズ依存性を初めて報告し

てから [43] 、他の有機色素分子や共役高分子のナノ粒子についても吸収・発光スベクトルが

粒子サイズによって変化することが報告され[44-47] 、近年、発光材料としての有機ナノ粒

子に関心が集まりつつある。 Yao らはピラゾリン系の化合物のナノ粒子において結晶内の電

荷移動に起因した蛍光スベクトルのサイズ効果を報告している [48] 。また Mas 由 ara らや

Barbara らのグループ。で、は共役高分子の発光スベクトノレに関しても分子内コンフォメーショ

ンの観点からそのサイズ効果を議論している [49 ，50]0 Katagi らはポリジアセチレンのナノ

粒子の吸収スベクトルが示すサイズ依存性に関して、励起子と格子振動の結合が励起子バ

ンドの最低エネルギー準位と光学遷移に影響を与えるというナノ結晶格子の熱的ソフト化

を提案している [45 ，51] 。有機ナノ粒子特有の蛍光特性を利用した新規機能性蛍光材料とし

て Li 、Anらはそれぞれ固体状態で蛍光が増強されるナノ粒子を利用したナノサイズの光

学素子や[52] 、蛍光性フォトクロミックナノ粒子を用いたメモリー素子の可能性を示してい

る[53] 。

1・2 種々の発光材料の特徴

ここでは主にライフサイエンスで用いられる有機蛍光分子、蛍光タンパク質、半導体ナ

ノ粒子の発光特性とイメージング・センシング応用における特徴をそれぞれ概説し、それ

ぞれの発光特性を生かした特徴的な応用例をいくつか紹介する。

まず有機分子の光学特性はその分子構造とそのエネルギー状態に依存する。可視域に吸

収と発光のある一般的な蛍光色素では発色団全体に非局在化した π軌道への電子遷移が可

視域の光と共鳴することで光吸収が起こり、 π共役長の長さによって紫外から可視へ吸収

バンドの位置が変化する [2] 。発光は主に励起状態の最低振動準位から基底状態の振動準位

へのエネルギー放出に伴い起こる。 Fig. 1・1 に分子のエネルギー状態図と発光と競合する緩

-3 ・



1.序論

和過程を示す。蛍光は基底状態への無轄射緩和、三重貢状態への項間交差、化学反応と競

合するために蛍光量子収率、蛍光寿命は分子の周辺環境に強く依存する。蛍光寿命は溶液

中では一般的には 1・10 ナノ秒程度で単一指数関数的に減衰するが、光化学反応などの競合

過程存在下では寿命は短くなり減衰に複数の成分を有するようになる。ローダミン、フル

オロセインにような一般的な共鳴吸収による電子励起が起こる色素分子では、高い吸収係

数と蛍光量子収率、振動準位を反映したスペクトノレ構造、鏡像関係にある比較的狭い吸収・

発光バンド、小さなストークスシフトのような特性が挙げられる。またクマリンのような

分子間電荷移動により電子遷移を起こす色素分子では共鳴励起型の色素とは対照的に、幅

の広く振動構造をもたない吸収・発光バンド、溶媒の極性に依存した大きなストークスシ

フトを有し、通常その吸収係数と蛍光量子収率は共鳴励起型の色素よりも低い。有機色素

分子は、水への溶解度や特定物質への特異的結合、吸着性、 pH 感受性までその機能全般は

基本的に置換基の交換により設計される [8] 。また単一分子の蛍光測定を行った場合にはブ

リンキングと呼ばれる明滅現象を示し、数マイクロ秒からミリ秒の非発光時間は三重項状

態への緩和が原因とされるが、ミリ秒以上の非発光時聞が生じる原因は未だ、はっきりとは

解明されていない[54]0 Fig. 1・2 に代表的な有機蛍光色素分子の吸収・発光スベクトルを示

す[8] 。有機蛍光色素分子では周辺環境やイオンなどによるスベクトノレ変化を利用したセン

サーとしての利用が特徴的である。 Minta らはローダミン、フルオロセインの誘導体の蛍光
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強度変化を利用してカルシウムイオン検出をした[55 )。また Domaille らは Zn 2¥ 。12+のよう

な金属イオンに関して特異性のある色素を合成し m V IVQ において金属イオンの局在を蛍光

イメージングしているσig. 1- 3)[56) 。また蛍光寿命の局所環境依存性を利用して蛍光寿命イ

メージング等も報告されている[5 7). Wallr abe らは蛍光ラベノレしたタンパク質の立体構造変

に伴うエレクトロンドナー、アクセプターの蛍光共鳴励起エネルギー移動(FRET) 効率の変

化を蛍光寿命イメージングにより観察している[58)。
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1.序論

蛍光タンパク質である GFP やその改変タンパク質はその GFP の遺伝子を目的タンパク質

の遺伝子に組み込むことで理論的には任意のタンパク質をラベルすることが可能であるた

めに特に細胞や生体組織の非侵襲的染色にとって重要な蛍光物質である [5]0 GFP は 28KD

の分子量を持つ樽型のタンパク質で発光原理は基本的に有機色素分子に準する。 GFP の発

色団は 238 個のアミノ酸からなるタンパク質の 65 ・67 番目のアミノ酸からなるトリペプチド

である(Fig. ト4)0 GFP の発光効率はこの発色団形成のためのフォールディング効率に強く依

存し、また蛍光特性は発色団近傍のアミノ酸残基に強く影響される。そのため発色団周辺

のアミノ酸配列を変化させて発光効率の上昇や、スペクトル形状を変化させた改変 GFP が

一般的にはよく利用される。現在では緑から赤までの蛍光を示す様々な改変蛍光タンパク

質が市販されており、またカエデ、ドロンパなどフォトクロミズムをもっ蛍光タンパク質

なども作製されている [59 ，60] 。多くの蛍光タンパク質は pH 感受性が高く、 pH の変化によ

り蛍光強度が顕著に変化する。これは蛍光タンパク質の種類によって pH に依存してそル吸

光係数が変化する場合と量子収率が変化する場合の両方がある。蛍光タンパク質も蛍光色

素分子と同様に pH 感受d性などを利用した in vivo センサーとしての利用や蛍光寿命イメージ

ングも行われている [61] 。特に 1997 年に Miyawaki らによって設計されたカメレオンと呼ば

れる蛍光タンパク質は Ca 2
+に特異的に反応する [62]0 Flors らはフォトクロミック蛍光タン

パク質であるドロンパの光スイッチング機能を利用した P必 M と呼ばれる回折限界を超え

る分解能を達成した顕微鏡技術なども報告している [63] 。しかし、蛍光タンパク質において

は遺伝子発現のマーカーとしての重要性が非常に大きく、その点では他の蛍光材料とは一

線を画している。

1. 0 

5鈎

Fig. 1-4 Molecular structure of GFP ， and its absorption (l eft) and emission (right) 

spec 仕a. Choromophore of GFP is also put in the same graph as spectra. 
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半導体では光吸収によって生成した電子"正孔対の再結合する際に放出されるエネルギー

が発光という形で放出される。バルク半導体のサイズを小さくしていくと構成原子数の減

少に伴いバンドを形成している軌道の重なりが減少し、バンドが次第に離散的になる。 Fig.

ト5 に半導体のサイズの減少に伴うエネルギー状態の変化を示す。半導体ナノ粒子では、そ

のサイズがボーア半径よりも小さくなると電子ー正孔対がナノ粒子内に閉じ込められバンド

ギャップが大きくなる。このとき光吸収においてサイズの減少に伴う吸収バンドの短波長

シフトを生じる。半導体ナノ粒子の吸収は長波長側の吸収端から短波長方向へ次第に増加

し、発光はバンドギャッブoのエネノレギーに対応した非常に幅の狭い正規分布に従ったバン

ドを示す(Fig. 1-6)[17] 。また半導体のバンドギャップは物質によって異なり、構成原子が軽

くなればなるほどバンドギャップが大きくなり吸収端は短波長へシフトする。このように

半導体ナノ粒子の光学特性は、ナノ粒子を構成する元素、粒径によって大きく変化する。

また半導体ナノ粒子は有機蛍光色素分子と比較して平均して 2 桁程度大きい 2 光子吸収断

面積をもっ。ライフサイエンスで、は吸収・発光バンドが可視域にある粒径 1-6 nm の CdSe 、

CdTe 、InP、 InG aPなどがよく使われており、半導体ナノ粒子では無輯射失活は不純物また

はナノ粒子表面で生じるため発光効率の低下を防ぐために通常はナノ粒子表面を ZnS で覆

ったようなコアシェル構造を持つことが多い[64 ，65] 。また CdSe のように有機溶媒中で合成

されるの水への分散やタンパク質との特異吸着性などの設計は基本的に各種抗原や反応基

の表面修飾により行われ、半導体ナノ粒子においても色素分子と同様に in vitro から in vivo 

までのイメージングが報告されている (Fig. 1-7 a， b) 。蛍光寿命は 10-100 ナノ秒程度と長く、

散乱光やサンフ。ノレの自家蛍光と用意に区別可能である。しかしその粒径や表面の影響を受

-おむ毎日嗣

C 四 .ducfure bund 

可制国.ceband

.'¥t om Molecule Nanoparticle Bulk 

Number of atc 班出

Fig. 1-5 Band structures of semiconductor depending on size. 
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Fig. 1- 6 (Ie 丘) Absorpt ion spectra for bare (dashed li nes) and 1-2 monolayer ZnS 

overcoated (so lid lin es) CdSe dots with diameters measuring (a) 23 ， (b) 42 ， (c) 48 ， and 

(d) 55 A. (right) Photoluminescence σL) spectra for bare (dashed lines) and ZnS 

overcoated (solid lines) dots with th e following ∞re sizes: (a) 23 ， (b) 42 ， (c) 48 ， and (d) 

55 A in diamete r. Th e PL spec 甘a for the overcoated dots are much more in t巴nse owmg 

to their higher quantwn yields : (a) 40 ， (b) 50 ， (c) 35 ，印刷d) 30. [64] 

一品 2

F ig. 1・7 Schematic of a ZnS-capped CdSe QD that is covalently coupled to a protein by 

mercaptacetic acid. [30 ] The nu c1 eus of a 3T3 cell was stained with QD -streptavidin 

(em =630) . The microtubules were labe led with QD- str 巴ptavidin (em=535). [32] 
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1.序論

けやすく減衰曲線は多成分である [66 ，67] 。単一の半導体ナノ粒子においても単一分子と同

様に明滅現象が観測され、半導体ナノ粒子の場合はナノ粒子のイオン化が原因であると考

えられている [68] 。半導体ナノ粒子では広い吸収スベクトノレを利用した単一励起波長による

マルチカラーイメージングや、高い光安定性を活かした長時間観察が特徴的である [28 ，33] 。

Nie らは異なるサイズの半導体ナノ粒子を含んだポリマービーズを作製し、蛍光波長のピー

ク比の違いを利用したエンコーディングを行い、 DNA のハイブリダイゼーションをモニタ

また半導体ナノ粒子は高い吸光係数のために効率のいい FRETーしている (Fig. 1・8)[69] 。

のエレクトロンドナーして働くため有機色素分子をラベルした DNA と合わせたバイオセン

N。
analyte 

Siinglc-b 開 ds 凹!ctros 凶 py ‘

サーなどにも応用されている [70] 。

Analyte 
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Fig. 1-8 DNA hybridization assays using QD barcode beads. Wh en the target molecule 

is absent ， only the QD barcode signals are detected by single beads spectroscopy or 

flow cytome 句r because hybridization does not OCC Uf. Wh en the target molecule is 

present ， it brings the barcode probe and reporter probe together ， which results in 

detection ofboth the barcode fluorescence and the reporter signa l. [69] 
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1.序論

上述の蛍光色素分子が有する種々の機能と半導体ナノ粒子のような高い吸収係数と光安

定性をもつような材料のーっとして蛍光性有機ナノ粒子が期待される。有機固体ではその

発光特性は分子配列と励起子の振る舞いに強く依存する [71-73] 。有機蛍光分子はナノ粒子

にすることで高い吸収断面積と光化学的安定性が期待されることに加え、無機分子と異

なり合成によって pH ・熱・イオン感受性などの機能設計が可能であることから、セン

サーやプローブ応用に向けた新規蛍光性有機ナノ粒子の開発が注目される [74 ・76] 。

最後に蛍光材料を生体応用する場合には必ず問題にされる毒性について触れる。蛍光色

素分子の場合はその毒性は分子の種類によって低いものや高いものがあり一概には結論付

けられない。蛍光タンパク質は一般的には生体由来のためにその毒性は低いとされる。し

かし例えば細胞骨格を形成するタンパク質を GFP でラベルすると、 GFP は通常ラベルされ

るタンパク質よりも大きな分子量を持つために、 GFP 発現過剰ではタンパク質の働きを妨

げ細胞の活性を低下させる原因ともなりうる。半導体ナノ粒子はもともと重金属元素を含

むためにそのイオンは細胞にとって高い毒性を示す。ナノ粒子の表面処理によって金属イ

オンの流出などは抑制されているものの、その毒性に対する評価は、用いる半導体ナノ粒

子、サイズ、表面状態、細胞の種類などによって様々である [35 ，77] 。また半導体ナノ粒子

に限らず、ナノサイズの粒子そのものが生体に及ぼす影響は未知数であり生体応用に関し

てはそのリスクアセスメントが重要である [78] 。

1・3 本研究の目的および意義

これまで述べてきたようにイメージング・センシング技術では様々な蛍光材料が用いら

れ、新しい蛍光材料の開発は新たな発見を促してきた。しかし現在でも完全な蛍光材料と

いうものは存在せず、用途・目的に応じて更なる蛍光材料の開発が望まれている。有機蛍

光分子のナノ粒子は高い吸収断面積と光化学的安定性や変化にとんだ有機分子の機能と共

に、サイズに依存したナノ粒子特有のユニークな発光特性を持つ材料として期待される。

しかしながら有機ナノ粒子の詳細なスベクトル、蛍光強度・寿命に関するサイズ効果には

未解明な部分も多い。またナノ粒子を材料として利用する場合には表面や周辺環境の与え

る影響は重要な問題である。本研究ではイメージングやセンサーへの利用を見越した蛍光

プローブの開発を視野にいれ、まず液中レーザーアプレーションによりベリレンジイミド

化合物とそのデンドリマーの蛍光性有機ナノ粒子を作製し、作製されたナノ粒子のコロイ

ド溶液から単一ナノ粒子レベルにおいてナノ粒子の表面や周辺媒体の寄与を考慮した詳細

-10 ・
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な蛍光特性を明らかにすることを目的とした。

蛍光性有機ナノ粒子の蛍光特性に関する基本的な知見は、ナノ粒子内部または表面に存

在する分子状態有に関する情報を与えるために、有機物質の単一分子からバルクへと変化

する物性の差異を理解するための掛け橋として基礎研究の観点、から重要な意味を持つ。ま

たナノ粒子特有の蛍光特性を考慮することでナノ粒子に適した分子の設計など新規材料開

発へ導線を示し、新しい産業・研究の可能性を切り開くという点で非常に意義深い。

1-4 本論文の構成

本論文は本章・序論を含めた 7 章から構成されている。以下に各章の概要を述べる。

第 2 章では液中レーザーアプレーションを用いて、蛍光量子収率の高い蛍光分子である

ベリレンジイミド化合物 (BPDI) と、同じくペリレンジイミドを発色団に持つデンドリマ

ー (DPD I)のナノ粒子を作製した結果を報告する。レーザー照射に伴う BPDI 、DPDI 懸濁

液の吸収スベクトルの変化と走査型電子顕微鏡 (SEM) 観察から BPDI 、DPDI ナノ粒子の

生成を評価する。

第 3 章では平均粒径に依存した DPDI ナノ粒子コロイド溶液の消失・蛍光スベクトルの変

化を議論する。動的光散乱測定により DPDI ナノ粒子コロイド溶液の平均粒径を見積もり、

平均粒系に依存したコロイド溶液の消失スベクトノレの変化を Mie 理論を用いたシミュレー

ション結果から議論する。またコロイド溶液における蛍光強度の粒径依存性を示し、ナノ

粒子の蛍光消光ダイナミクスを考察する。

第4 章ではポリマー薄膜中に分散させた DPDI 単一ナノ粒子の時間分解顕微蛍光分光を行

い、その蛍光特性を DPDI 単一分子との比較から議論する。単一ナノ粒子の蛍光スベクトル

測定からナノ粒子の点光源としての優位性を示す。また 50 個の単一ナノ粒子の蛍光強度と

寿命の時開発展を測定した結果から、単一ナノ粒子の発光ダイナミクスを議論する。

第 5 章では溶媒蒸発法によりガラス基板上に作製したサイズの異なるベリレンジイミド

化合物(PDS9) のナノ構造体の消光効率のサイズ依存性を議論する。 AFM 測定からディスク

状ナノ構造体の直径と膜厚に比例関係があることを示し、蛍光寿命イメージングによって
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ナノ構造体蛍光寿命の膜厚依存性とナノ構造体表面での消光を議論する。次に消光剤とし

てメチレンブルー水溶液を加え、消光効率の膜厚依存性を示し、生成した励起状態の平均

移動距離を考察する。

第 6章ではレーザーアプレーションにより作製した BPDI ナノ粒子コロイド溶液の生理的

環境下における安定性を吸収スベクトルの変化から評価する。マウス NIH3T3 細胞を培養し

たディッシュの培養液を、 BPDI ナノ粒子を分散させた生理的リン酸緩衝液に置換し、共焦

点顕微鏡により蛍光イメージングを行った結果を報告し、ナノ粒子のプロープ応用へ向け

た可能性を議論する。

第 7章では本論文における研究の成果をまとめる。
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2. 液中レーザーアブレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

第 2 章

液中レーザーアプレーション法による

蛍光性有機ナノ粒子の作製

Fabrication of f1 uorescence organic nanoparti c1 es by laser ablation in water 

2 圃 l 緒言

液中レーザーアプレーション法では、これまでにフタロシアニン、キナクリドンのよう

な各種顔料やフラーレンまた日カロテンやフラボノイド類まで様々な有機物ナノ粒子の作

製例が報告されており、貧溶媒・良溶媒の選択が必要とされる再沈殿法よりも適用物質の

範囲が大きい[1 ，2] 。また再沈殿法のように複数の溶媒が混入することなく純粋なナノ粒子コ

ロイド溶液を作製し得るので、センサーや生細胞への応用を考える場合には細胞への毒性

や不純物がセンシングしたい反応へ及ぼす影響を低減できると考えられる。しかし一般的

に蛍光性分子は高強度のレーザー照射によって光退色してしまうと考えられるために、蛍

光材料としての応用を見越したナノ粒子化の対象とはならなかった。本章では液中レーザ

ーアプレーションにより、分子状態で優れた蛍光量子収率と光化学的安定性を有するベリ

レンジイミド化合物(BPDI) とその発色団に嵩高いデンドロン基を導入したベリレンジイミ

ドデンドリマー(DPDI) のナノ粒子化を行った結果を述べる。

2-2 有機ナノ粒子の作製手法

ナノ粒子の作製手法は大きな粒子を粉砕するトップダウン型と分子・原子を積み上げ

るボトムアップ型の 2 つに大別される。 トップダウン型の典型例が機械的な粉砕処理によ

る作製である [3] 。しかしこの方法で作製される粒子の大きさはマイクロメートルサイズか

らせいぜい数百ナノメートルで、ある。より小さなナノ粒子を得るために様々な試みが行わ

れており、ボトムアップ型の作成法で特に溶液中でナノ粒子を得る方法としては溶媒中に

分散させたエマルジョンのなかで結晶化を行うマイクロエマルジョン法[4] や、溶液中での

化合物の加水分解・重合反応を利用したゾルーゲル法[5] などが知られている。現在、一般的

に広く利用されているのが 1992 年に Nakanishi らが提案した再沈殿法である [6] 。この方法

圃 17-



2 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

は様々な有機化合物のナノ粒子を簡便に取り扱いのしやすいコロイド溶液としてナノ粒子

を得ることができる。Fig. 2-1 に示すように再沈殿法は有機分子の高濃度溶液(良溶媒)を

別の溶解度の低い溶媒(貧溶媒)中に注入し、再析出させてナノ結晶を得る方法で、良溶

媒の有機分子濃度や貧溶媒への注入速度、温度などを変えることで粒径の制御が可能であ

る。貧溶媒中の有機分子は結晶の核を形成し、この核が成長することでナノ粒子となる。

Nakan ishi らはこのナノ粒子を熱処理することでナノ結晶を作製し、さらに7 イクロ波を照

射することで結晶形やサイズを制御することにも成功している [7] 。

Organic m olec ules 川 goo d 501 ，，en t 

-6 

一}ム、、守t) P竺竺虫E乙24ごrF肝凹肺v吋dφ1. he士ウT虫Tzn 〆3
、τ竺竺， af33川，Aお可品Ad 、1; ‘ ， ‘J' 

Po or solvent 
crystal core nuno partide s l'UIl O C I')叫 a! ，

Fig . 2-1 A sc hematic il1 us甘ation of th e reprecipitation method. Organic molecule s are 

dissolved in a water 司 miscible organic solvent ， and then a few micro-liter of the solution 

is injected into vigorously stirred poor solvent such as water. Organic molecules are 

reprecipitated and crysta l1 ized (top) . Scanning electron microscope image of Perylene 

nanocrystals fab ricated by the reprecipitation method (bo 仕om le 合) and molecular 

structure ofPerylene (bottom right). 
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2. 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

Asahi らは新しい有機ナノ粒子作製法として液中レーザーアプレーション法を提案して

おり [8] 、これまでにキナクリドン、フタロシアニン、フラーレンなどの有機物のナノ粒子

がレーザーアプレーション法により作製されている (Fig. 2-4)[1 ，2，9 ]。再沈殿法のように良

溶媒と貧溶媒の組み合わせを考慮する必要がないために簡便で汎用性が高く、また単一の

溶媒中に純水なコロイド溶液が作製可能である点がレーザーアプレーション法の大きな利

点である。レーザーアプレーション法は従来、主に金属やシリコン、酸化物などのナノ粒

子生成法として用いられてきた[10] 。これら金属などの場合は、この方法は高エネノレギーの

レーザービームをターゲット上に集光照射することで原子・イオンのような化学種を生成

させ、それらを成長させることでナノ粒子を得るボトムアップのナノ粒子作製法である。

しかし有機物の場合のレーザーアプレーション法は大きな結晶をレーザー照射によってナ

ノ粒子にまで粉砕するトップダウンの作製法である。この方法では溶媒中に分散させたマ

イクロからミリメートルサイズの大きな結晶に溶媒を撹枠しながら高強度のレーザー光を

照射することで溶媒中にナノ粒子コロイドを得る (Fig. 2-2) 。有機結晶に高強度のレーザー

パルスが照射されると結晶表面に多くの励起状態が生成し、そのエネルギーは蛍光放出、

無轄射失活などをへて主に熱エネルギーに緩和される。 Hosokawa らは銅フタロシアニン薄

膜のナノ秒レーザーアプレーションダイナミクス測定から、励起状態のエネルギーの熱へ

の緩和時間は 10ps のオーダーであることを報告しており、レーザーのパノレス幅つまり "-'ns

という時間のなかでは分子の励起と熱への緩和が繰り返される [11] 。結果、急激な温度上昇

とそれに伴う体積増加が誘起され、内部圧力の上昇に耐えられなくなった結晶の分割や、

結晶表面からのナノ粒子噴出が引き起こされる。また結晶の温度上昇と競合して周辺溶媒

への熱拡散による結晶の冷却が生じる (Fig. 2-3)0 Tamaki らは溶媒の熱拡散率が上昇するに

つれて生成される結晶の平均粒径も大きくなることから、結晶の冷却がナノ粒子生成の律

速であることを示している [12] 。結晶のサイズが小さくにつれて体積あたりの表面積の割合

が大きくなるため熱が溶媒へ拡散しやすくなる。結晶が細分化されレーザー照射による温

度上昇よりも熱拡散による冷却作用が支配的になると、それ以上の微細化が起きなくなる

と考えられる。レーザーアプレーション法ではレーザー光強度、パルス幅などを変化させ

ることでナノ粒子の粒径や相を制御可能であることが報告されている。
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2 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

laser 

irradiation 

ー今

Fig. 2-2 A schematic illustration of the laser ablation method. Sample organic crystals 

were added to a poor solvent and stirr 巴d vigorous ly with a magnetic stirrer ， and then 

exposed to laser pulses 
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Fig. 2-3 Mechanism of nanoparti c1 es forrnation . Wh en laser pulses are irradiated to 

crystals ， the laser ener gy is converted into a therrna l ener gy rapidly . This ph ototherrnal 

conversion gets a crysta l surface temperature increase ， resu ltin g in a 合agmentation of 

crystals and a production of nanoparti c1 es. At the same time ， crystals were cooled by 

therrnal ditfusion from a crystal surface to a solven t. The therrnal ditfusion rate is 

increasing as crystals become smaller since smaller particles have bigger specific 

surface . Wh en coo lin g proce ss dominates a therrnal chan ge， the parti c1 e si ze doe sn't 

decrease an y more. 
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Deep Red 
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Fig. 2-4 Various kinds of organic nanoparticles. (Top) molecular s加 cture ，(bottom left) 

crystal dispersion ， (bottom center) colloidal solution ， (bottom ri gh t) Scanning electron 

mlcro scope Image. 

2・3 実験

N ，N' ーbis( 2，5-di-t ert-butylphenyl)-3 人久 10-perylenedicarbo ximide (B PDI) とデンドリマーベリレ

ンジイミド(D PDI) はシグマアルドリッチから購入したものと Max Planck lnstitute の Pro f.

Mullen らが合成したものを実験に用いた[l 3) 。それぞれの化合物の構造式を Fig.2 ・5 に示す。

0.3 8 m g の BPDI 粉末を 100 ml の純水に加え、 30 分間超音波処理を してレーザー照射前の

サンプノレとした。 DPDI は純水中に分散せずに水面に浮いてしまうため、 0.3 mg の粉末を

100 ml の 3-[(3 -Cholamidopropy l)dimethylammonio )pr opanesu lf onate (CHAPS ， 8mM ，向人化学)

水溶液に加え、 30 分間超音波処理を行ったものをサンプノレとした。各サンプノレの懸濁液 3 ml 

を 1cmx 1 cmx5c m の水品セノレに入れ、暗証伴子で撹枠しながら Nd 3
+: YAG レーザーの第二

高調波または第三高調波 (Co ntinuum ，Surelight n ，532 nm or 355 町民 10Hz ，8 ns FWHM ) を照

射した。 レーザーのパターンとビーム径はパーンペーパーを用いて測定しピンホーノレを通

してビーム径を 5mm に調整した。照射レーザー光強度はパワーメーターによって測定し、

グランプリズムによって調整した。Fig.2-6 にレーザーシステムを示す。

-21 -



2 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

。

f 
F ig. 2-5 Molecular structures of BPDI (l eft) and DPDI (right) 

Power m eter Gl an pri sm 
(A II Cl1 uatOr) 
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M ag neli C 51 iπc r 

Fig. 2-6 Schematic illustration of laser system 

ナノ粒子の生成は吸収スベクトノレ測定によって評価 した。レーザー照射前後のサンプノレは 1

時間静置したのち、その上澄みの吸収スベクトルを分光光度計(島津 UV-3100PC ) を用い

て測定した。また吸収スベクトノレの経時変化はファイパ一分光器 (Ocean Optic s， USB 2000 ) 

により測定した。ナノ粒子の蛍光スベクトノレは蛍光の再吸収の影響を避けるために吸収ス

ベクトルのピーク吸光度が 0.05 になるように希釈した後、蛍光光度計 (Hitachi F-4500 ) を

用いて測定した。DPDI ナノ粒子コロイド溶液の平均粒径は Malvern ln strurn ents 社の Zetasi zer

を用い、動的光散乱(DLS )法に基づいて測定した。コロイド溶液中の粒子はブラウン運動に

より絶えず溶液中を移動している。動的光散乱法では粒子にレーザー光を照射 し、粒子の

ブラウン運動にともない時間的に変動する散乱光強度の自己相関関数を解析することで粒

-22-
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子径を測定する。本実験では粒子径としてキュムラント平均粒径を採用した。ブラワン運

動では粒子の粒径が大きいほど拡散速度が遅くなるので、相関関数の減衰速度は粒子径に

依存し、小さな粒子の場合は大きな粒子よりもはやく減衰する。散乱光の電場 Eか)の自己相

関関数 g¥ は次式で与えられる。

g¥(r) = (E( 明 *(t+ τ))/(E(t)E *ο)) = exp(-r /τ 'd if.f) = exp(-rτ) (3 ・1)

減衰速度rは粒子の拡散係数 D と散乱ベクトル q より

r=Dq2 (3 ・2)

散乱ベクトル q は溶媒の屈折率 no 、レーザーの波長λ、散乱角θを用いて

q = (4 7m o /λ)sin(θ/2) (3 ・3)

と表される。散乱光強度I は電場の二乗に比例するので散乱光強度の自己相関関数 g2 は

g2(r) = (l(t)l(t + r))/(I(t))2 = 1 + Ig¥(r)1 2 
(3-4) 

となる。この指数部をすで二次級数展開することにより近似すると、

ln(g¥(r) (3 ・5)

となり、

K¥ = (r) = (D)q2 (3-6) 

から平均拡散係数(D) が求められる。 K 2広畑多分散指数(p olydisp 削 ty ir 由 x) と呼ばれ粒径

分布の多分散度を示し、一般的にきれいな単分散の系では 0.02 程度の値をとる。最後に

Stokes ・Einstein の関係式

-23-



2. 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

D = kT(6 Jr TJa) (3 ・7)

より粒子のキュムラント平均粒径 G が導出される。ここで k: ボ、ノレツマン定数、 T: 絶対温度、

η:粘度である [14] 。

2-4 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子作製

2-4 ・1 ペリレンジイミド化合物 (BPDI)

レーザー照射前の BPDI 粉末は水晶セノレの底に沈んだ、状態で、上澄みはほとんど無色であ

ることから BPDI は純水にはほとんど溶解しないと考えられる。波長 532 nm ， 10 -70 mJ/cm 2 

のレーザーフルエンスで 10 分間レーザー照射後、無色であった BPDI 懸濁液の色は透明な

赤紫色に変化した。 Fig. 2・・7 (a) に 1時間静置した後の吸収スベクトルを示す。レーザー照

射前の BPDI 懸濁液はピークのないフラットなスベクトル形状であるが、レーザー照射後は

BPDI 分子が 490 nm 、530 nm に持つ振動構造に対応するようなピークを持つスベクトノレが

観測された。波長 540nm における吸光度の照射レーザーフルエンス依存性を Fig. 2-4 (b) に

示す。レーザーフルエンス 10 mJ/cm 2 から 20 mJ/cm 2 においてピーク吸光度が立ち上がりを

見せており、レーザーアプレーションによるなの粒子化は関値を持つ現象であることがわ

かる。また照射光強度が高い場合にピーク吸光度の増加量が大きい。このピーク吸光度の

増加は次のように説明できる。 Fig.2-8 に示すように分散している粒子のサイズが大きい場

合、粒子はその表面のみで光を吸収し、それ以外の部分は吸収に寄与することができない。

しかし大きい粒子が分割され粒子サイズが減少すると、吸収に寄与できる表面積が増加す

るため吸光度が増加すると考えられる。また粒子のサイズが光のしみ込み深さ程度まで小

さくなると粒径の減少に伴う吸光度変化は小さくなり飽和する。つまり Fig.2-7 における吸

光度変化は、以前に示されたフタロシアニンやキナクリドンなどの有機分子の場合と同様

に高強度のレーザー照射によって蛍光分子である BPDI 結晶も効率よくナノ粒子化される

ことを示唆している。 Fig. 2-9 に 50 mJ/cm 2 で 60 分間レーザーを照射して作製したナノ粒

子の SEM 像を示す。これにより粒径が 50 ・-200nm の球状のナノ粒子生成が直接確認された。

次に BPDI 分子が強い吸収を持たない波長 355 nm で 10 ・70 mJ/cm 2のレーザーフルエンスで

10 分間レーザー照射した場合の吸収スベクトノレのフノレエンス依存性を Fig.2-10 に示す。波

長 355nm では波長 532nm のレーザーを照射した場合より明らかに同フルエンスによるレ
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2. 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製
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Fig. 2-7 (a) Absorbance spectra of BPDI in water before and after 532 nm nanosecond 

laser pulses irradiation for 10 minutes at various laser fluence (7 0， 50 ， 30 ， 20 ， 10 

mJ/cm 2
). (b) Laser fluence dependence of the peak absorbance of the supemata 叫 a武er

leaving the solution to settle for 1 hour. 
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Fig. 2-8 A schematic illustration of light absorption on big and small parti c1 es that have 

same amount of volume. 
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2 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

ーザー照射後の吸光度が低く、また 355 nm 、70 mJ /cm 2の照射条件で作製したコロイド溶液

の吸収スベクトノレは 532 nm ， 30 mJ /cm 2 の照射条件で作製したコロイド溶液の吸収スベクト

ルによく似ている。このことからもナノ粒子を構成する分子の光吸収がナノ粒子化に大き

く寄与していることが明らかである。

-r一

• 

• 
回画圃E圃園町田園田置"圃明匪空竪雪~・E・・E・-幽園園E

Fig. 2-9 A SEM image ofprepared BPDI nanoparti cI es by 532 nm laser irradiation at 50 

mJ /cm 2 for 10 minutes. Nanoparti cI es having 50-200 nm diameters are observed 
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Fig.2 ・10 Absorbance spectra of BPDr in water b巴fore and a食er 355 nm laser irradiation 

for 10 minutes at various laser fluence (70， 50 ， 30 ， 0，10 ，20 mJ /cm
2
) 
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2. 液中レーザーアブレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

Hobley らは BPDI と同様に PDI を発色団にもつ PTCDA について波長 355nm でレーザ

ーアプレーションによるナノ粒子化を行いフルエンス 130 mJ/cm 2以上の非常に高強度の

レーザーを照射した場合に効率的なナノ粒子化を観測している [15] 。しかし同時に光照射に

より CnH2 が生成物として生じることを報告している。波長 532nm のレーザー照射によっ

て BPDI 分子の光分解がおきていないことを確認するために、 30 -100 mJ/cm 2で 10 分間

のレーザー照射により作製した BPDI ナノ粒子のコロイド溶液をデシケーターの中で減圧

乾燥させた後、エタノーノレに再溶解させたものの吸収スベクトルを比較した(Fig.2 ・11) 。レ

ーザーフルエンス 50 mJ/cm 2以下では吸収スベクトルがレーザーを未照射のサンプノレと一

致したが、 70 mJ/cm 2では紫外領域にスベクトノレの浮きが見られ 100 mJ/cm 2ではスベクト

ノレ全体がブロード、になっている。これらの結果から、レーザーフルエンスが 70 mJ/cm 2以

上の高強度のレーザー照射によって BPDI 分子の酸化や光分解の生じている可能性が示唆

されたが、 50 mJ/cm 2以下では BPDI を分解することなくナノ粒子を作製できることが示

された。また生成したナノ粒子の分散安定性を確かめるために、コロイド溶液を 1 日静置

し、レーザー照射 1時間後と吸収スベクトルを比較した。 Fig. 2-12 に 50 mJ/cm 2で 10 分

間レーザー照射したサンブρルの照射後 1時間と 1 日の吸収スベクトルを示す。 1 日静置した

あとも吸収スベクトルにほとんど変化はなく、生成された BPDI コロイド溶液は非常に高

い分散安定生を有することが明らかになった。
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Fig. 2-11 Normalized absorption spectra of BPDI ethanol solution which were prepared 

by re 聞 dissolved BPDI nanoparticles. BPDI nanoparticles were prepared 532 nm laser 

irradiation for 10 minutes at 100 ， 70 ， 50 ，30 mJ/cm 2. Fluence 0 corresponds to a no-laser 

irradiated sample. 
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2. 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製
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Fig. 2-12 Absorbance spectra ofBPDI colloidal solution after leaving 90 minutes (solid 

line) and 1 day (dashed line). Colloidal solution were prepared 532 nm laser irradiation 

for 10 minutes at 50 mJ/cm2
• 

2・4・2 ベリレンジイミドデンドリマー化合物 (DPDI)

レーザー照射前の DPDI 粉末も BPDI と同様に水晶セルの底に沈んだ状態で、上澄みはほ

とんど無色であることから DPDI も界面活性剤を含んだ水溶液にはほとんど溶解しないと

考えられる。 Fig. 2-13 (a ， b) に 10 -200 mJ/cm 2 のレーザーフルエンスで 10 分間照射後、 1時

間静置した状態における吸収スペクトノレとピーク吸光度の照射レーザーフルエンス依存性

を示す。 BPDI と同様に 10 分間のレーザー照射前後で DPDI 懸濁液の色が無色から赤色透明

に変化し、フラットなスベクトルから分子と同じ 570nm に振動構造をもっ吸収スペクトノレ

が観測された。また約 30 mJ/cm 2 を関値にして、より高いレーザーフルエンスでナノ粒子の

生成量が増加することが示された。そこで照射レーザー強度と作製されたナノ粒子のサイ

ズに相闘が見られるかどうかを調べた。まず DPDr 粉末の懸濁液にレーザーフノレエンス 50 ，

100 ， 150 ，200 mJ/cm 2
で 10 分間レーザーを照射してナノ粒子コロイド溶液を作製した。次に

ナノ粒子化されていない大きな粉末を取り除くために 3000 中m で 10 分間遠心分離を行い、

その上澄みの DLS を測定し各レーザーフルエンスで作製されたコロイド溶液の平均粒径 d

を測定した。
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Fig. 2-13 (a) Absorbance spectra ofDPDI in water containing 8m M  ofCHAPS before 

and after 532 nm laser irradiation for 10 minutes at various laser fluence (200 ， 150 ， 100 ， 

50 ，30 ， 10 mJ/cm 2
企om the top) (b) Laser fluence dependence of the peak absorbance of 

the supematant after leaving the solution to settle for 1 hour. 

La ser 司uence (mJlcm 2) 

150 

d (nm) 
(pdi) 

200 

156 

(0.103) 

177 

(0.207) 

100 

261 
(0.229) 

50 

斗36

(0.299) 

Table 2・1 Mean particles diameter of DPDI colloidal solutions measured by DLS. 

Colloidal solutions were prepared by 532 nm laser irradiation at fluences of 50 ， 100 ， 

150 ，200 mJ/cm 2 for 10 minutes. 
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Z 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

その結果を Table 1にまとめる。照射レーザーフルエンスが高くなるにつれて平均粒径と多

分散度が小さくなっていることがわかる。粒子表面の急激な温度上昇がナノ粒子化を誘起

するというメカニズムから、レーザーフノレエンスが高いほど温度上昇も高くなり生成され

るナノ粒子も小さくなると考えられる。 150 mJ /cm 'と200 mJ /cm 'では平均粒径は大きく変

わらないが多分散度が約半分に減少している。これは粒径が 170 nrn 程度まで小さくなると

溶媒への熱緩和の影響が支配的になり、それ以上の粉砕は生じないが、高いレーザーフノレ

エンスにより効率的にナノ粒子化が起こるために全ての粒子があるサイス、へ漸近している

ためだと考えられる。 Fi g. 2-14 (a ，b) に 200 mJ /cm 'で 10 分間レーザーを照射して作製した

DPDI ナノ粒子の SEM 像を示す。 DPDI のコロイド溶液は界面活性剤を含むため 15000 ゅm

で遠心分離によってナノ粒子を沈殿させた後、上澄みを純水と交換する作業を 3 回繰り返

し、界面活性弗lを取り除いた。除ききれなかった界面活性剤が析出している中に最小で 50

nm 程度の球状の DPDI ナノ粒子が確認できる。 (b )の SEM 像では比較的サイズの大きな長

方形の粒子が観察される。このような粒子ではレーザーによって熱せられることで粒子内

の分子が運動し、より結晶に近い状態に分子が配列している可能性が示唆される。

Fig . 2-14 SEM image of DPDI nanoPilrticles prepared by 532 nm laser irradiation at 

200 mJ /cm
2 for 10 minutes 
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2. 液中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

DPDI 分子は BPDI 分子よりも複雑な構造をもっ上に効率の良いナノ粒子化のためにはより

高いレーザーフルエンスを必要とする。レーザー照射により DPDI ナノ粒子の光分解が生じ

ていないかどうか、 70. 120. 200 mJ/cm 2 のレーザーフルエンスで 10 分間レーザーを照射して

作製したコロイド溶液の溶媒を蒸発させ、再度エタノールに溶かしなおしたものの吸収ス

ベクトルを比較した。 Fig.2-15 に示すように全てのフルエンスで作製したナノ粒子のエタノ

ーノレ溶液で、その吸収バンドの位置が同じであることから可視域においてエタノールに可溶

な光分解物は生じていないと考えられる。またピーク比が異なるが異なる理由として

CHAPS の影響が考えられる。 CHAPS のエタノールへの溶解度が低いためその溶け残りが散

乱として吸収スベクトノレに影響を与えている可能性は考えられる。また光生成物がエタノ

ーノレ不要であり散乱に寄与している可能性も考えられるが、いずれにせよ光分解の程度は

あまり大きくないと恩われる。

DPDI コロイド溶液の関して分散安定性を Fig. 2-16 に示す。 150 mJ/cm 2 で 10 分間レーザ

ー照射した DPDI ナノ粒子のレーザー照射 1時間後と 2週間後の吸収スベクトルを比較した

ところ 2週間後においても吸収スペクトルはほとんど変化せず DPDI コロイド溶液の分散安

定性も BPDI コロイド溶液と同様に非常に高いことが明らかlこなった。これはレーザー照射

の効果と共に、水との親和性を高めるために加えた界面活性剤が分散剤として働いている

影響も多々あると考えられる。

最後に DBPI とDPDI のナノ粒子化の関値を比較すると DPDI の関値が高くなっている。

また同じレーザーフルエンスで作製したナノ粒子のサイズは BPDI の方が DPDI よりも小さ

い。 DPDI は DBPI よりも水に浮きやすく、分子構造からも DBPI よりも結晶の密度が小さ

いと考えられる。そのため温度上昇に伴う体積変化が誘起されにくくナノ粒子化に必要な

レーザー強度が上昇し、また作製されるナノ粒子も大きくなったためと考えられる。また

詳細は第 3 章で議論するがナノ粒子の蛍光強度を DBPI ナノ粒子と DPDI ナノ粒子で比較し

たところ DPDI ナノ粒子の蛍光強度のほうが高い。つまり DPDI ナノ粒子ではレーザー照射

によって生じた励起状態のエネルギーが BPDI ナノ粒子と比べて効率良く発光に使われ、熱

としての緩和するエネルギーが相対的に減少するために、BPDI よりも温度が上昇しにくく、

結果としてナノ粒子化の闇値と平均粒径の上昇に影響を与えているのではないかと考えら

れる。
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2. 液中レーザーアブレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

添加物効果2-4-3 

DPDI ナノ粒子を作製する時には界面活性剤を使用した。界面活性剤がナノ粒子生成に影

響を与えているかどうかを調べるために二種類の界面活性剤を用いてナノ粒子化を行い、

それぞれの吸収スベクトノレ変化を比較した。界面活性剤には非イオン性の CHAPS と陰イ

オン性のラウリル硫酸ナトリウム(SDS) をともに臨界ミセノレ濃度(8mM) の条件で、実験を行

った。 Fig.2 ・17(a) に 100 mJ/cm 2 で 10 分間レーザーを照射した場合の DPDI-CHAPS と

DPDI-SDS の規格化した吸収スベクトルを示す。 CHAPS を用いた場合は波長 570 nm あ

これは第 3たりよりも短波長がわが SDS を用いた場合に比べてスベクトルが浮いている。

章で詳細を述べる散乱の影響によるものと考えられ、 SDS を用いた場合の方が閉じレーザ

}フルエンスでもより小さなナノ粒子が生成することを示唆している。また Fig.2 ・17(b) に

示すように、ナノ粒子化の闇値を比較すると SDS を用いた場合の方がナノ粒子化の闘値が
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2. ?，夜中レーザーアプレーション法による蛍光性有機ナノ粒子の作製

Li らはパナジルフタロシアニンの液中レーザーアプレーションにおいても界面活性剤が

ナノ粒子化を促進することを確認し、また界面活性剤使用時に結品を高温にした場合に見

られる相転移が観測されたことから界面活性剤がナノ粒子表面からの熱拡散を抑制してい

ると報告している [16] 。本実験でも SDS がより溶媒の熱拡散を抑制した結果、高いナノ粒

子生成効率が得られたのではなし、かと考えられる。しかしながら最終的な吸光度は CHAPS

を用いた場合の方が大きくナノ粒子の生成量は CHAPS 溶液の方が多い。ピークにおける

散乱の影響は双方で大きな差は無いのでナノ粒子の粒径が小さくなるほど吸収への寄与が

増大し SDS を用いた場合のほうが高い吸光度を有するはずだが実験結果はこれに矛盾する。

これはおそらく SDS では凝集によりナノ粒子が沈殿しているのではないかと考えられるが

沈殿物の量は肉眼ではその差は確認できなかった。この界面活性剤の効果を明らかにする

ためにはこれから双方のサイズ、分散安定性などの詳細を比較する必要がある。

2-5 まとめ

本章では液中レーザーアプレーション法によりベリレンジイミドを発色団にもつ 2 種類

の蛍光性化合物 BPDI 、DPDI のナノ粒子を作製した。吸収スベクトノレ測定と SEM 測定から

蛍光性分子またデンドリマーのような複雑な分子構造をもっ化合物においてもレーザーア

プレーション法によってほとんど光分解を起こすことなく、分散安定性の高いナノ粒子生

成が可能であることが示され、ナノ粒子化の生成効率のレーザー波長とフノレエンス依存性

測定により、 BPDI 、DPDI 分子の光吸収がナノ粒子化に重要な役割を果たすことが明らかに

なった。 DPDI コロイド溶液の DLS 測定結果より照射レーザーフルエンスを 50 、100 、150 、

200 mJ/cm 2の時の作製されたナノ粒子の平均粒径がそれぞれ 436 、261 、177 、156nm である

ことが示され、レーザーフノレエンスを変化させることによって粒径の制御が可能であるこ

とが明らかになった。更に DPDI 懸濁液に添加した分散剤、 SDS とCHAPS でナノ粒子化の

効率を比較したところ、分散剤の差によってナノ粒子化の効率に大きな差が生じることが

明らかになった。 これまでにレーザーのパルス幅をフェムト秒にすることでより粒径の小

さいナノ粒子が生成することが報告されており [17] 、今後ナノ粒子化の条件に関するパラメ

ーターとしてレーザーの波長と強度以外にパルス幅や分散剤も変化させることで、より柔

軟に生成するナノ粒子のサイズや結晶相を制御することが可能になると考えられる。
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3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトル

第 3 章

ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スペクトル

Size dependent optical properties of nanoparti c1 e colloidal solutions 

3-1 緒言

有機ナノ粒子の吸収・蛍光スペクトルのサイズ依存性がこれまでにいくつか報告されて

おり、サイズ効果の原因として、バルクとナノ粒子では分子間の電子相互作用が異なるこ

とが議論されてきた[1] 。しかし、ナノ粒子のコロイド溶液では光の散乱の影響があるため

に、一般的な吸収スベクトル測定によって得られるのは吸収スベクトノレで、はなく吸収と散

乱の寄与を合わせた消失スペクトルで、ある [2] 。またナノ粒子で、は分子やバルク国体とは異

なり表面の寄与が大きいため、表面の効果を考慮する必要がある。このような、ナノ粒子

の散乱、表面、また作製法の及ぼす影響まで考慮した詳細な光学特性の解明は、蛍光性ナ

ノ粒子を実際に材料として応用する場合に必要不可欠である。本章ではレーザーアプレー

ションによって作製した、分子構造は異なるが閉じ発色団をもっ BPDI とDPDI ナノ粒子

コロイド溶液に関してナノ粒子の吸収・蛍光スベクトルをそれらの分子の吸収・蛍光スベ

クトノレと比較することで、分子構造の差が生み出す分子間相互作用の観点からナノ粒子の

光学特性を議論する。また DPDI コロイド溶液に関して、平均粒径に依存した散乱の寄与

を考慮し、 DPDI ナノ粒子の消光・蛍光スベクトルの変化を、 Mie 理論を用いたシミュレー

ション結果を用いて説明する。次にナノ粒子の表面の効果に着目し、表面における周辺環

境との相互作用とサイズの減少に伴う蛍光強度の相関を述べ、ナノ粒子での励起エネルギ

ー移動と蛍光消光を議論する。最後にナノ粒子作製時に照射する高強度レーザーパルスが

ナノ粒子の蛍光特性に与える影響を考察する。

3-2 有機固体の励起状態

ベリレンジイミド(PD I)は光安定と蛍光量子収率が高く、有機発光ダイオードや単一分子

分光などにも用いられる蛍光分子である。しかし国体状態ではエキシマーと呼ばれる励起

状態におけるこ量体を形成し蛍光量子収率の低下を引き起こす。ここではナノ粒子の発光

開 36 ・



3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトノレ

挙動を理解するために、有機結晶画体における吸収・発光スベクトルの一般的な特性を概

説する[1 ，2] 。

結晶中のある格子点 A の分子が励起されたとき、励起状態が非局在化しエネルギーの損

失なしに結晶中を自由に動き回れる状態を励起子(エキシトン)と呼ぶ。同種分子の二量

体の励起状態を考え、 2 つの分子の基底状態の波動関数をそれぞ、れ町、 ¥}'2 、電子励起状態

の波動関数を¥}'j* 、¥}'2 *とする。このとき二量体の基底状態の波動関数 ¥}'g は近似的に

'I' g = 'I' j'I' 2 (3 圃 1)

となる。 2 分子のうちどちらか片方の分子が電子励起されたとすると、分子間相互作用が大

きいときには励起状態は分子振動や分子間振動に乱されることなく波動関数のコヒーレン

スを保ったまま 2 分子聞を移動する。このような励起状態がコヒーレンスを保ったまま 2

分子聞を移動する波動関数は

九 =(1/ .J2J 'I' j 'I' 2 * :!: 'I' j* 'I' J (3-2) 

とあらわされる。これが励起子である。ここで、 2 分子聞の相互作用エネルギー演算子を V

とおくと、 2 つの波動関数¥}'e :tのエネルギーはそれぞ、れ、

E :t = Eo :!:β (3-3) 

β= ('I' j 'I' 2l 九l'I' j* 'I' 2 ) (3-4) 

となる。ここで戸は共鳴エネルギーと呼ばれ分子間相互作用の大きさを表し、二量体の励起

状態は異なる2つのエネルギー準位に分裂する。この時の分子間相互作用は共鳴励起移動

(交換)によるものであり共鳴エネノレギ~ßの大きさは対応する遷移振動子強度f と分子聞

の距離 rおよび 2 分子の遷移双極子の幾何学的配置@に依存する。 Davydov は共鳴励起移動

速度を 2 つの遷移双極子ー双極子相互作用から導出し、共鳴エネルギーに次式を用いて分子

励起の理論を展開した。

βぽ f. COs(θ)-r-3 (3-5) 
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3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトノレ

この二量体モデルを用いて、分子間相互作用が吸収バンドのシフトとピークの分裂を起こ

すことが説明できる。 2 つの分裂した励起準位への光励起が許容遷移になるか禁制遷移にな

るかは 2 分子の配向によって Fig2-1 に示す 3 通りが考えられる。 2 つの遷移双極子が直列配

向のときには高エネルギー準位への遷移は互いの双極子が打ち消しあうために禁制となり、

低エネルギーへの遷移のみが観測される。すなわち二量体の吸収バンドは孤立分子に比べ

高エネルギー準位への遷移が許容とな長波長側にシフトする。逆に平行配置のときには、

り、吸収バンドは短波長側へシフトする。 2 つの双極子がななめに配向する場合は両方の準

位への遷移が許容となる。孤立分子の吸収バンドが 2 つに分裂するこの現象は Davydov 分

この二量体モデ、ルを 3 次元の結晶に拡張すると励起子のエネノレギー準位は
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3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトル

孤立分子の遷移エネルギーEo を中心とした土B(=2s) の幅の中に連続した励起子帯と呼ばれ

るバンドを形成する。また励起子帯のバンド幅の大きさは共鳴エネルギー移動の大きさ、

つまり隣接 2 分子聞の共鳴励起移動速度 K に依存し次式が成り立つ。

K=2¥ β¥ / 1i (3 ・6)

この式(6) で表されるように共鳴励起移動の速さは共鳴エネルギーの大きさ、すなわち遷移

双極子の大きさ、分子間の距離と配向に強く依存する。

ここまで孤立分子の波動関数として分子間振動の影響は考慮していない電子波動関数を

用いて説明したが、実際は分子の電子励起スベクトルには振動準位に対応した振動構造が

観測されるため、より厳密な取り扱いでは分子間振動を考慮した振電波動関数を使う必要

がある。上で述べたように励起子帯の幅は共鳴励起移動の速さで決まるため励起移動速度

と分子振動の速さの関係によって励起子の吸収スベクトル形状が大きく変わる。ここでは

振電相互作用を考慮した場合、励起子相互作用の大きさと吸収スベクトルの関係を、励起

子帯の幅(2B) と分子内振動エネルギー(hω) の大小関係によって次の 4つに分類し整理する。

強結合(strollfr- ∞upling):2B>> hω 

励起移動は分子振動よりずっと速く起こる場合、励起子は多数の分子聞を迅速に動き回り、

この電子励起状態の波動関数に従って、各分子内の核配置がもとの孤立分子とは異なる平

衡位置を取る。つまり振電波動関数が変化し吸収スベクトルの振動構造が孤立分子から大

きく変化する。結品や多数分子の会合体では光吸収の選択則の関係から非常に鋭い一本の

吸収バンドのみが観測されることになる。このような強結合状態は分子のモル吸光係数が

10 5M 九m- 1のような非常に強い吸収帯のときに起こる。

弱結合(weak-couolin 凶:2B くく hω

励起移動が分子振動よりずっと遅く起こる場合は孤立分子の振電波動関数がよい近似とな

り、各分子の同じ振動準位間で電子励起移動が起こる。従って励起子の吸収スベクトルは

もとの孤立分子に非常に近くその吸収バンドがわずかにシフトする。分子のモノレ吸光係数

が 10 3M 九m-I 以下の弱い吸収帯に相当する。
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中間結合(intennediate-coupling)

強結合と弱結合の中間で異なる振動準位間でもエネノレギーが近ければ共鳴励起移動が起こ

る。その結果、励起子の吸収スベクトルは孤立分子のスベクトルとは形状が変化するが、

強結合のように lつの吸収バンドにはならず、複雑な振動構造が観測される。

非常に弱い結合(verv we ak:-∞ upling) 

Forester の励起エネルギー移動と呼ばれ、分子聞の相互作用は弱く、吸収スベクトルは孤立

分子と一致する。この場合の励起移動の機構は遷移双極子とそれによる誘起双極子との相

互作用によるもので励起移動速度が分子聞の距離の 6 乗に反比例する。

励起子の運動を考えると上記の説明から励起子が多数の分子の間を自由に動き回ってい

るかのような印象を与えるが、実際は励起子は格子振動(フォノン)や格子欠陥と衝突し

エネルギーをやりとりするため励起子の運動は格子の運動と密接に関係する。励起子は励

バンド幅 2B と格子振動のエネノレギーE との大小関係、あるいはこれと等価な分子聞の共鳴

励起エネルギー速度 K と格子振動数ωとの関係によって、自由励起子と局在励起子に大別で

きる。これに加えて、格子構造・運動と励起子との関係から励起子の状態は次の4種に分類

できる。

自由励起子:B>>B ‘K> >ω

格子振動の時間よりずっと速く励起子が移動する場合で励起子が多数の分子に非局在化し

ている。このような場合でも格子振動や、格子欠陥との衝突のため励起子の波動関数がコ

ヒーレンスを保っている時間は極めて短く分子性結晶では一般に 10 -4秒より短い。つまり有

機結晶では励起子が非局在化している範囲は大きくてもせいぜい 10 分子程度である。この

ような励起子は孤立分子での光吸収が許容遷移である励起一重項状態の場合に相当する。

局在励起子:B くくE、K くくω

励起移動速度が格子振動によって律速される。つまり、自由励起子とは対照的に励起子は l

分子に局在し励起子の運動は完全に非コヒーレントである。禁制遷移である三重項励起子

が典型的な例である。

自己束縛励起子

励起子がある格子点の周りの結晶格子を局所的に歪ませ、その周りで格子の平行位置が変

化する場合がある。その歪みの結果励起状態のエネルギーが安定化されると励起子はその

格子点に捉えられる。このような励起子を自己束縛励起子とよび、有機結晶ではピレン、

ベリレン結品で観測されるエキシマー状態が有名である。

-40 ・



3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトル

格子欠陥、不純物での束縛励起子

完全な結晶というのは現実には存在せず、不純物や欠陥が混入する。その周辺では分子の

距離や配向が乱れるので分子聞の励起移動速度が大きく変わることが予測され、多くの場

合欠陥では励起移動速度が遅くなり、励起子がそこに補足される。また不純物として励起

状態のエネルギーが低い分子が存在するとその分子が励起子を補足し励起子の移動はとま

ってしまう。

自由励起子と局在励起子・束縛励起子の大きな違いは拡散係数の温度依存性として観測さ

れる。自由励起子ではコヒーレントな励起子の運動がフォノンとの衝突で妨げられるため、

低温であるほど格子振動の影響力5小さくなり励起子は結晶中を速く伝わる。一方局在励起

子や束縛励起子ではその運動はあるサイトからの別のサイトへのホッピングになる。ひと

つのサイトから別のサイトに移るには活性化エネルギーが必要なため、励起子の移動速度

は低温ほど遅くなる。

結晶からの蛍光スベクトルは吸収スベクトルと鏡像関係の蛍光スベクトルが期待される。

しかしほとんどの場合で、結晶状態ではほとんど蛍光をださないか、もしくは大きなスト

ークスシフトを持ったブロードな蛍光を発する。このブロードな蛍光はエキシマ一発光と

呼ばれ上記の自己束縛励起子からの発光である。電子励起された後、ある一対の分子間距

離が近接しエキシマーを形成すると、励起状態のエネルギーが自由励起子帯の底の準位よ

りも低くなり励起子がそこに捕らえられ安定化する。 2 分子間の距離の近接と格子の歪みは

一般に格子エネルギーの不安定化を引き起こすと考えられるが、それ以上にエキシマー形

成による電子状態の安定化のほうが勝るため全体としてエキシマーのエネルギー準位が自

由励起子よりも低くなる。 Fig 2-2 にこの様子をポテンシャルエネルギー図で表す。エキシ

マーの周辺ではその格子も歪みエキシマー状態の安定な格子位置は基底状態のそれとはず

れた位置になる。孤立分子の励起状態準位に対するエキシマ一生成に伴う安定化エネルギ

ーを格子緩和エネルギーとよび、これが励起子帯のバンド幅の半分より大きいとき自己束

縛励起子が生成する。エキシマーを形成する 2 分子のみに着目すればこの状態は強結合励

起子と言え、元の分子とは大きく異なる蛍光スベクトルとなる。またエキシマー形成時に

この二量体の双極子が並列配置にある場合は励起子バンドの底は励起一重項状態の準安定

状態に対応し、この状態から基底状態への遷移は禁制であるためにエキシマーからの発光

効率は通常非常に低いものとなる。
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Fig.3 ・2 Schematic adiabatic potential diagrams. 

3・3 ナノ粒子の吸収スベクトル

サンフ。ルとして BPDI 、DPDI 用いそれぞ、れ純水中、 8mM -CHAPS 水溶液中でレーザーア

プレーション法により蛍光性ナノ粒子を作製した(第 2章参照) 0 Fig. 3-3 (a ， b) に BPDI 、DPDr

コロイド溶液とそれぞれ 2μM のエタノール、アセトン溶液の吸収スペクトルを示す。コロ

イド溶液は BPDI では 532 nm 、 100 mJ/cm 2 で 10 分間、 DPDI は 532 nm 、200 mJ/cm
2 で 10

分間レーザーを照射して作製した。 BPDI のコロイド溶液はエタノーノレ溶液と比較してピー

クバンドが長波長方向に 10 nm 程度シフトしており、また第 1 ピークと第 2 ピークのピー

クが大きく変化している。 DPDI コロイド溶液ではアセトン溶液と比較して 1 nm 程度短波

長側にシフトしておりピークも変化しているが BPDI と比べるとその変化は小さい。双方の

コロイド溶液共に特徴的であるのが吸収スペクトノレの幅が横に広がり、溶液では吸収のな

いピークバンドよりも長波長側にかけて吸収の裾が広がっていることである。
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Fig.3 ・・3 (a) Absorbance spec 仕a ofthe BPDI colloidal solution prepared by 532 nm laser 

irradiation at 100 mJ/cm 2 for 10 minutes and that of the 2μM ethanol solution. (b) 

Absorbance spectra of the DPDI colloidal solution prepared by 532 nm laser irradiation 

at 200 mJ/cm 2 for 10 minutes and that ofthe 2μM acetone solution. 

Fig.3-4 に 50 ，100 ， 150 ，200 mJ/cm 2 のレーザーフノレエンスで 10 分間レーザーを照射して作

製した DPDI コロイド溶液のピーク吸光度で規格化したスベクトルを示す。コロイド溶液に

含まれるナノ粒子の平均粒径はそれぞれ 436nm 、261 nm 、177nm 、156nm である。どのフ

ルエンスで作製した試料においても波長約 620 nm 以上の DPDI 分子が吸収をもたない領域

に吸収が観測されている。また平均粒径が大きいほどこの波長域での吸光度が相対的に大

きい。一方、照射レーザー光強度が高い、即ちコロイドの平均粒径が小さいほど吸収ピー

クの波長が短波長にシフトしていることがわかる。ここで気をつけなければいけないこと

は、通常の吸光光度計を用いて測定されたコロイド溶液の吸光度が、ナノ粒子の吸収と散

乱の和であるということである。つまりコロイド溶液の吸収係数αωは吸収係数{}abs と散乱

係数(}sca 、粒子数N を用いて次式で表される。

α出 t =N( σ仙 +σ sct) = N σω (3 -7) 

ここで、 0記7 とは消失係数であり {}abs と{}sca の和となり吸収係数と散乱係数の 2 因子の相対的

な寄与によってコロイド溶液の吸光度が変化する。粒子径が大きくなるほど散乱の相対的

な寄与が大きくなることが知られており、レーザーフルエンスを変化させて作製したコロ
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3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトノレ

イド溶液のスペクトル変化はナノ粒子の平均粒径の違いによる光散乱の寄与の変化のため

であると考えられる。すなわち BPDI 、DPDI コロイド溶液に見られるスペクトルの幅の広

がりと長波長領域の吸収の裾はナノ粒子の散乱の影響によるものだと考えられる。次節で
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Fig. 3-4 Nonnalized absorption spectra of DPDI colloids prepared by 532 nm laser 
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above) and 2μM acetone solution (dashed line). 
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3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトル

3-4 Mie 散乱理論による消失スベクトルシミュレーション

コロイド溶液の平均粒径の変化に伴う光消失、散乱、吸収スベクトノレの詳細を議論する

ために Mie 理論に基づいたスベクトノレのシミュレーションを行った[3] 。シミュレーション

のために必要なパラメータである DPDI ナノ粒子の複素屈折率は次のようにして求めた。ま

ず DPDI のアセトン溶液の吸収スペクトルを測定し、式(3-8) を用いて複素屈折率の虚数部分

の値K を求めた。

λ 
K = 一一-&C

4Jr 

(3 聞 8)

ここでεとC はそれぞれ溶液の吸収係数とナノ粒子における DPDI 分子の濃度である。ここ

で DPDI ナノ粒子では、嵩高いデンドロンによって発色団同士に物理的な隔たりがあるため

に電子的な相互作用が抑制されており、溶液とナノ粒子の吸収係数はほとんど変化しない

と仮定する。またナノ粒子における DPDI 分子の濃度は比重を1. 5 と仮定し 0.58 mol/dm 3 と

おいた。次に求められたK の値を用いて

千 K( λ)n( λ) = I .- ，. . / ゥ n。
t λ(1- (λ/λ'r)ν 

(3-9) 

で与えられるKr amers- Kr onig の関係式より複素屈折率の実部 n を導出した。ここで no は無

限遠の波長領域における屈折率でここでは1. 6 とおいた。ナノ粒子の形状を球形とし、Bohren 、

Hu ffi:n an らのアルゴリズムを用いてσcqr 、O" abs 、O" sca を計算した。

DPDI についての計算から求められた複素屈折率と粒径 500 nm から 50 nm の光消失、散

乱、吸収スベクトルの粒径依存性を Fig.3 ・5 (a-d) に示す。測定されたおよそ 400nm から 150

m の平均粒径を持つコロイド溶液の消失スベクトルは平均粒径が大きくなるほど顕著に長

波長領域に吸収の裾を示し、粒径の減少に伴い吸収の裾がなくなりピークが 10 nm 程度短

波長にシフトしている。一方 Mie 理論によって計算した消失スベクトルも同様に粒径が大

きくなるほど顕著に長波長領域に吸収の裾を示し、粒径の減少に伴い吸収の裾がなくなり

ピークが短波長にシフトしている。散乱と吸収効率のシミュレーション結果を見ると散乱

効率は粒径が大きくなるにつれて長波長領域の寄与が増大し、スベクトル形状も変化して

いるが吸収効率は全体的な寄与が低下するのみでスベクトル形状は変化していない。この

結果より消失スベクトルの粒径依存性を与えているのは主に散乱の寄与の変化であり、

DPDI ナノ粒子の真の吸収スベクトノレは粒径によって変化せず溶液の吸収スベクトノレと大き

く異ならないと結論づけられる。
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3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトノレ
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3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトノレ

BPDI に関しても BPDI の厚さ 10 nm の蒸着膜から得られた吸収スベクトノレを用いて

DPDI と同様の手順により複素屈折率を計算し馬台、 (}abs 、(}sca を計算した。 Fig.3 ・6 に計算

によって得られた粒径 50 nm から 250 nm での消失スペクトノレを示す。粒径が小さい場合

には計算で得られた消失スベクトルは実験によって得られた消失スベクトルとよく似てい

る。(第 2 章 Fig.2 ・7参照)しかし実験では粒径の現象に伴い長波長側のピークがより長波

長へシフトする傾向があるのに対して計算結果では逆に短波長側にシフトしている。この

実験結果と計算結果のスベクトノレの差異は BPDI の消失スペクトノレは粒径の変化に伴う散

乱の寄与の変化では説明できないことを示唆している。 BPDI の溶液とナノ粒子のスペクト

ルが異なることから BPDI ナノ粒子では発色団聞の電子相互作用が存在すると考えられ、ナ

ノ粒子のサイズの変化による電子相互作用の変化が、吸収係数も変化させたのではないか

と考えられる。
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Fig. 3-6 Extinction efficiency of various sized BPDI spherical nanoparti c1 es simulated 

by Mie theory. 

3-5 蛍光強度・スベクトルの粒子サイズ依存性

BPDI のコロイド溶液とエタノール溶液、 DPDI のコロイド溶液とアセトン溶液の蛍光ス

ベクトルを Fig. 3-7 (a ， b) に示す。 BPDI コロイド溶液の蛍光スベクトルはエタノール溶液と

比較して 70 nm 程度長波長にシフトしており、スベクトルの振動構造も失われている。こ

れは BPDI 薄膜においても観察される典型的な固体状態のエキシマ一発光であり、ナノ粒子

内部において励起状態の BPDI 分子が強く相互作用していると考えられる。またエキシマー
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3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトル

の形成に伴い蛍光強度もエタノーノレ溶液と比べて 100 分の l以下にまで低下した。 DPDI コ

ロイド溶液ではアセトン溶液と同様の蛍光スベクトノレを示し、エキシマ一発光は観測され

なかった。このことから DPDI ナノ粒子においては嵩高いデンドロン基によって発色団間の

電子相互作用が抑制されていることがわかる。しかしミ溶液と比較して蛍光ピークが 10nm

程度長波長シフトしていることから非常に弱い電子相互作用により、蛍光ピークがシフト

したと考えられる。
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Fig. 3-7 Fluorescent spectra of (a) BPDI colloidal solution prepared by 532 nm laser 

irradiation 剖 100 mJ/cm
2 
for 10 minutes and 2μM ethanol solution ， and (b) DPDI 

colloidal solution prepared by 532 nm laser irradiation at 200 mJ/cm
2 
for 10 minutes 

and 2μM acetone solution. The excitation wavelength for emission measurements was 

570 nm. 

同じピーク吸光度の値で DPDI コロイド溶液と DBPI コロイド溶液の蛍光強度を比較すると

DPDI コロイド溶液の蛍光強度が高く、デンドリマーを用いることで輝度の高いナノ粒子を

作製し得るといえる。しかし DPDI コロイド溶液においても蛍光強度はアセトン溶液と比較

すると 10 分の l程度で、エキシマーは形成されていないにもかかわらず、蛍光消光が起き

ている。先ほど説明したように DPDI コロイドではサイズの変化に伴う分子間相互作用の変

化は無視できるほど小さいと考えられ、 DPDI コロイド溶液の消光は主にナノ粒子表面やレ

ーザー照射による光生成物などの影響であると考えられる。フルエンス 50 ー200 mJ/cm 2で 10

分間レーザーを照射して作製した平均粒径 400-150 nm の DPDI コロイド溶液とアセトン溶
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3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトノレ

液の蛍光スペクトルを Fig .3・ 8 (a) に示す。蛍光スベクトル測定において蛍光の再吸収を防ぐ

ために吸収ピークでの吸光度が 0.05 以下の希薄コロイド溶液を用いた。 DPDI コロイド溶液

の蛍光スベクトノレは溶液の蛍光スベクトノレとほぼ同じであり、平均粒径の差による変化も

ほとんど見られないのに対して蛍光強度は平均粒径に強く依存し、すべてアセトン溶液よ

りも低い値を示した。また前節で述べたように、吸光光度計で測定したコロイド溶液の吸

収スベクトルは実際の光学吸収を与えてはいない。
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Fig.3 ・8 (a) The emission spectra of DPDI nanoparticle colloids prepared by 532 nm 

nanosecond laser irradiation at the f1 uences of 50 ， 100 ， 150 and 200 mJ/cm 2 for 10 min ， 

and the f1 uorescence spectrum of a 2μM acetone solution. The excitation wavelength 

for emission measurements was 570 nm. (b) Emission intensities of different-sized 

DPDI nanoparticle colloids as a function of the surface-to-volume ratio (0) ， and the 

f1 uorescence quantum yield estimated by taking into accounts of the scattering loss of 

the excitation light (口) Mean particles size is given in the figure. 
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3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトル

そこで前節のシミュレーションから各平均粒径のコロイド溶液の吸光度に含まれる散乱の

寄与を見積もり、吸光度から散乱の寄与を除いたコロイド溶液の実際の吸収に基づいて蛍

光強度を校正し、蛍光量子収率のサイズ依存性を求めた。その結果をアセトン、 トルエン

溶液中での蛍光量子収率と合わせて Table 3・1 にまとめる。ここで DPDI トノレエン溶液の蛍

光量子収率を 0.92 とし、 トルエン溶液との蛍光強度の比較によりコロイド溶液の蛍光量子

収率を求めた[4] 。各平均粒径での蛍光量子収率をみるとやはり平均粒径の減少に伴い蛍光

量子収率が極端に低下していることから DPDI ナノ粒子において励起状態の無轄射緩和を

促す経路、例えばナノ粒子表面やレーザー照射による光生成物などが存在することが示唆

される。 Fig.3 ・8 (b) にコロイド溶液の蛍光量子収率を平均粒径から求めた比表面積の関数と

してプロットすると、コロイド溶液の蛍光量子収率は比表面積と線形に近い相闘がみられ

ることから、励起状態の無轄射経路はナノ粒子表面との関連が強いと考えられる。また溶

液であるアセトン溶液とトルエン溶液においても蛍光量子収率に大きな差が見られる。 Qu

らは DPDI 溶液の蛍光量子収率は溶媒の極性に強く依存し、極性溶媒中では蛍光量子収率が

低下することを報告している。メチルシクロヘキサン(ε=2.02) では 0.96 、 トノレエン(ε=2 .3 8)

では 0.92 と高い蛍光量子収率を示すが、 THF(ε=7.58) では 0.77 と収率が低下している。アセ

トンは誘電率が 21 と非常に極性が強く、アセトン溶液での蛍光量子収率の低下も溶媒の強

い極性が原因だと考えられる。これまでにベリレンジイミドに付加した電子供与体が、極

性溶媒中では無輯射緩和を促進するという報告がされており DPDI ではデンドロン基が電

子供与体として働き、次式で表されるようなデンドロン基(D) から励起状態の発色団(PDI*)

への電子移動反応が蛍光量子収率の低下を引き起こすと考えられる。

PDI' 仁D → PDf-D+ (3 ・10)

DPDI ナノ粒子の場合も同様に、その表面にある分子は水の極めて高い極性 (ε=80 .4)の影響

によって分子内での電荷分離状態が安定化され、デンドロン基から励起した発色団への電

子移動によって励起状態が緩和し消光が起きると考えられる。

しかし粒径 100 nm のナノ粒子の場合、その表面に存在する分子の割合は全体の 3% 程度

でありナノ粒子表面で生成した励起状態のみの無轄射緩和を考えると Table 3・1 に示したよ

うなトルエン溶液等の蛍光収率と比較して 100 分の l もの蛍光収率の低下は起きない。ナ

ノ粒子が全く消光を受けない場合の蛍光量子収率を l として、粒径 156nm での蛍光量子収

率が 0β18 であることを考えると、ナノ粒子の 90 .2 %が消光されていることになり、体積に

換算すると直径 156nm の球状ナノ粒子の表面から 70nm 程度の領域が消光されていること

になる。 Michel らは複数のベリレンモノイミド発色団を持つテ、ンドリマーを用いて、その

デンドリマーl分子からの蛍光の偏光が時間とともに変化することから、発色団間でのエネ
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ルギー移動を観測している [5]0 DPDI ナノ粒子の場合も吸収と蛍光スベクトノレに大きな重な

りがあるため効率良くエネルギーのホッピングが起き、エネノレギー移動により粒子内を移

動するうちに表面において上記の電子移動消光をうけると考えられる (Fig.3 ・9) 。そのためナ

ノ粒子の粒径が小さくなるにつれて励起されたエネルギーが表面まで到達する可能性が高

くなり、より消光の影響を受けやすくなると考えられる [6] 。また励起子の拡散距離 lは

1= 必万子 (3 ・11)

で表され 6 は励起子の自由度を示し、 D は拡散係数、 dま励起子の寿命である。この式に実

験値から得られた 1= 70 nm 、r= 6 ns を代入すると拡散係数 D は1. 36 x 10 ・3 cm2/s となる。

一方、ベリレンモノイミドデンドリマーについてフェルスター半径んが 5 nm と見積もら

れている。ベリレンモノイミドデンドリマーと DPDI の吸収、蛍光スベクトノレが類似してい

ることから DPDI についてもこのフェルスター半径を適用し、共鳴励起エネルギー移動の時

定数を次式より見積もった。

ら T = ~(子)' (3-12) 

励起子の寿命τ= 6 ns 、分子聞の距離 r= 1 nm を代入して kRET = 2.7 X lO
12 /s となり、これから

拡散係数 D は

D = r2kRET /2 

となり D= 1. 35 x 10 ・2cm2/s となる。この共鳴励起エネルギー移動の時定数から得られた拡

散係数の理論値と実験結果から見積もられた値を比較すると、理論値が一桁程度大きい。

理論値からは約 700nm の拡散長が得られるが、理論では励起子の拡散を妨げる格子欠陥や

フォノンとの衝突等が考慮、されていない。 DPDI ナノ粒子は結晶ではないので多くの格子欠

陥や不純物を含むと考えられる。それらが励起子の拡散律速となり、結果 70 nm 程度の距

離を移動すると考えられる。
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Fig. 3-9 A possible mechanism of surface quenching on DPDI nanoparticles. Excited 

state m igrates in a nanopaticle. If it reache to a surface ， it will be quenched 

Table 3-1 Mean particl 巴s size (d) ， abso ゅtion maximum wavelength (λmax) ， and 

f1 uorecence quanωm yield (φr) of DPDI nanoparticle colloidal solutions and those of 

DPDI acetone and toluene solutions. 

キ Relat ive f1 uorescence intensities ofthe colloidal and molecular solutions regarding the 

toluene solution as 1， Optical densities of each samples are 0.05 at 出 巴 巴xCltatIOn

wavelengt h (570 nm) 

料 Fluorescence quantum yie lds by using DPDI toluene solution as the reference. (φ f 

=0.92) 

Laser fluence d (nm) / (pdi) λmax (nm) Relative fluorescence φc' . 
(mJ /cm 2) intensity* 

50 436 / (0.299) 577 0.055 0.13 

100 26 1 / (0.229) 573 0.038 0.055 

150 177 / (0.207) 571 0.023 0.027 

200 156 /(0.103) 57 1 0.019 0.018 

Acetone 573 0.19 0.17 

Toluene 581 0.92 
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3-6 レーザー光照射の蛍光スベクトルへの影響

前節ではレーザーフルエンスを変化させることでナノ粒子の粒径を制御し、蛍光強度の

サイズ依存性を議論した。しかしより粒径の小さなナノ粒子を作製するためには、より高

強度のレーザーフルエンスを必要とするため、レーザー照射それ自身によって、ナノ粒子

の退色や、光生成物による消光が生じている可能性がある。レーザー照射が蛍光強度に及

ぼす影響を調べるために、レーザーフルエンスは 50 mJ/cm 2 でナノ粒子作製を行い、平均粒

径、蛍光強度、ゼータ電位のレーザー照射時間依存性を測定した。ゼータ電位は Malvem

Ins 仕uments 社の Zetasizer によってレーザードップラ一法に基づいて測定した。 Fig. 3-10 に

示すようにレーザー照射開始から 30 分間は平均粒径、蛍光強度ともに減少し前節の結果を

再現している。更にレーザーを照射すると、平均粒径は変化しないのに対し、蛍光強度は

減少した。またゼータ電位の絶対値がレーザー照射とともに増加した。ゼータ電位の絶対

値の増加はナノ粒子表面の電荷の変化を意味しておりレーザー照射によって表面に酸化物

などなんらかの電荷をもった生成物が生じ、その生成物が表面での消光に部分的に寄与し

ているのではなし、かと考えられる。

さらに平均粒径が変化しない条件で照射レーザーフノレエンスの影響を考慮するために、

まず 200 mJ/cm 2で 10 分間レーザーを照射してナノ粒子を作製し、その上で異なるフルエン

スで同じエネルギー量 (50 mJ/cm 2 120 分、 100 mJ/cm 2 60 分、 150 mJ/cm 2 40 分)のレーザ

ーをさらに照射し蛍光強度を比較した。 Fig. 3-11 に示すようにフルエンス 200 mJ/cm 2 のレ

ーザーを照射後ナノ粒子は平均粒径が 150 ・160 nm でその後のレーザー照射によって平均粒

径はほとんど変化していない。しかし高いフルエンスでレーザーを照射したサンプルほど

蛍光強度の低下が顕著にあらわれている。蛍光強度の低下の原因が 1 光子励起による光退

色ならば、同じ光子数を照射した全てのサンフ。ルで、蛍光強度の低下は同程度となるはずで

ある。蛍光強度の低下量がレーザー強度に依存しているということは多光子励起による

DPDI 分子の光分解を強く示唆している。 2 光子吸収確率はフルエンス 150 mJ/cm 2 では 100

mJ/cm 2 と比べて 2.2 5倍となる。蛍光強度の低下量を比較するとフルエンス 150 mJ/cm 2 では

100 mJ/cm 2 の 2.4 4 倍となり 2 光子吸収確率の差異と近い値をとり、多光子吸収による光分

解を支持する。また Fig.3-10 で示した実験では 50 mJ/cm 2 のレーザー照射により蛍光強度が

時間とともに減少したのに対し、この実験では蛍光強度の減少がみられないことは、 200

mJ/cm 2 のレーザー照射によって表面の改質がすでに生じており、 50 mJ/cm 2 のレーザー照射

によってそれ以上の表面の変化が誘起されないためであると考えられる。
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Fig.3 ・10 Mean particle size (d ， top) ， fluorecence intensity (0) ， and zeta potential (・)

(bottom) of DPDI nanoparticle colloidal solution after laser irradiation at 50 mJ/cm 2 as 

a function of laser irradiation time. 
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Fig. 3-11 The laser fluence dependence of mean particle size (d ， top) and fluorescence 

intensity (bottom) on the sequence laser irradiation to the DPDI nanoparticle colloidal 

solution prepared at 200 mJ/cm2
• Irradiated laser fluences a問 150 (0) ， 100 (口 )and 50 

(企) mJ/cm2
• 

-54 ・



3. ナノ粒子コロイド溶液における消光・蛍光スベクトノレ

3-7 まとめ

本章では液中レーザーアプレーション法を用いて作製した BPDI 、DPDI のナノ粒子の光

学特性を議論した。 Mie 理論によりコロイド溶液の散乱スベクトノレのシミュレーションを行

い、コロイド溶液の消失スベクトルにおける散乱の寄与を考慮したナノ粒子の真の吸収ス

ベクトルを見積もった。その結果、 DPDI コロイド溶液の平均粒径の変化に伴う消失スベク

トルの変化は主に散乱効率の変化に起因し、吸収スベクトノレはサイズに依存しないが DBPI

では粒径の変化に伴い散乱とともに吸収スベクトルも消失スベクトノレに影響を与えている

可能性が示された。蛍光スベクトルからは DPDI はコロイド溶液と溶液中の分子で同様のス

ベクトルを示すのに対し、 BPDI ではエキシマ一発光が観測された。これら、吸収・蛍光ス

ベクトル測定の結果から BPDI は基底状態と励起状態ともに強い発色団聞の電子相互作用

が存在するが DPDI は嵩高いデンドロン基によって発色団聞の電子相互作用が抑制されて

いることが明らかになった。 DPDI コロイド溶液を用いてナノ粒子の蛍光量子収率の粒子サ

イズ依存性をナノ粒子の実際の吸収に基づいて調べた結果、サイズの減少に伴って蛍光量

子収率の顕著な低下が観測され、平均粒径 150 nm のコロイド溶液ではφ=0.018 と400 nm 

のφ=0.13 と比較して 10% 以下に低下した。この蛍光量子収率の原因として水の高い極性に

よる表面励起状態の電子移動消光と、エネルギー移動によるナノ粒子内部の励起状態の表

面への拡散を提示し、励起状態の拡散長をおよそ 70 nm と見積もった。粒径を一定に保っ

たまま、レーザー照射条件を変化させて蛍光量子収率を比較し、高強度のレーザー照射に

よって生じる表面状態の改質や光生成物もナノ粒子の消光を促進することが示唆された。

デンドロンのような嵩高い置換基の導入によって確かに発色団関電子相互作用が抑制さ

れることは、 DPDI に限らず蛍光性ナノ粒子を作製する上でその分子設計に重要な指針を与

える結果である。また本実験おいては表面での励起状態は電子移動消光という形で無輯射

失活したものの、粒子内部の励起状態が表面での反応に寄与し得るという結果は、例えば

表面で蛍光増強が起こるような分子設計を行った場合、一つの励起パルスによって生成し

た多くの励起状態が発光に寄与することが可能となる。半導体ナノ粒子の場合は一つの励

起パルスに対して一つのフォトンしか放出することができないため、上記のような有機ナ

ノ粒子の性質を利用して、より明るい、また錯体形成による蛍光収率の増加のような機能

性を付加した蛍光性ナノ粒子の開発が期待される。
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第4 章

ナノ粒子の単一粒子蛍光分光

Single nanoparticles spectroscopy ofDPDI nanoparticles 

4-1 緒言

前章ではレーザーアプレーションにより DPDr のナノ粒子コロイド溶液を作製し、バルク

コロイド溶液で蛍光特性のサイズ依存性を議論した。しかしコロイド溶液を用いたナノ粒

子の集団測定から得られる結果はサイズ、形状に一定の分布をもっナノ粒子の平均値であ

る。このような平均値は一般的なナノ粒子の性質を評価する際には有用である。しかしな

がら、これまでに均質に見える分子においても単一分子で分光測定を行うことにより、分

子ごとに異なるスベクトルの分散や、溶液では観測されない明滅現象などが観測されてい

る。ナノ粒子に関しても、半導体ナノ粒子の明滅現象や金属ナノ粒子の形状に依存したス

ベクトル変化など平均値測定からは得ることのできない、単一粒子測定によってのみ観測

される光学特性が報告されている。第 2 章で示されたようにレーザーアプレーションによ

って作製された DPDI ナノ粒子に関しても、そのサイズは一様ではなく、形状なども個々に

異なる粒子の集団である。このような系に関してバルクコロイド溶液測定による平均化さ

れた光学特性のみを取り扱っていてはー粒の粒子のもつ振る舞いや形状などの影響を含ん

だ詳細な蛍光特性はみえてこない。そこで本章では単一分子蛍光分光測定と同様の装置を

用いてレーザーアプレーションで作製した DPDI ナノ粒子と DPDr 分子一粒づっの蛍光スベ

クトル、蛍光寿命、蛍光強度を測定した結果を報告し、 DPDI 単一分子との比較から DPDI

ナノ粒子の詳細な蛍光特性を議論する。またコインシデンス測定の結果と合わせてナノ粒

子内部からの発光のメカニズムについて考察した。

4・2 実験

DPDI のナノ粒子は第 2 章と同様の実験系を用いてフルエンス 60 mJ/cm 2 で 50 分間レーザ

ーを照射することで作製した[1] 。界面活性剤は SDS (Wako) を用い、同条件で作製した DPDI

ナノ粒子の平均粒径は動的光散乱測定(Ohtsuka-denshi ，DLS-70H) より 300 nm と見積もられ
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た。 DPDI ナノ粒子と DPDI 分子はそれぞれポリピニルアルコール水溶液(PVA: 10 wt% ， Mw= 

88000 ， w:北 0) とポリメチルメタクリレートクロロホルム溶液(P l¥品1A， 10- 9 M) との混合し、ス

ピンコートによってガラス基板上にナノ粒子、分子を包括したポリマー薄膜を形成した。

これによりナノ粒子・分子はポリマー中に固定され、空気・ガラス基板との相互作用を避

けることが可能である。ここでナノ粒子と分子の濃度は顕微鏡の回折限界で限定される空

間に 1粒存在する程度に調節した。

Fig.4-1 に実験装置を示す。サンプノレは倒立型共焦点蛍光顕微鏡に設置し、時間相閥単一

光子計数法(TCSP C)により単一粒子・分子の時間分解蛍光測定を行った。励起パルス (543 nm ， 

8.18 MHz ， 1. 2 ps FWHM) はチタンサファイアレーザー(Tsunami ，Spec 凶 Physics) から発振し

たレーザーパルスをポンプ光として、光パラメトリック発振器(GWU) によって得られた第 2

高調波を用いた。ベレーク補償板(N ew focus) を用いて円偏光にした励起パルスは走査ステー

ジ(Physics Instruments) を備えた倒立顕微鏡(Olympus IX 70) に導入され、油浸対物レンズ(1. 3

NA ， x100 ， Olympus) を通してサンプルに集光した。励起高強度は顕微鏡の導入口に設置した

回転式減光フィルターを用いて調整した。サンフ。ノレからの蛍光は対物レンズを通ったあと

無偏光ビームスプリッタによって 50:50 に分けられ、一方はイメージを得るためにアパラン

シェフォトダイオード(APD ，SPCM 15 ， EG&G) に導入され、もう片方はスベクトノレを得るた

めに液体窒素冷却 CCD とカッフ。ルさせたポリクロメーターへ導入した。時間分解データは

TSCPC カードの first-In-first 回 out モードにより処理した[2] 。

Fig. 4-1 Schematic i1l ustration ofthe single parti c1 e spectroscopy set-up. 
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4. ナノ粒子の単一粒子蛍光分光

コインシデンス測定には Hanbury-Brown and Twiss アンチパンチング装置を用いた[3] 。ア

ンチパンチンクゃとは時刻tに光子が来た時に時刻廿8t (8t →0) に光子が来る確率が小さいこと

コインシデンス測定では上記の共焦点顕微鏡システムを用い、サンプノレから

の蛍光を無偏光ビームスプリッタで 50:50 に分けそれぞれを 2 つの APD で検出し、 TCSPC

カードを用いてある時刻 tとt+ 8t における信号の有無の相関を取った。 Fig. 4-2 に示すよう

を意味する。

に、例えば単一蛍光分子からの蛍光を観測する場合、励起レーザーパルス幅が分子の蛍光

寿命よりも十分短かければ一つのパルスによって分子は l つの光子を発し、同時に 2 つ以

上の光子を発することはない。この時t を横軸にとり 2 つの APD で同時に光子を検出する回

数のヒストグラムをとると、 8t=0 での値は O となりアンチパンチド状態となる。単一分子

からの発光ではない場合は8t=0 での値は0とならないが8t=0 の値はレーザーにより励起さ

TCSPC カードには 125 ns の不感時間が存在すれている領域に含まれる分子数に依存する。

これにより一つのレるので APD のシグナノレのうち一方には1. 3μs の電気的遅延を設けた。

TCSPC カードはデーザーパルスによる複数の蛍光シグナルを検出することが可能となる。

ータ取得開始後、分解能 50 ns で 2つの APD のシグナル到達時間(macro-time) と蛍光シグナ

ルによる開始パルスとレーザーからの終了パノレスの聞の遅延時間(micro-time) を記録する。
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Fig. 4-2 Schematic illustration of Hanbury-Brown and Twiss antibunching set-up. An 

example ofhistogram ofinter photon arrival time is incorporated in the figure. 
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4 ナノ粒子の単一粒子蛍光分光

4-3 単一ナノ粒子の発光特性

4-3-1 蛍光スベクトノレ

Fig .4-3(a) に PVA 薄膜中に分散させた DPDI ナノ粒子の蛍光像を示す。ナノ粒子の蛍光イ

メージは 2D ガウシアンでフィッティングし x 軸、 y 軸それぞれの半値幅の平均値をナノ粒

子の直径とおいた。 Fig .4-3(b) に 50 個のナノ粒子を測定した結果の粒径分布を示す。得ら

れたナノ粒子の平均粒径は 243 nm で DLS によって見積もられた 300 nm と整合性のよい値

が得られた。また本実験で用いた蛍光顕微鏡、ンステムの空間分解能は回折限界である 200

m 程度である。蛍光測定により求めたナノ粒子の粒径は空間分解能よりも大きな値を示し

ているため、観察している対象は PVA 薄膜中に溶けた DPDI 分子ではなくナノ粒子である

と考えられる。 Fi g.4-2 に代表的な PVA 薄膜中の DPDI 単一ナノ粒子、 PMMA 薄膜中 DPDI

単一分子、空気中の DPDI 結晶粉末 (J μm~) の蛍光スベクトノレを示す。単一ナノ粒子と単

一分子の蛍光スベクトノレは、それぞれコロイド溶液とトルエン溶液と同様の形状をした蛍

光スベクトルを示すが、結晶粉末ではナノ粒子、分子に比べてブロードな発光を示し 650n m

付近における肩の成分の寄与が大きくなっている。前章までに DPDI ナノ粒子では宮高いデ

ンド‘ロン基によって分子間相互作用が抑制され分子とよく似た吸収 ・蛍光スベクトノレを示

すことを報告してきた[1] 。
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Fig. 4-3 (a) Fluoresce11ce image of G lPDI single 11anoparticles dispersed in PVA film 

(b) The histo gram of parti c1 es size. 
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4. ナノ粒子の単一粒子蛍光分光

本実験においても粒径が 500nm 程度のナノ粒子に関しては同様の結論が導かれるが、粒

径が非常に大きい場合は DPDI 分子でさえも分子間相互作用があらわれてくる可能性を示

これは大きな粒子の内部で分子密度が高くなり分子間距離が小さくなる結果、唆している。

発色団同士の電子相互作用が大きくなるのではないかと考えられるが詳細は明らかでない。

Fig. 4-4 (a ， b) に単一ナノ粒子と単一分子の SO-SO 振動ピークに対応する蛍光ピーク位置の

ヒストグラムを示す。蛍光ピークは分子に関して 600nm を中心に約 30nm の分散を持つの

に対して、ナノ粒子では 608nm を中心に約 10nm の分散を持ち長波長側へのシフト傾向が

この長波長シフトの原因としてナノ粒子では蛍光の再吸収の寄与も存在すると見られる。

思われるが、結晶粉末の発光スベクトノレのピークが大きく長波長側へシフトしていること

を考慮すると、ナノ粒子でも分子に比べると励起状態のエネルギーが安定化されていると

ぽ

h

J
U

円」

w
h
m 

o
u
a 

pゐ
C
D
a

k
e
o 

J
u
o
u 

h
m
m 

E

一一
一一一

一一一

也
h 

h ~ 
、
昼

、、
也、、、

、
町

也、
ー、、

弘
、、

L
V 

占柄

、
‘、、

町

、
， 
J 

a 
♂曲、

::i 1.0 

，早

g 0. 8 
町

g 
..... 
.9 
g 
明

日E
P・4
ロ
屯主

唱
包B

.!::il 
国
F 司

E 
Z 

。。
i 

550 

考えられる。

0.6 

0.4 

0. 2 

800 750 

¥Vav e1 ength (nm) 

20 

15 

10 

5 

600 

9 

560 570 580 590 600 610 日。

Peakwa 咽 eng 也 (nm)

Nanopalticles 

560 570 580 590 600 610 620 

Peakwa' 叫 E噌血 (nm)

IVlo1ecules 

single GIPDI of a spectra emlss lO n normalized (a) Representative 4開 4Figure 

、、.，ノ
L
U /，‘、nanoparticle in PVA film and a single molecule in PMMA and bulk powder. 

Histograms of emission peak positions of single nanoparticles and molecules. 

-61 ・



4. ナノ粒子の単一粒子蛍光分光

しかしナノ粒子の蛍光ピーク位置と粒径の相関を見ると Fig. 4-5 に示すようにに粒径 200

nm から 500nm の間ではサイズによる顕著な相関は見られなかった。蛍光ピークの分散に

関しては、単一分子ではガラスやポリマーなどの周辺媒質との相互作用が原因で大きな分

散を示すことが知られている [5] 。さらに単一分子の場合はポリマー中に固定された状態に

おいても分子構造の揺らぎによって立体構造が少しずつ変化し、それにともない継時的に

蛍光ピークが揺らぐことが報告されている。しかし単一ナノ粒子に関しては単一分子と比

べて分散が小さく、またスベクトノレの継時変化も観察されず、異なるナノ粒子間でのみス

ペクトルの差異が観察された。ナノ粒子の分散している PVA は極性ポリマーで、電子受容体

として働くことが知られている。そのため第 3 章で示したようにナノ粒子の表面では DPDr

の消光が起き、表面からの発光はあまり生じないと考えられる。このナノ粒子の消光は次

節で示すように、ナノ粒子の蛍光寿命が分子よりも短いことからも確認される。このこと

から DPDr ナノ粒子では発光は粒子内部から生じ、粒子内部では分子の運動が抑制されて立

体構造の変化が小さいために蛍光ピークの揺らぎが観測されないと考えられる。またナノ

粒子内部の分子がとる立体構造は、エネノレギー的に安定な構造を有することが蛍光ピーク

波長を長波長シフトさせていると思われる。
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Fig. 4-5 Maximum peak positions of single DPDI nanoparticles as a function of its 

diameter. 

4-3-2 蛍光寿命

Fig. 4-6 (a-d) に単一分子と単一ナノ粒子の蛍光寿命減衰曲線を示す。これまでに DPDI 単

一分子の蛍光は 5-6 ns の単一指数関数的減衰を示し、これは PDI 溶液中と同様の性質であ
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4. ナノ粒子の単一粒子蛍光分光

また、単一分子の蛍光寿命も蛍光ピークと同様に分布をもつが、ることが知られている。

この分散は正規分布である [6]0 Fig. 4-6 (a) に示した DPDI 単一分子の蛍光も単一指数関数

しかしナノ粒子の蛍光的に減衰し、その寿命も 5.14 ns とこれまでの結果を再現している。

また減表曲線は時は粒子ごとに異なる多成分減衰曲線を示しその寿命もばらばらである。

刻とともに変化する。ナノ粒子の蛍光寿命を求めるために蛍光ナノ粒子の蛍光寿命減衰曲

ここで装置関数を考慮線を 2 成分指数関数でフィッティングし寿命成分のτl、'[2 を求めた。

すると 2成分でのフィッティングが困難で、あったため装置関数は考慮せず減衰曲線の立ち

50 個のナノ粒子について求上がり後の減衰部分に関してのみのフィッティングを行った。

めたτlはおよそ 0.5- 1. 5 ns の範囲にあり τ2は 3-8 ns としづ応範囲に広がった分布を見せた。粒

(4-1) 

子ごとの平均蛍光寿命を比較するために次式(4 嗣 1) で平均蛍光寿命を求めた。
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4. ナノ粒子の単一粒子蛍光分光

α、pは各寿命成分の寄与を表す係数である。平均蛍光寿命<τ> のヒストグラムを Fig.4-7 に

示す。ナノ粒子の平均蛍光寿命はほとんどが 1 ns 程度を示し、中には非常に長く単一分子

的な 5・7 ns を示すナノ粒子も存在した。多成分指数関数による蛍光減衰からはナノ粒子で消

光が起きていることが示される。この結果は前章までで示したナノ粒子での蛍光量子収率

の低下を説明する。また粒子ごとに減衰曲線が異なることから消光の寄与は粒子ごとに一

様ではないことを示唆し、ナノ粒子からの発光状態を大きく分類すると平均蛍光寿命が 1 ns 

程度を示す消光を受けた状態と、平均蛍光寿命が 5・7 ns の消光を受けていない状態に大きく

2 分することができる。加えて蛍光寿命に関しても粒子サイズとの相関をとった結果、蛍光

ピークと同様に 200 ns から 500 ns のサイズの範囲では特別な相関は見られなかった。
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Fig. 4-7 A histogram of average lifetimes on nanoparti c1 es in PVA film. 

4-3-3 蛍光強度と寿命の時間変化

Fig. 4-8 (a-d) に Fig.4 ・6 (a-d) の寿命減衰曲線をもっ各分子とナノ粒子に対応した蛍光寿命

と蛍光強度の時間変化を示す。単一分子の場合は 5 ms あたり 100 光子カウントの蛍光強度

を得るために数 kW/cm 2 の励起光強度を必要とするのに対し、ナノ粒子では 1000 分の l以

下の数 W/cm 2 しか必要としない。直径 300nm の球形ナノ粒子を仮定した場合、ナノ粒子は

数百万の分子を含有しているために、ナノ粒子を一つの発光体とみなすとナノ粒子の消光

を考慮しても分子よりも 1000 倍以上の吸収断面積を有しているといえる。これは点光源と

して DPDI ナノ粒子を捉えると非常に優れたd性質である。 DPD 単一粒子の蛍光強度の時間

変化を見ると、 DPDI は分子としては非常に高い光安定性を持つ分子で、はあるが、それでも

蛍光のオフ時間が観測される。この単一分子からの蛍光に見られる蛍光の明滅現象は、蛍
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4. ナノ粒子の単一粒子蛍光分光

光収率を減少させる要因として常に問題になる。マイクロ秒からミリ秒のオフ時間はトリ

プレットへの項間交差が原因であるとされる [7] 。実際、窒素雰囲気下では単一分子からの

蛍光収率は改善される。ミリ秒以上に及ぶオフ時間はポリマーとの相互作用やアニオンラ

ジカルの形成がその理由として提案されているが完全には明らかになっていない。単一ナ

ノ粒子からの発光においては単一分子に見られるような明滅現象はみられないが、ナノ粒

子によって、蛍光強度の階段的変化、揺らぎをもっ場合、一定の 3 種類の振る舞いを示し

た。ナノ粒子の場合は空気雰囲気下でも窒素雰囲気下でも蛍光発光の振る舞いは変化しな

かった。これは蛍光ピーク位置が変化しないのと同様にナノ粒子の内部では周辺環境の影

響を受けないからだと考えられる。さらにナノ粒子の蛍光強度は揺らいでいるが分子と違

い、蛍光強度 O のオフ状態にはならない。これは高い吸収断面積と合わせて点光源として

のナノ粒子を利用する場合の優位な点である。

Fig.4-8 の b、c、d のナノ粒子の励起光強度を見ると b、C の蛍光強度に揺らぎが観測され

るナノ粒子では蛍光強度が一定である d に比べて必要な励起光強度は高い。また多数の分

子からの蛍光が同期することは考えにくく、蛍光強度の振る舞いの差はナノ粒子内で蛍光

を発している分子の数によって生まれているのではなしゅミと考えられる。すなわちナノ粒

子 b、c ではナノ粒子の中で少数の分子のみが蛍光を発しているため、各分子からの蛍光の

強度への寄与が大きく、そのうち一つが消光を受けるなどして蛍光を発しなくなると蛍光

強度が大きく揺らぐと考えられる。ナノ粒子の蛍光強度が階段状に変化する場合は発光分

子数が極端に少なく l個から数個しかないと思われる。これに対し、ナノ粒子 cの場合は多

数の発光分子がナノ粒内に存在するため、弱い励起光でも十分な蛍光強度が得られ、また 1

分子の蛍光強度への寄与は小さいため、各分子の振る舞いは平均化され一定の強度を示し

ていると考えられる。この仮説を検証するためにコインシデンス測定を行いナノ粒子から

ある時刻に放出されるフォトン数を測定した。その結果 Fig.4-6 のナノ粒子 b のようにナノ

粒子の蛍光強度が単一指数関数近い形で減衰する場合にのみ蛍光のアンチパンチングが観

測された(Fig.4-9) 。この時 Nc /N L は 0.5 以下となり、ナノ粒子は平均的に 2 個以下の光子を

発していることが明らかになった。これは上記の仮説を裏付ける結果である。さらにその

ようなナノ粒子では蛍光強度と寿命が同調して変化している。 Fig.4-7 で示した蛍光寿命の

ヒストグラムの測定結果でも述べたようにナノ粒子の蛍光はほとんど消光を受けているの

で、ナノ粒子内でランダムに起こった発光がこのような同調を示すとは考えにくく、 Fig.4 ・8、

b の発光はナノ粒内のある一つの分子からの発光を観測していると考えられる。
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monoexponential decay curve. 

以上のすべての結果から次のようなナノ粒子の発光ダイナミクスが推測される (Fig. 4-10) 。

まずナノ粒子に励起レーザーパルスが照射されるとナノ粒子内で多数の励起子が生成され

る。生成した励起子は第 3 章でも示したようにエネルギー移動によってナノ粒子内を移動

しその多くはナノ粒子表面または光生成物などによって消光される。この時、分子内でエ

ネノレギー的に安定な立体構造をとる分子に励起子が移動すると、エネルギー移動速度が低

下し、励起子がこのような分子上で束縛を受けると思われる。ナノ粒子からの発光は主に

そのようなエネルギー的に安定化された分子から起きると考えられるが、そのような分子

においても、常に安定して存在するわけではなく時間的に安定な状態と不安定な状態を繰

り返し、平均的には不安定な状態の方が支配的であるために、ナノ粒子の発光としては蛍

光寿命の短いものが多数であると考えられる。
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4. ナノ粒子の単一粒子蛍光分光

4-4 まとめ

ポリマー薄膜中に分散させた DPDI ナノ粒子と分子に関して顕微鏡下で単一粒子・分子の

蛍光スベクトノレ、蛍光寿命、蛍光強度測定を行い、分子の蛍光特性との比較からナノ粒子

の蛍光特性を議論した。 50 個の粒子と分子をそれぞれ測定した結果、 DPDI ナノ粒子では分

子に比べて蛍光スベクトルのピークバンドが長波長側にシフトしており、蛍光ピークの位

置はバルクコロイド溶液の結果と一致する。これは発光の生じるナノ粒子内部の分子は安

定な立体構造をとることに由来すると考えられまた、ナノ粒子の方が分子よりも粒子ごと

の分散が小さく、ポリマーなどのナノ粒子周辺環境の影響を受けにくいと考えられる。蛍

光寿命測定の結果から、 DPDI 分子は 5-7 ナノ秒程度の蛍光寿命を持ち単一指数関数で減衰

するのに対し、ナノ粒子では粒子ごとに異なる寿命と多成分の減衰曲線をもち、その多く

は 1-2 ナノ秒の非常に短い寿命を持つことが示され、これは前章で示したように結晶内部

の不純物や表面での消光による影響であると考えられる。蛍光強度・寿命の時開発展を測

定すると単一分子と単一ナノ粒子で同等の蛍光強度を得るために必要な励起光強度はナノ

粒子では分子と比較して 1000 分の l以下であり、双方を一つの点光源として捉えた場合ナ

ノ粒子は高い吸収係数を有することが示された。またナノ粒子では分子のような明滅現象

は観測されず定常的に蛍光を発することから安定な光源であることも示された。しかしナ

ノ粒子の中には、蛍光寿命が 6 ナノ秒程度で単一指数関数減衰し、蛍光強度が階段的揺ら

ぐ分子的な蛍光挙動を有する粒子が観測され、コインシデンス測定の結果からこのような

ナノ粒子では一つのレーザーパルスに対して平均的に一つのフォトンを放出する単一光子

発生源としての可能性も示唆された。最後に全ての単一粒子分光測定の結果から、ナノ粒

子内部で生成した励起状態はエネルギー移動により粒子内部を拡散する過程で主に表面な

どで消光され、エネルギー的な安定な発光サイトが一時的に生じた場合にはナノ粒子は発

光サイトに補足され寿命の長い分子的な振る舞いをするというナノ粒子の発光ダイナミク

スを提案した。
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5. ナノ構造体の蛍光消光におけるサイズ依存性

第 5 章

ナノ構造体の蛍光消光におけるサイズ依存性

Size dependent quenching efficiency of nano structures 

5・1 緒言

第 3、4 章ではレーザーアプレーション法で作製したデンドリマ一ナノ粒子に関して、コ

ロイド、溶液のバルク測定と単一粒子分光測定により、詳細な光学特性を議論した。その中

でナノ粒子では粒径が励起状態の拡散移動距離と同程度になるために、粒子内部の励起状

態で、あっても表面での反応に寄与する可能性を示した。この表面での反応を確認する方法

として有効なのが消光剤の添加である。消光剤の添加によりナノ粒子表面での励起エネル

ギーが消光剤へ移動するために、表面での発光が生じなくなると考えられる。この消光剤

による表面での励起エネルギーの失活に関してサイズ依存性を測定することで、粒子内部

の励起エネノレギーが表面へ移動するかを確認することが可能だと考えられる。

本章では溶媒蒸発法によりガラス基板上に作製したナノ構造体に関して、蛍光消光効率

のサイズ依存性を測定した結果を示す。まずベリレンジイミド化合物(PDS9) の溶液とバル

ク結品での吸収・蛍光スベクトノレ、蛍光寿命を示し、キャスト法とディウェッティング法

を用いて作製したサイズの異なる PDS9 のナノ構造体の蛍光スベクトル、蛍光寿命と比較

した結果を示す。次に AFM 測定から作製したディスク状ナノ構造体の直径と膜厚の相関を

示し、蛍光寿命イメージング(FLIM) によってナノ構造体の蛍光寿命の膜厚依存性を測定し

た結果を報告する。さらに消光剤としてメチレンブルー水溶液を加え、消光効率の膜厚依

存性を測定した結果を報告し、最後に PDS9 ナノ構造体に関して生成した励起状態の表面で

の消光と平均移動距離に関して議論する。

5・2 実験

本実験でサンプルとして用いたペリレνジイミド S9 (PDS9) はドイツ LMU ・Universitat

の Langhals 教授らのグループが合成したものを使用した[1]0 PDS9 の構造式を Fig.5 ・1 に示

す。通常ペリレンジイミド、はα、Pの結晶多形をもつが PDS9 は結晶多形をもたないためナ
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5. ナノ構造体の蛍光消光におけるサイズ依存性

ノ構造体の蛍光特性を比較する際に結晶多形による差異を考慮する必要がない。測定対象

として 2 種類の PDS9 ディスク状ナノ構造体をガラス基板上に作製した。この 2 種類の差は

その作製手法とサイズである。数百 m から数μm の幅を持つ構造体は 10μL の PDS9 ジク

ロロメタン溶液(7 .55 x 10- 2 wt%) をプラズマ処理したガラス基板上にキャストした後、溶媒を

蒸発させて作製した。ガラス基板上に作製された構造体は、キャストされた液滴の位置に

よってその形状を変化させる。例えば液滴の中心には薄く広がった膜状の構造を造り、液

滴の縁には小さな丸い構造体が点々と生じる。この液滴の縁に作製される構造体をキャス

ト構造体 (c 叩 ot) と称した。数百 m 以下の幅をもっ構造体はガラス基板上に上記と同じ

の PDS9 ジクロロホルム溶液を薄く塗布することで作製した。ガラス基板上に液滴をキャス

トしたあと、スライドガラスのエッジで、液滴をキャストしたガラス基板の上を一定の速

度でなぞることでガラス基板上に溶液を一様に薄く塗布し、その後溶媒を蒸発させて基板

上にディスク状のディウェッティング構造体 (d-spot) を作製した[2]0 PDS9 の蛍光消光剤

として lmMのメチレンブルー水溶液を用いた (Fig. 5・1)0 c-spot とιspot の厚さは原子間力

顕微鏡(AFM; THERMO MICROSCOPE ， EXPLORER) のノンコンタクトモードを用いて測定

した。

Perylene 

〆¥/N. ¥ν/¥

同C ¥ N. /¥/¥s/ 、ν /、自/CH
3

cr I 

Methylene blue 

Fig.5 ・1 Molecular structures ofPerylene S9 and Methylene blue as quencher 
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5. ナノ構造体の蛍光消光におけるサイズ依存性

PDS9 ジクロロメタン溶液の吸収・蛍光スベクトルはそれぞれ分光光度計(CARY 500) と

蛍光光度計(SPEX Jobin-Yvon) を用いて測定した。蛍光寿命イメージングはマルチチャンネル

プレート光電子増倍管(Hamamatsu) の単一光子計数モードにより行った。蛍光寿命イメージ

ングシステムを Fig. 5・2 に示す。励起光にフェムト秒レーザー(t 平ulse 200 Am plitude ，λ 

=1030nm ， 10 MHz ， 400 fs FWHM) の第二高調波を用いた。励起レーザーパルスは倒立

wide-field 顕微鏡(Olympus) に導入され 60 倍対物レンズ(N ikon ，Nλ=  0.95) によってサンプル

に照射された。励起レーザーパルス強度は減光フィノレターによって、サンプノレ照射時に数

nW/cm 2
から数百 nW/cm 2 の範囲で調節した。サンプルからの蛍光は同じ対物レンズを通過

したあと、視野観察用の CCD カメラと吸収・蛍光スベクトノレ測定のためのファイパ一分光

器(Ocean Optics ， In c.)1 こ分けられ、最後にマノレチチャンネルブρνート光電子増倍管へ導入し

た。生成した光電子は 5 つの陰極に広がり、それぞれの陰極における電荷量から入射した

光子の陽極上での位置を計算する。この処理と光子の到着時間に基づいて 256 x 256 ピクセ

ルの蛍光寿命イメージを作製した[3] 。
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Fig. 5-2 Schematic illustration of f1 uorescence lifetime imaging set up. 
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5.ナノ構造体の蛍光消光におけるサイズ依存性

5-3 ナノ構造体の吸収 ・蛍光スペクトノレと蛍光寿命

まず AFM 測定により、基板上に作製した PDS9 ナノ構造体 c- spot とd-spot の膜厚を見積

もった。構造体の AFM トポグラフィー像を Fi g5-3 (a ， b) に示す。 c-spot では直径が lから数

μm のディスク状の構造体が基板上に島状に存在し、 d- spot では直径 200nm 程度のディスク

状構造体が基板上に無数に点在した。Fi g. 5-4 にディスク状構造体の膜厚をサイズに関して

プロットした結果を示す。d-spot の膜厚は 20 nm から 100 nm かけて分布し、サイズが大き

くなるにつれて分散が大きくなるものの、直径の増加に比例した膜厚の増加が観測された。

c-spot の膜厚に関しては 50 個の構造体の平均値をとり、平均膜厚は 9.0 :t 4nm であった。

(a) 

;!日し;!
B I 

l jι白 i 防 J宍Y 
2 3 4 5 6  
X [仰η]

W ヨ.03 μ1刊 H:59.7Jllil W :2 .26 μI刊 H ヨ1.811111

o 2 3 4  
X[μm] 

Fig. 5-3 AFM topograp hy of c叩 ot (a) 加 dd 叩 ot (b) 
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5. ナノ構造体の蛍光消光におけるサイズ依存性
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Fig 5-4 Th ickness of c-spots as a function of its diameter (open cir c1 e) and average 

thickness of 50 d-spots (c1 ose square). 

Fig.5-5 にPDS9 のジククロメタン溶液と固体薄膜の吸収スペクトル、ジクロロメタン溶液、

c，ιspot 、結晶粉末(数 μm) の蛍光スベクトノレと溶液以外の蛍光像を示す。固体状態の吸収

スベクトルはかspot を作製する際に液滴中央に形成される薄膜を用いて測定し、光源には顕

微鏡に設置されたハロゲンランプを使用した。 PDS9 固体の吸収スベクトルは分子と同様の

振動バンドを有し、ジクロロメタン溶液と比較すると各ピークが長波長にシフトしている。

吸収バンドのピーク比が変化していることから、 PDS9 固体での基底状態での強い分子間相

互作用が明らかになった。また蛍光スベクトルを見ると、鏡像関係を保っている溶液の蛍

光スベクトノレに対して固体では 529 nm から 593 nm への非常に大きなストークスシフト、

幅が広く振動構造のないスベクトノレを示すことから、励起状態での強い分子間相互作用に

よるエキシマー形成が確認された。次に同じ固体状態である、 c-spot 、d-spot 、結晶粉末の蛍

光スベクトルを比較すると c-spot 、d-spot 、では蛍光ピーク波長の 620nm 以降に結晶粉末に

は見られない肩を示し、 c-spot では蛍光ピーク波長の短波長側にも肩が存在する。

c-spot 、d-spot は、急激な溶媒蒸発過程によって作製されることや、そのディスク形状を

考慮すると、単結晶であるとは考えにくい。そこでスベクトルに見られる肩の部分は c-spot 、

d-spot が完全な結晶ではなくアモノレファスであるために、本来 PDS9 結品では存在しない。

型の分子配置をとる分子が存在し、それらが振動構造をもっ蛍光を発していると考えられ

る。 d-spot において蛍光ピーク波長より短波長側の肩が見られないのは、 AFM 測定から示

したようにその膜厚が c-spot よりも厚いために蛍光の再吸収が起きているためだと考えら

れる。
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5 ナノ構造体の蛍光消光におけるサイズ依存性

c-s pot d- spot Film 

1. 0 
1. 0 

0.8 

( 

:; 0.6 

...s-

0. & );. 雪宮r 凶

0.6 

-〉-、 0.4 

-UF -C戸B 3 

/ ヘJ

円ロ司】

0.4 ;.:， 白

戸

0.2 ....... 

• 
‘ ， 、

-， 

oo t d 

500 600 700 

。。
30 

Wa vel e時 th (11m) 

Fig. 5-5 Absorption spec 汀a and f1 uorescenc 巴 images of PDS9 a) in dichlorom ethane 

so luti on ， c) thin film and emission sp ectra ofb) dichloromethane so luti on ， d) d-spo 岱，c) 

c-spots and a crysta 1. Absorption peak po sition of a) dichloromethane so lu tion and c) 

thin fi lm are alm ost same but emission peaks of d) d-spots ， c) c-spots and crystal is red 

shifted due to an excimer formin g. 

7xに c-spot 、d-spo t、粉末結晶の蛍光寿命を Fi g. 5-6 に比較する。粉末結品は単一成分で 22

ナノ秒という長寿命の蛍光減衰を示し、これはエキシマー状態の発光に典型的な減衰曲線

である。それに対して c-spot とd-spot では結晶よりも寿命が短く、多成分の減衰曲線を示し、

ナノ構造体のサイズが小さし、 d- spotにおいて寿命の減少が顕著に表れている。
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5. ナノ構造体の蛍光消光におけるサイズ依存性
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Fig. 5-6 Fluorescent decay curves of PDS9 crystal ， c-spots ， and d-spots. Two 

components of f1 uorescence lifetime are shown in the figure. 

前章までは周辺環境やナノ粒子表面の改質などが蛍光消光の一因であることを示してきた。

本実験では周辺環境は空気であり特別に表面の改質を与える要因がないにもかかわらずサ

イズに依存した蛍光消光が生じている。先ほど述べたように今回作製したナノ構造体はア

モルファスであると考えられるため、ベリレンナノ粒子で報告されたようにフォノンの状

態がサイズに依存して変化したとは考えにくい。 Kwon らは 9，lO -bis (4 圃(N -carbazolyl)

anthracene nanoparticles のナノ粒子に関して、そのナノ粒子の表面粗さを変えると蛍光寿命

が荒さの程度によって変化することを報告しており [4] 、PDS9 の場合も表面の欠陥が蛍光消

光を引き起こしている可能性が挙げられる。そのためサイズが減少するにつれて欠陥を有

した表面の寄与が増大し、より大きな消光を与えたと考えられる。

c-spot における蛍光寿命イメージを Fig.5-7 に示す。破線で囲った直径 3μm 程度の構造体

は 18 ・20 ナノ秒の長い寿命を持つのに対し、実線で囲んだ直径1. 5μm 程度の構造体では 16

ナノ秒程度と大きな構造体に比べて寿命が短くなっている。これらの構造体では Fig.5-4 か

ら膜厚が半分程度になっていると思われ、サイズの減少にともない表面の効果が表れてい

ると思われる。また大きい方の構造体に関してエッジの部分が中央に比べて寿命が短くな

っており、このことも表面における蛍光消光を示唆している。
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5 ナノ構造体の蛍光消光におけるサイズ依存性

Fig. 5-7 Fluorescent li fe time image of c-spo t. Bigger spot having J 8-20 ns Jifetime is 

surrounded by dashed line and sma J¥ er spot hav ing around J 6 ns Jifetime is surrounded 

by so lid line. 

5-4 消光弗lによる消光効率のサイズ依存性

ナノ構造体c-spot とd-spot に蛍光の消光剤を加えてその影響がサイズに依存してどのよう

に変化するかを調べた。蛍光消光邦lとしてメチレンブノレー水溶液を用いた。一般的に空気

中での蛍光サンプを水で被うと周辺屈折率の変化により蛍光体上部で反射されて対物レン

ズへ導入されていた成分がなくなり、観測される蛍光強度が小さくなる。また今回用いた

PDS9 は水の極性により表面での消光を受ける可能性があるためまず、メチレンプノレーが実

際に消光剤として機能するかどうかを調べた。Fig .5-8 にフィノレム状構造体にメチレンプノレ

ー水溶液を添加したときの蛍光寿命の変化を示す。このとき水溶液はチャンパー内に封入

し、溶媒の蒸発と消光剤濃度の増加はない。消光剤を添加してから 90 分間程度の聞にだん

だんと蛍光寿命が短くなっていく。励起光強度は蛍光退色が生じない程度に調整しであり

不純物の効果も無視できるので、この寿命の減少はメチレンブルーによる消光だと言える。

また時間とともに消光効率が増加していることからこれは親水的なメチレンブルーが疎水

的な PDS9 フィノレム構造体ヘメチレンブノレーが吸着していくことによる静的消光がおきて

いるためと考えられる。
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Fig. 5-8 Time change of f1 uorescent decay curves of PDS9 film before and after adding 

quencher. 

次に c- 叩ot 、d-spot に対して消光剤を加えた時の蛍光強度の変化を Fig. 5-9 に示す。ここで

消光剤を c-spot 、d-spot に加えた場合蛍光強度の減表が激しく蛍光寿命の測定が困難で、あっ

たため強度の変化を指標とした。 Fig. 5-9 からも明らかなように c-spot つまり膜厚が小さい

ほど消光剤の影響を強く受けている。これは膜状構造体の時と同様に消光剤がナノ構造体

の表面に吸着することによって蛍光消光が引き起こされていると考えられる。 c-spot 、d-spot

は消光剤の添加前から表面での消光が確認されていたが、消光剤の添加により消光効率が

増加したことから、表面の欠陥によって 100% の消光はされていなかったことがわかる。ま

た平均の膜厚が 10 nm 程度である d叩 ot において表面に存在する分子は多く見積もっても

全体の 1110 であるが消光効率は1/ 10 よりも大きい。このことから PDS9 のナノ構造体に関

しても第 3、4 章で議論したように励起状態のエネルギー移動によって内部の励起状態が表

面まで移動しそこで消光剤によって消光を受けたために、効率よく蛍光消光が起きたと考

えられる。平均膜厚 60nm 程度の c叩 ot1 .2.3 の平均消光効率は 22% なので表面から約 12nm

が消光されていると考えると d-spot ではほとんど完全に消光されている結果と比較して妥

当である。この値は第 3 章で述べたデンドリマ一ナノ粒子の場合の拡散長 70 nm と比較す

ると移動距離が短い。これは DPDI では発色団同士の電子相互作用が非常に弱いのに対し、
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Fig. 5-9. Fluorescent intensity of c-spots and d-spots on three different parts before and 

after adding l¥佃.

PDS9 で、はエキシマーを形成し、励起子がある分子に局在している影響のためと考えられる。

しかし従来はエキシマー状態では分子のエネルギー移動距離は分子数個程度と考えられて

いたが、本実験は分子数でー桁以上大きい移動距離を有する可能性を示している。

5-5 まとめ

キャスト法とディウェッティング法の 2 種類の溶媒蒸発法によりガラス基板上にサイズ

の異なるベリレンジイミド化合物(PDS9) のナノ構造体を作製し、 AFM 測定からディスク状

ナノ構造体の直径と膜厚に比例関係があることを見出した。蛍光寿命イメージング(FLIM)

によってナノ構造体蛍光寿命の膜厚依存性を測定し、空気中で膜厚の減少に伴い、また構

造体のエッジの部分で蛍光寿命が特に短くなることからナノ粒子表面での周辺環境との相

互作用やナノ粒子内部の不純物など以外にもナノ構造体表面の構造的な欠陥で蛍光消光が

生じる可能性を示した。次に消光剤としてメチレンブノレー水溶液を加え、フィノレム状構造

体の蛍光寿命が継時的に短くなることから、メチレンブルーによる蛍光消光がフィルム状

構造体表面に吸着することによる静的消光であることを示し、ナノ粒子表面での欠陥構造

による蛍光消光は部分的であることを示した。また消光剤を加えた場合の消光効率の膜厚

依存性測定から、励起状態が強く束縛されるエキシマーを状態においてもエネルギー移動
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によって内部の励起状態が表面での効率的な反応に寄与し、その平均移動距離が 12 nm 程

度であることを見積もった。

これらの結果はナノ粒子をセンサーなどに応用する場合に、粒径が小さくなるほど表面

で、のエネルギー移動効率があがり FRET などのセンサ一応用の場合は高い SN 比を得られ

ることなど応用に向けて重要な知見である。
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6. 蛍光性ナノ粒子を用いた細胞プロープへの展望

第 6 章

蛍光性ナノ粒子を用いた細胞プロープ応用への展望

Perspective for applying fluorescent nanoparti c1 es to bio 聞 probe

6・1 緒言

ライフサイエンスにおいて蛍光材料を用いた細胞染色やタンパク質の可視化、タンパク

相互作用のダイナミクス測定などは必要不可欠なキーテクノロジーである。第 1 章におい

て従来用いられていた有機色素分子、蛍光タンパク質、半導体ナノ粒子に加えて近年では

有機蛍光性ナノ粒子が新しい発光材料として注目されている背景を述べ、従来の色素分子

や蛍光タンパク質では光安定性が低く、観察中の光退色により 1 分子トレースや長時間の

継時観測を困難にさせていることや、半導体ナノ粒子での明滅現象、毒性の問題に触れた。

そして前章までに示した有機ナノ粒子の蛍光特性より、始めに期待されたように、有機ナ

ノ粒子では高い吸収係数を持つ、安定した光源となり得ることが示され、蛍光プローブと

して応用が期待される。しかし生体応用特に in vivo での応用を考える場合には生理的環境

下における有機蛍光性ナノ粒子の安定性や細胞との相互作用の解明が重要である。半導体

ナノ粒子や蛍光分子をドープしたポリマ一ナノ粒子では表面修飾により生理的環境下での

分散安定性を確保し、また細胞へのナノ粒子の導入や特異的な染色などが報告されている

が有機ナノ粒子では、生理的環境下での細胞との相互作用はほとんど報告されていない[1] 。

本章ではまず生理的環境下においてナノ粒子作製を行った結果を報告する。レーザーア

プレーションにより BPDI ナノ粒子を作製し、吸収スベクトル測定から生理的リン酸緩衝液

中でのナノ粒子の生成効率と分散安定性を評価した。次に培養したマウス NIH3T3 細胞の培

養液を、 BPDI ナノ粒子を分散させた生理的リン酸緩衝液に置換し、ナノ粒子と細胞の相互

作用を、共焦点顕微蛍光イメージングにより観測した結果を示す。最後にナノ粒子のフ。ロ

ープ応用へ向けた可能性を議論した。

6・2 試料および実験

蛍光性ナノ粒子は BPDI を用いてレーザーアプレーション法により作製した。化合物、作

製法の詳細は第 2 章に示す。 BPDI ナノ粒子を細胞へ応用する際に使用した生理的緩衝溶液
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として PBS (N aC I 1.3 7M ， KCI 27mM ， 

Na ，HPO. 100 m M ， KH ，PO . 18 rnM)、 TBS

(N aCI I 37mM ， KC I 2.7 rnM， Tri s-base 

25 rnM) を用いた。細胞はマウス由来の

N1H3 T3 マウス線維芽細胞 (N lH 3T3

fibrob las tsce ll)を用いた (F ig. 6-1 )0 N1 H3T3 

細胞はマウスの隠蕩から得られた繊維芽

細胞であり、増殖能の高い細胞である。

細胞は液体窒素で凍結保存したものを解

凍し、 1 日おきに培養液交換、 3 日おきに

F ig. 6-1 Transmissio n image of 

m ouse Nlli 3T3 fi bro blast cel l. 

継代を繰り返し使用した。継代には組織培養用ベントキャップフラスコ (I W AK1 3123 -075X ) 

を用い、実験の際はフィブロネクチン(CALBIOCHEM 341 635) をコー卜したガラスボトムデ

ィッシュ(秋 田住友ベータ株式会社)に培養したものを用いた 。蛍光観察は共焦点蛍光顕

微鏡 (Olympus ，FLUOVTEW FV300) を使用した。励起光に連続発振の半導体レーザー

(Shanghai laser ， O PSS ， 473 nm) を用い、 100 f音の油浸対物レンズ(Olympus ，N. A . 1. 25) で観察

した。以下に細胞倍養液の調整方法、冷凍保存された細胞の解凍と培養方法を示す。

細胞培養液の調整

① L-グルタミン(Wako)292 mg を、少量の液体培地 (OMEM Sigma 05 79 6) に溶かし、フィ

ノレター滅菌する。

② OMEM 450 m lに①の L-グノレタミン溶液、ペニシリン・ストレプトマイシンの混合液 5 ml

(GIBCO Ca t. No .15140-148) 、57 "Cで補体因子を不活性化させた血清 50ml (GIBCO Cat 

No.26 140-079) を加え懸濁する。

細胞の解凍

① 液体窒素凍結保存容器から冷凍保存チューブを取り出し、 37 "Cの湯浴で温める 。

② 冷凍保存チューブを遠心分離(1 000 ゅm ，5 min) にかけ上澄みを吸い出し、 12 ml の細胞培

養液を加えて懸濁した後、培養フラスコにまく。

細胞の培養

① 胞培養液とリン酸緩衝液(PBS Sigma 04031) を湯浴で 37 "Cに温める 。

② 培養フラスコの繕養液を除き、 PBS ですすいだあと PBS を除き、 トリプシンA OTA

(GIBCO 25300 -54) を加えて 37 "Cのインキュベーターに 30秒入れ、顕微鏡で細胞が剥が

れたのを確認したあと、培養液を入れトリプシンの活性を止める。

③ lxlO' 個Iml に②の細胞懸濁液を希釈して新しい培養フラスコに移し、 C O，インキュベー

-82 ・



6. 蛍光性ナノ粒子を用いた細胞プローブへの展望

ターで 37 0C 、CO 2濃度 5% のもと培養する。

ガラスボトムディッシュに培養する際は37 0
C に温めた DMEM に5μg/ml になるようにフ

ィブロネクチン溶液を加えて 45 分室温に置いたあと PBS で洗浄したものに細胞懸濁液

を加え③の条件で培養した。

④ 

6・3 生理的緩衝液中でのナノ粒子の安定性

Fig 6-2 にBPDI の PBS 懸濁液にフノレエンス 50mJ/cm 2でレーザーを照射した場合の吸収ス

ベクトノレを示す。 PBS 中でもレーザーの照射時間の増加に伴い分子的な吸収ノ〈ンドが表れ

しかし BPDI 水懸濁液と PBS 懸濁液の結果と比較ナノ粒子が生成していることがわかる。

フルエンス 50 mJ/cm 2 で 10 分間レーザーを照射した場合、 PBS 懸濁液のピーク吸すると、

光度は水懸濁液の 6 割程度しかなくナノ粒子の生成効率が悪い。また PBS 懸濁液での吸収

スベクトノレで、はピーク位置の長波長シフトと 600nm 以降により大きな吸収の裾が見られる。

第 3 章で議論したようにピーク位置の変化と吸収の裾の主な原因は生成したナノ粒子の散

乱であり、 PBS 懸濁液ではより大きな散乱の寄与が認められることから、生成したナノ粒

子の粒径は水懸濁液中で生成したナノ粒子の粒径よりも大きいと考えられる。
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次に水中で生成したナノ粒子に緩衝溶液を添加した場合の吸収スベクトルの変化を観察し

た。第 2 章で示したようにレーザーアプレーションで作製した BPDI ナノ粒子は水中では極

めて高い分散安定性を有する。 Fig.6-3 (a) にフルエンス 50 mJ/cm 2 で吸光度が飽和するまで

60 分間レーザーを照射後に PBS を加えた場合の吸収スベクトルを示す。この時、 PBS は通

常使用する 10 倍の濃度に調整し、ナノ粒子コロイド溶液と PBS を 9:1 の割合で混合した。

PBS 添加後、ピーク吸収度は添加前よりも低下し、添加後 1 時間でさらに低下を続けた。

しかし PBS 添加後 1時間経過後でも PBS 中で、フルエンス 50 mJ/cm 2
で 60 分間レーザーを照

射した場合の吸収スベクトノレよりは高いピーク吸光度を維持している。単純な DLVO 理論

によりナノ粒子の分散安定性を考えると [2] 、バッファーのような高濃度の電解質溶液の中

では電気二重層斥力が弱くなりナノ粒子は凝集しやすくなる。第 3 章ではレーザー照射に

伴う表面の酸化などなんらかの表面状態変化による DPDI ナノ粒子のゼータ電位の変化を

報告した。 BPDI ナノ粒子においても DPDr ナノ粒子と同様に表面電位の変化が起きている

と考えられ、電解質溶液においてもナノ粒子の分散安定性を高めているのではないかと考

えられる。しかしながら BPDI コロイド溶液を一日静置したところ、後から PBS を加えた

場合、 PBS 中でナノ粒子化を行った場合のどちらでも吸光度が 115 程度にまで減少した。光

学セノレの底には沈殿物が確認されナノ粒子はほとんど凝集したと考えられる。また上記と

同様の実験を TBS 中で、行った結果を Fig. 6-3 (b)に示す。 TBS での結果は PBS と同様の傾

向を示し、ナノ粒子の生成効率もほとんど PBS の場合と変化がなかった。このことから電

解質の組成の違いはナノ粒子の生成にあまり影響を与えていないと考えられる。

最後に PBS 中で BPDI ナノ粒子を作製した場合の蛍光スベクトルを Fig.6-4 に示す。培養

液 DMEM にナノ粒子を加えた場合、蛍光スペクトルはエキシマ一発光で、はなくモノマ一発

光を示し、 DPDI は水性溶媒である DMEM には可溶であることを示している。しかし PBS

中での大きなストークスシフトと幅の広いスペクトルの特徴はエキシマー由来のものであ

り、PBS 中でも BPDI が分子として溶け出さず、ナノ粒子として存在していることがわかる。

また蛍光スペクトルのピーク波長が水中で、作製した BPDI コロイド溶液のスベクトノレより

も長波長にシフトしており形状も完全に相似ではないことから PBS 中でアプレーションを

行った場合、塩化物など PBS 中のイオンとなんらかの化合物を形成している可能性も考え

られる。
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Fig. 6-4 Absorption and fluorescence spectra of BPDI co l1 oidal solution in water and 

PBS. Co l1 oidal solution was prepared 532 nm laser irradiation at 50 mJ/cm2 for 50 

minutes. PBS was added after laser irradiation. 

6-4 ナノ粒子を用いた細胞の蛍光イメージング

前節でレーザーアプレーションにより作製したナノ粒子コロイド溶液に生理的緩衝溶液

を添加した場合、 1 時間程度であればナノ粒子として緩衝溶液中に存在することを示した。

そこで実際に培養細胞に蛍光性ナノ粒子を添加した場合の細胞とナノ粒子の相互作用を共

焦点顕微蛍光イメージングにより観察した。ガラスボトムディッシュに培養したマウス

NIH3T3 細胞の培養液とナノ粒子を分散させた生理的緩衝溶液を置換した。 12 時間 37
0C 、

5% CO 2 の条件下でインキュベートした NIH3T3 細胞の散乱像と蛍光像を Fig. 6-5 に示す。

細胞の外ではナノ粒子の凝集体が多数確認されるが、細胞もナノ粒子で染色されている。

共焦点顕微鏡による 3 次元測定によりこのナノ粒子は細胞表面ではなく細胞質に存在する

ことが確認され、また核内にはナノ粒子は見られず小胞体やゴノレジ体のような細胞器官の

存在する辺りにナノ粒子が局在していることが明らかになった[3] 。ナノ粒子が細胞に取り

込まれた機構としていくつかの理由が考えられる。まずひとつは細胞の飲食作用であるエ

ンドサイトーシス・エキサイトーシスを介した取り込みである [3] 。しかし一般的にはエン
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ドサイトーシスでは 100 nm 、エキサイトーシスではそれ以下の粒径の粒子が細胞に取り込

まれると考えられている。ナノ粒子が凝集せずに分散している場合はそのそれらの機構に

よる取り込みの可能性も考えられるが 2 つ以上ナノ粒子が凝集すればおそらく飲食作用に

よる取り込みの上限を超える粒径に達していると考えられる。他にはナノ粒子が細胞膜を

透過した可能性がある。細胞染色用の色素の場合、疎水性分子は細胞膜を通過して細胞内

部へ入ることができる。実際に水中で、作製したナノ粒子を培養液へ直接添加した場合の蛍

光イメージを Fig.6-6 に示す。前節で述べたように BPDI ナノ粒子は培養液である DMEM に

可溶であるため、培養液中では BPDI は分子として存在する。このとき Fig.6-6 から明らか

なように BPDI は細胞内部に存在し、細胞膜を通過もしくは細胞に取り込まれていることが

わかる。またこの時の時間スケールはナノ粒子添加後、数時間である。このように BPDI 分

子は疎水的であるために細胞膜を通過することが可能であると考えられ、同様に BPDI ナノ

粒子も細胞膜を通過した可能性が考えられる。しかし緩衝溶液中でのナノ粒子の凝集を考

えるとナノ粒子のサイズは 100 nm 、もしくはそれ以上になっていると思われ、疎水的とは

いえ簡単に細胞膜を通過し得るとも考えにくい。本実験条件では緩衝溶液中で細胞を 12 時

間培養しており、これにより細胞活性が通常より低下していると恩われる。細胞活性の低

下により細胞膜の流動性が高くなることが知られており [4] 、このことも 100nm という大き

な粒子が細胞膜を通過したことに影響しているのではないかと考えられる。また細胞内に

導入されたナノ粒子が細胞内にとどまっていることは注目すべき点で、ある。細胞膜を通過

可能な疎水性分子の場合は、細胞内に導入された分子が再び細胞外に放出されるのを防ぐ

ために、細胞内で加水分解を起こさせて親水化し細胞膜の外にでるのを防ぐなど複雑なプ

ロセスを必要とする。ナノ粒子の場合は特別な表面修飾などもされておらず、細胞質内に

存在する細胞器官への物理吸着によって細胞質内にとどまっているのではないかと思われ

る。

6-5 細胞フ。ロープ応用への展望

前章までに有機ナノ粒子は高い吸収係数を持つ、安定した光源となり得ることが示され、

また内部の励起状態の表面へのエネルギー移動により、高い感度でナノ粒子周辺環境をモ

ニターする蛍光プロープとなり得ることが示された。そして本章のナノ粒子が細胞に取り

込まれたという結果から、ナノ粒子の細胞プローブへの応用が期待される。最も期待され

る応用は単一ナノ粒子による局所環境プロープである。本論文では DPDI のナノ粒子を用い
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| 震むダ 目

Fig. 6-5 Transmission image (l e丘) and fluorescence image (right) of Nlli3T3 cell 

stained with BPDI nanoparticles. Cross-section of fluorescence ima ges is also put i口出e

figure. 

Fig. 6-6 Transmission ima ge (right) and fluorescence image (l eft) of Nlli 3T3 cell 

stained with BPDI molecules. 
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たために表面での反応が電子移動消光という形で現れたが、ナノ粒子に用いる分子に金属

イオン感受性などを付加することでナノ粒子表面において高い感度で金属イオンを検出可

能なフ。ロープが作製可能だと考えられる。そしてナノ粒子の安定光源としての性質を利用

し、色素分子や半導体ナノ粒子では退色や明滅現象のために不可能で、あったミリ秒単位の

環境変化のダイナミクスも測定可能となることが期待される。

今後このような蛍光性有機ナノ粒子を細胞フ。ロープとして応用することを考えた場合、

まず有機ナノ粒子と細胞がどのような相互作用を持っか、例えばまずナノ粒子が細胞内へ

取り込まれるメカニズムなどを明らかにすることが重要である。一般的に半導体ナノ粒子

などを用いて細胞を染色する際にはナノ粒子を培養液中で分散させるための表面修飾と、

細胞への特異的吸着や導入を行う場合には更なる粒子表面の煩雑な修飾を必要とする。し

かし、今回用いた BPDI ナノ粒子で、は特別な表面修飾は行っていないにもかかわらず、ナ

ノ粒子は細胞内に蓄積した。飲食作用を介した取り込みであれば、その速度は 1 時間あた

りに細胞体積の数%であるため、蛍光性ナノ粒子の高い光安定性を利用した継時観察によっ

てそのダイナミクスが観察可能であると思われる。また細胞膜を通過する可能性を評価す

るためには細胞の活性を評価しなければならない。これはすでに市販されている、細胞の

酵素活性や膜流動性を評価する試薬と同時染色を行うことで実現可能だと考えられる。さ

らには細胞へ取り込まれるナノ粒子のサイズによる効果や、表面が疎水性か親水性である

かのような表面状態が細胞への取り込みにどのような影響を与えるかも重要である。

また近年レーザーを用いたマイクロマニピュレーション技術が注目を浴びており、有機

ナノ粒子に限らず単一のナノ粒子や細胞の操作・加工に関する研究が報告されている [5 ，6] 。

例えばレーザートラッピング技術を用いればナノ粒子を細胞の任意の場所に誘導しその局

所環境変化を蛍光スベクトノレからモニターすることも可能かと思われる。 Hosokawa らは

フェムト秒レーザー照射によって細胞膜に穴をあけることで通常では細胞に導入されない

分子を細胞へ導入したり [7] 、フェムト秒レーザーの誘起する衝撃波を利用したナノ粒子の

細胞への導入などを報告している [8] 。

本実験で得られたナノ粒子の蛍光特性に基づく分子設計とナノ粒子と細胞聞の相互作用

の評価、ナノ粒子のマニピュレーション技術によって、新規有機ナノ粒子プロープの開発

にとどまらず有機ナノ粒子の毒性や、さらにナノ粒子を用いたドラッグデリパリーの可能

性など、有機ナノ粒子の細胞応用研究全般へ大きく貢献することが可能であると考えられ

る。
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7. 総括

第 7 章

総括

Summary 

蛍光材料は生物学・化学など多岐に渡る分野で、イメージングやセンシングのために広

く使用されており、機能性蛍光分子を利用して蛍光顕微鏡の回折限界を超える分解能が実

現されるなどその応用はさらなる拡大をみせている。蛍光性ナノ粒子は近年注目を集める

蛍光材料であり、半導体ナノ粒子ではサイズに依存したユニークな発光特性を有すること

から、マルチカラーイメージングやコーデイングなどへの応用例が報告されている。一方

で有機分子の蛍光性ナノ粒子は、分子集合体として高い吸収係数、光安定性に加え、温度

や pH 感受性のような分子由来の機能性を有する蛍光材料としての可能性が期待されてい

る。しかし有機ナノ粒子はその作製とサイズ制御の困難さから、サイズ依存性のような一

般的な発光特性に関する研究が限られていた。本論文は蛍光性有機ナノ粒子の新規作製手

法として液中レーザーアプレーション法を提案し、作製したナノ粒子の詳細な蛍光特性を

まとめたものである。以下に本論文における成果を総括する。

第 2 章では液中レーザーアプレーションを用いて、蛍光量子収率の高い蛍光分子である

ベリレンジイミド化合物 (BPD I)と、同じくベリレンジイミドを発色団に持つデンドリマ

ー (DPDI) のナノ粒子を作製した結果をまとめた。レーザー照射条件の変化に伴う BPDI 、

DPDI 懸濁液の吸収スペクトルの変化と走査型電子顕微鏡 (SEM) 観察から BPDI 、DPDr ナ

ノ粒子においても高強度のレーザー照射によって効率よくナノ粒子が生成することを示し、

レーザー照射条件を調整することで光分解を起こすことなく、分散安定性の高いナノ粒子

が生成すること可能であり、また粒径の制御が可能であることが示された。また DPDI 懸濁

液に分散剤として SDS または CHAPS を添加したところ、分散剤の種類によってナノ粒子

化の効率に大きな差が生じることが明らかになった。

第 3 章で、はコロイド溶液の平均粒径に依存したデ、ンドリマ一ナノ粒子(DPDI ナノ粒子)の

消失・蛍光スベクトルの変化を議論した。コロイド溶液の平均粒系に依存した消失スペク

トルの変化を示し、 Mie 理論を用いたシミュレーション結果から、粒径の変化に伴う消失ス
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ベクトルの変化は、主に粒子の散乱に起因し、コロイドの吸収スベクトルは粒径に依存し

て変化しないことを明らかにした。またそれぞれの溶液のスベクトルとの比較から BPDI ナ

ノ粒子は典型的な有機固体からの発光であるエキシマ一発光を示し顕著な蛍光強度の低下

を示すのに対し、 DPDI はデンドロン基により発色団同士の電子相互作用が抑制され、溶液

と固体で良く似た吸収・発光スベクトルを示し、高い輝度を有することを明らかにした。

DPDr コロイド溶液の蛍光量子収率の粒径依存性を測定し、サイズの減少に伴って蛍光量子

収率の顕著な低下を観測した。 DPDI 分子の蛍光収率がアセトンのような極性の高い溶媒中

で顕著に低下する事実から、サイズ減少に伴う蛍光量子収率低下の原因として水の高い極

性による表面励起状態の電子移動消光と、ナノ粒子内部の励起状態がエネルギー移動によ

り表面へ拡散するという機構を示し、励起状態の拡散長をおよそ 70 nm と見積もった。ま

た粒径を一定に保ったまま、レーザー照射条件を変化させて蛍光量子収率を比較し、高強

度のレーザー照射によって生じる表面状態の改質や光生成物もナノ粒子の消光を促進する

ことが示唆された。

第 4章ではポリマー薄膜中に分散させた DPDI 単一ナノ粒子の時間分解顕微蛍光分光を行

い、その蛍光特性を DPDI 単一分子との比較からまとめた。ナノ粒子では分子の 1000 分の

l以下の励起光強度で分子と同等の蛍光強度を得ることができ、また単一分子に特有のスベ

クトル分散と明滅減少もみられないことから DPDr ナノ粒子は輝度の高い安定な点光源で

あることが示された。また単一ナノ粒子の蛍光強度と寿命の時開発展を測定した結果、ナ

ノ粒子はそれぞれに異なる寿命の減衰を示し、ステップ状の蛍光強度変化と蛍光寿命の変

化を示すものが存在することから、ナノ粒子の発光のダイナミクスとして、ナノ粒子内部

で生成した励起状態がエネルギー移動により粒子内部を拡散する過程で主に表面などで消

光され、エネルギー的な安定な発光サイトが一時的に生じた場合にはナノ粒子は発光サイ

トに補足され寿命の長い分子的な振る舞いをするという機構を提案した。

第 5 章では、溶媒蒸発法により作製したベリレンジイミド化合物ナノ構造体の蛍光寿命

イメージングの結果をまとめた。ガラス基板上に作製したサイズの異なるペリレンジイミ

ド化合物 (PDS9) のナノ構造体の A F M 測定からディスク状ナノ構造体の直径と膜厚

に比例関係があることを見出した。ナノ構造体の厚さの減少に伴い、蛍光寿命が短くなる

ことを示し、表面で蛍光消光が生じていることを明らかにした。蛍光消光剤としてメチレ

ンブルーを添加した水溶液中における消光効率の膜厚依存性から構造体内部での励起子の
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平均移動距離を考察した。

第 6章ではレーザーアプレーションにより作製した BPDI ナノ粒子コロイド溶液の生理的

環境下における安定性を吸収スベクトルの変化から評価し、緩衝溶液中でもナノ粒子は数

時間分散可能であることを示した。緩衝溶液に分散させた BPDr ナノ粒子を添加したマウス

NIH3 T3細胞の共焦点顕微蛍光イメージングによりナノ粒子が細胞膜を通過し細胞内に取

り込まれることを明らかにし、蛍光性ナノ粒子の生細胞フロープとしての展望を示した。

本研究により液中レーザーアプレーション法を用いて蛍光性有機分子であるベリレンジ

イミド化合物とそのデンドリマーのナノ粒子が作製可能であることが示され、作製された

ナノ粒子のサイズに依存した蛍光特性と表面や周辺環境を考慮した蛍光ダイナミクスに関

する知見を与えることができた。しかし、今回取り扱ったナノ粒子は粒径が数十ナノから

数百ナノメートルの比較的大きなナノ粒子であり、プロープとしての応用を考えるとより

粒径の小さなナノ粒子を作製し、その蛍光特性も明らかになることが望ましい。また作製

されたコロイド溶液は粒径分布が大きく、単一ナノ粒子測定においてもその正確な粒径や

形状は明らかになっていない。これらを踏まえ、今後、レーザー照射条件の最適化による

粒径の減少と均一化や、蛍光顕微鏡と原子間力顕微鏡などを組み合わせたスベクトル情報

と粒径・形状の同時測定を行うことで、より詳細なナノ粒子の蛍光特性の解明とそれに基

づいた新規材料開発への展開が期待される。
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Summary 

Summary 

F1uorescence imaging and spec 住oscopy have been wide1y used in the fie1d of 1ife 

science ， and organic fluorescent nanoparti c1 es have attracted increasing interest as one 

ofthe promising materia1s as functiona1 fluorescent probes for cell-imaging and sensing 

of biomateria1s. However ， there is limited research of the optica1 properties depending 

on the size ， surface nature ， and surrounding environments and so on. In the thesis 1 

present the new fabrication method of fluorescent organic nanoparti c1 es and consider 

their optica1 properties in prospect of bio1ogica1 app1ications. High1y fluorescent 

nanoparti c1 e was success 白lly fabricated using a pery1enediimide derivative having 

bu1 勾 dendron group by 1aser ab1ation in water. The size-dependent optica1 properties in 

a sing1e nanoparti c1 es 1eve1 and of bu1k colloida1 solution were investigated. Main 

results in each chapter are summarized as follow. 

In chapter 2， fabrication of fluorescent organic nanoparti c1 es of BPDI (commercially 

avai1ab1e pery1enediimide) and DPDI (dendronized pery1enediimide) by 1aser ab1ation 

in water was demonstrated. Microcrysta1s of fluorescent mo1ecu1es having comp1ex 

struc 印res converted into nanoparti c1 e colloids by 1aser ab1ation without remarkab1e 

photo-degradation by adjusting 1aser conditions and obtained colloida1 solutions were 

quite stab1e for more than a wee k. Dynamic 1ight scattering measurements demonstrated 

that DPDI nanoparti c1 es with a mean size ranging 企om 150 to 400 nm were 

successfully fabricated by varying the 1aser fluence. 

In chapter 3， the size-dependence of extinction and fluorescent properties of BPDI 

and DPDI colloids were investigated. It was confirmed that the size dependent 

extinction spec 仕a of DPDI colloids cou1d be attributed to the con 仕ibution of 1ight 

scattering 10ss and absorption spectra doesn't change depending on the size. Both the 

absorption and the emission spec 仕a of DPDI nanoparti c1 es were sim i1 ar to those of 
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molecules in solution ， which indicated the weak electronic interactions of DPDI 

nanoparti c1 es due to the bulky dendron groups si 加ated in the bay positions of the PDI 

core. On the other hand ， BPDI nanoparti c1 es showed a different absorption spectrum 

企om that of molecules solution and exhibited a broad excimer fluorescence band. It was 

found that fluorescence quantum yi e1 ds of DPDI nanoparti c1 es are smaller than that of 

DPDI molecules in non-polar solvent and the yields decreased drastically with parti c1 e 

size decreasing. It was suggested that the surface quenching due to polar environment in 

water ， and an excited state migration in the nanoparti c1 e by energy hopping. The laser 

irradiation effect on the fluorescence intensity suggests that ionization or oxidized 

species are generated at the parti c1 e surface under the intense laser excitation. 

In chapter 4， fluorescent properties of DPDI single nanoparti c1 es were examined 

under time-resolved confocal fluorescence microscope and compared with those of 

single molecule. Spectrum measurements of 50 individual nanoparti c1 es demonstrates 

that their emission peak position is almost same to each other wh i1 e single molecules 

showed a large scatter on their emission peak The result is a sign of a more rigid system 

and a fluorescence protected 企om its environment like bulk system. Time 同 traces

fluorescent intensity measurement revealed almost no blinking and a higher 

photo-stab i1 ity compare to single molecules ， which confirms the nor トa自己ction 企om the 

surrounding environmen t. A stepwise change on fluorescent intensity and lifetime 

suggested the exciton energy migrates in a nanoparti c1 e and w i11 be deactivated at 

quenching site. 

In chapter 5， the size dependent quenching e節 ciency of PDS9 nano structures 

prepared on a glass substrate by cast and dewetting methods was investigated. Wide 

fields fluorescence lifetime measurement on different sized nano structures under air 

atmosphere revealed that thinner s仕uctures had shorter fluorescence lifetime than 

thicker structures probably due to exciton 仕ap sites such as defects or photoproducts at 

the surface. The size quenching efficiency of PDS9 nano structures measured by 

covering with methylene blue water solution was examined. Exciton migration length in 

PDS9 nano structures was estimated 企om the size dependent quenching efficiency to 

-95 幽



Summary 

around 12 nm. 

In chapter 6， f1 uorescent imaging of live-ce l1 using BPDI nanoparticles were 

demonstrated. It was confirmed that BPDI nanoparticles dispersed in a buffer solution 

for a few hours. BPDI nanoparticles in buffer solution was added to ce l1 culture medium 

of NIH 3T3 ce l1 s and f1 uorescent images of the ce l1 s were observed with a confocal 

microscope. It was confirmed th 剖 BPDI nanoparticles could go through ce l1 membrane. 

Fina l1 y a future perspective of potential application of f1 uorescent organic nanoparticles 

to bio 回 sensing or bio-imaging was discussed. 
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